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Este estudio tiene como objetivo evaluar la acción del colorante violeta de genciana, in vitro, sobre Candida albicans, aislado o como 
fotosensibilizante, en comparación al azul de metileno en la Terapia Fotodinámica. Fue una investigación experimental con abordaje 
cuantitativo. El linaje de Candida albicans ATCC 1106 fue inoculado obteniéndose un overnight de 1,37x104 UFC/ml. Fueron agregados 
50µl de la suspensión fúngica (overnight) en 18,0ml de caldo Saboraud. A este conjunto fue agregado el 0,2ml del colorante de la violeta 
genciana a 1%, fue plaqueado, se esperó el tiempo de pre-irradiación de 5 minutos y se aplicó el láser rojo. La dosis aplicada fue de 
100J/cm², con energía total de 3J, después fueron subcultivadas a 37°C en caldo Saboraud por 1 hora. Después de este período, una 
alícuota de 1,0ml fue diluida en 9,0ml de solución salina 0,85% esterilizada. 0,1ml de esta dilución fue plaqueada y plantada en agar 
saboraud. Las placas, en triplicata, fueron incubadas en estufa para microorganismos a 37ºC, y después de 48h fue hecho el conteo de 
las UFCs/ml. Además de la violeta genciana a 1% combinada a láser, fueron analizados los grupos: azul de metileno a 1% asociado al 
láser, azul de metileno a 1%, violeta genciana a 1%, y el láser sin adición de colorantes. Los análisis fueron realizados en el software 
IBM SPSS (21.0), se utilizó el test de Kruskal-Wallis (Mann-Whitney) y el test de Friedman (Wilcoxon), adoptándose un nivel de 
significancia de α=5%. Como resultado se observó que la violeta genciana a 1% asociada al láser tiene efecto importante contra Candida 
albicans en la terapia fotodinámica. 
Descriptores: Fotoquimioterapia; Candida albicans; Terapia a láser; Violeta de genciana; Azul de metileno.  
 
Este estudo tem como objetivo avaliar a ação do corante violeta de genciana, in vitro, sobre Candida albicans, isolado ou como 
fotossensibilizante, em comparação ao azul de metileno na Terapia Fotodinâmica. Foi uma pesquisa experimental com abordagem 
quantitativa. A linhagem de Candida albicans ATCC 1106 foi inoculada obtendo-se um overnight de 1,37x104 UFC/ml. Foram 
adicionados 50µl da suspensão fúngica (overnight) em 18,0ml de caldo Saboraud. A esse conjunto foi adicionado o 0,2ml do corante 
da violeta genciana a 1%, foi plaqueado, esperou-se o tempo de pré-irradiação de 5 minutos e aplicou-se o laser vermelho. A dose 
aplicada foi de 100J/cm², com energia total de 3J, depois foram subcultivadas a 37°C em caldo Saboraud por 1 hora. Após este período, 
uma alíquota de 1,0 ml foi diluída em 9,0ml de solução salina 0,85% esterilizada. 0,1 ml dessa diluição foi plaqueada e semeada em 
ágar saboraud. As placas, em triplicata, foram incubadas em estufa para microrganismos a 37°C, e após 48h foi feita a contagem das 
UFCs/ml. Além da violeta genciana a 1% combinada ao laser, foram analisados os grupos: azul de metileno a 1% associado ao laser, 
azul de metileno a 1%, violeta genciana a 1%, e o laser sem adição de corantes. As análises foram realizadas no software IBM SPSS 
(21.0), utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (Mann-Whitney) e o teste de Friedman (Wilcoxon), adotando-se um nível de significância 
de α=5%. Como resultado observou-se que a violeta genciana a 1% associada ao laser tem efeito importante contra Candida albicans 
na terapia fotodinâmica. 
Descritores: Fotoquimioterapia; Candida albicans; Terapia a laser; Violeta de genciana; Azul de metileno. 
 
This study aimed at evaluating the action of the in vitro dye crystal violet on Candida albicans, isolated or as a photosensitizing tool, 
when compared to methylene blue in photodynamic therapy. It was an experimental and quantitative research. The ATCC 1106 
Candida albicans strain was inoculated with an overnight103 UFC/ml. 50µl of the fungal suspension (overnight) were added to 18,0ml 
of Saboraud agar. To this, 0.2ml of the crystal violet dye was added at 1% and plated. A five-minute period of pre-irradiation was 
conceded to the sample, after which the red laser was applied.  The dosage applied was that of 100J/cm², with a total energy of 3J. 
After that, the samples were subcultured in Saboraud agar at 37ºC, for 1 hour. After this period, an aliquot of 1.0 ml was diluted in 9.0 
ml of 0.85% sterilized saline solution. 0.1 ml of the diluted result was plated and cultured in saboraud agar. Three plates were 
incubated in a growth chamber for micro-organisms at 37ºC, and after 48h, the UFCs/ml were counted. In addition to the 1% crystal 
violet with the laser, the following groups were analyzed: 1% methylene blue with laser, 1% methylene blue, 1% crystal violet, and 
the use of the laser with no dying. The analyses were conducted in the IBM SPSS (21.0) software. The Kruskal-Wallis (Mann-Whitney 
U test) was used as well as the Friedman (Wilcoxon) text, with a significance level α=5%.  As a result, the 1% crystal violet in 
conjunction with the laser has an important effect against Candida albicans in the photodynamic therapy. 
Descriptors: Photochemotherapy; Candida albicans; Laser therapy; Gentian violet; Methylene blue. 
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INTRODUCCIÓN 
a incidencia de infecciones fúngicas 
superficiales y profundas ha crecido 
significativamente a lo largo de los 

últimos 20 años. 
Varias razones son propuestas para 

explicar este aumento, incluyendo el uso de 
medicamentos antineoplásicos e 
inmunosupresores, antibióticos de amplio 
espectro, prótesis, injertos y cirugías más 
agresivas1. Con el desarrollo de la medicina, 
en el campo de la cirugía y transplantología, el 
número de individuos 
inmunocomprometidos y, consecuentemente, 
más susceptibles a estas infecciones, viene 
creciendo2. 

Micosis invasivas representan una 
amenaza creciente para la salud humana 
debido a una combinación de diagnósticos 
lentos y de la existencia de pocas drogas 
antifúngicas disponibles y eficaces3, esta 
combinación puede desencadenar infecciones 
sistémicas y/o lugares más graves, extensos y 
difíciles de ser tratados en la presencia de este 
hongo4,5. 

Candida albicans (CA), uno de los más 
frecuentes microorganismos oportunistas de 
la microbiota oral, se caracteriza como una 
especie más prevalente responsable por 
infecciones de las mucosas y piel de pacientes 
con inmunidad comprometida con especial 
importancia para la salud humana6-8, por 
provocar micosis superficiales y enfermedad 
sistémica diseminada9.  

Como consecuencia de la alta tasa de 
mortalidad por las infecciones invasivas por 
Candida, de la disponibilidad limitada de 
agentes antifúngicos eficaces y del aumento 
de la resistencia a estas drogas disponibles 
comercialmente, investigaciones son 
realizadas con el objetivo de obtener 
alternativas de tratamiento10,11. Por eso, 
estudios están siendo realizados en el área de 
Terapia Fotodinámica (TFD), que han 
mostrado efecto bactericida y fungicida en 
microorganismos orales, a partir de la terapia 
con láser de baja intensidad (TLBI)11-13.  

La TFD fue desarrollada para combatir 
lesiones malignas, no obstante, ha sido 
utilizada con éxito para el tratamiento de 
infecciones fúngicas, siendo empleada con 

éxito contra la Candida albicans y otras 
especies de Candida7, reduciendo la 
posibilidad de la CA causar una infección 
sistémica14 y surgiendo como una opción 
eficaz, la cual desde la investigación de Raab 
en 1900, que probó la acción del colorante 
acridina con la luz de relámpagos sobre 
paramecios, se encuentra bien fundamentada 
científicamente. 

Esta terapia se basa en el concepto de 
que un colorante no tóxico, conocido como 
fotosensibilizador (FS), se suele localizar, 
preferencialmente, en ciertos tejidos o células, 
y, subsecuentemente, es activado por la luz 
visible, produciendo especies reactivas de 
oxígeno (EROS), las cuales pueden matar las 
células que se ligan al FS15-17.  

La multiplicidad de blancos en las 
células (mitocondrias, lisosomas y núcleos) de 
los hongos reduce el riesgo de cepas 
resistentes fotomutantes y este riesgo es 
minimizado por la ausencia de efectos 
mutagénicos de la TFD18, la cual puede ser 
repetida varias veces, sin inducción aparente 
de resistencia, ya que el DNI no es el blanco 
principal de las EROS19.  

El peligro de daños en el DNA en hongos 
es reducido por la presencia de una 
membrana que envuelve el núcleo, actuando 
como una barrera para la penetración de 
colorantes o sus fotoproductos de alta 
energía20.  

Diferentes tipos de FSs son propuestos 
en la TFD. La interacción entre el FS, la 
membrana celular y estructuras 
intracelulares son de gran relevancia en la 
respuesta a la TFD. Debido a la gran 
diversidad de microorganismos, un FS con 
propiedades físico-químicas distintas puede 
ser requerido21. 

La violeta genciana (VG) es una mezcla 
de colorantes triarilmetanos, usada para teñir 
el cabello, colorear papel o tejidos, siendo 
usada en laboratorios de microbiología. 
Derivada del alquitrán de carbón, ha sido 
ampliamente utilizada como un producto 
antiséptico. Su actividad antimicrobiana es 
reconocida y recomendada para tratamiento 
de candidiasis22. El mecanismo de acción de la 
VG no está relacionado con una lesión 
primaria de la membrana citoplasmática 

L 
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siendo probablemente relacionada con la 
inhibición de una vía metabólica23.  

La Organización Mundial de la Salud 
recomienda la aplicación tópica de VG en una 
concentración de 1% para el tratamiento 
inicial de candidiasis oral en pacientes 
infectados por el VIH en contextos de recursos 
limitados, dado que el costo del tratamiento es 
bajo y bien tolerado24.  

Sin embargo, debido a sus propiedades 
de coloración de la mucosa bucal, la VG no es 
usada actualmente para el tratamiento da CA. 
Un estudio para evaluar la seguridad y eficacia 
de VG en concentraciones diferentes de VG 
mostró que ese FS en la concentración de 
0,00165% no mancha la cavidad oral, es 
estable, bien tolerado y posee una potente 
actividad anti-Candida25. En otra 
investigación23 realizada, se verificó que VG 
presenta una actividad fungicida para la 
mayoría de las especies de Candida, siendo las 
C. albicans y C. tropicalis las especies más 
susceptibles.  

La VG presenta potencial de acción para 
tratamiento de candidiasis oral debido a su 
actividad antibiofilm y antigerminación. El 
mecanismo de acción del VG no está asociado 
a la lesión primaria en la membrana 
citoplasmática, y probablemente se relaciona 
a la inhibición del metabolismo celular23.  

Es posible que la producción de 
radicales hidroxil/peróxido facilite la 
penetración de VG a través de la matriz, 
llevando a la inhibición de la síntesis de la 
pared celular de los hongos. Los estudios 
clínicos para determinar la eficacia de la VG en 
el tratamiento de esta enfermedad son 
garantizados26.  

Una dificultad, en la TFD, es la 
administración de los FSs, los cuales provocan 
una coloración indeseable en los dientes y en 
la mucosa bucal10. No obstante, estudios in 
vivo demostraron que la cavidad oral es 
especialmente adecuada para la TFD, pues es 
relativamente accesible a la aplicación de la 
luz27,28. Además de eso, el FS es de fácil 
manipulación7. 

Sabiendo de los resultados positivos de 
la acción de la VG como antifúngico sobre CA, 
este trabajo tiene como objetivo evaluar la 
acción del colorante violeta de genciana, in 

vitro, sobre Candida albicans, aislado o como 
fotosensibilizante en comparación al azul de 
metileno en la Terapia Fotodinámica.  

 
MÉTODO 
Se realizó un estudio experimental, in vitro, en 
el Laboratorio de Genética de Microrganismos 
del Departamento de Biología del Centro de 
Ciencias Exactas y de la Naturaleza de la 
Universidad Federal da Paraíba (UFPB), en la 
ciudad de João Pessoa-PB, en el período 
comprendido entre diciembre de 2014 a 
enero de 2015. 

Fue utilizado el linaje de CA ATCC 1106 
(estándar internacional, referencia), 
perteneciente a la colección de 
microorganismos del Laboratorio de 
Micología del Departamento de Ciencias 
Farmacéuticas, Centro de Ciencias de la Salud, 
UFPB.  

Este estudio se basó en el método 
propuesto por Craig; Gudmundson (1991), 
modificado por Pereira et. al, (2014) 15. Para la 
determinación fúngica, el linaje de Candida 
albicans ATCC 1106 fue inoculado en caldo 
Saboraud e incubado a 37°C por 18-20 horas, 
obteniéndose un overnight de 1,37x104 
UFC/ml.  

Fueron agregados 50µl de la suspensión 
fúngica (overnight) en 18,0ml de caldo 
Saboraud; a este conjunto fue agregado 0,2 ml 
del colorante AM a 1% o a VG a 1%. 
Seguidamente, este conjunto fue llevado al 
vórtex, y después plaqueado. Se esperó el 
tiempo de pre-irradiación (TPI) de cinco 
minutos y se aplicó el láser. La dosis aplicada 
fue de 100J/cm², con energía total de 3J, 
potencia de 100mW, en una distancia de 1,0 
cm por punto en toda la extensión de la placa 
de Petri, con la punta a 1,0 cm de altura de la 
placa. Después fueron subcultivadas a 37°C en 
caldo Saboraud por 1 hora.  

Después de este período, una alícuota de 
1ml fue diluida, convenientemente, en 9ml de 
solución salina 0,85%, esterilizada y llevada al 
vórtex. Seguidamente, 0,1 ml de este 
subcultivo fue plaqueado y plantado en agar 
saboraud.  

Las placas fueron incubadas en estufa de 
crecimiento de microorganismos a 37°C. El 
conteo de células viables, en este tubo, fue 
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determinado y designado como el tiempo 0 
para la determinación del efecto pos-
antimicrobiano. El recrecimiento de la cultura 
fue monitoreado por un período de 24 y 48 
horas, por el método estándar de conteo en 
placas. La lectura de las placas fue efectuada 
después de la incubación por 48 horas, a 37° 
C.  

Los experimentos fueron realizados en 
triplicata. Los resultados del conteo de células 

viables (UFC/ ml) de la cultura tratada fueron 
descriptos en la Tabla 1. 

La secuencia fue respetada en la 
manipulación y determinación del efecto 
fungicida y en el conteo de las UFCs – con 
excepción del TPI, que no fue necesario, para 
los grupos de los colorantes AM a 1% y VG a 
1% sin uso del láser, para el grupo control y 
para el grupo del láser sin FS. 

 
Figura 1. Esquema del paso a paso de la metodología. Según Pereira15, 2014. 

 
 

 
Fue empleado el Láser rojo 

semiconductor (GaA1As e InGaAlP), aparato 
láser DUO MMOPTICS São Carlos, SP, Brasil, 
con longitud de onda (λ) de 660 nm, la 
potencia del aparato fue de 100 mW, la dosis 
aplicada fue de 100J/cm², con energía total de 
3J, en una distancia de 1 cm por punto en toda 
la extensión de la placa de Petri, con la punta 
del spot a 1cm de altura de la placa, la emisión 
del láser fue continua, con el modo de 
operación puntual.  

Estas especificaciones fueron indicadas 
por el fabricante del aparato en el caso de 
terapia fotodinámica sin fibra óptica. Las 
placas de Petri seleccionadas para el uso del 
FS + láser esperaron el tiempo de pre-
irradiación de 5 minutos. 

Se realizó el test de normalidad 
(Shapiro-Wilk) para verificar la distribución 

de los datos, dónde se observó que, para todos 
los grupos, la distribución del conteo de UFCs 
fue no-normal (p<0,05). En la comparación de 
los promedios de UFCs entre los grupos, en los 
mismos períodos de tiempo, se realizó el test 
de Kruskal-Wallis, y en la comparación entre 
los grupos, dos a dos, se realizó el test de 
Mann-Whitney.  

Ya para la comparación del conteo de 
UFCs dentro de los grupos, en los diferentes 
períodos de tiempo, se utilizó el test de 
Friedman, siendo las diferencias identificadas 
mediante el test de Wilcoxon. Para todos los 
análisis se adoptó un nivel de significancia 

Los análisis fueron realizados en el 
software estadístico IBM SPSS (21.0).  
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RESULTADOS 
En la referida investigación, cuando se utilizó 
la VG a 1% asociada al láser, fue realizada la 
TFD, y se observó que en la 0h hubo una 
diminución en las UFCs, sin embargo, en las 
24h y 48h no hubo formación de colonias, lo 
que puede ser observado en la Tabla 1. 

Al investigarse solo la VG a 1%, fue 
observado que, en la 0h, hubo una reducción 
en las UFCs, y en las 24 y 48h no hubo 
formación de colonias (Tabla 1). 

Cuando se investigó el AM a 1% 
combinado con el láser, es decir, fue efectuada 

la TFD, se constató que en la 0h hubo una 
reducción de las UFCs, y en las 24h y 48h no 
hubo desarrollo de UFCs (Tabla 1). 

En el grupo del AM a 1% aislado fue 
registrado que a 0h, 24h y 48h hubo un 
aumento gradual en la formación de las UFCs 
(Tabla 1). 

 En el grupo en que solo el láser fue 
utilizado, hubo una diminución de las UFCs en 
la 0h, y en las 24h y 48h no hubo producción 
de estas colonias (Tabla 1). 

 
Tabla 1. Valores promedio para las Unidades Formadoras de Colonia (UFCs) obtenidas para el 
grupo control y para los grupos tratados con Laser, Violeta, Laser + Violeta, Azul de metileno y 
Laser + Azul de metileno, en los tiempos “0h”, “24h” y “48h”. João Pessoa, PB. 2015.  

 Grupo 
Tiempo Control Láser Violeta Láser + 

Violeta 
Azul de 

metileno 
Láser + 
Azul de 

metileno 
0h 3,43 X 10³ A 

a 
6,10 x 10² A 

b 
2,04 x 10³ 

A c 
1,95 x 10³ 

A c 
4,9 x 10³ A d 1,73 x 10³ 

A c 
24h 1,53 x 106  B 

a 
0 B b 0 B b 0 B b 1,64 x 106 B 

a 
0 B b 

48h 2,45 x 108 C a 0 B b 0 B b 0 B b 1,37 x 107 C 

c 
0 B b 

Valores expresados en UFC/ml. Letras mayúsculas iguales en columnas y minúsculas iguales en líneas indican no haber 
diferencias estadísticamente significantes (p> 0,05) entre los grupos. Test de Kruskal-Wallis. Test de Friedman.  

 
DISCUSIÓN 
La resistencia de microrganismos a los 
medicamentos utilizados para tratar 
infecciones10,11,18,21 causa serios daños en 
pacientes inmunocomprometidos y 
debilitados3,6,29,30, pudiendo aumentar las 
infecciones sanguíneas31 y elevar la 
morbididad y la mortalidad. Estudios en busca 
de una terapia que proporcione la cura sin 
causar resistencia viene creciendo en la 
actualidad, surgiendo, de esta forma, la TFD. 

Por reducir la habilidad de la Candida 
albicans causar una infección sistémica14,24 la 
TFD ha sido considerada un tratamiento 
alternativo prometedor para infecciones 
localizadas7,11,28. 

Es común usuarios de prótesis presentar 
candidiasis, una infección oportunista 
multifactorial, consecuencia de la acción 
patogénica del hongo CA, siendo considerada 
la enfermedad de mayor prevalencia en la 
mucosa oral3,29,32,33. A pesar de las 

orientaciones en cuanto a la higiene y la 
recomendación del uso de antifúngicos, se 
observa una frecuente recurrencia de esta 
infección34. 

La VG es un tradicional fungicida agente 
utilizado para el tratamiento de candidiasis 
22,35, es muy común su uso en niños y ancianos, 
además de pacientes portadores de virus VIH. 

Al asociarse, en esta investigación, la VG 
a 1% con el láser rojo (660nm), fue constatado 
que hubo una reducción, en las primeras 
horas, de colonias formadas, y, en el 
transcurrir de las horas, no fue verificada la 
presencia de UFCs. Un estudio36 en célula de 
adenosarcoma, in vitro, utilizó la VG a 1% 
asociada al láser Nd:YAG, con resultado 
satisfactorio. En este mismo trabajo36, el 
investigador también utilizó el AM a 1% con el 
láser Nd:YAG, con resultados satisfactorios. 

En el estudio aquí presentado, al 
utilizarse la VG a 1%, sin la TFD, fue observado 
que en la 0h hubo una diminución de las UFCs, 
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y en las 24h y 48h no hubo formación de 
colonias.  

Una investigación testeó 
concentraciones menores del FS. La VG a 
4µg/ml (0,0004%), redujo la masa de biofilms 
en pacientes con el virus VIH, no obstante, se 
verificó que cuanto mayor la concentración de 
la VG, mejores son los resultados obtenidos26.  

Otro estudio25 que también testeó en 
pacientes con VIH la concentración de la VG 
que hacía diferencia en el tratamiento de la 
CA, con uso de concentraciones variadas, 
mostró que la concentración de 0,00165%, la 
más baja testeada por este, se reveló estable, 
bien tolerada, no manchó la mucosa oral y 
posee potente acción contra la CA. A pesar de 
que estos dos últimos estudios tienen un 
resultado bueno con concentraciones más 
bajas de la VG, dado que buscaban tratar 
pacientes sin ocasionar el malestar de teñir la 
boca, aún hubo formación de UFCs.  

Al ser testeado el colorante AM a 1% con 
el láser, fue analizado que este, gradualmente, 
con el tiempo, disminuyó las UFCs, es decir, 
tiene acción antifúngica. Otra investigación36 
utilizó concentraciones más bajas del 
colorante AM, y casi todas redujeron las UFCs, 
pero las concentraciones del AM a 0,045% y 
0,05% fueron las únicas que obtuvieron 
resultados semejantes a este estudio, no 
habiendo crecimiento de colonias.  

Corroborando esta investigación, hay un 
consenso de que el AM puede ser utilizado con 
excelentes resultados6,13,38,39. Se debe tener 
precaución al determinarse las 
concentraciones de los FSs, pues una 
concentración más alta se hace necesaria para 
una eficacia mayor de la TFD, no obstante, 
concentraciones muy altas tienden a no ser 
absorbidas por los hongos, dificultando la 
acción de la TFD3,14. 

Al utilizarse el AM a 1% sin el láser, fue 
posible observar un aumento del número de 
CAs. Aunque haya ocurrido reducción, esta no 
fue significativa, y no es viable el uso del AM 
sin la TFD40. 

En el presente estudio, se constató que 
el láser sin FS es fatal para el microorganismo. 
Corroborando estos resultados hay otra 
investigación12 in vivo, que comparó el uso del 
láser de longitud de onda de 685nm y 830nm, 

con el uso de gel oral antifúngico 
(myconazolum), asociado a una solución 
antiséptica para la prótesis. 

Tal investigación12 mostró que no hay 
condiciones de concluir si el efecto fungicida 
fue alcanzado debido al efecto de la 
bioestimulación del LBI, o debido a efectos 
fototérmicos o fotodinámicos relacionados 
con cromóforos endógenos presentes en los 
hongos. Yendo al encuentro de estos 
hallazgos, otro estudio40 no presentó 
reducción para la CA y sí para la Candida 
tropicalis al usar sólo él laser sobre estos 
hongos. 

 
CONCLUSIÓN 
Los resultados in vitro indican que la TFD 
asociada a la VG a 1% puede ser utilizada en el 
tratamiento de infecciones causadas por la CA, 
pero existe la necesidad de realizar 
investigaciones en humanos, dado que puede 
haber alteración de estos resultados in vivo, 
para comprobar la eficacia de este colorante 
en la TFD. 
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