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RESUMEN 

La conservaci6n de organismos en Microbiologla por periodos prolongados 

de tiempo presenta para las diversas instituciones educativas o del sector 

salud donde se real iza la elaboraci6n de antlgenos, problemas en la mayor!a 
de los casos, debido a que los organismos presentan alteraciones morfológicas· 

o fisiológicas. 

Tradicionalmente la preparación de antlgenos se ha real izado con cepas que 

presentan morfologla tlpica. El propósito del presente trabajo es comparar 

la eficiencia de los tres métodos de conservación de cepas que a continuación 

se mencionan: en agua destilada, en aceite mineral y en refrigeración a 4° C. 

Los organismos en estudio son 12 cepas de Candida albicano conservadas durante 
7 anos, en cada uno de los métodos mencionados. 

La elaboración de ant!genos (Candidina), se realizó a partir de la selección 

de cepas que mostraron morfologla tlpica y rugosa. La actividad de ambos 

ant!genos fue valorada por pruebas intradérmicas en un grupo de voluntarios. 

As! mismo se determinó si dichas alteraciones influyen en la actividad de 

ant!genos para las pruebas intradérmicas. 



IHTRODUCCION 

Candida albiocme (Robin) Berkhout 1853 es un hongo levaduriforme que 
constituye parte de la flora normal del tubo digestivo de casi todos los 

mamlferos, incluyendo el hombre y aves (4,28). En el organismo humano, penetra 

en los primeros dlas del nacimiento y tiene como habitat natural el tubo 
digestivo y las regiones mucocuUneas (13,28,30). 

Bajo determinadas condiciones esta levadura adquiere patogenicidad, y puede 

causar trastornos que van desde infecciones superficiales autolimitadas, hasta 

enfermedades sistémicas serias (27). 

En la actualidad el género Candida, agrupa 81 especies de hongos 

levaduriformes y se ha considerado a c. atbioane como la especie más importante 
del punto de vista médico. (10,12,1g), 

La morfologla tlpica del hongo en Agar Sabouraud Dextrosa consiste en colonias 

blancas o cremas de aspecto húmedo y consistencia blanda, con olor caracterlstico 

a levadura. 

La imagen microscópica revela al inicio del desarrollo células unicelulares 

hialinas de forma esrnrica u oval de 2.5 a 4 um de drnmetro, que se reproducen 
por gemaci6n, con formación posterior de pseudomicelio e hifas poco 

desarrolladas, esta caracter!stica varia dependiendo de el medio de cultivo 

usado y la cantidad de oxígeno (8). Forma tubo germinativo cuando se cultiva 

en suero humano o albúmina de huevo a 37° C, en un lapso de 2 a 3 horas (28). 
En agar harina de malz tween 80 azul de tripano a temperaturas de 21 a 25ºC, 

durante 72 horas, c. albicane produce clamidoconidias que miden entre 8 a 

12 um de di~metro y pueden ser terminales o intercalares (6,11). 



Las propiedades fisiol6gfcas comprenden la exploración del metabolismo 

oxidativo y fermentativo, donde cada especie muestra un comportamiento particular 

(3,20). 

El patr6n bioqulmico para Candida atbicans se muestra en el cuadro l. 



Gl Ma 
+ + 

NOTA: 

CUADRO 1 

REACCIONES DE ASIMILACION Y FERMENTACJON DE 

Candida albieans 

ASIMILACION 

Sa La Me Ce In Xy Ra Tr 

+ + + 

FERMENTAC!ON 

Gl Ma Sa La Ga Tr. 
AG AG AG AG 

Gl • Glucosa La = Lactosa Ce = Celobiosa Ra • Rafinosa 
Ma • Maltosa Ga = Galactosa In = Inositol Tr = Trealosa 
Sa = Sacarosa Me = Melobiosa Yx • Xylosa Du = Dulcitol 

ou Ga 

+ = Reacción Positiva. En asimilación indica desarrollo con vire del indicador. 
- • Prueba negativa sin vire del indicador. 

AG = Reacción positiva. En fermentación indica producción de gas con vire del 

indicador. 
Fuente: (Ballows, 1981). 
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Los cultivos de referencia en el área de micologla médica tienen un valor 
muy importante, ya que son herramienta para diferentes actividades como son 
la ensenanza, investigación y producción de ant!genos. En estas actividades 
las micotecas juegan un papel importante porque conservan prácticamente en 
su totalidad los hongos y actinomicetos patógenos de importancia médica. 

La conservación de cepas en el laboratorio implica varias dificultades debido 
a que lo medios de cultivo se deshidratan en poco tiempo y es necesario realizar 
transferencias periódicas para mantener la viabilidad de los cultivos. Estas 
actividades resultan laboriosas por el consumo de tiempo, material y medios 
nutritivos; asimismo, existen factores que afectan el crecimiento y las 
caracter!sticas de los cultivos como son el contenido nutritivo del medio, la 
cantidad de medio en las placas, el pH, el grado de hidratación y la aereación 
(22,25 ,31). 

Los resultados observados en diferentes investigaciones demuestran que el 
comportamiento de cepas que se tienen conservadas en el laboratorio presentan 
variaciones cuando se comparan con aislamientos recientes. Las alteraciones 
m~s frecuentes son, el pleomorfismo, la contaminaci6n por bacterias, c1caros, 

levaduras y otros hongos filamentosos (28). 

Las primeras observaciones realfzadas por Castellani, Gracia y Arauja, por 
el mHodo de conservación en agua destilada demostraron que c. albicans presenta 
viabilidad del 100% y variaciones morfológicas mlnimas cuando se conservan 
por este método durante dos anos. (7,16). Publicaciones posteriores incluyen 
estudios de cepas con tiempos de conservación más amplios (de 5 a 10 años), 
y realizan la observación de las caracterlsticas fisiológicas mediante pruebas 

bioqulmicas (21,33). 

Los trabajos consultados para el estudio de las cepas por el método de aceite 
mineral, presentan solamente observaciones de viabilidad ·y morfo logia 
macroscópica por periodos cortos de tiempo,(hasta 2 anos), (1,6). 



En investigaciones posteriores, se ha encontrado que la especie presenta 
variaciones importantes en su morfo logia (22,29,31 y 32), pero se desconoce 
si existen alteraciones en sus propiedades fisio16gicas. 

Dichas variaciones morfológicas no se han tomado en cuenta en la preparación 
de antfgenos para react!vidad cut~nea (candidina), de ahí el interés de conocer 
las variaciones que se presentan al conservar c. albicans en aceite mineral 
est~ril, agua destilada y en refrigeraciOn, y si estas alteraciones influyen 
o no en la actividad de los antlgenos para intradermorreacción. 



OBJETIVOS 

l. Determinar la viab11 idad de los diferentes aislamientos de Ccmdida aZbicana 

conservados en aceite mineral y agua destilada durante siete años. 

2. Conocer las alteraciones morfológicas y fisiológfcas que presenta C. aZbicana 

por los métodos de conservaci6n en aceite mineral, agua destilada Y 

refrigeración a 4' C. 

3. Valorar la actividad de candi dina preparada de cultivos con morfologla tlpica 

y pleomórfica, en un grupo de voluntarios. 

4. Determinar si las alteraciones morfológicas y fisiológicas de Candida aZbicana 

influyen en la producción de ant!genos para intradermorreacción (candidina). 



MATERIAL Y METODOS 

El trabajo comprende el estudio de 12 cultivos de Candida albicano aislados 
de pacientes que asistieron al INDRE (Instituto Nacional de Diagn6stico y 
Referencia Epidemiol6gicos) en el periodo de 1948 a 1982. Dichas cepas fueron 
resembradas perifidicamente y conservadas er, tubos de ensaye de 15 x 15D mm con 
medio fresco de Agar Sabouraud Dextrosa a temperaturas de refrigeraci6n 4ºC 
hasta 1982. A partir de esta fecha, se realizaron también réplicas de los 
cultivos para conservarlos en aceite mineral y agua destilada así como también 
se conservaron a temperaturas de refr1geraci6n a 4°C. 

Paralelamente, se incluyeron 7 cepas aisladas en 1989 como cultivos de 
referencia, para el estudio de las caracterlsticas morfol6gicas y fisiol6gicas 
t!picas de esta especie. La tabla 1 describe el número de registro de los 
cultivos como se encuentran en el JNDRE, con la fecha de aislamiento y su 
detenninac16n taxonómica. 

a) DETERMINAC!DN DE LA VIABILIDAD EN AGUA DESTILADA Y ACEITE MINERAL. 

Las cepas conservadas por ambos métodos. fueron resembradas en medio fresco 
de Agar Sabouraud Dextrosa, transfiriendo una pequena porción de cultivo e 
incubando los tubos a 2BºC. Las evaluaciones del desarrollo se realizaron como 
maximo a los 7 dlas y los tubos negativos (ausencia de desarrollo), se 
resembraron para confinnar dichas observaciones. 
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TABLA 1 

NUMERO OE REGISTRO, FECHA DE AISLAMIENTO Y DETERMINACION TAXONOMICA OE LOS 

CULTIVOS OE Candida atbioana. 

NOmero de Fecha de Oetermi naci 6n 

registro aislamiento taxon6mica 

2001 12-07-48 Ccmdida atbioanD 

2031 03-03-65 

2033 04-03-67 

2034 20-07-73 

2036 04-08-68 

2037 06-10-68 

2052 22-10-74 

2053 22-10-74 

2058 30-03-77 

2059 08-03-76 

2065 05-09-78 

2066 19-04-82 
2067* 25-07-89 

2068* 19-07-89 

2069* 31-07-89 

2070* 29-07-89 
2071* 11-07-89 

2072* 17-07-89 

2073* 30-08-89 

NOTA: • Indica cepas utilizadas como referencia de las caracter!sticas 

morfolOgicas y fisiolOgicas t!picas de esta especie. 



b) MORFOLOGIA MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA. 

Con respecto a la morfologla macroscópica se revisaron las caractertsticas 
de color, consistencia y superficie. La morfologla microscópica se estudió 
a través de preparaciones en fresco tomadas directamente de los cultivos, 
atendiendo la presencia de levaduras con blastoconidias, pseudomicelio y micelio 
septado. El procedimiento se realizó dos ocasiones. 

c) PROOUCCION DE TUBO GERMINATIVO. 

La prueba fue realizada por duplicado inoculando cada uno de los cultivos 
con 0.5 ml de suero humano, homogeneizado en un rotor mecAnico e incubando 
por dos horas a 37ºC. Al término de la incubación fueron realizadas preparaciones 
en fresco, depositando una gota de suspensión y se revisó su morfologla 
microscópica. 

La prolongación del citoplasma adoptando el aspecto de un tubo fue indicativo 
de una prueba positiva, mientras que la presencia de células esféricas solas 
o con blastoconidias fue considerada corno una prueba negativa. 

d) FORMACION DE MICELIO O CLAMIDOCONIDIAS. 

El medio de cultivo utilizado fue el Agar Harina de Matz Tween 80 Azul de 
Tripano. Las placas con este medio se dividieron en cuatro partes y en cada 
región se sembró un cultivo con dos estrtas paralelas separadas a una distancia 
aproximada de 1 cm. Posteriormente se cubrieron con un cubreobjetos, ejerciendo 
pequena presión sobre el agar, efecto que reduce la tensión de oxigeno. Los 
medios se incubaron a 28ºC durante 4 dlas. El procedimiento se realizó por 
duplicado. 

Las lecturas se realizaron a partir de las 48 horas, observando directamente 
el cubreobjetos con el microscopio óptico en cada cultivo. La presencia de 
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hifas septadas ramificadas indic6 la producc16n de micelio, y la presencia 

de células esféricas de pared gruesa intercalares, laterales o terminales de 

clamldoconidias. 

e) PRUEBAS BIOQUIMICAS 

e-1) METABOLISMO OXIDATIVO 

El medio Base de de Asimilación de Carbohidratos utll Izado fue el Caldo 

Sabouraud, modificando la concentraci6n del 1% al 0.5% de peptona y variando 

la fuente de carbono de acuerdo al patrón bioqulmico de los azúcares descritos 

para esta especie (3). El medio fue distribuido en tubos de ensaye de 10 x 
130 !l11l con pipetas estériles de 10 ml. en cantidades de 4.5 ml en cada tubo, 

y esterilizado a l2lºC durante 15 minutos. Los tubos fueron sometidos a prueba 

de esteril !dad incubando el medio a 37ºC durante 48 horas. 

Posteriormente, bajo condiciones de esterilidad, a cada tubo le fue agregado 

con una pipeta milimétrica de 5 ml, 0.5 ml. de cada uno de los carbohidratos, 

previamente esterilizados en filtración y preparados a una concentraci6n final 

de 2%. Los carbohidratos utilizados fueron: glucosa, maltosa, lactosa, galactosa, 

inositol, rafinosa y sacarosa. 

Cada lote de tubos ya sembrado fue incubado con su tubo control 

correspondiente a 28ºC durante 7 dlas, realizandose observaciones a partir de 

las 48 horas. El procedimiento se realizó por duplicado, las pruebas positivas 

correspondieron al viraje del indicador del medio (azul de brornotimol), a el 

color amarillo. 

e-2) METABOLISMO FERMENTATIVO. 

Fue utilizado el mHodo propuesto por Ourham (3,9), con el Medio Base de 

Caldo Rojo Fenal en cantidad de 4.5 ml. contenidos en tubos de ensaye de 10 
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x 130 11111, y esterilizado a 12lºC durante 15 mlnutos, los carbohidratos estudiados 

fueron: glucosa, maltosa, sacarosa y lactosa. Cada uno de los azúcares fue 

agregado en cantidad de 0.5 ml con pipetas estériles a los tubos con el Medio 

Base para dar una concentración final del azúcar al 2%. 

Los tubos sembrados fueron incubados a 28ºC durante 7 dios, y las lecturas 

fueron revisadas a partir de las 48 horas. Las pruebas positivas correspondieron 

a el viraje del indicador del medio del color rojo a amarillo y a la producci6n 

de gas,, que se observó en el tubo invertido en el medio de cultivo. El 

procedimiento se realizó por duplicado. 

f) ANTIGENOS PARA INTRAOERMORREACCION. (CANDIOINA). 

fueron separados dos antlgenos en suspensión celular de acuerdo a las 

indicaciones por Conant y colaboradores (9). En el primero, (Lote 1) se 

seleccionaron tres cepas con superficie lisa, (2034 Agua, 2036 Agua, 2037 Agua) 

y en el segundo (Lote 2), tres cepas con superficie rugosa, (2033 Refrigeracl6n, 

2052 Aceite, 2053 Aceite). 

Cada cepa fue sembrada en tubos con Agar Sabouraud Dextrosa e incubada a 

37ºC durante 48 horas. 

Posteriormente, por separado el crecimiento de las cepas con superficie 

lisa y rugosa fue transferido a matraces Erlenmeyer, utilizando para desprender 

el crecimiento solución salina fisiológica estéril, y ajustada la concentración 

de células al tubo No. 5 del Nefe16metro de Mcfarland's, equivalente a una 

concentración aproximada de 15 x 106 células/ml. 

Los matraces fueron colocados en Ba~o María a 60°C durante una hora, por 

dos ocasiones. Posteriormente de cada matraz fueron tomadas allcuotas de 2 ml. 

para sembrar 5 tubos en Agar Sabouraud por cada lote y se incubó a 37ºC durante 

48 horas. 
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La ausencia de desarrollo en los tu.bos fue indicativo de que las células 
levaduriformes no eran viables. 

Asimismo fueron sembrados también ali cuotas de 2 ml. en 5 tubos de ensaye 
de 15 x 150 mm con Caldo Soya Tripticasa y en 5 tubos de Caldo Tfoglicolato 
para descartar contaminacl6n bacteriana del ant!geno. Por último se procedió 
a envasar en ant!geno en viales de 2 ml y 5 ml en condiciones de esterilidad. 

g) APLICACION DE INTRADERMOREACCION EN VOLUNTARIOS. 

Los ant!genos fueron aplicados por v!a intradénnica en cantidad de o. l ml. 
en la porción media del antebrazo de 52 voluntarios tomados al azar. En la 
parte superior del antebrazo fue dplicado el ant!geno de las cepas de superficie 
lisa, mientras que en la parte inferior del mismo fue administrado el antlgeno 
de 1 as cepas rugosas. 

La lectura fue realizada a las 48 horas, la presencia de induración igual 
a 5 mm o mayor correspondió a una prueba positiva, mientras que la ausencia 
de reacción o induraci6n menor de 5 mm fue indicativo de una prueba negativa 
(19). 
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RESULTADOS 

a) VIABILIDAD DE LAS CEPAS DE C.albioano, CONSERVADAS EN ACEITE MINERAL 
Y AGUA DESTILADA DURANTE 7 AROS. 

En las tablas 2 y 3 se presentan los resultados obtenidos. El total de las 
cepas por los dos métodos presenta una viabilidad del 100%. El crecimiento 
de las cepas fue franco y todas las cepas exhibieron desarrollo a la primera 
resiembra. 

b) CEPAS CONSERVADAS EN ACEITE MINERAL. 

MORFOLOGlA COLONIAL. 

Del total de 12 cepas que se mantuvieron por este método, 8 presentaron 
alteraciones importantes en su morfologla colonial, en donde la superficie 
fue rugosa o pleom6rfica. El color de la colonia fue crema y la consistencia 
blanda (Tabla 2). El resto de las cepas (cuatro) revel6 colonias de superficie 
lisa con morfologla tlpica del hongo. Las cepas se conservaron a temperatura 
ambiente. 

MORFOLOGIA MICRDSCOPICA. 

La observaci6n microsc6pica de las cepas rugosas revel6 la presencia de células 
levaduriformes, con predominio de pseudomicel1o mientras que las cepas con 
superficie lisa revelaron s6lo presencia de células esféricas con blastoconidias. 
La formaci6n de micelio en Agar Harina de Malz Tween 80 Azúl de Tripano y en 
Agar Sabouraud Dextrosa ocurri6 en 11 de las 12 cepas, mientras que una cepa 
no mostraba presencia de pseudomicelio. 
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TABLA 2 

VIABILIDAD Y HORFOLOGIA HACROBCOPICA Y 

HICROBCOPICA DE~· alblcans CONSERVADA 

POR EL HETODO DE ACEITE MINERAL• 

Ha. DE 

REGISTRO 

VIABILIDAD A 

UlS 1 lftlS 

llJRFDUlGIA 

CDLDlllAL 

llJRFDUlGIA MICRDSCDPICA 
MICELIO PSEUIQllCELIO TUID ClMIDOtllllPIAS 

Altl* m* GEllllJtATIUD 

2881 PLEOnORFICA 
2831 llPICA 
2833 PlEOnORflCA 

2834 llPICA 
2836 llPICA 

2837 monoRFICA 
2812 PlmORFICA 
2813 PLEO"ORFICA 
2816 PlEO"ORFICA 
2819 PlEO"ORFICA 

1865 llPICA 
2866 1lEOftORFICA 

NOIA1 <+> PRESENTE 
(-) AUSENTE • AHn AGAR HARINA OE nm !MEEN 88 AZUL DE TRIPAND • ASO ASAR SA80URAUO OE~TROSA 

TIPICA nORFOLOIJA COLONIAL DE SUPERFICIE LISA 

PLEO"ORFICA "ORFOLOBIA COLONIAL DE SUPERFICIE RU60SR 
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El tubo germinativo se desarrolló favorablemente en el suero humano, en 
9 de las 12 cepas, mientras que las clamidoconidias se formaron en 7 cepas. 

c) CEPAS CONSERVAOAS EN AGUA OESTILADA. 

MORFOLOGIA COLONIAL. 

Las cepas conservadas en agua destilada son las que presentan las 
caracterlsticas mas estables en cuanto a la morfologla colonial tlpica, la que 
se observó en a de las 12 cepas, mientras que cuatro exhibieron pleomorf1smo 
las cepas se conservaron a temperatura ambiente (Tabla 3). 

MORFOLOGIA MICROSCOPICA. 

Las colonias de superficie lisa revelan células levaduriformes de forma 
oval o esférica con presencia de blastoconidias. Las cepas con morfologla rugosa 
presentan ademas abundante pseudom1celio. Todas formaron micelio en Agar Harina 
de Malz Tween 80 AzOl de Tripano. Todas las cepas revelaron formación de tubo 
germinativo y con respecto a la producción de clamidoconidias, sólo dos cepas 
no produjeron estas células. 

d) CEPAS CONSERVADAS EN REFRIGERACION A 4ºC. 

MORFOLOGIA COLONIAL. 

Las cepas conservadas en refrigeración, tuvieron como substrato el medio 
de Agar Sabouraud Dextrosa y al igual que en las cepas conservadas en aceite 
mineral, presentan variaciones importantes en su morfo logia colonial. De las 
12 cepas, 7 presentaron pleomorfismo. 
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"º· PE 
REGISTlll 

2881 

2831 
2833 
2834 
2836 
2837 
2852 

2853 
2Bl6 

2819 
2865 
2866 

NOTA1 (+) 

(-) . 
AHK . 
ASO 

TABLA 3 
VIABILIDAD V MORFOLOGIA MACROSCOPlCA V 

MICROSCOPICA DE e, alblcans CONSERVADA 

POR EL METODO DE AGUA DESTILADA, 

UIA81LIDAP A 
UlS 7 AllJS 

llJRFDLOGIA 

COLDlllAL 

PLEOKORFICA 

llPICA 
PLEOnORFICA 
llPICA 
llPICA 
TIPICA 
llPICA 

llPICA 
llPICA 
PLEOKORFICA 
llPICA 
PLEOKORFICA 

PRESENTE 

AUSENTE 

llllflllOGIA MICllOSCOPICA 

MICELIO • Alll 

PSEUPGMICELID TUI! . 
m GEllllKAllVIJ 

ASAR HARINA DE nAIZ TNEEH ee AZUL DE IRIPAHO 

ASAR SABOURAUD DEXTROSA 

CLllllDOCllllPIAS 

TIPICA 

PLEOnORFICA 

noRFOLOSIA COLONIAL DE SUPERFICIE LISA 

KORFOLOSIA COLONIAL DE SUPERFICIE RUSOSA 
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MORFOLOGIA MICROSCOPICA. 

Las observaciones microscópicas tanto de las cepas con morfolog!a rugosa 
y lisa son similares a las descritas en los métodos de agua destilada y aceite 

mineral. Las clamidoconidias se formaron en refrigeración, en sólo el 50% de 
las cepas (seis). El micelio se produjo en diez cepas pero el comportamiento 
varYa en Agar Harina de Maíz Tween 80 AzOl de Tripano. El tubo germinativo 
se formo en 9 cepas (TABLA 4). 

e) CULTIVOS DE REFERENCIA. (AISLAMIENTOS RECIENTES) 

MORFOLOGIA COLONIAL. 

Las cepas recién aisladas delatan una morfologta colonial t!pica, presentando 
todas las colonias superficie lisa. 

MORFOLOGIA MICROSCOPICA. 

Los 7 cultivos revelaron al principio células levaduriformes esféricas con 
presencia de blastoconidias. El micelio se produjo en los siete aislamientos, 
ast como también hubo formación de tubo germinativo y clamidoconldias (TABLA 5). 
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No, DE 

REG181111 

2Bil 
2831 
2833 
2034 

2836 
2837 
2Bl2 

28l3 
2856 
28l! 
286l 
2866 

TABLA 4 

MORFOLOGIA MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE 

e, alblcans CONSERVADA EN REFRIGERACION 

A 4° c. 

UllllllLIHD A 
ws 7 lllllS 

PLEOftORFICA 
llPICA 

PLEOftORFICA 
PLEOftORFICA 

llPICA 
PLEOftORFICA 
PLEOftORFICA 

llPICA 
llPICA 
llPICA 
PLEOftORFICA 
PLEOftORFlCA 

llJRFDLOGIA MIClllSCOPICA 
MICELIO • Alll 

PSEUllOlllCELID lUID • ASD GEllllNATIUO 
CUllllllOCONIDIAS 

NOTA1 C+l PRESENlE 
(•) AUSENlE 
AHft* A6AR HARINA OE MIZ lNEEN 88 A2UL DE TRIPANO • ASO ASAR SASOURAUD DEXTROSA 
TIPICA ftORFOL061A COLONIAL DE SUPERFICIE LISA 

PLEOnORFlCA ftORFOL061A COLONIAL DE SUPERFICIE RU60SA 
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Ho. DE 
REGIBlllll 

HOIAI (+) 

(-) • AH! • ASO 
TIPICA 

TABLA 5 
CULTIVOS DE REFERENCIA DE c. alblcans 

DE AISLAMIENTO RECIENTE. 

llllRFDl.DGIA llllRFDl.DGIA NICRDSCOPICR 
CGUJllRL HICELID PSEVDOlllCELIO JUBO CLMIDDCGHIDIRS • m" Rlll QEJllUHRJIVD 

TIPICR 
llPICR 

TIPICR 
TIPICR 
TIPICR 
TIPICR 
TIPICR + 

PRESENIE 

AUSENTE 
ASAR HRRIHA OE MIZ TMEEH 88 AZUL OE TRIPANO 

ASAR SABOURAUDOE><TftOSA 
HORFOL081A COLONIAL DE SUPERFICIE LISA 
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RESULTADOS DE PRUEBAS BIOQUIM!CAS 

CEPAS CONSERVADAS EN ACEITE MINERAL 

Los resultados obtenidos se indican en la tabla 6. Existen diferencias con 

el patr6n tfpico de fermentación de esta levadura. Referente a la glucosa s6lo 

6 cepas produjeron gas, mientras una ni siquiera produjo ácido. Una situación 

similar ocurrió con la maltosa, donde s61o 3 cepas produjeron gas y 2 cepas 
no fermentaron el carbohidrato. Respecto a la sacarosa y lactosa, los datos 

que se tienen son similares a los descritos en 1 a litera tura. 

En relaci6n a los azocares utilizados en asimilaci6n, una cepa no asimiló 

la maltosa ni la galactosa y no se observaron diferencias en la glucosa, 

sacarosa, lactosa, inositol y rafinosa. 

CEPAS CONSERVADAS EN AGUA DESTILADA 

Los resultados obtenidos se indican en la tabla 7. Los datos son similares 

a las cepas de aceite mineral, s6lo que Tas cepas que no hablan fermentado 
la glucosa y maltosa (2001, 2052), en este caso si ocurrf6 la producci6n de 

kido y en una de las dos cepas (2001) hubo formaci6n de gas. Esta Oltima 

caracterfstica se increment6 en estas cepas donde 7 de ellas lo formaron tanto 

en glucosa como en maltosa. El resto de las reacciones fue sim1lar en sacarosa 

y lactosa. 

En asim1laci6n las reacciones en general fuer!Jn similares a las descritas 
en teorfa, s6lo que en la galactosa 3 cepas (2034, 2036, 2052) fUeron positivos 

débiles. 
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TABLA 6 
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS UIOQUIMICAS 

DE CEPAS DE c. •lblc•n• CONBERYADAB EN 

ACEITE MINERAL. 

No. DE FEMENTACllll 

1 

ASINIUCllJI 

IEGISTlll Gl HA SA u Gl 1111 sn LA CIA IN •• 
2881 K K - K • • • - • - -
2831 llG A - K • . • - • - -
2833 llG A - K • • • - • - -
2834 • A - K • • • - ti- - -
2836 llG A - K • • • - • - -
2837 A A - K • • • - • - -
2m llG K - K • - • - - - -
2853 llG • - K • • •1- - • - -
2856 t llG - K • • • - • - -
285! llG llG - K • • • - . - -
2165 • • - K • • • - . - -
2866 t llG - K • • • - • - -

"°'ª' 
(llG) PRUEBA POSITIVA COll UIRE (Al FOMACllll DE ACllO 

tEl lllDICADGI i F0-1111 (-) NEGAllUO 
H tcllO SOLO O COll GAS (t) POSIJIUO 

(f/·) POSlllUO DEBIL 
IK> PIUElt llEGAllUA COll UIRE 

DEL l!lllCAGOR PERO SIN 

FO .. ACilll DE tclDO O CIAS 
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TABLA 7 

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS 

DE CEPAS DE e, alblcans CONSERVADAS EN 

AGUA DESTILADA, 

No. DE FE/flllffAClllf 

1 

ASINILAClllt 

IEGJSTRO GL NA SA u Gl NA SA u GA IH R! 

2111 AG llG - K + + ' - ' - -
2831 A A - K ' t • - ' - -
2833 A A - K • • • - t - -
2834 AG A - K • • - - ,,_ - -
2836 AG A - K ' ' - - •1- - -
2831 AG llG - K • • . - . - -
2m A A - K • ' . - •1- - -
2853 AG llG - K ' ' ' - t - -
2856 llG AG - K ' t - - ' - -
2m A llG - K • ' t - ' - -
2165 A llG - K • t • - ' - -
28'6 AG llG - K t t t - ' - -

lllTl1 
(AQJ PIUEIA POSITI~ Cllt VIRE <AJ FIJRllACJllH IE ACIDO 

IEL IHllC&IOR T FOMAClllf <-> NEOATIW 

DE ICllO SOLO O Cllt OAS (+J POSITIWJ 

<K> PRUEBA HEGUIUA Cllt UIAE 
(+/-J POSITIWJ DEllL 

DEL INDICADOR f'[fll SIH 
FOllilClllf DE ACIDO O GAS 
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CEPAS CONSERVADAS EN REFRIGERACION A 4ºC. 

Los resultados obtenidos se indican en la Tabla B. En estas cepas existen 
mayores diferencias. La formación de gas en glucosa ocurrió sólo en cuatro 

cepas, y en producción de ~cido dos cepas fueron positivas débiles y una fue 

negativa. En maltosa cinco cepas formaron gas y una fue negativa. En sacarosa 
y lactosa no hubo cambios de importancia. 

En las pruebas de asimilación en glucosa, maltosa, sacarosa y galactosa 

hubo presencia de reacciones positivas débiles y negativas en unas cuantas 

cepas. En lactosa, rafinosa e inosftol no ocurrieron cambios. 

CULTIVOS DE REFERENCIA (CEPAS RECIEN AISLADAS) 

Los resultados obtenidos se indican en la tabla 9. En este grupo de cepas 

las reacciones fueron muy similares a las descritas en el modelo bioqu!mico 
carater!stico de esta levadura. La formación de gas ocurrió en la mayor!a de 

las cepas tanto en maltosa (6 de 7) como en glucosa (6 de 7). En el resto de 

los azúcares, por fermentación y también por asimilación los resultados no 

presentaron variación alguna con los datos descritos en la literatura. 
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Ha. DE 
IEOISTllO 

2181 
2831 

2933 

2934 

2936 

2937 

29,2 

un 
29'6 

295! 

296' 

2966 

lllTAI 
(AQ) 

CK> 

TABLA 6 

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIHICAS 

DE CEPAS DE c. albicans CONSERVADAS EN 

REFRXGERACION A 4oC, 

FElllEHTAClllH 

1 

ASIHILAClllH 

GI. llA SA LA GL HA SA LA QA 

A A - K • • • - • 
A A - K • • • - • 

•1- A - K • • • - • - - - K • • • - • 
•1- A - K - • •1- - • 
A AQ - K • • • - • 
1111 • - K •1- - • - -
1111 1111 - K • • - - • 
1111 1111 - K . • - - •1-
• • - K . • • - • 
1111 AQ - K • • • - • -• 1111 - K • . . - • 

PRUEBA IOSJTIUA COll UIRE CA> FQlllAClllH DE ICllO 
DEL IHDICOOR Y FOllllACllll (-) HEGATIUG 
DE ACIDG SOLO Q COll GAS (>) IOSITIUG 

PRUEBA HtGATIUA COll UIRE 
(t/-) IOSITIUG DEDIL 

DEL IHDICIDQR mo SIH 
FOlllAClllH DE ACIDG O GAS 
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TABLA 9 

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LOS 

CULTIVOS DE REFERENCIA DE c. alblcans 

< CEPAS RECIEN AISLADAS > 

Ha. DE FERllDITACllll 

1 

ASIKILACllll 
REGISTl!ll GL "ª SA Ll GL "ª SA Ll GR IH RR 

2611 1 A - K . • • - • - -
2131 l A - K t t t - t - -
2933 +!- A - K t t t - t - -
2134 - - - K t t t - t - -
2636 •1- A - K - • +!- - • - -
2137 1 AQ - K • t . - • - -
2112 AQ A - K +/- - • - - - -
zm AQ AQ - K t t - - • - -
zm AQ AQ - K . t - - +/- - -
Z1~9 1 A - K • • • - • - -
216~ AQ AQ - K + • • - • - -
2666 • AQ - K t • • - • - -

11lTA1 
(AQ) PRUEll l'ilSITIUA COll UIRE CRl AIRMC!llt DE mDO 

llL IKDICAllOR Y FOlllRCUll (-) HEGATIUO 
DE ICIDO SOLO O COll GIS (+) l'ilSITIUO 

Q() mm HEGATIUA COI( UIRE 
(+/-) l'ilSITIUO DEllL 

DEL IHDICADOR PElll SIH 
FOllllCllll DE ACIDD O GAS 

26 



INTRADERMORREACCIONES CON CANDIOINA 

Los resultados obtenidos se indican en las tablas 10 y l!. Las reacciones 
cut&neas exhibieron gran variabilidad. Es de interés sefialar el porcentaje 
elevado de reactores positivos a ambos ant!genos. De los 52 voluntarios en 
total, 42 fueron, reactores positivos y 10 negativos con el ant!geno preparado 
de cepas lisas, mientras que en el ant!geno de cepas rugosas ocurrieron 48 
reactores positivos y 4 negativos. 

La diferencia de reactores negativos parece tener significado, mientras 
que con el antlgeno de cepas lisas ocurrían 10 casos negativos, con el ant!geno 
de cepas rugosas s6lo se presentaron 4 casos negativos. De los casos positivos 
con ambos antlgenos, 22 de ellos exhibieron diametro de indurac16n muy similares, 
mientras que 10 casos con cada ant!geno presentaron diferencias significativas 
de 5 nm o mas en el mismo voluntario. 

Tambrnn es de interés sefialar que 3 casos positivos con el antígeno de cepas 
rugosas no exhibieron ninguna respuesta con el ant!geno de cepas lisas; mientras 
que con este último ant!geno un paciente positivo no reveló respuesta alguna 
con el antlgeno de cepas rugosas. Se presentó, el caso de dos infantes (de 
5 y 9 anos respectivamente), que no respondieron para ningún anti geno. 
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TABLA 10 

RESULTADOS DE REACCIONES INTRADERMICAS CON CANDIDINA 

A PARTIR DE CEPAS LIBAB <LOTE t> Y CEPAS RUOOBAB 

<LOTE 2> 

llllllE EIAI UllE 1 UJI[ 2 

ll"ICHl.ES> (MIJS) n-ACllllm ... UQUlllCllll m •.I 

1.- JPA Z7 
2.- FBB 2B 11 13 
3,• OVT 2e 12 13 
4.- VftF 25 12 14 
5.- LP8 44 17 Z4 
6,- S6P 18 18 8 
1.- IFS 43 18 
8.- FPS 43 3 
9.- RPS 48 16 

18.· ""ª 32 18 38 
11.- KSA 38 7 s 
12.- LftRP 44 23 28 
13,. SZR 11 3S IS 
14.· 8RV 9 
IS.- JRP 33 18 IS 
16.· RAP 35 8 
17,. JRP 38 28 
IB,• IHR 33 11 18 
19.- PVDF 37 19 18 

28.· LVN 25 15 25 
21.- EPft 68 19 IB 
22.- ftDS 58 11 18 
23.- ftPF 11 12 8 
24.- FPft S4 17 11 
25.- DnR 38 28 IS 
26.- RVH 41 4! 31 

tlll!UNA m LA SIOUlmTE llMll"•· 
2S 



TABLA 11l 

RESULTADOS DE REACCIONES INTRADERMICAS CON CANDIDINA 

A PARTIR DE CEPAS LIBAS <LOTE 1> Y CEPAS RUGOSAS 

<LOTE 2> 

IDllllE EDID LDTE 1 LDTE 2 

UHICllLES> IMIJSI UHDURACllll EH ""' UHDUIACJlll EH ""') 

27.- VNR 32 25 
28,- 66" 15 18 
29.- 66D 45 28 19 
38.- """ 41 18 28 
31.- nL8T 25 3 3 
32,- EVR 35 3 
33.- P88 35 
34.- CCP 37 
35.- JLAP 28 28 22 
36.- B8R 32 38 25 
37.- J8R 18 
38.- BBR 11 18 

39.- ERN 51 11 
41.- nYR 28 5 
41.- nnA 28 28 18 
42.- m 13 
43,- nAC 25 28 26 
44.- 166 25 18 12 
45.- AVD 32 25 24 

46.- nEJ 28 19 26 

47.- EEER 25 31 11 
48,- nm 65 16 18 

49.- EAP 37 15 18 

se.- ISA 28 18 17 

SI.- LAP 21 4 5 

si.- l68 26 21 31 

lil!A1 H AUSENCIA DE REACCllll, 
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. OISCUS!ON 

Las doce cepas de c. albfoane conservadas por 7 años en el método de agua 

destilada y aceite mineral, exhibieron un porcentaje de viabilidad del 100%. 

Estas observaciones son similares a las citadas en la literatura, s6lo que 
en dichos trabajos se ha incluido un número reducido de aislamientos de la 

especie y las cepas se han conservado por periodos cortos de tiempo. 

En aceite mineral las cepas se han mantenido por periodos de 1 a 2 años 
con 1 a 9 ejemplares de c. albicane, (1,6), y en agua destilada: el tiempo de 

conservación varia en las diferentes publicaciones de 1 hasta JO años'," con 
1 hasta 15 ejemplares de la especie en estudio. (7,16,21,33). 

El fenómeno de variación morfológica se ha citado por diferentes autores 

en la literatura (5). Negroni en 1935 introduce el término de "cepas lisas" 

para designar a el fenotipo normal con colonias de superficie lisa y de "cepas 

rugosas" para el fenotipo pleom6rffco. Esta designación la usó Besta en lg38, 

Langeron y Guerra en 1939 y Cava 11 ero. 

Posteriormente, en · 1988, Ri kkerink y colaboradores en sus investigaciones 

observan que el fenotipo normal los constituyen células esféricas y ovoides. 

Y el fenotipo pleom6rfico lo constituyen células que pueden ser de longitud 

y volumen celular mayor y con dos veces la masa de las" células normales. 

Las variaciones encontradas se han producido de manera espontánea o han 

sido inducidas. Tal es el caso de colonias atlpicas con múltiples formas 

coloniales que han sido descritas (29,31,32). Siendo producidos estos cambios 

por modificaciones en la concentración de sustancias nutritivas, en la cantidad 

de agar, por bajas dosis de rayos ultravioleta, o han sido inducidos con 

sustancias quimi cas (24). 
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Los resultados obtenidos demuestran que los aislamientos de c. albican• 

presentan variaciones en los tres métodos de laboratorio utilizados para su 

conservación. Los datos indican que el pleomorfismo se presenta en menor 

frecuencia en las cepas conservadas por el método de agua destilada, en donde 

del total de 12 cepas, 4 resultaron pleomórficas. En el método de aceite mineral 

y refrigeración a 4ºC se encontró una mayor proporciOn de cepas que presentaron 

este fenómeno, (8 y 7 cepas respectivamente}. 

La formaciOn de micelio, característica fundamental del género presenta 
pequeñas variaciones y sólo en refrigeraciOn (a 4ºC} y aceite mineral, algunas 

cepas pierden la capacidad de formarlo en los medios de cultivo convencionales. 

Una situación diferente ocurre en la formaciOn del tubo germinativo y 

clamidoconidias, caracterlsticas que se ven seriamente afectadas en la 

conservación de aceite mineral y refrigeración a 4ºC, hecho que prActicamente 
no ocurre en las cepas conservadas en agua destilada. 

Por este método se obtuvo un 100% de producción en las caracterlsticas de 

micelio y tubo germinativo, as! como también la mayor producción de 

clamidoconidias. 

Los cultivos de referencia revelan que las caracterlsticas morfológicas 

se mantienen estables por periodos cortos de tiempo, real izando resiembras 

periódicas, hecho conocido desde hace mucho tiempo en la conservación de hongos 
de importancia médica. 

Los resultados de las pruebas bioqulmicas demostraron que en general, las 

cepas conservadas por los tres métodos exhibieron niveles bajos de fermentación. 

El mayor nümero de cepas donde hubo fermentación fue por el método de agua 

destilada con siete cepas para la glucosa y maltosa, continuando con el método 

de aceite mineral en donde seis cepas fermentaron la glucosa y tres cepas la 

31 



maltosa y por último el método de refrigeraci6n con cuatro cepas que fermentaron 

la glucosa y cinco la maltosa. Con respecto a la sacarosa y la lactosa no parece 

haber cambios en alguno de los tres métodos y los resultados obtenidos coinciden 

con los descritos en la literatura. 

Referente las pruebas de asim1laci6n existen pequenos cambios pero 
consideramos que pueden tener importancia al seleccionar cepas para producción 

de ant1genos. Los azúcares que presentan variaciones son glucosa, galactosa, 

maltosa y sacarosa. 

Algunas cepas pierden la capacidad de sintetizar las enzimas que hidrolizan 

dichos substratos o los producen en pequenas cantidades originando reacciones 

positivas débiles. 

En el caso de lactosa, inosinol y rafinosa no se encontraron diferencias 

bioqufmicas, pero es importante señalar que c. albicana carece de las enzimas 

para hidrolizar estos substratos. 

La interdermorreacc16.n con antfgeno de c. albicana (candidina), no tiene 

en general, utilidad pr&ctica en el diagnostico de Candidiasis, pues la reacci6n 
es positiva en un 60% de la poblaci6n sana {11,19). Su utilidad es indirecta 

y permite valorar la inmunidad celular tardfa de un individuo. 

El anti geno convencional ( candidina) utfl izado ha sido preparado con cepas 

lisas. Los resultados obtenidos en este trabajo son de bastante interés porque 
con el antfgeno de cepas lisas hubo menor porcentaje de casos positivos (80%), 

mientras que con el antfgeno de cepas rugosas ocurri6 mayor porcentaje de 

casos positivos (92%). 

Estos datos fueron inesperados, pues al utlizar cepas pleomOrficas se esperaba 

que el porcentaje de positivos fuera menor con este antfgeno. Existe también 

gran variabilidad en la reactividad cuUnea con ambos antfgenos, 24 reactores 
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positivos exhibieron di&metros mayores de induracifin con el antlgeno de cepas 
lisas, mientras que 21, lo revelaron con el antlgeno de cepas rugosas. 

También es de interés sen.lar que existen casos negativos (3) con el antlgeno 
de cepas lisas, y que son positivos con el antlgeno de cepas rugosas. 

Estos resultados sugieren que las alteraciones morfol5g1cas y fisiol5gicas 
presentes en las cepas pleom5rf1cas no influyen de manera determinante en la 
preparaci5n de candi dina para reactividad cutanea, aunque cabe aclarar que 
el grupo de voluntarios se eligi5 al azar, independientemente de la edad y 
del estado de salud. 

Estas dos variables se reflejan en los resultados aqul obtenidos y muestran 
un panorama general de la respuesta de un grupo pequeno y heterogéneo de 
individuos a la actividad de la candidina elaborada a partir de cepas lisas 
y rugosas. 
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CONCLUSIONES 

El estudio surge de la necesidad de conocer a nivel comparativo la efectividad 

de los métodos de conservaci6n de agua destilada, aceite mineral y refrigeraci6n 

a 4ºC, para c. atbicana. 

Como resultado de trabajos anteriores se tenla conoci¡niento, de que los 
tres métodos de conservaci6n utilizados en la realizaci6n de este trabajo, 

restringen la actividad metab6lica de las cepas de c. albicana. 

El método de agua destilada a temperatura ambiente, es el que demostrO ser 

el m6s eficiente y recomendable para conservar las cepas de esta especie por 

periodos de varios anos, manteniendo m6s estables las caracterlsticas 

morfolOgicas y fisiol6gicas tlpicas de esta especie. Se confirm6 que el método 

es sencillo, econ6mico y permite mantener grandes micotecas con poco esfuerzo 
y en poco espacio. 

El método de refrigeraci6n a 4ºC, es el que tradicionalmente se utiliza 

para la conservaci6n de cepas en diversas instituciones •. Es un método Otil, 
pero es necesario hacer resiembras periOdicas para mantener las cepas en buen 

estado, requiriéndose de manera constante de medios de cultivo fresco y de 

personal especializado. Sin embargo es el recurso de los aqul estudiados que 

mayor grado de pleomorfismo origina en la especie. 

La morfologla colonial de c. atbicana demostr6 un elevado porcentaje de 
pleomorfismo con el método de refrigeraci6n a 4°C y aceite mineral. Aunque la 

morfologfa microsc6pica para ambos métodos no result6 severamente danada, en 

el aspecto fisiol6gico si se encontraron alteraciones presenUndose de manera 

m6s acentuada en las pruebas de fermentaci6n que en las de asimilaci6n. 

Se puede deducir que el método de ac_éite mineral, pierde su eficiencia al 
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transcurrir varios anos, como en el presente trabajo en donde las cepas se 
mantuvieron durante siete anos por este mHodo, observ4ndose altos porcentajes 
de pleomorflsmo. 

Con respecto a las reacciones intradérmlcas cabe aclarar, que anteriormente 
no se hablan utilizado cepas con variaciones morfol6glcas para preparación 
de ant!genos y no se hab1a realizado la comparacfón de reactividad de ant!genos 
de cepas 1 isas y rugosas. 

La proporci6n aproximadamente similar de la reactividad positiva en las 
pruebas intradérmlcas para ambos lotes de cepas; lisas y rugosas, demuestra 
que las alteraciones morfológicas y fisiológicas observadas no influyen de 

manera determinante por lo menos en la actividad de los ant!genos para 
intradermorreaccl ón. 
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APENDICE 

PREPARACJON DE MEDIOS DE CULTIVO 

1. AGAR SABOURAUD DEXTROSA 
FOrmula aproximada en gramos por litro. 
Glucosa................ 40.0 
Peptona................ 10.0 

. Agar................... 15.0 
Agua destilada......... IODO.O 

Suspender 65 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada. Remojar 
de 10 a 15 minutos. Mezclar bien hasta que se obtenga una suspencl6n uniforme. 
Calentar agitando frecuentemente y hervir durante un minuto. Distribuir en 
tubos de ensaye, siete ml del medio, esterilizar a 118ºC (no m!s de 15 lbs. 
de presl6n) durante 15 minutos. 
pH final 5.6! 0.2 

2. AGAR HARINA DE MAIZ TWEEN 8D AZUL OE TRIPANO 
F6rmula aproximada en gramos 
Harina de matz.. •• • • • • • 20.0 
Agar •••••••••••••••••• , !O.O 
Tween 80 ••••••••••••••• 
Azul de Trlpano en solu­
c16n al 0.5% ••••••••••• 

5.0 

0.5 ml 

En un matraz Erlenmeyer colocar el harina de matz y agregar 500 ml de agua 
destilada lentamente, con ag1taci6n constante. Llevar a Bano Maria a 65ºC durante 
una hora, agitando ocasionalmente el matraz. Filtrar dos veces y adicionar 
el agar, el tween 80 y el azul de trlpano. Disolver el agar por calentamiento 
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y esterilizar el medio a l2lºC (15 lbs), durante 20 minutos. Cejar enfriar 
el medio aproximadamente a 45ºC, y en condiciones estériles distribuir 25 ml 
en cajas de Petri de 15 x 150 mm. 

3. MEDIO BASE DE ASIMILACION DE CARBOHIDRATOS 

CALDO SABOURAUD CON PEPTONA AL O. 5% 
F6rrnula aproximada en gramos por litro. 
Peptona................ 10.0 
Azul de bromotimol ..... 1.0 ml al 1.6% 

Disolver la peptona en un litro de agua destilada, agregar el indicador 
de azul de bromotimol de la soluci6n al l.6% y verificar que el pH sea 
equivalente a 7. Distribuir el medio en tubos de ensaye de 10 x 100 nm colocando 
4.5 ml en cada tubo y esterilizar a 12lºC por 15 minutos. 

4. MEDIO DE FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS 

BASE DE CALDO ROJO FENOL 
F6rmula aproximada en gramos por litro. 
Peptona de casefna..... 10.0 
Cloruro de sodio....... 0.5 
Rojo fe no l... • • • • .. .. • • O. 018 

Disolver en un litro de agua destilada l5g del medio deshidratado. Adicionar 
el indicador rojo fenol. En los tubos de ensaye de 10 x 100 mm colocar los 
tubos Durham y envasar 4.5 ml del medio base. Esterilizar a l2lºC, (15 lbs) 
durante 15 minutos. 
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5. CALDO SOYA TRIPTICASA 

F6rmula aproximada en gramos por litro. 
Peptona de casefoa..... 17.0 
Peptona de soya........ 3.0 
Cloruro de sodio....... 5.0 
Fosfato dipotas1co..... 2.5 
Dextrosa............... 2.5 

En un matraz Erlenmeyer suspender 30 gr del medio deshidratado en un litro 
de agua destilada • Mezclar y calentar ligeramente hasta lograr la soluc16n. 

Distribuir y esterilizar a 12lºC (15 lbs. de presi6n), durante 15 minutos. 
pH final 7.3! 0.2 

6. CALDO TIOGLICOLATO 

F6rmula aproximada en gramos por litro. 
Peptona de casetna. ••• • 15.0 
L-Cistfna..... •• • • • • ••• 0.5 
Glucosa anhidra •••••••• 
Extracto de levadura .. , 

Cloruro de Sodio ....... 
Tiogliocolato de sodio. 
Resarzurina .• ...•..•... 
Agar ................. .. 

5.5 
5.0 
0.5 
0.5 
0.001 
0.750 

Suspender 29.5 -gr. del medio deshidratado en un litro de agua destilada. 
Agitar y calentar con frecuencia hasta disolver. Distribuir en tubos de ensayo 
y esterilizar a 12lºC (15 lbs de presi6n) durante 15 minutos. Enfriar y guardar 

a temperatura ambiente (entre 20 y 30ºC). 
pH final 7.1! 0,1 
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