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Resumen

Con el objeto inicial de aislar e identificar espiroquetas intestinales (EI) del género
Brachyspira en cerdos, se muestrearon 12 granjas porcinas comerciales del estado de Sonora
de octubre a diciembre de 2006, obteniendo muestras de heces por hisopado rectal. En
dichas muestras se aisl6 una gran cantidad de hongos levaduriformes cuyo papel no era
claro. Ante éste hallazgo, se hizo necesaria la identificacion de las levaduras con el fin de
estudiar su posible relacion con el aislamiento de EI en cerdos.

La caracterizacion se realizO microscOpicamente por la observacion de
blastoconidias, induccion de tubo germinativo y fenotipicamente por su perfil de pruebas
bioquimicas de auxonograma [ Koneman et al 1997]. La diferenciacion entre C. albicans y C.
dubliniensis se llevd a cabo aislando las colonias caracteristicas de la muestra en agar
comogénico CANDID 2 (BioMérieux®, Francia) y se probd su crecimiento a 45 °C, en
medio hipertdnico, asimilacion de xilosa y desarrollo de pseudomicelio en agar tabaco y
agar semilla de girasol. La diferenciacion entre C. glabrata'y C. zeylanoides se efectud por el
desarrollo de pseudomicelio en agar harina de maiz con Tween 80 al 1.0 % y por la
asimilacion de sorbitol. Todas las cepas que no pudieron ser identificadas por las técnicas
anteriores se identificaron por medio de tiras APIAUX 20C (BioMérieux®, Francia).

De las 228 colonias analizadas, 56.1 % fueron C. glabrata, 24.6 % C. albicans, 3.1 %
Blastoschizomyces capitatus, 1.8 % C. magnoliae, 1.8 % C. lambica, 0.4 % C. guillermondii; 2.2 %
fueorn el hongo filamentoso Geotrichum candidum y 1.8 % fueron el alga Prototheca
wickerhamii; 8.3% de las cepas no pudieron ser caracterizadas. No se observo ninguna

relacion entre el aislamiento de EI y levaduras en intestino de cerdo.



1. Marco teorico

Los hongos levaduriformes son microorganismos eucariontes, unicelulares y
pleomorficos; pueden encontrarse formas esféricas, ovaladas o incluso semejantes
a una botella y su tamafio puede ir desde 1.5 um hasta 30 pum. La pared celular de
estos microorganismos es rica en glucanas, xilanas, mananas, quitina y
ergoesteroles por lo que guardan una estrecha relacion con la composicion quimica
de la pared celular de los hongos filamentosos. Las levaduras son un grupo ubicuo,
es decir, se encuentran presentes en todo tipo de lugares en la naturaleza; tales
como la superficie de los frutos, la tierra y en general formando parte de la
microbiota comensal de mamiferos . En el ser humano se puede mencionar como
ejemplos los géneros: Candida, presente en sistema respiratorio, tracto
gastrointestinal y sistema genitourinario, asi como Malassezia presente en la piel
[Murray, 2002].

La importancia clinica de los hongos levaduriformes se debe a que son
patdgenos oportunistas, es decir, son capaces de establecer cuadros clinicos en
pacientes inmunosuprimidos o imnunocomprometidos, por ejemplo, pacientes con
VIH-SIDA, pacientes transplantados, bajo tratamiento con corticoesteroides,
inmunosupresores, anticarcindgenos o en los casos en los que las barreras
bioldgicas han sido dafiadas como en el uso prolongado de catéteres. El género que
produce cuadros clinicos con mayor frecuencia, tanto en animales como en el
humano, es Candida del cual se conocen mas de 200 especies.

La frecuencia de aislamiento de levaduras en el ser humano en cuadros
infecciosos, en orden decreciente, es: Candida albicans, Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Saccharomyces sp., Candida krusei, Candida

guillermondii, Rhodotorula sp., Trychosporon sp. y Cryptococcus neoformans [Reydire,



1997]. En el caso de los animales, el género Candida toma importancia por estar
asociado a cuadros clinicos como mastitis bovina ocasionada por las especies C.
albicans, C. parapsilopsis, C. guillermondii, C. krusei, C. pseudotropicalis, C. rugosa y C.
tropicalis. Se ha reportado que en ocasiones C. parapsilosis causa abortos en bovinos
[Carter, 2004].

En cerdos (Sus domestica) se reportan aislamientos en tracto digestivo de C.
albicans, C. tropicalis, C. sloofiae, C. pintolopesii var. sloofiae, C. kefyr, C. krusei, C.
rugosa'y C. valida [Pérez, 1987; Smith, 1989].

Un grupo de microorganismos aislados con frecuencia en el tracto
digestivos de cerdos son las algas pertenecientes al género Prototheca dentro del
gupo Chlorophycecae. En el tnico reporte de la literatura respecto a estas algas se
indican valores de frecuencia de aislamiento en heces de cerdos y de jabalies de
28.9 % y 21.4 % respectivamente [Weber, 1993], también estan relacionadas con
cuadros de mastitis bovina e infeciones cutaneas principalmente en perros, gatos y
castores, e infecciones subcutaneas y diseminadas principalmente en ciervos y
perros. A pesar de ser ubicuas, no se sabe a qué se deban los casos de prototecosis
ya que llegan a atacar tanto a animales como a humanos inmunocompetentes e
inmunosuprimidos con una frecuencia muy baja, razon por la cudl se les considera
agentes oportunistas raros, sin embargo, la mayor frecuencia tanto en animales
como en humanos se observa en paises como Brasil y Australia con casos
esporadicos en Estados Unidos, China entre otros.

El trabajo que precede a esta investigacion tuvo como objetivo el identificar
la presencia de espiroquetas intestinales (EI), particularmente del género
Brachyspira, debido a que son enteropatogenos causantes de colitis infecciosa, lo
cual tiene efecto negativo en la crianza de ganado porcino. De las muestras
obtenidas se logro aislar un gran namero de levaduras por lo que el interés de esta

investigacion es identificarlas. Cabe mencionar que no se encontrd reportes en la



literatura de casos de coinfeccion por EI y hongos levaduriformes (HL), sin
embargo, se reporta el aislamiento de estos ultimos por ejemplo, en carnes frias
curadas, aunque se discute mdas la importancia que tienen afectando las
propiedades sensoriales de estos productos que como posibles fuentes de infeccion
por su consumo [Simonsini, 2007].

Historicamente, los primeros reportes sobre los métodos de identificacion
de hongos levaduriformes fueron realizados por Wickerham [1943]; él mismo
reporta mejoras a dicho método en afos posteriores [Wickerham, 1946;
Wickerham, 1948]. En estos articulos se plantea la utilizacion de pruebas
bioquimicas como la fermentacion de melibiosa, urea o la utilizacion de galactosa,
sorbosa, sacarosa, celobiosa, rafinosa, asi como la reduccion de nitratos, para
obtener un perfil bioquimico que permita identificar a la levadura en estudio. Hoy
en dia, el perfil de asimilacion de carbohidratos (auxonograma) y de fermentacion
de carbohidratos (zimograma) sugerido por Koneman et al [1992] comprende 12
pruebas bioquimicas, que incluyen: la asimilacion de maltosa, sacarosa, trealosa,
galactosa, celobiosa, xilosa, rafinosa, lactosa, dulcitol, melibiosa, asi como la lisis de
urea y reduccion de nitratos. Debido a la importancia clinica de un tratamiento
rapido y agresivo para pacientes bajo infeccién por HL se han desarrollado otros
métodos con el objetivo de hacer mas rapida y eficiente la identificacion. Tal es el
caso del desarrollo de la prueba de induccion de tubo germinativo como criterio
presuntivo de identificacion de C. albicans [Traschdijan, 1960], dicha prueba
consiste en la filamentacion de C. albicans cuando se incuba a 37 °C durante un
periodo de 2 a 4 horas en suero humano, de conejo u oveja. Cabe destacar que se
debe tener especial cuidado en la interpretacion de la prueba, ya que la formacion
de tubos germinativos por C. albicans puede confundirse con formacion de

pseudomicelio por C. tropicalis. El tubo germinativo se diferencia del



pseudomicelio (o pseudohifa) en que el primero no presenta constriccién alguna en
su punto de origen en la célula mientras que si se observa en el pseudomicelio.
Candida dubliniensis es una especie estrechamente relacionada con C. albicans;
aislada en 1995 de un paciente con VIH con candidiosis oral [Sullivan, 1995].
Fotedar [2004] considera que 12.0 % de las cepas capaces de desarrollar tubo
germinativo en un tiempo de 2 a 4 horas son en realidad C. dubliniensis, por lo que
es imposible diferenciar éstas dos especies de Candida por esta prueba. En afos
recientes se desarrollaron diversas pruebas para distinguirlas, entre ellas destacan
la formacion de pseudomicielio para C. dubliniensis en agar de Pal (agar semilla de
girasol), agar de Staib (agar alpiste negro) [Staib, 1999] y agar Tabaco [Tendolkar,
2003; Al-Mosalid, 2003] ya que C. albicans crece formando colonias de borde liso sin
pseudomicelio en estos medios. Otros criterios fuertemente discriminativos entre
ambas especies son:
e La capacidad de C. albicans de crecer a 45 °C [Sullivan, 2005; Khan, 2004 y
Kumar, 2005].
e La capacidad de C. albicans de crecer en medios hipertdnicos con NaCl a una
concentracion al 6.5 % [Sullivan, 2005; Khan, 2004 y Kumar, 2005].
e La asimilacion de xilosa exclusiva de C. albicans.
e La asimilacion de oa-metil-D-glucosido. 91 % de las cepas de C. albicans

pueden asimilar dicho sustrato contra 5 % de las cepas de C. dubliniensis

[Ellepola, 2005].

Existen ademds una gran variedad de métodos de identificacion para
levaduras, por ejemplo: los medios de cultivo diferenciales como Albicans ID y
Albicans ID 2, CHROMagar Candida, las tiras reactivas API 20C AUX, API
Candida, Auxacolor, Fungichrom, Fungifast, RapidID Yeast Plus System y Uni-

Yeast-Tek cuyos porcentajes de identificacion correcta van desde 63.0 % hasta
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99.8 %. Existen también métodos automatizados como Biolog YT MicroPlate, ID
32C, MicroScan Yeast Identification Panel, Sherlok Microbial Identification System,
VITEK Yeast Biochemical Card, VITEK 2 ID-YST y VITEK 2 YST con porcentajes de
correcta identificacion de 48.0 % hasta 98.5 % [Pincus, 2007]. Finalmente se deben
mencionar los métodos moleculares que permitiran en un futuro la identificacion
rapida y precisa de HL amplificando las regiones 18s, 5.8s, 26s, ITS1 e ITS2 de los
genes que codifican para el rDNA por PCR.

A pesar de la gran diversidad de métodos de identificacion de HL
conocidos, se siguen utilizando y citando en un gran nimero de publicaciones la
metodologia de Wickerham con algunas modificaciones [Wickerham, 1943, 1946,
1948] y el analisis microscopico de clamidoconidias en agar harina de maiz con
Tween 80 al 1.0 %; tal como puede observarse en las descripciones de las dos

nuevas especies C. bracariensis [Correia A, 2006] y C. nivariensis [Alcoba J, 2005].
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general:

Identificar género y especie de los hongo levaduriformes (HL) aislados en
muestras de heces de cerdos de granjas comerciales del estado de Sonora durante
la investigacion de aislamiento de espiroquetas intestinales (EI), en particular del

género Brachyspira.

2.2 Objetivos especificos:

221 Obtener cultivos axénicos a partir de los cultivos mixtos de levaduras
presentes en las muestras analizadas.

2.2.2 Obtener el perfil bioquimico del auxonograma de las colonias aisladas e
identificar a través de dicho perfil el género y especie del HL analizado.

2.2.3 Diferenciar las especies de Candida albicans y Candida dubliniensis.

2.2.4 Diferenciar las especies de Candida glabrata y Candida zeylanoides.

12



3. Hipotesis

31 Se espera que entre los HL analizados, el microorganismo mas
frecuentemente aislado sera Candida albicans.

3.2 Es posible encontrar una relacion entre la presencia de EI y HL.

13



4. Metodologia

4.1 Recoleccion de las muestras:

Durante el periodo de octubre a diciembre del 2006, se muestrearon 12
granjas porcinas comerciales de los municipios de Cajeme y Navojoa en Sonora y
una en los Mochis, Sinaloa. Las 156 muestras (12 por granja), se obtuvieron por
hisopado rectal de cerdos de 6 a 12 semanas de edad con historia clinica de
trastornos gastrointestinales o diarrea y retraso en el crecimiento. Las muestras
fueron inoculadas en 1 mL de infusiéon cerebro corazon (Oxoid, UK),
suplementado con: Clorhidrato de espectinomicina 88 pg/mL (Sigma, USA),
Metanosulfonato de colistina 25 pg/mL (Sigma, USA), Vancomicina 25 pg/mL
(Sigma, USA) y Rifampicina 27.5 pg/mL (Aventis, Méx.) Las muestras fueron
colocadas en cajas de poli-estireno con refrigerantes para ser enviadas por
mensajera especial, buscando que llegaran al laboratorio en un periodo no superior
a las 24 horas. Se procedié a la identificacion de EI por medio de su patron
bioquimico y tipo de hemolisis.

El 25.6 % de las muestras analizadas presentaron abundancia de HL por lo

que se procedio a su aislamiento e identificacion.

4.2 Aislamiento de las colonias de HL:

Se estrid en una caja de agar Sabouraud la muestra de HL vy se eligieron 4
colonias para su analisis. En todos aquellos casos en los que se observo
macromorfologias coloniales variadas o al menos dos patrones bioquimicos
distintos dentro de una misma muestra, se duplico la poblacién de estudio, es

decir, se analizaron 8 colonias.
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4.3 Tincién de Gram:
Entre las diversas tinciones que pueden implementarse, se realizo una
tincion de Gram a cada una de las colonias a analizar para observar la presencia de

blastoconidias.

4.4 Induccion de tubo germinativo:

A una asada de la colonia analizada se le suspendio en 20 pl de suero
humano colocado en un pozo de la placa de Terasaki y se incub6 a 37+2 °C por dos
horas y media exactamente. Transcurrido este tiempo se observo al microscopio la
formacion de tubos germinativos, es decir elongaciones sin constriccion en su
punto de unién a la célula. La presencia de tubo germinativo se considero
solamente como criterio presuntivo para la identificacion de C. albicans.

Junto con cada ensayo se corrid un control positivo de Candida albicans

ATCC 90028.

4.5 Auxonograma:

Mediante este ensayo se determina la capacidad de utilizar diferentes
carbohidratos como tunica fuente de carbono por el HL analizado. Los
carbohidratos utilizados fueron: maltosa, sacarosa, trealosa, galactosa, celobiosa,
xilosa, rafinosa, lactosa, dulcitol y melibiosa. Esta prueba se llevo a cabo
inoculando una asada de las colonias en 2 mL del medio de cultivo estéril que
contenia la base caldo rojo de fenol adicionada con cada carbohidrato a una
concentracion final del 1.0 % . Durante 7 dias consecutivos se realizo la lectura de
los tubos observando el vire del indicador a amarillo producido por la acidificacion
del medio debido a la fermentacion del carbohidrato respectivo y su degradacion
hasta 4acidos organicos.

En los casos en los que se presentd ambigiiedad en la prueba a los 7 dias se

continuod con la incubacién hasta los 14 dias.
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En cada ensayo se corrié un control positivo de C. albicans ATTC 90028.

4.6 Prueba de utilizacion de urea:

Se inoculd una asada de una colonia crecida en agar Sabouraud de 24 a 48 h
en tubos de 12x75 mm con caldo sacarosa-urea. Los tubos se incubaron a 28 °C
durante 7 dias y en los casos en los que se presentd ambigiiedad en la
interpretacion, se continud la incubacién hasta los 14 dias. Se realizaron lecturas
diarias para determinar si se presentaban cambios en la coloracion por el vire del

indicador a morado intenso debido a la lisis de la urea.

4.7 Reduccion de nitratos:

En tubos de 12x75 mm con caldo nitratos y provistos con campana de
Durham, se llevo a cabo la determinacién de la capacidad de reduccidn de nitratos
a nitritos, inoculando los tubos con una asada de la colonia crecida en agar
Sabouraud de 24 a 48 h y realizando la lectura a los 7 y hasta los 14 dias. El
revelado de la prueba se llevo a cabo adicionando dos gotas del reactivo Griess A
seguido de dos gotas del reactivo Griess B considerando positiva la prueba si se
observaba un cambio de coloracion a rojo. En los casos en los que la coloracion roja
no se observo al adicionar los reactivos de Griess A y Griess B, se adicion un poco

de zinc en polvo para confirmar la presencia de nitratos en el medio de cultivo.

4.8 Diferenciacion entre C. glabrata y C. zeylanoides:
4.8.1 Desarrollo de pseudomicelio:
Como primer criterio para diferenciar C. glabrata y C. zeylanoides, se
probo el desarrollo de pseudomicelio en agar harina de maiz con Tween 80
al 1.0 % inoculando una asada de la colonia a analizar por picadura en la

caja Petri e incubando a 28 °C durante 72 h.
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C. glabrata, C. bracariensis y C. nivariensis son las tinicas especies de
Candida incapaces de desarrollar pseudomicelio [Alcoba, 2005; Correia, 2006;

Bishop, 2008], mientras que C. zeylanoides si puede desarrollarlo.

4.8.2 Asimilacion de sorbitol:

En tubos de 12x75 mm con el medio de cultivo compuesto por 2 ml
de la base caldo rojo de fenol y sorbitol a una concentracion final del 1.0 %,
se inocul6 una asada de la colonia a analizar y se incubd a 28 °C. Se observo
diariamente cada tubo hasta los 14 dias para determinar la fermentacién del
sorbitol por la acidificacion del medio de cultivo indicado por el cambio del

indicador a amarillo.

4.9 Diferenciacion entre C. albicans y C. dubliniensis:
4.9.1 Seleccion de colonias en CAND2 ID [BioMérieux®, Francia]:
Se estrio en una caja de CAND2 ID la muestra de HL en las que se
identificd C. albicans y se seleccionaron 10 colonias azules (C. albicans/C.
dubliniensis), propagandolas posteriormente en agar Sabouraud de 24 a 48 h

a 28 °C.

4.9.2 Crecimiento a 45 °C:

Las colonias aisladas de CAND2 ID se analizaron inoculandolas en
tubos de 12x75 mm con caldo YPD previamente esterilizados e incubando a
45 °C durante 48 h. Esta prueba es 100 % especifica y 100 % selectiva para C.
albicans [Sullivan, 2005].

17



4.9.3 Crecimiento en medio hipertdonico:

Cada una de las colonias aisladas de CAND2 ID se analizaron
inoculando en un tubo de caldo YPD + NaCl al 6.5 % e incubando a 45 °C
durante 48 h. Esta prueba también es 100 % selectiva y 100 % especifica para

C. albicans [Sullivan, 2005].

4.9.4 Crecimiento en agar tabaco:

Se inocularon en la superficie del agar las colonias aisladas de
CAND2 ID vy se incubaron a 28 °C durante 96 h, observando diariamente si
se presentaba el desarrollo de pseudomicelio. Se reporta que el desarrollo de
pseudomicelio en este medio de cultivo es 100 % especifico y 100 % selectivo

para C. dubliniensis [Khan, 2004; Kumar, 2005].

4.9.5 Crecimiento en agar de Pal (agar semilla de girasol):

Se inocularon en la superficie del agar las colonias aisladas de
CAND2ID vy se incubaron a 28 °C durante 96 h, observando diariamente si
se presentaba el desarrollo de pseudomicelio. Al-Mosaid [2003] reporta que
el desarrollo de pseudomicelio en este medio de cultivo es 100 % selectivo y

100 % especifico para C. dubliniensis.

4.10) API AUX 20C:
Todas las cepas que no pudieron ser identificadas por el
auxonograma se sometieron a su reanalisis con tiras API AUX 20C conforme

a las indicaciones del proveedor.
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5. Resultados y discusion

Se analizaron un total de 228 colonias obtenidas a partir de 40 muestras
de heces de cerdos. Se identificaron 128 colonias (56.1 % del total) como C.
glabrata, 56 (24.5 %) como C. albicans, 4 (1.8 %) como C. magnoliae, 7 (3.1 %) como
Blastoschizomyces capitatus 'y 4 (1.8 %) como C. lambica. 5 de las colonias
caracterizadas (2.2 %) fueron identificadas como el hongo filamentoso
Geotrichum candidum y 4 (1.8 %) como el alga Prototheca wickerhamii,
microorganismos comunmente confundidos con hongos levaduriformes

[Balows A, 1991]. De de las 228 colonias analizadas, 6 levaduras (8.3 %) no

pudieron ser caracterizadas como se muestra en la Grafica 1.
Grafica 1. Frecuencia de identificacion de los hongos levaduriformes, en

porcentaje del total de las colonias analizadas.

Aunque en la literatura se reporta a C. albicans como el HL mas
frecuentemente aislado en este tipo de muestras, este estudio muestra que C.
glabrata fue el HL predominante entre la poblacion estudiada. Existen reportes
en la literatura que citan el aislamiento de otras especies del género Candida en
mayor frecuencia que C. albicans como C. parapsilosis con una frecuencia del 36%
[Medrano, 2006] o también C. glabrata con una frecuencia que varia desde
32.5 % hasta 61.3 % en seres humanos [Mohanty, 2007; Ray, 2007; Li, 2007]. En
este estudio, C. albicans s6lo estuvo presente en la mitad de las muestras en
comparacion con C. glabrata. Asi mismo, el género Candida predomind sobre
cualquier otro sumando una frecuencia total de 84.67 %.

Cabe destacar que todas las cepas identificadas como C. albicans fueron
confirmadas por medio de 3 criterios fuertemente discriminativos entre esta
especie y C. dubliniensis: crecimiento a 45 °C, crecimiento en medio hipertdnico
con NaCl al 6.5 % p/v y asimilacion de xilosa; los tres criterios se consideran

100 % especificos y 100 % selectivos para C. albicans [Sullivan, 2005 y Ellepola,
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2004]. Como parte del panel de pruebas se realizdé la induccion de tubo
germinativo considerando que el 12.0 % de las cepas de C. dubliniensis son tubo
germinativo positivas [Fotedar, 2004]. Por altimo, se utilizaron el agar tabaco y
el agar de Pal para diferenciar la morfologia de las colonias. A pesar de que
estos dos agares se reportan como sumamente utiles para discriminar entre
estas dos especies y después de numerosos ensayos realizados, unicamente el
control C. albicans ATTC 90028 no desarroll6 pseudomicelio atin después de 10
dias de incubacién [Al-Mosaid, 2003; Kumar 2005]. Todos los ensayos
realizados con las cepas aisladas de las muestras desarrollaron pseudomicelio a
las 72 h, por lo que no se considerd como criterio para su diferenciacion.

Recientemente se reporta la identificacion de dos especies nuevas del
género Candida [Alcoba et al, 2005; Fujita et al, 2007; Correia et al, 2006 y Bishop
et al, 2008], éstas son C. bracariensis y C. nivariensis; dichas levaduras poseen una
similitud genética con C. glabrata del 94.8 % y 97.0 %, respectivamente. En
dichos estudios se demuestra la similitud fenotipica y se establece que, hasta el
momento, solamente se puede discriminar entre estas tres especies de Candida
por métodos moleculares, por ejemplo, con la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

Con respecto a las 40 muestras analizadas, en 28 de las mismas (70.0 %)
se aislo C. glabrata, en 14 (35.0 %) C. albicans, en 1 (2.5 %) C. magnoliae asi como
C. gillermondii, en 2 de ellas (5.0 %) B. capitatus y en 2 muestras (5.0 %) se
identifico C. lambica; por altimo, en 2 (5.0 %) se identifico Geotrichum candidum
y en 3 (7.5 %) se aisl6 a Prototheca wickerhamii. A pesar de la gran frecuencia con
que se reporta el aislamiento del género Prototheca en heces de cerdos [Weber,
1993], se identifico este de manera muy esporadica entre la poblacion estudiada.

Estos datos se presentan en la Grafica 2.
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Grafica 2. Porcentaje de las muestras que presentaron colonizacion por las

cepas caracterizadas.

Al comparar los resultados de la caracterizacion de las levaduras con los
resultados del analisis de la presencia de espiroquetas intestinales del estudio
que precede a éste, solamente se observo la presencia de C. glabrata en las
muestras positivas para espiroquetas intestinales sin poderse establecer
ninguna relacion entre estos microorganismos. En 7 muestras en las que se
identifico espiroquetas intestinales, 4 de ellas presentaron también Salmonella
sp. En ninguna muestra se hallaron espiroquetas intestinales junto con C.

albicans. Estos datos se detallan en la Cuadro 1.
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Se realiz6 una revision tanto en PUBMED como en la revista Pig News
and Information de los dltimos 10 afios, sin embargo, no se encontrd ningun
reporte de caso de coinfeccion por HL y EI en cerdos. Con respecto a P.
wickerhamii, solamente se reportan en PUBMED dos articulos de identificacion
de algosis en heces de cerdos [Weber, 1993; Pore, 1988] y ninguna cita en Pig

News and Information.
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Granja Salmonella Shigella | Espiroquetas LEVADURAS
(EI) C. albicans | C. glabrata Otras Otros hongos
Abajefio 7 - - - - + -- --
Abajefio 8 - - - + + - -
Genex 1 -- -- -- -- + -- --
Genex 2 - - - - + No caracterizable --
Genex 3 - - - - + - Geotrichum candidum
Sonqui 4 -- -- + -- --
Sonqui 5 - - -- -- --
Sonqui 6 -- + -- -- + - -
Sta. Cecilia 2 -- -- -- + + Prototheca wickerhamii --
Sta. Cecilia 5 - - - + + -- --
Sta. Cecilia 11 -- -- -- -- + - -

Sta. Margarita 2 -- -- -- -- C. guillermondi --
Guayamitas 2 - - - -- -- --
Guayamitas 3 -- -- -- -- -- --
Guayamitas 8 - - - - - C. magnoliae -

La Esthercita 11 | Salmonella sp. - - - -- Prototheca wickerhamii | Blastoschizomyces capitatus

La Esthercita 12 | Salmonlela sp. - - - + - -

Los Olivos 2 - arizonae - - - - No caracterizable -
Salmonella sp.
Rosita y Lolita 3 - - - - + No caracterizable -

Cuadro 1. Intersecciones entre las poblaciones caracterizadas en las muestras analizadas.
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Granja Salmonella Shigella | Espiroquetas LEVADURAS
(ED) C. albicans | C. glabrata Otras Otros hongos
Rosita y Lolita 6 _ _ B + _ _ Geotric.hum candidt'tm
Blastoschizomyces capitatus

Cienega 88 4 -- -- - - + _ _

: C. lambica
Cienega 88 5 B - - - i Prototheca wickerhamii -
Cienega 88 7 - - - - - -
Cienega 88 8 - - - - - -

. C. lambica
Cienega 94 3 - B - - i Prototheca wickerhamii -
LaR2 Salmonella sp. -- + -- + No caracterizable -
LaR3 Salmonella sp. -- + - + No caracterizable -
LaR 10 Salmonella sp. - + - + - -
LaR12 Salmonella sp. -- + -- + - -
Josefina 4 - - - + + No caracterizable -
San David 3 -- - - - + - .
San David 6 -- -- -- -- + No caracterizable --
San Felipe 2 -- - - + - _
San Felipe 3 - - - + - -
San Felipe 4 - - - + - .
Tlacotepec 3 - - - - + - -
La Ceja2 - - - + - - -
La Ceja 3 - - - + - - -
La Ceja 4 - - - + - - -
La Ceja 6 - - - + - - -

Cuadro 1. (Continuacion)
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RESUMEN

40 muestras

Salmonella sp.
presente en 7
muestras; una
de ellas
también
presenta S.
arizonae

Shigella
presente
en3
muestras;
ninguna
con EI, 2
con C.
albicans 'y
1 conC.
glabrata

EI presentes en
7 muestras, de
las cuales 4
presentan
ademas
Salmonella.

C. albicans
presente en
14 muestras;
ninguna con
EL
1 de ellas
presenta
Shigella y
una Shigella
y C. glabrata

30 muestras
presentaron
C. glabrata,
incluyendo
las 7 que
tienen EL
Hay 5
muestras que
presentan C.
albicans 'y C.
glabrata

5 de las 7 levaduras no
caracterizables estan
presentes en muestras
donde también hay C.
glabrata, 1 estuvo
presente junto con C.
glabrata 'y C. albicans. En
la otra muestra no se
encontraron otras
levaduras pero hay
Salmonella arizonae y sp. 3
presentaron Prototheca
wickerhamii 'y en 1 de ellas
ademas presento C.
lambica. 1 presento C.
magnoliae y 1 C. lambica.

1 muestra presentd
contaminacién por
Geotrichum candidum, 1

Blastoschizomyces capitatus y 1

por ambos hongos
filamentosos.

Cuadro 1. (Continuacion)
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6. Conclusiones

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

6.8

C. glabrata fue el hongo levaduriforme aislado con mayor frecuencia
entre la poblacion de estudio (56.1 %) presente en 70 % de los cultivos.
En todas las muestras en las que se detectaron espiroquetas intestinales
también se aislo C. glabrata.

En ninguna de las muestras en las que se identifico C. albicans se
aislaron espiroquetas intestinales.

El género Candida se encontr6 predominantemente entre las muestras
analizadas (84.7 %).

Para la diferenciacion de C. albicans y C. dubliniensis, los tres criterios
altamente discriminativos utilizados indicaron que el 100 % de las
colonias identificadas como C. albicans lo son positivamente.

En la diferenciacion de C. glabrata y C. zeylanoides, 100 % de las colonias
fueron C. glabrata.

El hongo levaduriforme menos frecuentemente aislado fue C.
guillermondii (0.4 % de las muestras).

Se aislo el alga Prototheca wickerhamii en 7.5 % de las muestras

analizadas.
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7. Perspectivas a futuro

Basandose en la similitud fenotipica entre C. glabrata, C. bracariensis y C.
nivariensis, se sugiere ahondar mds en este estudio y llevar a cabo una tipificacion
por medio de hibridacion in situ por sondas fluorescentes o por PCR, para
distinguir entre estas especies a fin de determinar si entre la poblacion
caracterizada fenotipicamente como C. glabrata se encuentran o no las otras dos
especies. Asi mismo, se sugiere el determinar si P. wickerhamii tiene o no algtna
relacion con los cuadros clinicos de los cerdos en las zonas muestradas o

simplemente se presenta como contaminacion en las muestras.
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9. Apéndice

e Auxonogramas:

Bloque 1:

Muestra: Abajefio 7

Colonia Mal Sac Tre

CM+Tw80

Identificacion

1 - - +

Candida
glabrata

Candida
glabrata

Candida
glabrata

Candida
glabrata

Muestra: Abajerio 8

Colonia Mal Sac

|
=
©

CM+Tw80

Identificacién

1 - -

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida albicans 1 *

Candida albicans 1 *

Candida albicans 1 *

FINIENEIEN SIS
|+ |+ ]+ ]+ ]+

Candida albicans 1 *

*Identificadas por API AUX 20C (97.2%)
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Muestra: Genex 1

Colonia

CM+Tw80

Identificacion

1

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

2
3
4

+ |+ [+ |+

Candida glabrata

Muestra: Genex 2

Colonia

|
=
©

CM+Tw80

Sor

Identificacién

1

NA

No identificable

NA

No identificable

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

|| |UT [ ]|W([N

o e e I I I

Candida glabrata

Muestra: Genex 3

Colonia

CM+Tw80

Identificacién

Candida glabrata

Candida glabrata

NA

Geotrichum candidum

Candida glabrata

NA

Geotrichum candidum

NA

Geotrichum candidum

Candida glabrata

(N |G| [Ww|N

Candida glabrata
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Muestra: Sonqui 4

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificaciéon
1 _ _ + - - - - - - - - - -- - -- Candida glabrata
2 _ _ + - - - - - - - - - -- - -- Candida glabrata
3 _ _ + - - - - - - - - - -- - - Candida glabrata
4 + + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
5 + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
6 + + + - - + - - - - - - + NA NA Candida albicans 1 *
7 + + + - - + - - - - - - + NA NA Candida albicans 1*
8 + + + - - + - - - - - - + NA NA Candida albicans 1 *
* Identificadas por API AUX 20C (97.2%)
Muestra: Sonqui 5
Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificaciéon
1 + + + + - + - - - - - -- + NA NA | Candida albicans
2 + + + + - + - - - - - -- + NA NA | Candida albicans
3 + + + + - + - - - - - -- + NA NA | Candida albicans
4 + + + + - + - - - - - -- + NA NA | Candida albicans
Muestra: Sonqui 6
Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificaciéon
1 + + + + - + - - - - - - - NA NA | Candida glabrata
2 + + + + - + - - - - - - - NA NA | Candida glabrata
3 + + + + - + - - - - - - - NA NA | Candida glabrata
4 + + + + - + - - - - - - - NA NA | Candida glabrata
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Muestra: Santa Cecilia 2

Colonia Mal

—
—
[¢]

CM+Tw80

Sor

Identificacion

1 -

Candida glabrata

NA

Candida albicans

Candida glabrata

NA

Candida albicans

Candida glabrata

NA

Prototheca wickerhamii

NA

Candida albicans

(|G| [W|N
1
i

[+ [+ ]+ ]+ ]+

NA

Candida albicans

Muestra: Santa Cecilia 5

Colonia Mal

—
-
©

Xil

CM+Tw80

Identificaciéon

1

Candida glabrata

Candida glabrata

NA

Candida albicans 1 *

Candida albicans 1 *

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

[o N N Ko\ K6 B ') KOV R | )

|+ [+ ]+ ]+ ]+

Candida glabrata

* Identificadas por API AUX 20C (97.6 %)

Muestra: Santa Cecilia 11

Colonia

CM+Tw80

Identificaciéon

1

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

2
3
4

+ |+ [+ |+

Candida glabrata




Muestra: Santa Margarita 2

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 + + + + _ + - - - - - - + NA NA Candida albicans
2 + + - - + - - - - - -- + NA NA Candida albicans 1 *
3 _ + + - - + - - - - - -- + NA NA Candida albicans 1 *
4 + + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
5 + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
6 + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
7 + + + - - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
8 + + + + + + + - + + - -- - NA NA Candida gillermondii

* Identificadas por API AUX 20C (97.2%)

Bloque 2:

Muestra: Guayamitas 2

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacién
1 + + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
2 + + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
3 + + + + - + - - - - - - + NA NA | Candida albicans
4 + + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans

Muestra: Guayamitas 3

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 + + + + - + - - - - - -- + NA NA | Candida albicans
2 + + + + - + - - - - - -- + NA NA | Candida albicans
3 + + + + - + - - - - - -- + NA NA | Candida albicans
4 + + + + - + - - - - - -- + NA NA | Candida albicans




Muestra: Guayamitas 8

Colonia | Mal | Sac | Tre | Gal | Cel | Xil | Raf | Lac | Dul | Mel | Ure | NOs | TG | CM+Tw80 Sor Identificacion
1 - + - -- - - -- - -- - - - - NA NA Candida magnoliae
2 - + - - - - - - - - - - - NA NA | Candida magnoliae
3 - + - - - - - - - - - - - NA NA | Candida magnoliae
4 - + - - - - - - - - - - - NA NA | Candida magnoliae
Muestra: La Esthersita 11
Colonia | Mal | Sac | Tre | Gal | Cel | Xil | Raf | Lac | Dul | Mel | Ure | NOs | TG | CM+Tw80 Sor Identificacién
1 _ _ _ . _ _ B _ B _ _ B _ NA NA Blastosc'Plzzomyces
capitatus
’ _ _ _ . _ _ B _ B _ _ B _ NA NA Blastosc'Plzzomyces
capitatus
3 - - + + - - - - - - - - - NA NA | Prototheca wickerhamii
4 _ _ _ . _ _ B _ B _ _ B _ NA NA Blastosc'Plzzomyces
capitatus
5 _ _ _ . _ _ B _ B _ _ B _ NA NA Blastoschzsomyces
capitatus
6 _ _ _ . _ _ B _ B _ _ B _ NA NA Blastosc'Plzzomyces
capitatus
” _ _ _ . _ _ B _ B _ _ B _ NA NA Blastosc'Plzzomyces
capitatus
8 - - + + - - - - - - - - - NA NA | Prototheca wickerhamii
Muestra: La Esthersita 12
Colonia | Mal | Sac | Tre | Gal | Cel | Xil | Raf | Lac | Dul | Mel | Ure | NOs | TG | CM+Tw80 | Sor Identificacion
1 - + - - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
2 - + - - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
3 - + - - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
4 - + - - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
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Muestra: Los Olivos 2

Colonia | Mal Sac | Tre | Gal | Cel | Xil | Raf | Lac | Dul | Mel Ure NOs | TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 - + - - - + - - - - - - - NA NA | Noidentificable
2 - + - - - + - - - - - - - NA NA | Noidentificable
3 - + - + - + - - - - - - - NA NA | Noidentificable
4 + + - - + - - - - - - - NA NA | Noidentificable
5 - + - - - + - - - - - - - NA NA | Noidentificable
6 + + - + - + - - - - - - - NA NA | No identificable
7 - + - - - + - - - - - - - NA NA | Noidentificable
8 - + - + - + - - - - - - - NA NA | No identificable

Muestra: Rosita y Lolita 3

Colonia | Mal Sac | Tre | Gal | Cel | Xil | Raf | Lac | Dul | Mel Ure NOs | TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
2 - + -- - - - -- - - - -- - NA NA | No identificable
3 - + + -- - - - -- - - - -- - NA NA | No identificable
4 -- + - -- -- -- - -- -- -- - -- NA NA | No identificable
5 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
6 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
7 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
8 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata




Muestra: Rosita y Lolita 6

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 _ - _ + _ + - - - - - - - NA NA Geotrichum candidum
2 _ - _ + _ + - - - - - - - NA NA Geotrichum candidum
3 ~ i R . B B B B B B B 3 3 NA NA Blustasc@lzomyces
capitatus
No
4 - + - - - + - . - - - - - NA NA identificable
5 + + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
6 + + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
7 + + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
8 + + + + - + - - - - - - + NA NA Candida albicans
Bloque 3:
Muestra: Cienega 88 4
Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
2 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
3 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
4 - - + _ - - - - - - - - - - - Candida glabrata

40



Muestra: Cienega 88 5

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
2 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
3 -- - - - -- -- - -- - -- - -- NA NA Candida lambica
4 - -- -- -- - + - -- - -- - -- - NA NA Candida lambica
5 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
6 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
7 - -- + -- - - - -- - -- - -- - - - Candida glabrata
8 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata

Muestra: Cienega 88 7

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 - - + -- - - - -- - - - -- - - -- Candida glabrata
2 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
3 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
4 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata

Muestra: Cienega 88 8

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
2 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
3 - - + -- - - - -- - - - -- - - -- Candida glabrata
4 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
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Muestra: Cienega 94 3

Colonia

Tre

CM+Tw80

Sor

Identificacion

1

NA

Candida lambica

NA

Prototheca wickerhamii

Candida glabrata

Candida lambica

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

(|G| [W|N

+ |+ [+ |+

Candida glabrata

Muestra: La “R” 2

Colonia

—~
=
®

CM+Tw80

Identificacion

1

NA

No identificable

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

(|G| [W|N

[+ [+ [+ ]+ ]+ ]+

Candida glabrata

Muestra: La “R” 3

Colonia

—~
j
®

CM+Tw80

Identificacion

1

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

Candida glabrata

No identificable

(| [CT = [W|N

[+ [+ ]+ ]+ ]+ ]+

Candida glabrata
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Muestra: La “R” 10

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 -- - + -- - - - -- - - - -- - - -- Candida glabrata
2 -- -- + - -- -- -- - -- -- -- - -- -- - Candida glabrata
3 -- -- + - -- -- -- - -- -- -- - -- -- - Candida glabrata
4 -- -- + - -- -- -- - -- -- -- - -- -- - Candida glabrata

Muestra: La “R” 12

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
2 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
3 - - + -- - - -- -- - - - -- - - -- Candida glabrata
4 -- -- + - -- -- -- - -- -- -- - -- -- - Candida glabrata

Muestra: Josefina 4

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacién
1 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
2 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
3 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
4 + + + -- + -- - -- -- -- - + NA NA Candida albicans
5 - + + -- - - - -- - - - -- - NA NA | No identificable
6 -- -- + - -- -- -- - -- -- -- - -- -- -- Candida glabrata
7 -- + - -- -- -- - -- -- -- - -- -- -- No identificable
8 + + + -- + -- -- -- -- -- -- + NA NA Candida albicans
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Muestra: San David 3

Colonia | Mal Sac | Tre | Gal | Cel | Xil | Raf | Lac | Dul | Mel Ure NOs | TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 - - + -- - - - -- - - - -- - - -- Candida glabrata
2 -- -- + - -- -- -- - -- -- -- - -- -- - Candida glabrata
3 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
4 -- -- + - -- -- -- - -- -- -- - -- -- - Candida glabrata

Muestra: San David 6

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 -- + + - -- -- -- - -- -- -- - -- NA NA | No identificable
2 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
3 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
4 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
5 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
6 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
7 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
8 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata

Muestra: San Felipe 2

Colonia | Mal Sac | Tre | Gal | Cel | Xil | Raf | Lac | Dul | Mel Ure NOs | TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
2 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
3 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
4 - - + -- - - - -- - - - -- - - -- Candida glabrata
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Muestra: San Felipe 3

Muestra: San Felipe 4

Bloque 4:

Muestra: Tlacotepec 3

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
2 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
3 - - + -- - - - -- - - - -- - - -- Candida glabrata
4 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
2 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
3 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
4 - - + -- - - - -- - - - -- - - -- Candida glabrata

Colonia | Mal Sac | Tre | Gal | Cel | Xil | Raf | Lac | Dul | Mel Ure NOs | TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
2 - - + - - - - - - - - - - - - Candida glabrata
3 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata
4 -- -- + -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- Candida glabrata




Muestra: La Cesa 2

Colonia | Mal | Sac | Tre | Gal | Cel | Xil | Raf | Lac | Dul | Mel | Ure | NOs | TG | CM+Tw80 | Sor Identificacién
1 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
2 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
3 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
4 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
* Identificada por API AUX 20C (98.5 %)
Muestra: La Cesa 3
Colonia | Mal | Sac | Tre | Gal | Cel | Xil | Raf | Lac | Dul | Mel | Ure | NOs | TG | CM+Tw80 | Sor Identificacién
1 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
2 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
3 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
4 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
* Identificada por API AUX 20C (98.5 %)
Muestra: La Cesa 4
Colonia | Mal | Sac | Tre | Gal | Cel | Xil | Raf | Lac | Dul | Mel | Ure | NOs | TG | CM+Tw80 | Sor Identificacion
1 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
2 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
3 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
4 + - + -- - + - -- - - - -- + - -- Candida albicans 2 *

* Identificada por API AUX 20C (98.5 %)




Muestra: La Cesa 6

Colonia Mal Sac Tre Gal Cel Xil Raf Lac Dul Mel Ure NOs TG CM+Tw80 Sor Identificacion
1 + _ + - - + - - - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
2 + _ + - - + - - - - - -- + - -- Candida albicans 2 *
3 + _ + - - + - - - - - -- + - - Candida albicans 2 *
4 + - + - - + - - - - - - + - - Candida albicans 2 *

* Identificada por API AUX 20C (98.5 %)
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e Diferenciacion entre Candida albicans y Candida dubliniensis.

Muestra: Sonqui 4

L. Crecimiento en Identificacion
. . Crecimiento CM +
Colonia CAND2 ID Agar de Pal Agar Tabaco | TG | Xil o caldo YPD + NaCl
a45°C o Tween 80
(6.5% p/v)
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
1 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
2 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
3 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
4 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
5 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
6 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
7 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
8 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
9 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
10 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
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Muestra: Sonqui 5

L. Crecimiento en Identificacion
. . Crecimiento CM +
Colonia CAND2 ID Agar de Pal Agar Tabaco | TG | Xil o caldo YPD + NaCl
a45°C Tween 80
(6.5% p/v)
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
1 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
2 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
3 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
4 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
5 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
6 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
7 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
8 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
9 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
10 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
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Muestra: Santa Cecilia 2

L. Crecimiento en Identificacion
. . Crecimiento CM +
Colonia CAND2 ID Agar de Pal Agar Tabaco | TG | Xil o caldo YPD + NaCl
a45°C Tween 80
(6.5% p/v)
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
1 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
2 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
3 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
4 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
5 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
6 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
7 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
8 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
9 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
10 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
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Muestra: Santa Cecilia 5

L. Crecimiento en Identificacion
. . Crecimiento CM +
Colonia CAND2 ID Agar de Pal Agar Tabaco | TG | Xil o caldo YPD + NaCl
a45°C Tween 80
(6.5% p/v)
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
1 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
2 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
3 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
4 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
5 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
6 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
7 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
8 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
9 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
10 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
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Muestra: Santa Margarita 2

L. Crecimiento en Identificacion
. . Crecimiento CM +
Colonia CAND2 ID Agar de Pal Agar Tabaco | TG | Xil o caldo YPD + NaCl
a45°C Tween 80
(6.5% p/v)
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
1 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
2 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
3 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
4 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
5 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
6 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
7 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
8 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
9 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
10 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
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Muestra: Guayamitas 2

L. Crecimiento en Identificacion
. . Crecimiento CM +
Colonia CAND2 ID Agar de Pal Agar Tabaco | TG | Xil o caldo YPD + NaCl
a45°C Tween 80
(6.5% p/v)
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
1 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
2 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
3 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
4 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
5 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
6 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
7 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
8 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
9 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
10 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
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Muestra: Guayamitas 3

L. Crecimiento en Identificacion
. . Crecimiento CM +
Colonia CAND2 ID Agar de Pal Agar Tabaco | TG | Xil o caldo YPD + NaCl
a45°C Tween 80
(6.5% p/v)
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
1 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
2 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
3 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
4 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
5 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
6 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
7 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
8 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
9 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
10 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
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Muestra: Rosita y Lolita 6

L. Crecimiento en Identificacion
. . Crecimiento CM +
Colonia CAND2 ID Agar de Pal Agar Tabaco | TG | Xil o caldo YPD + NaCl
a45°C Tween 80
(6.5% p/v)
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
1 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
2 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
3 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
4 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
5 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
6 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
7 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
8 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
9 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
10 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
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Muestra: Josefina 4

.. Crecimiento en Identificacion
. . Crecimiento CM +
Colonia CAND2 ID Agar de Pal Agar Tabaco | TG | Xil o caldo YPD + NaCl
a45°C Tween 80
(6.5% p/v)
Colonia L. L. Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
1 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L. Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
2 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L. Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
3 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L. Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
4 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L. Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
5 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L. Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
6 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L. Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
7 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L. Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
8 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L. Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
9 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
Colonia L. L. Pseudomicelio, clamidoconidias Candida albicans
10 Pseudomicelio | Pseudomicelio + + + + . .
azul terminales sencillas.
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e Preparacion de medios de cultivo:

» Auxonograma:

Para preparar el auxonograma se disolvieron 15.0 g de Base

Caldo Rojo de Fenol (Bioxon, BD de México S.A. de C.V. Lot.

27121842), en un litro de agua desionizada, se ajusto el pH a 7.4 y se

distribuy6 la base caldo rojo de fenol en varios matraces,

disolviendo un tnico carbohidrato por matraz a una concentracion

final del 1.0 % p/v. Se dispuso en volimenes de 1.7 mL en tubos de

ensayo de 12x75 mm y se esterilizaron a 110 °C (11 lb/in?) por 10

minutos conforme a las indicaciones del fabricante.

Los carbohidratos utilizados fueron los siguientes:
D-MaltosaDifco: Labs, EUA. Lot. 2527
D-Sacarosa: J.T. Baker S.A. de C. V., México Lot. 401351
D-Trealosa: Disco Labs, EUA, Lot. 0180-12
D-Galactosa: Pfansstiehl Labs. Inc., EUA, Lot. -No disponible-
D-Celobiosa: Sigma-Aldrich, EUA. Lot. 106K1854
D-Xilosa: Bioxon, BD de México S. A. de C. V. Lot. 1795H3XIL
D-Rafinosa: Merck, Alemania. Lot. 1166886
(+/-)-Lactosa: Laboratorios Central. Lot. ND
(+/-)-Dulcitol: BBL, Bioquest, EUA. Lot. 001632
D-Melibiosa: Merck, Alemania. Lot. K2437844809
(+/-)-Sorbitol
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» Caldo sacarosa-urea:

Se disolvio caldo urea (Bioxon, BD de México S.A. de C.V.,
Lot. 05F21522) en un litro de agua desionizada conforme a las
indicaciones del fabricante, adicionando sacarosa (J.T. Baker S.A. de
C. V., México Lot. 401351) a una concentracion final del 1.0 % p/v,
posteriormente se ajustd el pH a 7.4 y se esteriliz6 en autoclave a

105 °C por 5 minutos.

» Caldo Nitratos:

Se disolvieron 3.0 g de extracto de carne (Oxoid, Unipath
Ltd. Inglaterra Lot. X592B), 5.0 g de peptona de carne (Bioxon, BD
de México S.A. de C.V. Lot. 6191039), 1.0 g de nitrato de potasio
(Prods. Quimicos Monterrey, S.A., México Lot. 0025M8) en un litro
de agua desionizada; se llenaron tubos de 12x75 mm provistos con
campana de Durham y se esterilizo en autoclave a 121 °C a 15 Ib/in?

durante 15 minutos.

» Reactivos de Griess A y Griess B:
- Griess A (NIT1)(DADE S.A., EUA Lot. 061197) acido
sulfanilico 0.8 % p/v (0.24 g), acido acético glacial (8.4
mL) y agua desionizada (21 mL).
- Griess B (NIT2)(DADE S.A., EUA Lot. 121997)

compuesto por N,N-dimetil-o-naftilamina 0.5 % p/v
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(0.15 mL), acido acético glacial (8.0 mL) y agua
desionizada (21.6 mL).

> Agar de Pal (agar semilla de girasol):

Se prepar¢ el agar conforme a la metodologia de Al-Mosaid
et al [2003]; se pulverizaron 50 g de semillas de girasol en una
licuadora (Osterizer Mod. 450-10) por 5 minutos y se adiciond un
litro de agua desionizada, se llevo a ebullicion por 3 minutos, se
dejo enfriar el extracto, se filtr6 a través de gasa y se le adiciono 1.0
g de glucosa (Merck-México Lot. 109228 N), 1.0 g de KH2POxs (J.T.
Baker S.A. de México. Lot. M-26151 y 1.0 g de creatinina (Merck,
Alemania. Lot. 0059663); se ajust6 el pH a 5.5 y se llevd a volumen
de 1.0 L adicionando posteriormente 15.0 g de agar-agar (Bioxon,
BD de México S.A. de C.V. Lot. 6215363) llevando nuevamente a
ebullicion para fundir el agar. Se esterilizo por calor hiimedo a 110
°C por 20 minutos y posteriormente se vertid en cajas Petri

desechables estériles.

» Agar tabaco:

Se prepar¢ el agar conforme a la metodologia de Kumar et al
[2005] con la modificacion de que el tabaco se obtuvo de puros sin
curar marca “El Aroma” de San Andrés Tuxtla, Veracruz. Cabe

mencionar que Khan, Z. ha ensayado con tabaco obtenido de
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cigarrillos marca Malboro [Khan, 2004] por lo que se procedio de la
manera que se describe a continuacion:

50 g del puro se cortaron en pequenos trozos, se colocaron en
un litro de agua desionizada y se hirvieron por 3 minutos, se dejo
enfriar el extracto de tabaco, se filtrd a través de gasa y se ajusto el
pH a 6.0; posteriormente se adicionaron 20.0 g de agar-agar y se
llevé a ebullicién nuevamente para fundir el agar-agar, se esterilizo
por calor himedo a 121 °C a 15 Ib/in? por 15 minutos y se vertié en

cajas Petri desechables estériles.

» Caldo YPD y caldo YPD + NaCl 6.5 % (p/v):

Se disolvieron 20.0 g de dextrosa (J.T. Baker S. A. de C. V,,
México Lot. 136811), 20.0 g de triptona (digerido pancreatico de
caseina, Bioxon, BD de México S.A. de C.V. Lot. 6191039) y 10.0 g
de extracto de levadura (DIFCO Laboratorios, EUA) en 1 L de agua
desionizada, se ajustd el pH a 6.5 y se distribuy6 en tubos de 12x75
mm con 2 mL de caldo cada uno. Se esterilizo por calor himedo a
121 °C y 15 Ib/in? por 15 minutos. En el caso de Caldo YPD + NaCl
(6.5 % p/v) se disolvieron, junto con los otros componentes, 65.0 g
de NaCl (REPROFIQUIN S.A. de C. V. Lot. 13950-C) y se procedio

de la misma manera.
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» Agar Harina de Maiz (DIFCO) + Tween 80 (1.0 % v/v)

Se suspendieron 17.0 g del medio deshidratado en 990 ml de
agua desionizada y se le adicionaron 10.0 ml de Tween 80 (Sigma,
MO), llevando a ebullicion para fundir el agar, con agitacion
constante. Se esterilizo el medio a 121 °C (15 Ib/in?) por 15 minutos y

se distribuy¢ en cajas Petri desechables estériles.

61



	Portada

	Índice

	Resumen

	1. Marco Teórico
	2. Objetivos

	3. Hipótesis
	4. Metodología

	5. Rsultados y Discusión

	6. Conclusiones

	7. Perspecivas a Futuro
	8. Bibliografía

	9. Apéndice


