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Resumen: Las infecciones por levaduras del género Candida, en la actualidad son cada vez mas frecuentes, particularmente cuando se
presentan condiciones que inmunosuprimen al paciente, como el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida y el uso de quimioterapicos e
inmunomoduladores, entre otros. Candida albicans es la especie del género que se aisla con mayor frecuencia. Entre las pruebas de iden-
tificacion para las especies de levaduras del género Candida se encuentran la evaluacion de las caracteristicas macroscopicas de las colo-
nias, pruebas fisiologicas, como la prueba del tubo germinal, termotolerancia, auxanograma, zimograma, ureasa y resistencia a la ciclo-
heximida, entre otras. De estas, la prueba del tubo germinal es una prueba sencilla y rapida que puede ejecutarse de varias formas. De
manera tradicional se ha realizado en tubo y con suero, aunque también se puede realizar en placa. En este trabajo se revisan las diversas
formas de realizar esta prueba y se describe una modalidad adicional, producto de la experiencia diaria en el trabajo de laboratorio, con la
ventaja del ahorro de material de vidrio y tiempo.
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Modalities of the Germ Tube Test

Abstract: At the present time, the infections by yeasts of the genera Candida, are more and more frequent, particularly when exists inmu-
nosuprimen conditions, like the Acquired Immunodeficiency Syndrome, the use of quimioterapics and inmunomodulators, among others.
Candida albicans is the species most frequently isolated from clinical samples. Among the identification tests of the yeasts species of the
genera Candida are the evaluation of colony characteristics, physiological and biochemical tests like the germ tube, termotolerancy,
auxonogram, zimogram, urease, resistance to cicloheximide, among others. The germ tube test is a simple and fast test, of which several
forms exist to carry out it. The traditional way has been made in tube, with serum, although it’s possible to be made in plate. Here we
present the modality to directly make the test of the germ tube between slide and slide cover, with advantage of time saving and glass
material saving.
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Dentro de las levaduras del género Candida se encuen-
tran mas de 150 especies, las cuales son comensales del
tracto gastrointestinal, cavidad bucal y la piel. De ellas,
solo un pequefio grupo pueden ser ocasionalmente patoge-
nas para el hombre, particularmente cuando éste se en-
cuentra en condiciones de inmunosupresion, entre las que
se mencionan C. albicans, C. tropicalis, C. kefyr, C. kru-
sei, C. guilliermondii y C. glabrata, entre otras [1-3].

La especie del género aislada mas cominmente es Can-
dida albicans, la cual afecta a la poblacién en un 30 a
40%. En la actualidad son cada vez més frecuentes las
infecciones fungicas intrahospitalarias por esta levadura,
generando una elevada morbi-mortalidad en aquellos pa-

cientes con factores de riesgo, como es el caso del uso
indiscriminado de antibidticos de amplio espectro, el uso
de quimioterapicos e inmunomoduladores, enfermedades
debilitantes como la diabetes mellitus, y el uso de sondas
vesicales. Ademas, en los pacientes con Sindrome de In-
munodeficiencia Adquirida (SIDA), representan uno de los
primeros indicadores de inmunosupresion, ya que experi-
mentan la proliferacion de esta levadura de origen enddge-
no en las superficies mucosas [4-6]. Por otra parte, se es-
tima que 75% de las mujeres padecen al menos un episo-
dio de candidiasis vulvovaginal durante su vida y 40-50%
desarrolla infeccion vaginal recurrente por Candida albi-
cans [7].
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La identificacion adecuada de la especie de Candida
aislada a partir de las muestras clinicas es de suma impor-
tancia, con el fin de corroborar el diagnéstico clinico,
obtener un diagnostico micolégico preciso e instaurar un
tratamiento antiflngico adecuado [1-3,6,8].

Entre las pruebas no automatizadas utilizadas para la
identificacion de las especies de levaduras pertenecientes
al género Candida se encuentran la observacion de las
caracteristicas macroscépicas de la colonia, color de las
colonias en el medio CHROMagar Candida (CHROMa-
gar, Microbiology, Francia), andlisis de las caracteristicas
fisioldgicas, (como la prueba del tubo germinal o la termo-
tolerancia), evaluacién de caracteristicas morfolégicas
(como la formacion de clamidosporas o clamidoconidias),
pruebas bioquimicas como el auxanograma (con la asimi-
lacién de fuentes carbonadas y nitrogenadas), prueba de la
ureasa, resistencia a la cicloheximida, fermentacion de
azlicares 0 zimograma, caracteristicas micromorfolégicas
(con el uso de microcultivos en agar harina de maiz con
Tween 80 al 1%, agar arroz 0 agar papa-zanahoria), siste-
mas inmunoldgicos de aglutinacién con particulas de latex
para identificaciéon de C. albicans (Bichro Latex Albi-
cans®, (Fumouze) y en aislados dudosos, se hace necesa-
rio utilizar la genatipificacion [1,2,9,10-19].

Una de las pruebas mas sencilla, rapida, econémica y
mas utilizada, como prueba preliminar para la identifica-
cion del 90-95% de los aislados de Candida albicans y C.
dubliniensis, es la prueba del tubo germinal, conocida
también como prueba de filamentacion en suero o filamen-
tacion precoz. Dicha prueba se ha realizado tradicional-
mente en un tubo que contiene 0,5ml de suero, al cual se le
inocula la cepa en estudio y se incuba a 37 °C [1,20,21].
Segin Mackenzie, esta temperatura pudiera estar en el
rango comprendido entre 31°C y 41°C [20].

Luego de 2-4 horas de incubacion a 37 °C, con ayuda de
una pipeta Pasteur o de un asa en forma de aro, se toma
una porcion del contenido del tubo, se coloca en una lami-
na, se cubre con laminilla y se observa al microscopio con
objetivos de 10 y 40X. Candida albicans y C. dubliniensis,
forman una pequefia prolongacion filamentosa proveniente
de la célula levaduriforme, sin constriccion en el punto de
origen, semejante a “un espejo de mano”, cuyo espesor
puede medir alrededor de la mitad del diametro de la leva-
dura, y tener una longitud tres a cuatro veces mayor de
dicho didmetro. Esta formacién constituye el llamado tubo
germinal [1,20,21].

El tubo germinal de C. albicans puede formarse al in-
ocular las levaduras en suero humano, inclusive si el suero
ha sido congelado y almacenado. También, se puede reali-
zar en suero de diversos animales como perro, bovino,
conejo, cochino de Guinea y caballo. En cambio, este no
se forma en suero caliente coagulado [20].

Sin embargo, esta prueba tiene como desventaja que
entre un 5 a 10% de los aislamientos de C. albicans no
producen tubo germinal; ademas, existen resultados falsos
positivos con las especies de C. tropicalis y C. parapsilo-
sis, debido a la formacién de estructuras semejantes a la
del tubo germinal, y cuya Unica diferencia es la presencia
de una zona de constriccion caracteristica adyacente al

punto de origen del mismo, ubicada en la célula madre.
Por otra parte, la proporcién de células capaces de formar
el tubo germinal disminuye progresivamente al aumentar
la concentracion celular por encima de 10" células por ml,
con lo cual se pueden obteber resultados falsos negativos
[16,17,22-24].

Existen otras modalidades para realizar la prueba del
tubo germinal, menos conocidas, en las cuales se sustituye
el suero por diversos compuestos. Entre estas se pueden
mencionar:

A) Cultivar la levadura a identificar en la superficie del
medio agar agua con 1% de leche. Este medio se prepara
hirviendo medio litro de agua destilada y luego se le agre-
gan 10 g de agar. Una vez sembrada la levadura se incuba
a 37 °C por 3 horas; posteriormente se procede a tomar
una pequefia porcidn de la colonia y se realiza la observa-
cidon microscdpica entre ldmina y laminilla, para la bds-
queda de los tubos germinativos [25-26].

B) Uso de plasma de conejo con EDTA (BBL Microbio-
logy Systems). Se reconstituye el plasma con agua destila-
da estéril (pH 7.2) o en combinacion con caldo Soya-
Tripticasa (TSB, pH 7.0. Scott Laboratories, Inc). La for-
macién de tubos germinales se hace mas rapida cuando la
combinacion del plasma con el TSB es de 3:2; esta prepa-
racion se almacena a 4 °C y puede ser utilizada en un pe-
riodo de tiempo de 3,5 semanas. Para la prueba, se parte de
una colonia de 24 horas de crecimiento proveniente de
agar sangre, se coloca una pequefia porcion de la misma en
0,5 ml de la solucién anterior y se procede a incubar a
37 °C, por 2-4 horas. Luego de la incubacion, se procede a
tomar una pequefia porcion de la preparacion y se coloca
entre lamina y laminilla para su observacion microscépica
[24].

C) Fleming WH vy colaboradores en 1977 [27], describen
un medio de utilidad para realizar la prueba del tubo ger-
minal, en conjunto con la deteccion de clamidoconidias.
Dichos autores utilizaron el medio de cultivo sélido Ox-
gall-Tween-acido caféico (TOC) [Oxgall 10 g, agar 20 g,
Tween 80 (solucion al 10%) 10 ml, &cido caféico 0,3 g,
agua destilada 1.000 ml]. Para su realizacion, se siembra
en agar Sabouraud dextrosa la levadura y a las 72 horas se
resiembra una pequefia porcién de la colonia en la superfi-
cie del agar TOC; posteriormente se coloca con suavidad
un cubreobjetos estéril sobre la superficie de la zona sem-
brada y se incuba a 37 °C en una atmdsfera de 10% de
CO, por un lapso de 3 horas, manteniendo la tapa de la
placa ligeramente abierta para que todo el cultivo sea al-
canzado por el CO,. Al finalizar el periodo de incubacion,
se levanta la laminilla o cubreobjetos y se coloca sobre una
lamina con la finalidad de observar al microscopio los
tubos germinales que se formaron en dicha zona. La placa
con el medio TOC se mantiene a temperatura ambiente
con observaciones periddicas por 72 horas para la observa-
cién de clamidosporas [27].

D) Otra modalidad es la prueba del tubo germinal entre
lamina y laminilla. Ha sido utilizada por la Lic. Celina
Araujo, durante sus 35 afios de experiencia laboral, tanto
en la Universidad de Oriente (en el Laboratorio de Micro-
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biologia), como en la Universidad de Los Andes (en el
Laboratorio de Enfermedades de Transmision Sexual de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis), y actualmente se usa
en el Laboratorio de Micologia de dicha facultad. La mis-
ma consiste en realizar la prueba del tubo germinal con
una gota de suero, ya sea humano o animal, o en su defec-
to, una gota de albdmina de huevo, colocada directamente
sobre una ldmina portaobjeto estéril. Posteriormente se
inocula sobre la gota una pequefia porcién de la cepa a
identificar y se mezcla con ayuda de un asa bacterioldgica.
Dicha mezcla es cubierta con una laminilla, la cual ha sido
previamente flameada con el fin de esterilizarla, y dejada
enfriar. Esta preparacion entre ldmina y laminilla es lleva-
da a la estufa por un lapso de 2-4 horas a 37°C. Luego de
este lapso, es observada al microscopio.

Con la aplicacion de esta técnica, se presenta la ventaja
del ahorro de material de vidrio (tubos, placas, pipetas
Pasteur) y suero. Ademas, es una técnica practica y senci-
Ila, en la cual la prueba se prepara en la misma lamina en
donde se va a observar. A su vez, con esta modalidad se
puede usar una gota de albimina de huevo (clara de hue-
vo) como alternativa para llevar a cabo la prueba, la cual
puede ser almacenada en pequefias porciones bajo refrige-
racion hasta su uso.
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