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RESUMEN

LOPEZ ORTIZ ITZEL. Evaluacién de la actividad enzimatica y formacién de
biopelicula de aislados de Candida spp. Obtenidos de leche de cabra (bajo la
direccion de: Dra. Carolina Segundo Zaragoza).

La leche es un producto de interés en México y a nivel mundial, siendo los bovinos
y recientemente los caprinos, los animales con un alto potencial lechero. La
informacion con relacion a la microbiota levaduriforme en la leche de cabra es
escasa. Los reportes al respecto, se basan en estudios en la leche de bovinos
sanos y con mastitis. El objetivo del presente trabajo fue corroborar la
identificacion bioquimica de diferentes especies del género Candida, obtenidas de
la leche de cabras clinicamente sanas y evaluar la actividad enzimatica, asi como
la formacion de biopeliculas. Se trabajaron 221 aislados de diferentes especies del
geénero Candida utilizando para su identificacion los medios CHROMagar Candida
y agar Biggy. La evaluacién de las actividades enzimaticas se realiz6 para
fosfolipasas con SDA, adicionado con 4% de yema de huevo, para proteasas en
agar bacteriologico con 0.2 % de albumina sérica bovina y para hemolisinas en
agar SDA adicionado con 7% de sangre de cordero. La evaluacién de la formacién
de biopelicula se realizé en microplacas de 96 pozos y se tifio con safranina al 1%.
Las especies del género Candida identificadas en la leche de cabras clinicamente
sanas fueron: 35.7% C.kefyr, 33% C.quilliermondii, 23.5%, C.famata, 5.9%
C.glabrata, 1.4% C.albicans y 0.5%. C.parapsilosis. La actividad enzimatica de
proteasas fue alta en los aislados de C.kefyr, C.qguilliermondii, C.famata,
C.glabrata, C. albicans y C. parapsilosis. Para el caso de la produccion de
fosfolipasas, solo los aislados de C. albicans presentaron actividad. La actividad
de las hemolisinas fue baja y media para C.kefyr, C.quilliermondii, C.famata, y
C.albicans. El 100% de los aislados de C.albicans formaron biopelicula, seguida
de un 84.61% de C.glabrata, 73.41% de C.kefyr, 71.23% de C.guilliermondii y
65.38%, C.famata.

La relevancia del estudio, en primer lugar permite conocer parte de la microbiota
normal levaduriforme en la leche de cabra, y en segundo lugar la actividad
enzimatica y formacion de biopeliculas de las diferentes especies del género
Candida aisladas, las cuales bajo factores predisponentes en los animales pueden
actuar como patégenos oportunistas y causar dafio en la glandula mamaria,
reflejado en casos de mastitis subclinica y/o clinica como se han reportado en
Bovinos lecheros.
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1. Introduccion.

1.1 Generalidades. Importancia de la leche de cabra.

La leche es un producto importante de origen animal, que aporta los nutrientes
necesarios para el adecuado desarrollo de los mamiferos incluido el humano. La
mayoria de la leche que se consume a nivel mundial proviene de los bovinos y
recientemente de los caprinos. Por mucho tiempo la leche de origen bovino asi
como sus subproductos han tenido relevancia en la industria lechera, en el caso
de la leche de cabra y sus derivados, su consumo y comercializacion se han
incrementado en la ultima década. Actualmente representa poco mas del 2% de la
leche producida a nivel mundial, siendo México el pais latinoamericano con el hato
caprino mas grande, teniendo una produccion de 106.975 millones de litros de
leche promedio de enero a agosto del afio 2017, lo que representa un importante

potencial de desarrollo econdmico y productivo [1].

La composicion de la leche varia dependiendo de la especie animal que la
produce, en el caso de la leche de cabra el porcentaje de carbohidratos es de
4.1% en comparaciéon con la leche de bovino que es de 4.7% y de las borregas
con un 4.9%. Por lo que se refiere al contenido de proteinas y grasas, la leche de
cabra tiene un 3.4% y un 3.8% respectivamente, los bovinos un 3.2% y un 3.6% vy
los ovinos un 6.2% y un 7.9% (Tabla 1). Estos nutrientes propician el medio idéneo
para el crecimiento de diversos microorganismos, por ejemplo, las bacterias y los

hongos filamentosos y levaduriformes.



Tabla 1. Composicion basica de los nutrientes de la leche de rumiantes.

Componentes Caprino (%) Bovino (%) Ovino (%)

Agua 87.9 87.5 80.1
Proteinas 3.4 3.2 6.2
Grasas 3.8 3.6 7.9
Hidratos de carbono 4.1 4.7 4.9
Caseina 24 2.6 4.2
Albumina, globulina 0.6 0.6 1.0
Cenizas 0.8 0.7 0.9

Lopez, A.L., Barriga, D. La leche. Composiciéon y Caracteristicas. Instituto de Investigacion y
Formacion Agraria y Pesquera. Sevilla, Espafia. 2016

El desarrollo de estos microorganismos en la leche ocasiona una serie de
modificaciones quimicas que pueden dar lugar a procesos que alteran la
composicién de la misma. Estas alteraciones resultan en la degradacién de las
proteinas (actividad proteolitica), de los lipidos (actividad lipolitica), y de los

carbohidratos (actividad sacarolitica) [2].

Las levaduras al igual que otros microorganismos requieren nutrientes que les
permitan crecer y multiplicarse, entre los que se encuentran: azucares, proteinas,
acidos, grasas, minerales (fosforo, potasio, azufre, magnesio, hierro, zinc,
manganeso, cobre y molibdeno). La elevada concentracién de carbohidratos en la
leche como es la lactosa, glucido muy estable frente al ataque enzimatico y
sensible a la acciéon microbiana (generacion de acido lactico por fermentacion)
favorece el desarrollo de hongos levaduriformes, como es el caso del género
Candida, ademas de promover su actividad enzimatica y formacion de biopelicula
[3]. Las actividades enzimaticas de este género micético, se han estudiado
principalmente en C.albicans, entre las que se mencionan las enzimas hidroliticas
como son las proteasas, fosfolipasas, hemolisinas, lipasas, esterasas, fosfatasas,
glucoamilasas, hialuronidasas, sulfatasas y metalopeptidasas [4,5]. Algunas de las

cuales, como las proteasas, fosfolipasas y hemolisinas, son también consideradas
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como factores de virulencia por contribuir a la adhesion de la levadura a los tejidos

del huésped y su consiguiente invasion.

Con relacién a la flora levaduriforme presente en la leche de cabra, la informacién
es escasa, poco se ha reportado de cuales son los géneros micoticos que se
pueden encontrar. En un estudio previo (datos sin reportar) se aislaron a partir de
leche de cabras sanas, diversas especies del género Candida. En muestras de
leche de bovinos sanos y con mastitis clinica y subclinica se han reportado
principalmente diversas especies del género Candida, seguidos de Cryptococcus
spp, Trichosporum spp, Pichia spp, Saccharomyces spp y Rhodotorula spp, [6, 7,
8,9,10y 11].

1.2. Caracteristicas del género Candida.

El género Candida pertenece al reino Fungi del filum Ascomicota, subfilum
Ascomicotina, clase Ascomicetes, orden Saccharomicetales, familia
Saccharomicetaceae. Teniendo en cuenta la reproduccion sexual de las levaduras
se las incluye en las subdivisiones Ascomycotina, Basidiomycotina vy

Deuteromycotina (cuando no se conoce la reproduccion sexual) [12].

Actualmente, se han descrito cerca de 200 especies del género Candida, son
hongos levaduriformes, unicelulares y algunas especies forman parte de la
microbiota normal de la piel, mucosas y tracto digestivo de los mamiferos
(humanos, felinos, caninos, bovinos, caprinos, ovinos, roedores, etc.) siendo
descritas como potencialmente patdgenas: C.albicans, C. dubliniensis. C.tropicalis,
C.glabrata, C.krusei, C.lusitaniae, C.parapsilosis, C.gquillermondii, C.utilis, C.famata
y C.kefyr[13].

Este género presenta diferentes morfologias y caracteristicas fisiolégicas que
permiten su clasificacion, se identifican como levaduras alargadas o ligeramente
redondas de 2-6 x 3-9 uym que se reproducen por gemacion. A excepcion de
C. glabrata, el resto de las especies pueden formar pseudomicelio; C. albicansy
C. dubliniensis ademas son formadoras de hifas verdaderas y clamidococinidios

[14], presentan diferentes patrones de asimilacion y fermentacién de
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carbohidratos. Todas las especies asimilan y fermentan la glucosa como fuente de

carbono, pero ninguna asimila el nitrato como fuente de nitrégeno [15].

Estas levaduras se desarrollan en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis, a un
pH entre 25 a 7.5 y a temperaturas de 20 a 38°C, aunque C. albicans y
C. tropicalis crecen mejor a temperaturas proximas a 37°C. El medio que se utiliza

para su primoaislamiento es el agar dextrosa Sabouraud (SDA) [16].
1.3. Actividad enzimatica de Candida spp.

Las diferentes especies del género Candida poseen diversas actividades
enzimaticas que favorecen la adherencia, la colonizacion e invasién a los tejidos
del huésped. Entre las mas estudiadas se encuentran las proteasas, fosfolipasas y
hemolisinas, que ademas de su capacidad de adhesion a las células del
hospedero también contribuyen a la inactivacion de las células de defensa del

sistema inmune [16].
1.3.1. Proteasas.

La producciéon de proteasas parece favorecer la evasion del sistema inmune del
hospedador, ya que destruye un numero importante de proteinas de defensa del
huésped como las inmunoglobulinas, factores del complemento, citoquinas [17],
albumina y mucina [18]. Ademas, son capaces de degradar otras proteinas de la
barrera epitelial y mucosas, tales como colageno y queratina [19]. La actividad
proteolitica extracelular es una de las actividades enzimaticas descritas en
Candida spp., y se debe a las enzimas aspartil proteasas que intervienen en la
adherencia, en el dafo tisular y en la afectacion de la respuesta inmune del
huésped. Son secretadas por las especies patégenas de Candida in vivo durante
la infeccion e in vitro cuando el organismo se cultiva en presencia de proteinas
exogenas (generalmente albumina de suero bovino). Se sugiere que las proteasas
podrian promover la liberacion del manano de la pared celular, lo que produciria la
estimulacion o supresion de la inmunidad celular [20]. Entre las especies
potencialmente patdégenas con una alta actividad de proteasas, en primer lugar se

encuentra C.albicans, teniendo mayor actividad de aspartil proteasa, seguida de
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C. krusei, C.tropicalis y C. guilliermondii [21], y con menor actividad C.parapsilosis
y C. glabrata. [22]

1.3.2. Fosfolipasas.

La actividad de fosfolipasas representa un potencial determinante de virulencia de
las especies patdégenas de Candida [23 y 24], ya que desempefian un importante
papel en la invasion de los tejidos del huésped debido a que rompen las
membranas de las células epiteliales. Un alto nivel de actividad de fosfolipasa se
relaciona con un aumento en la capacidad de adherencia [25]. Las especies que
se han descrito con una mayor actividad de fosfolipasas son C. albicans y
C. krusei, con una produccion baja o nula a C. tropicalis, C. glabrata,

C. parapsilosis y C.guillermondii [26].
1.3.3. Hemolisinas.

Las hemolisinas se consideran un factor de virulencia porque contribuyen a la
patogénesis de las infecciones por Candida, debido a la capacidad de los
organismos patdégenos para secuestrar el hierro, que es de importancia en el
establecimiento de la infeccion en el huésped [27]. En medios solidos como el
agar sangre se pueden observar dos tipos de hemdlisis: a) Hemdlisis alfa, que es
una hemolisis parcial de los eritrocitos donde las hemolisinas actuan abriendo los
poros de la membrana lo que ocasiona una salida de la hemoglobina, originando
un halo verdoso alrededor de la colonia y b) Hemdlisis beta en la cual se observa
un halo transparente alrededor de la colonia lo que indica una destruccioén total de
los glébulos rojos. En un estudio del 2001 realizado por Gang Luo y col, evaluaron
ambas actividades hemoliticas, donde determinaron que C. albicans,
C. dubliniensis, C. kefyr, C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis y C. lusitaniae
presentaron hemdlisis alfa y beta. En estas especies de Candida, la hemdlisis tipo
alfa se observd a las 24 h de incubacion y la hemdlisis beta a las 48 h de
incubacion, mientras que C. famata, C. guilliermondii, y C. utilis demostraron solo
hemolisis alfa. En el caso de C. parapsilosis refieren que no presenta ningun tipo

de hemolisis. Sin embargo, en 2016 Fatahinia y col, reportan a esta especie como
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productora de hemodlisis tipo alfa y en menor proporcién hemdlisis tipo beta [28, 29
y 30].

1.4. Biopeliculas del género Candida.

Las biopeliculas se definen como comunidades de microorganismos asociadas a
superficies dentro de una matriz extracelular, y son el tipo mas prevalente de
crecimiento microbiano [31]. En su mayoria estan compuestas de carbohidratos y
en menor proporcion de proteinas y lipidos. La formacion de biopeliculas se inicia
con la adhesidn sobre una superficie abidtica, tejido o en la interface aire-liquido,
ocurre como un proceso que se componen de cinco fases: a) acondicionamiento,
b) adhesidn, c) sintesis de matriz extracelular, d) maduracioén y e) dispersion [32].
Esta formacion tiene diferentes etapas que se dividen en temprana (8-11 horas),
intermedia (12-30 horas) y madura (38-72 horas) [33].

La adhesion y colonizacion de las poblaciones fungicas se favorece por diversos
factores, tales como, el flujo del medio que las rodeo (orina, sangre, saliva, leche,
semen y moco), el pH, la temperatura, la osmolaridad, la superficie en la que se
desarrollan, como catéteres, prétesis dentales y cardiacas, jeringas, sondas,
instrumental quirdrgico y material de latex entre otros, la especie del género
Candida implicada y el origen del aislado, que puede ser de una infeccion invasiva

o cutaneas, asi como de un aislado ambiental [34, 35 y 36].

La formacion de biopeliculas se han reportado como un factor importante de
virulencia de varias especies del género Candida, en particular de C.albicans,
C.glabrata, C.parapsilosis y C.tropicalis, ya que les confiere por un lado,
resistencia significativa a la terapia antifungica convencional, que incluye
anfotericina B y compuestos azolicos, limitando la penetracién de estas a través
de la membrana citoplasmatica de la levadura y por otro lado protege a la levadura

de la respuesta inmune del huésped [26,37].



2. Hipotesis

La actividad enzimatica de proteasas, fosfolipasas, hemolisinas y produccion de
biopelicula estan relacionadas con la virulenciade las especies del

geénero Candida aisladas de leche de cabras sanas.

3. Objetivos:

- Confirmar la identificacion morfoldégica y bioquimica de las diferentes
especies del género Candida aisladas de leche de cabras clinicamente
sanas, utilizando los medios CHROMagar Candida y agar Biggy.

- Evaluar la actividad enzimatica de proteasas, fosfolipasas y hemolisinas
asi como la formacion de biopeliculas de las diferentes especies del

género Candida aisladas de leche de cabras clinicamente sanas.

4. Material y métodos.
4.1. Obtencidn de aislados de Candida spp.

Se utilizaron 221 aislados del género Candida obtenidos de leche de cabras
clinicamente sanas, previamente identificados de acuerdo a sus caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas como: C.quilliermondii (73), C.famata (52), C.tropicalis

(39), C.kefyr (24), C.lusitaniae (18), C.glabrata (13), C.parapsilosis (1) y Candida
spp (1).

4.2. Cepas control.

Para los ensayos, se utilizaron las siguientes cepas como controles: C.albicans
ATCC 14053, C.krusei ATCC 6258, C.lusitaniae ATCC 34449, C.parapsilosis
ATCC 22019, C.glabrata del Instituto Pasteur. C.guilliermondii, C.tropicalis,
C.famata, identificadas por la técnica de MALDIT TOF y C.kefyr identificada por

asimilacion y fermentacién de carbohidratos.



4.3. Confirmacién de la identificacidon bioquimica de los aislados en medios
CHROMagar Candida y Biggy.

4.3.1- Desarrollo de los aislados en caldo YEPD al 2% (peptona-

dextrosa-extracto de levadura).

Los 221 aislados de las diferentes especies del género Candida con los que se
trabajo en el presente estudio, se encontraban conservadas en refrigeracion a 4°C
y en congelacion a -20°C. De cada uno de los aislados conservados en
refrigeracion se tomo6 una asada del cultivo y se depositd por agitacion del asa en
un tubo de ensaye que contenia 2 ml de caldo YEPD al 2% (Anexo 1), y se
incubaron a 37°C de 24 a 48h. En el caso de los aislados que no se desarrollaron
a partir de los tubos en refrigeracion, se utilizaron los aislados conservados en
congelacion. De estos se tomaron 200 pul del cultivo y se cultivaron a las mismas

condiciones antes descritas.

Posteriormente, de los cultivos desarrollados en caldo YEPD se tomaron 20ul y se
depositaron en una caja de Petri que contenia agar dextrosa Sabouraud con
cloranfenicol (SDAc) (Anexo 1), la gota se dejo secar y se sembré en cultivo puro,

incubando a 37°C por 24 horas.
4.3.2. Tincion de Gram

La tincion de Gram se realiz6 a cada uno de los aislados desarrollados en SDA

para observar la morfologia microscépica y verificar la pureza del cultivo.

En un portaobjetos limpio y desengrasado se colocé una gota de agua destilada
estéril, y con la ayuda del asa microbioldgica se tomo una colonia del cultivo y se
mezclé con la gota de agua destilada estéril expandiendo de forma circular, la
preparacion se dejd secar a temperatura ambiente y posteriormente se fijo al calor
pasando la laminilla de 2 a 3 veces por la flama del mechero. El frotis se tifié de
acuerdo al procedimiento de la tincion de Gram, donde se deposité una gota del
colorante primario (Cristal violeta) por 30 segundos, se lavdé con agua destilada,

se cubrié con una solucion de Yodo Lugol por 30 segundos, nuevamente se lavo
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con agua destilada, se cubrioé con la solucion decolorante (alcohol-acetona) de 1 a
3 segundos, se lavdé con agua destilada y finalmente se adicion6 el colorante
secundario (safranina) por 30 segundos, el cual se lavé con agua destilada y la
preparacion se dejé secar a temperatura ambiente (Anexo 2) [38]. La observacién
se realizO en microscopio Optico, primero con el objetivo seco fuerte (40X) y

finalmente con el objetivo de inmersion (100X).
4.3.3. Siembra en medio de Biggy y CHROMagar Candida

Para corroborar la identificacion bioquimica y morfologica de los aislados se

sembraron en dos medios que permiten la identificacion del género Candida.

El medio de Biggy es considerado un medio diferencial para identificacion del
género Candida de otros géneros levaduriformes. Este medio tiene diversos
componentes como glicina, extracto de levadura y sulfito de bismuto que
favorecen que las especies de Candida, a través de un proceso de reduccion
hace que la sal de bismuto se reduzca a bismuto y el sulfito a sulfuro, la
combinacion de estos compuestos se manifiesta por una precipitacion negra o
café que pigmenta las colonias y en ocasiones se difunde al medio. Dependiendo
de la especie de Candida es la pigmentacién que se vera en la colonia (Tabla 2)
[39 y 40].

Tabla 2. Interpretacion del medio selectivo agar Biggy.

Especie Color de las colonias.
. Colonias lisas, circulares, café oscuro con ligero borde micelial. El oscurecimiento
C. albicans . .
no difunde al medio.
L Colonias pequefias, café oscuro con prominencia negra central y ligero borde
C. tropicalis. . . \ . ) . L
micelial. El oscurecimiento difunde al medio después de la 72 h de incubacion
C. Kkrusei. Colonias grandes, rugosas y planas, con periferia café negruzco y halo amarillo.

C. parapsilosis. L .
parap borde micelial amarillento.

C. kefyr micelial

C.famata L
micelial.

Otros géneros

. Colonias grandes blanquecinas a color crema. Sin produccion de pigmento
levaduriformes
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Colonias medianas, planas, de color café rojizo oscuro y brillante a café rojizo claro;

Colonias grandes de color rojo obscuro amorronado, planas con ligero crecimiento

Colonias medianas de color café a rojo obscuro brillantes con ligero crecimiento




El CHROMagar Candida es un medio selectivo cromogénico que permite la
identificacion presuntiva de C.albicans, C.tropicalis, C.krusei y C.glabrata. La
mezcla cromogénica esta formada por sustratos artificiales que son degradados
por enzimas especificas de las distintas especies del género Candida, liberando

compuestos que aportan un determinado color al medio dependiendo de la

especie (Tabla 3) [41].

Tabla 3. Interpretacion del medio CHROMagar Candida.

Especie de Candida

Color de las colonias

C.albicans Verde esmeralda.

C.krusei Rosa claro, colonia rugosa apariencia de gis.
C.tropicalis Pistacho, azul/violeta claro.
C.glabrata Lila a rosa claro mate.

C.parapsilosis Blanco crema mate/ Rosa mate.

C.famata Rosa, mate.

C.quilliermondii

Rosa claro brillante

C.kefyr

Beige a rosa claro mate

C.lusitaniae

Lila mate

C.lipolytica

Blanco-rosa, rugosa

C.dublinienssis

Verde obscuro-verde esmeralda.

C.colliculosa

Blanco-rosa brillante

Cryptococcus neoformans

Blanco-rosa brillante

Rhodotorula spp

Rojo, rosa, salmon.

Saccharomyces cervisiae

Lila, mate, halo, pequefa

Trichosporom spp

Turquesa, halo, rugosa.

Pichia spp

Azul-rosa, rugosa, mate

Kloeckera apiculata

Lila, halo, pequefa.
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4.4. Evaluacién de la actividad enzimatica de fosfolipasas, proteasas y

hemolisinas.

Cada uno de los aislados fue cultivado en SDA a 37°C por 24 h. A partir de este
cultivo se tomaron de dos a tres colonias y se depositaron en un tubo que contenia
Solucion Salina Fisiologica (SSF) estérii (Anexo 3), para alcanzar una
concentracion al tubo 0.5 de Mc Farland, equivalente a 1x10°-5x10° UFC/ml de

levaduras [42].

Del in6culo en SSF de cada aislado se tomaron 10ul y se depositaron sobre discos
de papel filtro estériles de un didmetro de 6 mm cada uno. Los discos
impregnados con el cultivo se dejaron secar a temperatura ambiente de 5 a 6
horas, y posteriormente en condiciones de esterilidad se colocaron en el centro de
cajas de Petri que contenian los diversos sustratos a evaluar: a) Albumina sérica
bovina para proteasas, b) Yema de huevo para fosfolipasas y c¢) Sangre de
cordero para hemolisinas (Anexo 1). Las placas fueron incubadas a 37°C por 5

dias. Los ensayos se realizaron por duplicado.
4.41. Lecturay calculo de la actividad enzimatica

La lectura de las pruebas, se realizd midiendo el diametro de la colonia y el

diametro del halo de precipitacion en milimetros (Esquema 1).

Esquema 1. Lectura de la actividad enzimatica

G- = Di@metro de la colonia

= Diametro del halo de precipitacion
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El calculo del indice de actividad enzimatica Pz = Zona de precipitacién, se realizé

de acuerdo con la formula de Williamson y col, [43].

Didmetro de la colonia

bz = Didmetro del halo

Estableciendo los siguientes rangos de actividad:

Pz= zona de precipitacion | Actividad enzimatica
<0.40 Alta
0.41-0.60 Media
0.61- 0.99 Baja
1 Nula

4.5 Formacion de biopeliculas de Candida spp.

Cada aislado fue sembrado en SDA adicionado con cloranfenicol por 24 h a 37°C.
De este cultivo, se tomaron de 1 a 3 colonias que fueron depositadas en 1 ml del
medio Yeast Nitrogen Base suplementado con glucosa (YNBG) al 8% (Anexo 1)y
se incubaron a 37°C por 24 h con agitacion orbital de 100 rpm, para obtener una
concentracion equivalente al tubo 2 de Mc Farland (1x10® UFC/ml) [44], a partir del
cual se realizdé una dilucion 1:100 en medio YNBG. De esta dilucién, se tomaron
200 ul que se depositaron en microplacas de fondo plano de poliestireno de 96
pozos. La prueba se realizd por triplicado para cada uno de los aislados. Las
placas se incubaron a 37°C por 48 h. Posteriormente se retiro el YNBG vy la placa
se lavo tres veces con Solucion Amortiguadora de Fosfatos (PBS) estéril (Anexo
3). Enseguida se adicionaron 200 pl de metanol a cada uno de los pocillos y se
dejo reposar durante 15 minutos para fijar la biopelicula. EI metanol se retiré y la
placa se colocé por 10 minutos a 37°C, luego se adicionaron 200 pl de la solucién
de safranina al 1% (Anexo 2), la cual se dejo actuar durante 20 minutos, la
solucion de safranina se retird y la microplaca se lavé nuevamente tres veces con
PBS estéril para retirar el exceso de colorante. La safranina retenida en la
biopelicula se solubilizo anadiendo a cada pozo 200 ul de etanol al 95% por 20
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minutos. La lectura de la densidad 6ptica (DO) se realizé en un lector de ELISA a
490 nm [45 y 46] (Esquema 2).

Esquema 2. Produccidon de biopeliculas teiiidas con safranina al 1%.

Cultivo en SDAc de 24 ha 37°C

Tomarde1a3
colonias.
v

Inocular en 1 ml de medio YNBG

Incubar a 37°C por 24h
g 100rpm
\ 4

Estandarizar inéculo al tubo 2 de Mc Farland (1x10% UFC/ml)

l Dilucién 1:100 en YNBG

Depositar 200ul del cultivo por pocillo en las microplacas, dejando un espacio entre
aislado y aislado.
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[ Incubar a 37°C por 48h ]

l

Retirar el cultivo y lavar tres veces la microplaca con PBS

v

Adicionar 200 pl de metanol absoluto en los pozos del ensayo, reposar 15 minutos, retirar
y dejar secar a 37°C por 10 min

A 4
Agregar 200ul de solucién de Safranina al 1% por 20 minutos.

l

Retirar la solucion de safranina y lavar tres veces cada pozo con PBS

Y

Secar la placa a temperatura ambiente durante 6h.

A 4
Solubilizar la biopelicula con etanol al 95% por 20 minutos

Lectura en un lector de
ELISA a 490nm

La interpretaciéon de la formaciéon de la biopelicula, se realiz6 tomando como base
la DO del pozo utilizado como blanco (DOb) y se asignaron categorias que van de
[29]:

1. DO < DOb = No formadora

2. DOb <DO < 2DOb = Poco formadora

3. 2DOb <DO < 4DOb = Medianamente formadora
4. 4DOb <DO = Fuertemente formadora.
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4.5. Analisis estadistico.

Se utilizo el analisis estadistico descriptivo para obtener las medidas de tendencia
central (media aritmética) y el calculo porcentual, para determinar el nivel de
actividad enzimatica de los aislados de las diferentes especies del género
Candida, [47].

En el caso de la formacién de biopeliculas, se obtuvieron las medidas de
tendencia central (media) y la desviacién estandar, para obtener el punto de corte
y los intervalos para realizar el calculo porcentual de formacion de biopelicula de

cada especie de Candida [45 y 48].
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5. Resultados

5.1. Confirmacion de la identificacion bioquimica de los aislados en

medios Biggy y CHROMagar Candida.

5.1.1. Aislados de C.guilliermondii.

A partir del desarrollo en SDA de cada uno de los aislados, se realizo la tincién de
Gram, observandose levaduras Gram positivas en gemacién de formas ovoides a

elipticas (Figura 1).

Figura 1. Tincion de Gram de C.guillermondii. Levaduras ovoides a elipticas en
gemacion (100X).

De acuerdo a su crecimiento en agar Biggy y CHROMagar Candida, los 73 aislados

correspondieron a C.guilliermondii (Figura 2).
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Figura 2. Cultivos de C.guilliermondii en: A) CHROMagar Candida, colonias en tonos rosas
brillantes. B) Agar Biggy colonias de color marron rojizo. Donde: 1= C.guilliermondii cepa
control y 2-10= aislados.

5.1.1. Aislados de C. famata.

Del desarrollo en SDA de cada uno de los aislados, se realizo la tincion de Gram,

observandose levaduras Gram positivas en gemacion de formas elipticas (Figura

3).
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Figura 3.Tincion de Gram de C.famata. Levaduras elipticas en gemacion (100X).
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De acuerdo a su crecimiento en agar Biggy y CHROMagar Candida, los 52 aislados

correspondieron a C.famata (Figura 4).

Figura 4. Cultivos de C.famata en: A) CHROMagar Candida, colonias en tonos rosas
claro mate. B) Agar Biggy colonias de color marrén rojizo. Donde: 1-8= aislados.

5.1.2. Aislados de C.tropicalis

A cada uno de los 39 aislados en SDA se les realizé la tincion de Gram,
observandose levaduras en gemacion de forma ovoide a elipticas en gemacion,
compatibles por morfologia con C. tropicalis (Figura 5A). Sin embargo, tres de los
aislados presentaron una morfologia redonda que no correspondia a la especie

mencionada (Figura 5B).
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Figura 5A. Tincion de Gram de levaduras Figura 5B. Tincion de Gram de levaduras
ovoides a elipticas compatibles con redondas en gemacion. 100X.
C. tropicalis. 100X

Con relacion al crecimiento en CHROMagar Candida y agar Biggy, de los 39
aislados identificados previamente como C.tropicalis, se observdo que ninguno
pertenece a esta especie, al compararlos con la cepa de C. tropicalis utilizada
como control, la cual en CHROMagar Candida se observa de color azul fuerte y en
agar Biggy con tonalidad café oscuro. En 36 (36/39) de los aislados, las colonias
en CHROMagar Candida, se observaron en tonalidades rosa claro mate y en agar
Biggy en color café claro, caracteristicas compatibles con C. kefyr. Las colonias
de los tres aislados (3/39) con morfologia redonda en CHROMagar Candida se
observaron de color verde esmeralda, mientras que en agar Biggy en café
platinado, compatibles con C. albicans (Figura 6), confirmandose con la formacién

de tubo germinal (Figura 7).

19



Figura 6. Cultivos de “C.tropicalis” en: A) CHROMagar Candida. B) Agar Biggy Donde:
1= C.tropicalis cepa control, 2-4 “C tropicalis’ (reclasificado como C. albicans) y 5-8=
aislados “C. tropicalis” (reclasificados como C. kefyr).

Figura 7. Produccion de tubo germinativo (40X).

5.1.3. Aislados de C.kefyr.

De los 24 cultivos desarrollados en SDA, a cada uno se le realizé la tincion de
Gram, observandose levaduras Gram positivas de formas elipticas a cilindricas en

gemacion (Figura 8).
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Figura 8. Tincion de Gram de aislados de C.kefyr, levaduras elipsoidales a cilindricas en

gemacion (100X).

De acuerdo a su desarrollo en agar Biggy y CHROMagar Candida, los 24 aislados
correspondieron a C.kefyr presentando tonos de color rosa claro mate en

CHROMagar Candida y tonos café claro en agar Biggy (Figura 9).

Figura 9. Cultivos de C.kefyr en: A) CHROMagar Candida, colonias en tonos rosa
claro mate. B) Agar Biggy, colonias en tono café claro. Donde: 1-8= aislados.
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5.1.4. Aislados de C.lusitaniae

A los 18 cultivos desarrollados en SDA se les realizo la tincion de Gram,
observandose levaduras en gemacién de forma eliptica a cilindrica, morfologia
compatible con la de C.lusitaniae ATCC 34449 (Figura 10).

Figura 10. Tincion de Gram de aislados de C.lusitaniae. Levaduras en gemacion de forma

eliptica a cilindrica (100X).

Con relacion al desarrollo en CHROMagar Candida y agar Biggy, se observo que
ninguno pertenece a C. lusitaniae, de acuerdo a la comparacion con la cepa de
C. lusitaniae ATCC 34449, la cual en CHROMagar Candida sus colonias se
observan en tono morado y en agar Biggy no hay desarrollo. En CHROMagar las
colonias de los 18 aislados se observaron en tonalidades rosa claro mate,
mientras que en agar Biggy y a diferencia de la cepa control, los aislados si se
desarrollaron, y las colonias se observaron en tonalidades café claro. Por las
caracteristicas de desarrollo observados en estos medios, estos aislados fueron

reclasificados como Candida kefyr (Figura 11).
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Figura 11. Cultivos de “C.lusitaniae” en: A) CHROMagar Candida. 1= colonias en
tonalidad morada y 2-6= colonias en tonos rosa claro mate. B) Agar Biggy, 1= sin
desarrollo de colonia, 2-6= colonias de color café claro. Donde: 1= C. lusitaniae ATCC
34449 y 2-6= aislados.

5.1.5. Aislados de C.glabrata.

A partir del desarrollo de los 13 aislados en SDA, se realizaron tinciones de Gram
observandose levaduras en gemacion de forma redonda a ovoide parecidas a
C. glabrata (Figura 12).

Figura 12. Tincion de Gram de C.glabrata. Levaduras en gemacién de forma redonda a
ovoides (100x).
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De acuerdo al desarrollo en los medios, los 13 aislados en CHROMagar Candida
presentaron colonias en tonos rosa claro mate y en agar Biggy de color café claro
rojizo, lo cual coincidio con lo observado en la cepa control de C.glabrata (Instituto

Pasteur) (Figura 13).

Figura 13. Cultivos de C. glabrata en: A) CHROMagar Candida, aislados en tonos rosas
claro mate. B) Agar Biggy, aislados en tonos café rojizo. Donde: 1= C.glabrata (Instituto
Pasteur) y 2-8= aislados.

5.1.6. Aislado de C.parapsilosis

Posterior al desarrollo en SDA se realizo la tincién de Gram del aislado identificado
como C.parapsilosis, se observaron levaduras en gemacion ovaladas, ademas de

formacion de pseudohifas (Figura 14).

Figura 14. Tincion de Gram de C.parapsilosis. Levaduras ovaladas en gemacién y
presencia de pseudohifas (100 X).
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De acuerdo al desarrollo en los medios CHROMagar Candida y agar Biggy del
unico aislado identificado como C.parapsilosis, presento un tono rosa palido mate
para el primer medio y un tono café rojizo para el segundo, dando caracteristicas
de color compatibles con C.parapsilosis ATCC 22019, que se utilizé como cepa

control (Figura 15y 16).

Figura 15. CHROMagar Candida. Donde: A) C.parasilosis ATCC 22019 vy B) Aislado
C.parapsilosis, las colonias se observan, en tonos rosa claro mate.

Figura 16. Agar Biggy. Donde: A) C.parasilosis ATCC 22019 y B) Aislado de
C.parapsilosis. Las colonias se observan en tonos café claro rojizo.
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5.1.7. Aislado de Candida spp.

Del cultivo en SDA de este aislado se realizo la tincion de Gram y se observaron
levaduras en gemacion de forma ovalada a cilindrica con presencia de

pseudohifas (Figura 17).

Figura 17. Tincion de Gram de Candida spp. Levaduras ovoides en gemacion con
presencia de pseudohifas (100X).

A partir del desarrollo en el CHROMagar Candida se observaron colonias con
tonalidades en color rosa claro mate y en el agar Biggy colonias en tono café

claro, caracteristicas compatibles con C.kefyr (Figura 18 y 19).

Figura 18. Medio CHROMagar Candida. Donde: A) 1-8 aislados de C.kefyr en tonos
rosa claro y B) Aislado de Candida spp. en tono rosa claro mate.
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Figura 19. Agar Biggy. Donde: A) 1-8 =aislado de C.kefyr en tonos café claro. B)
aislado de “Candida spp” en tono café claro.

Los resultados globales del desarrollo de las diferentes especies de Candida en

CHROMagar Candida y agar Biggy se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Colores de las colonias en CHROMagar Candida y agar Biggy de las especies del género Candida.

CHROMagar Candida Agar Biggy
Verde Rosa claro Rosa brillante Café Café claro Café Café
Especies N° | Esmeralda mate alila platinado rojizo claro rojizo
C.kefyr 79 0 79 O 0 0 79 0
C.quilliermondii | 73 0 0 73 0 0 0 73
C.famata 52 0 52 0 0 0 0 52
C.glabrata 13 0 13 0 0 0 0 13
C.albicans 3 3 0 0
C.parapsilosis 0 1
Total 221 3 145 73 3 1 79 138
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5.2. Evaluacioén de las actividades enzimaticas de proteasas, fosfolipasas y

hemolisinas de las diferentes especies de Candida.

Las mediciones de las diferentes actividades enzimaticas de todos los aislados se

realizaron de acuerdo al protocolo descrito por Williamson et al., 1986.

5.2.1. Candida kefyr.

El grupo de aislados de C. kefyr se conformd6 por: 24 aislados identificados

previamente como C. kefyr, 36 identificados previamente como C. tropicalis, 3

identificados previamente como C. lusitaniae y un aislado identificado como

Candida spp (Tabla 5).

Tabla 5. Origen de los aislados de C.kefyr.

Identificacion morfolégica y N° de Identificacion CHROMagar
bioquimica aislados Candida-agar Biggy
Candida kefyr 24 Candida kefyr
Candida tropicalis 36 Candida kefyr
Candida lusitaniae 18 Candida kefyr
Candida spp. 1 Candida kefyr
Total 79 Candida kefyr

Con respecto a la actividad enzimatica de proteasas, fue alta para el 62% (49/79),
media para el 25.3% (20/79), baja para el 1.3% (1/79) vy sin actividad el 11.4%

(9/79) (Figura 20).
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Figura 20. Actividades enzimaticas de proteasas de C.kefyr. Donde: A= alta. B= media.
C= baja, y D=sin actividad. e=——¢ = Diametro de la colonia. = Diametro del
halo.

Los aislados no presentaron actividad enzimatica de fosfolipasas. (Figura 21).
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Figura 21. Aislado de C.kefyr sin actividad enzimatica de fosfolipasas

Para el caso de las hemolisinas, la actividad enzimatica fue media para el 11.4%
(9/79), baja para el 29.1% (23/79) y sin actividad el 59.5% (47/79) (Figura 22).

Figura 22. Actividades enzimaticas de hemolisinas de C.kefyr. Donde: A=media, B=baja y
C= sin actividad.
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En la Tabla 6 se encuentran los indices de actividad (Pz) obtenidos para cada uno

de los aislados.

Tabla 6. Actividades enzimaticas de aislados de C.kefyr.

Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz).

Pz
N®deaislado |5 i casas Fosfolipasas Hemolisinas
1 0.36 1 1
2 0.45 1 1
3 0.52 1 1
) 0.33 1 1
5 0.6 1 1
6 0.47 1 1
7 0.58 1 1
8 0.34 1 1
9 0.34 1 1
10 0.43 1 1
1 0.33 1 1
12 0.37 1 1
13 0.32 1 1
12 0.34 1 1
15 0.32 1 1
16 0.35 1 1
17 0.64 1 1
18 0.34 1 1
19 0.31 1 1
20 1 1 !
21 0.48 1 1
22 0.35 1 1
23 0.48 1 1
24 1 1 1
25 0.37 1 1
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Tabla 6. Actividades enzimaticas de aislados de C.kefyr.

Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz).
(Continuacion a)

26 0.25 1 1
27 0.29 1 0.78
28 0.41 1 0.81
29 0.29 1 0.76
30 0.41 1 1
31 0.32 1 1
32 1 1 1
33 0.44 1 0.56
34 0.32 1 1
35 0.36 1 1
36 0.38 1 1
37 0.33 1 1
38 0.36 1 1
39 0.35 1 0.56
40 0.31 1 0.81
4 0.31 1 0.65
42 0.34 1 0.54
43 0.44 1 0.57
44 0.45 1 1
45 0.37 1 0.55
46 0.31 1 0.73
47 0.26 1 0.63
48 1 1 0.67
49 0.39 1 1
50 0.3 1 0.55
51 0.3 1 0.68
52 1 1 0.66
53 1 1 0.67
54 0.4 1 1
55 1 1 0.69
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Tabla 6. Actividades enzimaticas de aislados de C.kefyr.
Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz).
(Continuacion b)

56 0.35 1 0.69
57 0.35 1 1
58 0.35 1 1
59 0.36 1 0.64
60 0.36 1 1
61 0.42 1 1
62 0.38 1 0.8
63 0.37 1 0.71
64 0.34 1 0.52
65 0.28 1 0.71
66 1 1 0.48
67 0.37 1 0.64
68 0.42 1 1
69 0.44 1 0.76
70 1 1 0.5
71 0.3 1 1
72 0.45 1 1
73 0.35 1 1
74 0.32 1 0.73
75 0.3 1 0.7
76 0.31 1 1
77 0.44 1 0.66
78 0.44 1 0.8
79 0.38 1 1

5.4.2 Candida guilliermondii.

De los 73 aislados de C.guilliermondii, la actividad enzimatica para proteasas fue
la siguiente: alta el 82.1% (60/73), media el 9.8% (7/73), baja el 6.8% (5/73) y sin
actividad el 1.3% (1/73) (Figura 23).
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Figura 23. Actividades enzimaticas de proteasas de los aislados de C.guilliermondii.
A= alta. B= media, C= baja y D= sin actividad.

Los aislados no presentaron actividad enzimatica de fosfolipasas (Figura 24).

Figura 24. Aislados de C.guilliermondii sin actividad enzimatica de fosfolipasas.
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Con respecto a la produccion de hemolisinas el 8.2% (6/73) presentaron
actividad enzimatica media, el 63% (46/73) presentaron una actividad baja y el

28.8% (21/73) no presentaron actividad de hemolisinas (Figura 25).

Figura 25. Actividad enzimatica de hemolisinas de C.qguilliermondii. Donde: A= media,
B= baja, y C= sin actividad.

Los resultados de los indices de la zona de precipitacion de las diferentes

actividades enzimaticas de C.qguilliermondii se encuentran en la Tabla 7.

Tabla 7. Actividades enzimaticas de aislados de C.guilliermondii.
Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz).

Pz
Proteasas | Fosfolipasas Hemolisinas
N° de aislado
1 0.34 1 0.62
2 0.33 1 0.68
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Tabla 7. Actividades enzimaticas de aislados de C.guilliermondii.

Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz). (Continuacion a)

3 0.58 1 1

4 0.23 1 0.57
5 0.38 1 0.79
6 0.31 1 0.7
7 0.31 1 0.72
8 0.45 1 0.66
9 1 1 0.7
10 0.35 1 0.54
11 0.39 1 0.76
12 0.36 1 1

13 0.29 1 0.76
14 0.3 1 0.78
15 0.34 1 0.7
16 0.38 1 0.7
17 0.28 1 1

18 0.34 1 0.72
19 0.33 1 0.7
20 0.33 1 0.58
21 0.33 1 0.75
22 0.35 1 1

23 0.36 1 0.55
24 0.34 1 0.7
25 0.41 1 1

26 0.27 1 1

27 0.2 1 0.51
28 0.42 1 1

29 0.37 1 1

30 0.39 1 0.66
31 1 1 0.63
32 0.23 1 0.65
33 0.32 1 0.75
34 0.25 1 0.76
35 0.38 1 1

36 0.29 1 0.57
37 1 1 0.72
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Tabla 7. Actividades enzimaticas de aislados de C.guilliermondii.
Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz). (Continuacién b)

38 0.3 1 0.74
39 0.34 1 0.7
40 0.24 1 0.75
41 0.41 1 0.67
42 0.38 1 0.66
43 0.36 1 1
44 0.29 1 0.57
45 1 1 0.63
46 1 1 0.78
47 0.34 1 0.82
48 0..38 1 0.75
49 0.38 1 0.68
50 0.35 1 0.64
51 0.24 1 0.75
52 0.34 1 1
53 0.29 1 0.73
54 0.3 1 1
55 0.37 1 1
56 0.34 1 1
57 0.36 1 1
58 0.28 1 0.85
59 0.44 1 1
60 0.26 1 0.74
61 0.34 1 1
62 0.43 1 0.65
63 0.39 1 1
64 0.31 1 1
65 0.26 1 0.78
66 0.27 1 0.79
67 0.34 1 0.59
68 0.34 1 0.66
69 0.26 1 0.7
70 0.7 1 0.78
71 0.21 1 0.71
72 0.3 1 1
73 0.32 1 1
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5.2.2. Candida famata.

Con relacion a la produccién de proteasas, de los 52 aislados de C.famata, el
80.7% (42/52) tuvieron una actividad alta, el 17.3% (9/52) media y el 2% (1/52) no

presentaron actividad (Figura 26).

Figura 26. Actividades enzimaticas de proteasas de C.famata. Donde: A= alta, B= media
y C= sin actividad.

Los aislados de esta especie no presentaron actividad de fosfolipasas. (Figura 27).
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Figura 27. Aislado de C.famata sin actividad enzimatica de fosfolipasas.

Con respecto a la produccién de hemolisinas los aislados presentaron actividad
media el 7.7% (4/52), baja el 59.7% (31/52) y sin actividad el 32.7% (17/52)
(Figura 28).
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Figura 28. Actividad enzimatica de hemolisinas de C.famata. Donde: A= media, B= baja

C= sin actividad.

En la Tabla 8 se muestran los indices de la zona de precipitacion de las diferentes

actividades enzimaticas que presento esta especie.

Tabla 8. Actividades enzimaticas de aislados de C.famata.

Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz).

Pz
N° de aislado Proteasas Fosfolipasas Hemolisinas
1 0.36 1 1
2 0.3 1 0.73
3 0.32 1 0.73
4 0.32 1 1
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Tabla 8. Actividades enzimaticas de aislados de C.famata.
Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz). (Continuacién a)

5 0.26 1 0.73
6 0.36 1 0.71
7 0.34 1 0.66
8 0.3 1 0.67
9 0.27 1 1

10 0.27 1 0.74
11 0.39 1 1

12 0.38 1 0.66
13 0.37 1 0.67
14 0.33 1 0.7
15 0.35 1 0.68
16 0.42 1 1

17 0.37 1 0.74
18 0.34 1 0.62
19 0.34 1 0.73
20 0.34 1 0.7
21 1 1 0.68
22 0.32 1 1

23 0.42 1 1

24 0.36 1 0.52
25 0.29 1 0.68
26 0.31 1 0.73
27 0.38 1 1

28 0.32 1 0.69
29 0.29 1 0.63
30 0.409 1 0.69
31 0.39 1 0.8
32 0.36 1 1

33 0.34 1 1

34 0.35 1 0.75
35 0.34 1 0.7
36 0.31 1 0.68
37 0.34 1 0.69
38 0.36 1 1

39 0.32 1 1

40 0.35 1 0.65
41 0.31 1 0.65
42 0.42 1 0.56
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Tabla 8. Actividades enzimaticas de aislados de C.famata.
Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz). (Continuacién b)
43 0.33 1 0.62
44 0.5 1 1
45 0.47 1 1
46 0.43 1 1
47 0.43 1 1
48 0.36 1 1
49 0.38 1 0.7
50 0.21 1 0.57
51 0.42 1 0.74
52 0.36 1 0.74

5.2.3. Candida glabrata

Con respecto a los 13 aislados de C.glabrata y con relacion a la actividad
enzimatica de proteasas, fue alta para el 69.3% (9/13) y media para el 30.7%
(4/14) (Figura 29).

Figura 29. Actividades enzimaticas de proteasas de C.glabrata. Donde: A= alta. B= media

Esta especie no presento actividad enzimatica de fosfolipasas y hemolisinas. (Figura
30).
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Figura 30. Aislados de C. glabrata sin actividad enzimatica de fosfolipasas y hemolisinas.

. Donde: A) Medio para fosfolipasas y B) Medio para hemolisinas.

Los indices de actividad enzimatica se presentan en la Tabla 9.

Tabla 9. Actividades enzimaticas de aislados de C.glabrata.

Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz).

Pz
N° de aislado Proteasas Fosfolipasas Hemolisinas
1 0.44 1 1
2 0.3 1 1
3 0.39 1 1
4 0.43 1 1
5 0.44 1 1
6 0.35 1 1
7 0.37 1 1
8 0.37 1 1
9 0.45 1 1
10 0.35 1 1
11 0.36 1 1
12 0.32 1 1
13 0.35 1 1
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5.4.1. Candida albicans.

Los tres aislados reclasificados como C.albicans tuvieron una alta actividad

enzimatica de proteasas (Figura 31).

Figura 31. Actividad de proteasas de C.albicans.

En el caso de la actividad enzimatica de fosfolipasas el 33.3% (1/3) presentaron

actividad media, mientras que para el 66.7% (2/3) fue baja (Figura 32).

Figura 32. Actividad enzimatica de fosfolipasas de C.albicans. Donde: A= media y
B= baja.
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Para la actividad de hemolisinas, el 66.7% (2/3) presento una actividad media y el
33.3% (1/3) presento actividad baja (Figura 33).

Figura 33. Actividad enzimatica de hemolisinas de C.albicans. Donde: A) media. B) baja.

En la Tabla 10 se encuentran los indices de las actividades enzimaticas que

presentd esta especie.

Tabla 10. Actividades enzimaticas de aislados de C.albicans.

Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz).

Pz
N° de aislado

Proteasas Fosfolipasas Hemolisinas

1 0.23 0.63 0.64
2 0.25 0.57 0.52
3 0.24 0.62 0.46
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5.4.1. Candida parapsilosis.

Con respecto al aislado de C.parapsilosis, present6 actividad alta de proteasas y

no presento actividad de fosfolipasas ni hemolisinas (Figura 34 y 35)

Figura 35. Aislado sin actividad enzimatica de fosfolipasas (A), ni de hemolisinas (B) de
C.parapsilosis.
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En la Tabla 11 se encuentran los resultados de los indices de las diferentes

actividades enzimaticas de esta especie.

Tabla 11. Actividades enzimaticas de aislados de C.parapsilosis.

Medias de los indices de la zona de precipitacion (Pz).

Pz
N° de aislado

Proteasas | Fosfolipasas | Hemolisinas

1 0.3 1 1

Los resultados globales de las actividades enzimaticas de proteasas, fosfolipasas

y hemolisinas de las especies trabajadas se pueden ver en la Tabla 12.
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Tabla 12. Actividad enzimatica de las diferentes especies de Candida aisladas en leches de cabras clinicamente

sanas.

Especie de
Candida

Zona de Precipitacion

Proteasas

Fosfolipasas

Hemolisinas

0.61-0.99 0.41-0.60

<0.4

1

0.61-0.99

0.41-0.60 =<0.4

1

0.61-0.99 0.41-0.60

<0.4

C.kefyr
(n=79)

9 20

49

79

47

23 9

C.guilliermondii
(n=73)

60

73

21

46 6

C.famata
(n=52)

42

52

17

31 4

C.glabrata
(n=13)

13

13

C.albicans
(n=3)

C.parapsilosis
(n=1)

Actividad enzimatica:

1= nula

0.61-0.99 = baja
0.41-0.60 = media
<0.40 = alta.
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5.3 Formacién de biopeliculas.

Con relacién a la formacion de biopeliculas, la lectura se realizé en un lector de
ELISA BioTek y los datos de densidad optica (DO) se registraron para los
controles negativos, positivos y para los aislados. Para definir si los aislados eran
o no formadores de biopeliculas, se obtuvo el punto de corte, para lo cual se
utilizaron los datos de DO de los controles negativos (YNBG) de cada una de las

26 microplacas que se utilizaron en la prueba (Tabla 13).

Tabla 13. Densidades Opticas (DO) de los controles negativos.

N° de Control (-) Densidad Optica
1 0.081
2 0.105
3 0.085
4 0.088
5 0.085
6 0.081
7 0.081
8 0.082
9 0.078
10 0.074
11 0.073
12 0.078
13 0.146
14 0.073
15 0.052
16 0.104
17 0.09
18 0.077
19 0.091
20 0.109
21 0.095
22 0.092
23 0.077
24 0.076
25 0.092
26 0.071

SUMA 2.236
Promedio 0.086
DS 0.017
2DS 0.034
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Donde DS= Desviacion estandar
De estos valores se obtuvo el promedio (0.086) y la desviacion estandar
DS=0.017.
Para tener una confiabilidad del 95%, se multiplicé por 2 la DS:
2 (0.017)=0.034
Entonces el punto de corte se obtuvo:
Promedio de la DO de los controles negativos + 2(DS)
0.086 + 0.034 = 0.120

Con este valor, se establecieron los siguientes intervalos de formacién de

biopeliculas:

a) DO <0.120 = No formadoras
La DO del aislado se encuentra por debajo del punto de corte.

b) DO = 0.121-0.240 = Poco formadoras
La DO del aislado se encuentra entre el punto de corte y el valor de DO
correspondiente al doble del mismo: DOc < DO < 2DOc.

c) DO =0.241-0.480 = Medianamente formadoras
La DO del aislado se encuentra entre el doble del valor del punto de corte
y el valor de DO correspondiente al cuadruple del mismo: 2DOc< DO <
4DOc.

d) DO = 20.481 = Fuertemente formadoras.
La DO del aislado se encuentra por arriba del cuadruple del valor del punto
de corte: 4DOc< DO.

[45 y 49].

Con los datos anteriores y la lectura de las densidades 6pticas de cada uno de los
aislados, los resultados de formacién de biopelicula para cada especie del género

Candida, quedd como sigue:
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5.4.2. Candida kefyr.

Con respecto a la formacion de biopelicula de los 79 aislados de esta especie, las

densidades Opticas registradas se encuentran en la Tabla 14.

Tabla 14. Densidades dpticas de los aislados de C.kefyr

N° de aislado Densidad Optica (DO)
1 0.16
2 0.275
3 0.497
4 0.137
5 0.125
6 0.077
7 0.216
8 0.122
9 0.175
10 0.119
11 0.144
12 0.158
13 0.233
14 0.111
15 0.132
16 0.159
17 0.127
18 0.136
19 0.145
20 0.156
21 0.154
22 0.127
23 0.109
24 0.123
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Tabla 14. Densidades 6pticas de los aislados de C.kefyr

(Continuacion a).

25 0.125
26 0.095
27 0.094
28 0.102
29 0.109
30 0.254
31 0.108
32 0.116
33 0.158
34 0.193
35 0.163
36 0.086
37 0.123
38 0.247
39 0.138
40 0.099
41 0.103
42 0.115
43 0.091
44 0.11
45 0.113
46 0.119
47 0.113
48 0.166
49 0.156
50 0.1

51 0.13
52 0.222
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Tabla 14. Densidades 6pticas de los aislados de C.kefyr

(Continuacion b).

53 0.113
54 0.085
55 0.141
56 0.136
57 0.129
58 0.152
59 0.138
60 0.133
61 0.153
62 0.268
63 0.133
64 0.153
65 0.368
66 0.249
67 0.216
68 0.167
69 0.144
70 0.239
71 0.118
72 0.398
73 0.133
74 0.203
75 0.142
76 0.16
77 0.152
78 0.16
79 0.086
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Con base en las DO obtenidas, el 1.3% (1/79) fueron fuertes formadoras, el 8.8%
(7/79) medianamente formadoras, el 63.3% (50/79) fueron poco formadoras y el
26.6% (21/79) no formo biopelicula (Figura 36).

Figura 36. Formacion de biopelicula de los aislados de C.kefyr. Donde 1= Control positivo
(C.tropicalis 89LRC), 2-11= aislados de C.kefyr, y 12= Control negativo (YNBG).

5.5.2 Candida guilliermondii

Las densidades O6pticas registradas de los 73 aislados de esta especie se

encuentran en la Tabla 15.

Tabla 15. Densidades 6pticas de los aislados de C.guilliermondii

N° de aislado Promedio de la Densidad Optica (DO)
1 0.146
2 0.122
3 0.162
4 0.207
S 0.103
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Tabla 15. Densidades 6pticas de los aislados de C.guilliermondii.

(Continuacion a)

6 0.109
7 0.153
8 0.136
9 0.164
10 0.232
11 0.086
12 0.301
13 0.184
14 0.232
15 0.236
16 0.159
17 0.381
18 0.092
19 0.114
20 0.207
21 0.12
22 0.114
23 0.123
24 0.111
25 0.23
26 0.398
27 0.106
28 0.172
29 0.121
30 0.13
31 0.301
32 0.121
33 0.09
34 0.137
35 0.126
36 0.149
37 0.201
38 0.085
39 0.136
40 0.121
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Tabla 15. Densidades 6pticas de los aislados de C.guilliermondii.
(Continuacion b)

41 0.128
42 0.144
43 0.095
44 0.218
45 0.148
46 0.101
47 0.08
48 0.119
49 0.225
50 0.12
51 0.115
52 0.265
53 0.142
54 0.157
55 0.193
56 0.078
57 0.132
58 0.153
59 0.167
60 0.151
61 0.155
62 0.144
63 0.119
64 0.41
65 0.184
66 0.245
67 0.113
68 0.138
69 0.111
70 0.091
71 0.167
72 0.185
73 0.27
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De acuerdo a estos resultados, el 11% (8/73) fueron medianamente formadoras,
el 60.7% (44/73) tuvo poca formacion y el 28.7 % (21/73) no formo biopelicula
(Figura 37).

Figura 37. Formacion de biopelicula de los aislados de C.qguilliermondii. Donde 1= Control
positivo (C.tropicalis 89LRC), 2-11= aislados de C.guilliermondii, y 12= Control negativo
(YNBG).

5.4.3. Candida famata.

De los 52 aislados de esta especie, las densidades Opticas registradas se
encuentran en la Tabla 16.

Tabla 16. Densidades 6pticas de los aislados de C.famata

N° de aislado Densidad Optica (DO)
1 0.281
2 0.122
3 0.113
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Tabla 16. Densidades Opticas de los aislados de C.famata.
(Continuacion a)

4 0.115
5 0.101
6 0.169
7 0.353
8 0.127
9 0.21
10 0.143
11 0.143
12 0.098
13 0.091
14 0.115
15 0.127
16 0.102
17 0.11
18 0.086
19 0.093
20 0.155
21 0.253
22 0.257
23 0.289
24 0.627
25 0.502
26 0.111
27 0.137
28 0.172
29 0.167
30 0.234
31 0.186
32 0.096
33 0.153
34 0.095
35 0.172
36 0.159
37 0.114
38 0.134
39 0.149
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Tabla 16. Densidades 6pticas de los aislados de C.famata.
(Continuacién b)
40 0.129
41 0.089
42 0.08
43 0.131
44 0.134
45 0.175
46 0.097
47 0.165
48 0.135
49 0.116
50 0.186
51 0.326
52 0.17

De acuerdo a estas lecturas, el 3.9% (2/52) presentaron una fuerte formacion de
biopelicula, el 11.5% (6/52) medianamente, el 50% (26/52) poca formacion y el
34.6% (18/52) no la formaron (Figura 38).

Figura 38. Formacion de biopelicula de los aislados de C.famata. Donde 1= Control
positivo (C.tropicalis 89LRC), 2-11= aislados de C.famata, y 12= Control negativo (YNBG).
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5.4.4. Candida glabrata.

Las densidades opticas de los 13 aislados de esta especie se encuentran en la
Tabla 17.

Tabla 17. Densidades 6pticas de los aislados de C.glabrata

N° de aislado Densidad Optica (DO)
1 0.105
0.152
3 0.177
4 0.144
S 0.127
6 0.135
7 0.329
8 0.181
9 0.159
10 0.1
1 0.166
12 0.152
13 0.209

Y de acuerdo a estos resultados, se obtuvo que el 7.7% (1/13) fueron
medianamente formadoras de biopelicula, el 76.9% (10/13) tuvo poca formacion y
el 15.4% (2/13) no la formé (Figura 39).
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Figura 39. Formacion de biopelicula de los aislados de C.glabrata. Donde 1= Control

positivo (C.tropicalis 89LRC), 2-11= aislados de C.glabrata, y 12= Control negativo
(YNBG).

5.4.5. Candida albicans.

Las densidades o6pticas de los tres aislados de C.albicans se encuentran en la
Tabla 18, observandose que el 100% resulto con poca produccién de

biopeliculas (Figura 40).

Tabla 18. Densidades opticas de los aislados de C.albicans

N° de aislado Densidad Optica (DO)
1 0.153
2 0.138
3 0.129
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5.4.6. Candida parapsilosis.

El dnico aislado de C.parapsilosis no tuvo produccién de biopelicula,

registrando una DO menor a 0.120 (Figura 40).

Figura 40. Formacion de biopelicula de los aislados de C.albicans y C.parapsilosis.
Donde 1= Control positivo (C.tropicalis 89LRC), 2-4= aislados de C.albicans, 5-6= aislado
de C.parapsilosis, 7= aislado de C.kefyr, 8=aislado de C.famata, 9= aislado de C.glabrata,

10= aislado de C.guilliermondii, y 11-12= Controles negativos (YNBG).

Los resultados globales de las formaciones de biopeliculas de las diferentes

especies de Candida se presentan en la Tabla 19.
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Tabla 19. Formacion de biopelicula de las diferentes especies de Candida aisladas de leches de cabras

clinicamente sanas.

Especie de Candida

Formacion de biopelicula.

No formadoras Poco formadoras Medianamente formadora Fuertemente formadoras
<0.120 (0.121-0.240) (-0241-0.480) (20.481)
C.kefyr
(n=79) 21 50 7 1
C.guilliermondii
(n=73) 21 44 8 -
C.famata
(n=52) 18 26 6 2
C.glabrata
(n=13) 2 10 1 -
C.albicans
(n=3) - 3 - -
C.parapsilosis 1 - - -
(n=1)
Total 63 133 22 3
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6. Discusion

La informacion con relacion a la microbiota levaduriforme en leche de cabra es
escasa. Los reportes al respecto, se basan en estudios en la leche de bovinos

sanos y con mastitis.

En el presente estudio se identificaron diferentes especies del género Candida a
partir de la leche de cabras clinicamente sanas, se identificaron en mayor
proporcién a C.kefyr con un 35.7% (79/221), seguida de C.qguilliermondii con un
33% (73/221), C.famata con un 23.5% (52/221), C.glabrata con un 5.9% (13/221),
C.albicans con un 1.4% (3/221) y C.parapsilosis con un 0.5% (1/221).

La presencia en mayor cantidad de aislados de C. kefyr obtenidos en el presente
estudio, concuerdan con los trabajos de Ksouri y col en Algeria y Langnead y col,
en Bélgica. Ksouri y col, reportaron como género levaduriforme predominante a
Candida, en particular a C.kefyr, C.guilliermondii y C.famata, en la leche de
bovinos sanos y con mastitis. En los aislados micologicos de su estudio,
comprobaron la presencia de C.kefyr en mayor proporcion tanto en animales

sanos (25%) como en casos de mastitis (22.72%) [50].

Por su parte Langnead y col reportaron resultados similares, encontrando a
C.kefyr en un 18.86% (20/106) en animales sanos y en un 22.5% (18/80) en

animales con mastitis, [7].

En Polonia, Krukowski y col, reportan a C.kefyr en un 24.1 % (14/58) en casos de

mastitis en ganado bovino lechero [9].

Es posible que el aislamiento en mayor proporcion de C.kefyr en la leche de
bovinos sanos y con mastitis, y a lo encontrado en el presente estudio en la leche
de cabras clinicamente sanas, se deba a que esta levadura asimila la lactosa,

azucar que se encuentra en mayor proporcion en la leche [3].

Otro estudio en leche de bovinos sanos y con mastitis, realizado en México,
Segundo y col, también reportan al género Candida como predominante, sin

embargo difieren con los otros autores con relacion a las especies aisladas, ya
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que ellos reportan en bovinos sanos en mayor proporcion a C. glabrata y en

bovinos con mastitis a C. krusei [11].

Por lo que se refiere a la identificacidén de los aislados del género Candida a partir
de la leche de cabras, se confirmd la identificacion preliminar basada en sus
caracteristicas morfologicas y bioquimicas, con la utilizacion de un medio
diferencial como el agar Biggy y un medio cromogénico como el CHROMagar
Candida [52 y 58].

De acuerdo a los resultados obtenidos, la identificacion preliminar de los aislados
identificados como C. guilliermondii, C. famata, C. kefyr, C. glabrata vy
C. parapsilosis fue confirmada con el CHROMagar Candida y el agar Biggy. En el
caso de los aislados identificados como C. tropicalis, y posterior a su desarrollo en
CHROMagar Candida y agar Biggy fueron reclasificados como C. kefyr vy

C. albicans respectivamente.

Con relacién a la reclasificacion de los aislados de C. ftropicalis a C. kefyr, es
conveniente mencionar que la morfologia de ambas levaduras es muy parecida,
ya que se observan de forma eliptica a cilindrica y los cultivos en SDA adicionado
con cloranfenicol forman pseudohifas, sus colonias adquieren una tonalidad de
blanca a beige de consistencia cremosa durante las primeras 48 h de desarrollo.
En cuanto a su metabolismo, C. tropicalis y C. kefyr presentan un patrén muy
semejante en la asimilacion de carbohidratos [13 y 39]. Es factible que estas
similitudes hayan propiciado una identificacion preliminar erronea, lo cual confirma
la necesidad de utilizar diversas pruebas cuando se requiere de una identificacion

certera de géneros y especies levaduriformes.

Por lo anterior, la utilidad del CHROMagar Candida y el agar Biggy se puso de

manifiesto, al permitir la diferenciacion entre C. tropicalis y C.kefyr [54].

Yucesoy y col, en el 2003, realizaron un estudio de diferentes especies del género
Candida en CHROMagar Candida y agar Biggy reportando que el CHROMagar
Candida permitié la identificacion al 100% de cepas de C.albicans, mientras que el
agar Biggy solo el 75.2%. En el caso de C. tropicalis 98% en CHROMagar
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Candida y 95.4% en Biggy, mientras que para C. glabrata 98% en CHROMagar
Candida, y no adecuada en Biggy, debido a que las colonias de esta especie se
observan en tonos café claros. Con relacion a C.krusei fue de 98.2% en
CHROMagar Candida y en Biggy [53].

En 2010 Ozan y col, evaluaron diferentes medios cromogénicos, incluido el
CHROMagar Candida, y determinaron su utilidad para la correcta identificacion de
C.albicans, C. glabrata, C. krusei, C.tropicalis, C.famata, C.kefyr y C.quilliermondii
[59], lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que
el CHROMagar Candida permitio confirmar la identificacion de C. guilliermondii,

C. famata, C. tropicalis y C. glabrata.

En 2014 Daef y col, evaluaron ambos medios complementando la identificacion
por PCR, reportando que el CHROMagar Candida permitié la identificacion del
100% de aislados de C.glabrata, 98.5% de C.tropicalis, 98.3% de C.parapsilosis y
97.4% de C.albicans, mientras que el agar Biggy identifico el 86.4% de C.glabrata,
79.7% de C.tropicalis y el 71.9% de C. albicans. Por lo que se refiere a

C.parapsilosis no presentan datos en este medio [55].

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que algunas especies del
género Candida pueden encontrarse como parte de la microbiota normal de la
leche de rumiantes clinicamente sanos. Sin embargo, estas especies pueden
actuar como patégenos oportunistas, siempre y cuando se conjunten los factores
predisponentes inherentes al huésped y que las levaduras cuenten con las
herramientas necesarias para colonizar e invadir los tejidos del mismo, como es el
caso de la actividad enzimatica que presenten y que puede funcionar como factor

de virulencia, asi como la capacidad de formar biopelicula.

En el estudio se realizd la evaluacion de la actividad enzimatica de proteasas,
fosfolipasas y hemolisinas a los 221 aislados de las diferentes especies del género
Candida.

Para el caso de las proteasas, el 74.2% (164/221) de los aislados tuvieron una alta
produccion, el 18.1% (40/221) una actividad media, el 2.7% (6/221) una actividad
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baja y el 5% (11/221) no presentaron actividad enzimatica de proteasas. Lo
anterior, concuerda con lo reportado por diversos autores quienes mencionan al
género Candida como un alto productor de proteasas [17,19, 20, 55 y 57]. Por
ejemplo, Gokce y col, [45], reporta a C.albicans con la mayor produccion de esta
enzima, sin descartar a las otras especies del género. Da Costa y col, reportan en
su estudio a C.albicans como alta productora en un 65% (41/63) y 35% (22/63)

medianamente productoras [19].

En el estudio, las especies con alta actividad enzimatica de proteasas fueron el
100% de los aislados de C.albicans y C.parapsilosis, el 82.19%, C.quilliermondii,
el 80.76% de C.famata, el 69.23% C.glabrata y el 62.02% C.kefyr. Lo que
concuerda con los estudios mencionados, teniendo a C.albicans con una alta

actividad de esta enzima.

Para el caso de la produccion de fosfolipasas, en este estudio solo los aislados de
C. albicans presentaron actividad, lo cual coincide con lo reportado por Shirkhani
S. y col, quienes encuentran a C.albicans como la principal especie del género
Candida productora de fosfolipasas, seguida de C.famata, C.tropicalis y C.krusei
[56].

Por su parte, Gokce y col, en 2007 reportaron que de 68 aislados de C.albicans
solo 41 (60.3%) presentaron actividad de fosfolipasas, mientras que las otras
especies del género no presentaron actividad de esta enzima, lo cual concuerda

con los resultados obtenidos en el presente estudio [45].

Por lo que se refiere a las hemolisinas, diversos estudios reportan la presencia de

la actividad hemolitica y el tipo de hemodlisis: alfa y beta [28, 30, 46 y 57].

En el 2001 Lou y col., reportaron que los aislados de C.albicans, C.dubliniensis,
C.kefyr, C.krusei, C.glabrata, C.tropicalis, y C.lusitaniae, presentaron hemodlisis
tipo alfa a las 24 h y tipo beta a las 48h, mientras que en C.famata,

C.quilliermondii, C.utilis solo se observé hemdlisis tipo alfa [28].
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En 2011 Yigit Nimet y col reportaron a C.albicans, C.glabrata, C.krusei y C.kefyr
con actividad hemolitica tipo beta, y C.kefyr presento menor actividad hemolitica
que las otras especies. Para el caso de C.parapsilosis no existié actividad de esta

enzima, los ensayos fueron leidos a las 48 h de incubacién [46].

En 2015 Melo y col, reportan que de 50 aislados, el 90% (45/50) de los aislados de
C.albicans, C.glabrata, C.parapsilosis y C.krusei, asi como el 74% de los aislados

de C.tropicalis presentaron una actividad hemolitica media tipo beta [30 y 57].

En 2017 Fatahinia y col.,, informan a C.albicans, C.glabrata, C.krusei y
C.parapsilosis como productoras de hemolisinas, con hemdlisis alfa y beta a las 24
y 48 h [30].

Los resultados de este estudio fueron similares a los autores antes mencionados,
ya que los aislados de C.albicans, C.famata, C.guilliermondii, C.kefyr y
C.parapsilosis presentaron actividad enzimatica media y baja de hemolisinas. A
diferencia de lo publicado, en este estudio los aislados de C.glabrata no
presentaron actividad hemolitica. Con respecto al tipo de hemodlisis, a las 24 h los
aislados del presente estudio no presentaron ningun tipo de hemodlisis, la cual fue
visible a las 48 h y fue de tipo beta. En el caso de los aislados de C. glabrata no

presentaron actividad hemolitica.

Por lo que se refiere a las biopeliculas del género Candida, se han evaluado
principalmente en aislados de casos clinicos en humanos, diversos autores
mencionan a C.albicans como la especie que con mayor frecuencia produce
biopeliculas, seguida de C.tropicalis, C.parapsilosis y C.glabrata [26, 33, 35, 36 y
45].

En el 2007, Gokce y col, reportaron la formacion de biopelicula en el 11.8% de
aislados C.albicans y en un 41.93% para C.tropicalis, C.parapsilosis, C.glabrata,

C.guilliermondiiy C.krusei [45].
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Mientras que en 2011 Yigit y col, reportaron la formacion de biopeliculas en el
88.2% de aislados de C. albicans, en el 60% de C. glabrata, 57.1% de C. kefyr,
44.4% de C. kruseiy en el 40% de C. parapsilosis. [46].

Lo anterior concuerda con los resultados del trabajo, ya que de los aislados
estudiados, el 100% de C.albicans formaron biopelicula, seguida de un 84.61% de
C.glabrata, 73.41% de C.kefyr, 71.23% de C.guilliermondii'y 65.38%, C.famata.

La importacién de la generacion de esta informacion nos hace inferir que aquellas
especies con presencia de actividad enzimatica tanto de protestas, fosfolipasas
como hemolisinas, ademas de formacién de biopelicula considerados factores de
virulencia, y comparando con la literatura, que estas especies del género Candida
como C.albicans, C.guilliermondii y C.famata, son potencialmente patogenas si se

les otorga el medio o condiciones en el huésped para provocar la enfermedad.

La relevancia del estudio, es que con los resultados obtenidos, en primer lugar
permite conocer parte de la microbiota normal levaduriforme en la leche de cabra,
y en segundo lugar la actividad enzimatica y formacion de biopeliculas de las
diferentes especies del género Candida aisladas, las cuales bajo factores
predisponentes en los animales pueden actuar como patdgenos oportunistas y
causar dafo en la glandula mamaria, reflejado en casos de mastitis subclinica y/o
clinica. Lo anterior, permitira tener en consideracién que las levaduras también
pueden causar dano en los animales y no solo las bacterias, asi como prevenir
procesos infecciosos en los animales, teniendo un adecuado manejo y tratamiento
en caso necesario, y de esa forma mantener la cantidad y calidad de la leche de
cabra, y por consiguiente, disminuir las pérdidas econdmicas en las pequefias y

grandes producciones, ademas de salvaguardar la salud animal.
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7. Conclusiones

. En la leche de cabras clinicamente sanas la especie del género Candida
predominante fue C.kefyr, seguida de C.guilliermondiiy C.famata.

. EI CHROMagar Candida logro identificar al 100% de los aislados
C.quilliermondii, C.famata, C.glabrata, C.parapsilosis y C.kefyr.

. El agar Biggy logro identificar el 79.92% de los aislados de C.guilliermondii,
C.famata, C.glabrata, C.parapsilosis 'y C.kefyr.

. La especie del género Candida con un mayor potencial de virulencia, fue
C.albicans presentando los tres tipos de actividad enzimatica y formacion
de biopelicula, seguida de C. kefyr, C. guilliermondii y C. famata.

. La actividad enzimatica de proteasas fue alta en los aislados de C.kefyr,
C.quilliermondii, C.famata, C.glabrata, C. albicans y C. parapsilosis.

. La actividad enzimatica de fosfolipasas solo se observé en los aislados de
C. albicans.

. La actividad de las hemolisinas fue baja y media para C.kefyr,
C.guilliermondii, C.famata, y C.albicans.

. La formacién de biopeliculas se observo en los aislados de C. kefyr,

C.qguilliermondii, C. famata, C.glabrata, C. albicans.
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8. Anexos.

1. Medios de cultivo.

1.1. Caldo dextrosa-peptona-extracto de levadura al 2% (YEPD).

La utilizacion de este caldo es para el cultivo y aislamiento de hongos
filamentosos y levaduriformes, donde la dextrosa es la fuente de energia para
el crecimiento del microorganismo. La peptona y el extracto de levadura

proporcionan factores de crecimiento y la fuente necesaria de nitrégeno [38].

Componentes.
Reactivo Cantidad
Dextrosa 20%
Extracto de levadura 1.0 %
Peptona 20%

Modo de preparacion.

En 100 ml de agua destilada se coloca 1g de extracto de levadura, 2g de
peptona y 2g de dextrosa. El medio es esterilizado en autoclave por 20 minutos
a151b.,a 121°C.

1.2. Agar Dextrosa Sabouraud (SDA).

La utilizacion de este medio es recomendada para el cultivo de hongos
filamentosos y levaduriformes. La concentracion elevada de glucosa y el pH
acido favorecen el crecimiento de los hongos. Esta capacidad selectiva puede

ser reforzada adicionando antibiéticos como el cloranfenicol [13].
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Componentes.

Reactivo Cantidad

Dextrosa 40.0¢
Mezcla de peptona 10.0g
Agar bacterioldgico 15.0¢

pH final 5.6 +/- 0.2

Modo de preparacion.

Suspender 65 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar con agitacién

suave hasta completar la disolucion del polvo y llevar a punto de ebullicion por

1 minuto. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C con 15 libras de

presion. Enfriar a una temperatura entre los 45-50°C y servir en placas de Petri

estériles (preparacion bajo indicaciones del fabricante MCD-LAB).

1.3. CHROMagar Candida.

El CHROMagar Candida es un medio selectivo cromogénico que permite la

identificacion presuntiva de C.albicans, C.tropicalis, C.kruseiy C.glabrata [57].

Composicion.

Reactivo Cantidad
Agar 15.09g
Peptona 3.0g
Dextrosa 10.2 g
Mezcla cromogénica 220g
Cloranfenicol 05¢g
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Modo de preparacion.

Se disuelven 40 g del medio en un litro de agua destilada, se calienta de 90 a
100 °C con agitacién constante hasta el primer hervor, esto para que conseguir
la disolucion del medio. Se sirve en placas de Petri estériles y se recomienda

su utilizacidn no mas de 15 dias de su preparacion.
1.4. Agar Biggy.

El agar de Glicina, Glucosa, Levadura y sulfito de Bismuto es util para el
aislamiento y la identificacion de las diferentes especies del género Candida
debido a una reaccién de sulfuro. Se reduce la sal de bismuto a bismuto y el
sulfito a sulfuro, estos se combinan, manifestandose en una precipitacién negra

o café que pigmenta las colonias y en ocasiones difunde al medio [40].

Componentes.

Reactivo Cantidad
Citrato de amino y bismuto 50¢g
Sulfito de sodio 3.0¢g
Dextrosa 10.0g
Glicina 10.0g
Extracto de levadura 109
Agar bacterioldgico 16.0 g

Modo de preparacion.

Suspender 45 g del medio en 1 litro de agua destilada. Calentar con agitacion
suave hasta la completa disolucién y dejar al calor hasta el primer hervor (no

mas de 1 minuto). Servir en placas de Petri estériles.
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1.5. Medio para Proteasas.

Este medio permite detectar la actividad de la enzima aspartil proteinasa que en
presencia de la albumina sérica de bovina genera un halo de precipitacion visible

en el medio sdlido [18].

Componentes para 200 ml de agua destilada.

Solucion A
Reactivo Cantidad
Agar bacterioldgico 409
Agua destilada 180 ml

Modo de preparacion.

Calentar con agitacién suave hasta completar la disolucion del polvo y llevar a
punto de ebullicion por 1 minuto. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a

121°C con 15 libras de presion.

Solucién B
Reactivo Cantidad
Albumina sérica de bovino 049
Dextrosa 409
Extracto de levadura 0.02g
Agua destilada 20 ml
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Modo de preparacion.
Mezclar todos los ingredientes evitando hacer burbujas y esterilizar por filtracion.

La solucion A debe dejarse enfriar hasta los 45 a 40°C para incorporar la
solucién B, evitando la formacién de burbujas. El medio se sirve en cajas Petri

estériles.
1.6. Medio para fosfolipasas.

En este medio se detecta la actividad de las fosfolipasas al utilizar los fosfolipidos
presentes en la yema de huevo, observandose una precipitacion con un halo
amarillo [22,23].

Componentes para 200ml.

Reactivo Cantidad
Agar dextrosa Sabouraud 13.0 g
Cloruro de Sodio (NaCl) 1168 ¢
Cloruro de Calcio (CaCly) 0.146 ¢
Agua destilada 200.0 ml

Modo de preparacion.

Calentar con agitacién suave hasta la completar la disolucion de los polvos vy llevar
a punto de ebullicion por 1 minuto. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a

121°C con 15 libras de presion.

Dejar enfriar el medio de 40-45°C y adicionar 4 ml de Yema de huevo por cada

100 ml de medio. Servir en cajas Petri en condiciones de esterilidad.
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1.7. Medio para Hemolisinas.

Este medio permite detectar las hemolisinas de las levaduras y puede ser
preparado, al 7% con sangre de conejo, humano, bovino, caprino u ovino. La
accion de las hemolisinas se observa por la ruptura de los eritrocitos visualizando
con una hemolisis alfa o beta, el tipo de hemolisis observada dependera del

microorganismo de prueba [27,28].

Componentes para 100ml.

Reactivo Cantidad
Agar dextrosa Sabouraud 6.5¢g
Agua destilada 100.0 ml

Modo de preparacion.

Calentar con agitacién suave hasta completar la disolucion del polvo y llevar a
punto de ebullicion por 1 minuto. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a

121°C con 15 libras de presion.

Enfriar de 40-45°C y agregar 7 ml de sangre desfibrinada de borrego en
condiciones de esterilidad para evitar contaminaciéon. Se sirve el medio bajo

condiciones de esterilidad y flameando el matraz entre caja y caja de Petri.

1.8. Medio Yeast Nitrogen Base (YNB) suplementado con glucosa al
8%.

La base nitrogenada de levadura es un medio que contiene una mezcla bien
definida de aminoacidos, vitaminas, micronutrientes y sales, que aportan lo
necesario para el crecimiento de las levaduras, exceptuando la fuente de carbono
[52].
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Composicion para 100ml en una solucion 10x.

Reactivo Cantidad
Sulfato de amonio 50¢g
Fosfato monopotasico 1049
Sulfato de magnesio 05¢g
Cloruro de Sodio 0149
Cloruro de Calcio 01g
Monocloruro de Histidina 20.0 mg
Metionina 20.0 mg
Triptofano 20.0 mg
Inositol 2000.0 pg
Acido Bérico 500.0 ug
Niacina 400.0 ug
Sulfato de magnesio 400.0 ug
Hidrocloruro de piridoxina 400.0 ug
Sulfato de Zinc 400.0 ug
Hidrocloruro de Tiamina 400.0 ug
Pantotenato de Calcio 400.0 ug
Cloruro de Hierro 200.0 ug
Molibdato de Sodio 200.0 pg
Riboflavina 200.0 pg
Acido Paraminobenzoico 200.0 ug
Yoduro de Potasio 100.0 pg
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Sulfato de Cobre

40.0 pg

Acido Félico 2.0 ug

Biotina 2.0 ug
Dextrosa 8.0¢g

Agua destilada 100.0 ml

Se pesan 6.7 g del medio en 100 ml de agua destilada en una solucion 10X, de
preferencia debe ser agua destilada estéril, se agrega la dextrosa y se

homogeniza la muestra. La solucion se esteriliza por filtracion y si se requiere se

Modo de preparacion.

puede alicuotar bajo completa esterilidad.

1.9. Produccion de tubo germinal.

Cuando son incubadas levaduras individuales de C.albicans en suero de
humano, caballo, conejo o cordero, producen un filamento hifal corto lateral
que da origen al tubo germinativo en un tiempo de 2 a 4 horas, que no lo

producen otras especies del género Candida, siendo esta una de las pruebas

rapidas de diferenciacion de especies de este género [60].

Procedimiento:

= En un tubo con 0.5 ml a 1 ml de suero de caballo (suero de humano,
bovino, cordero, conejo), adicionar una asada del cultivo de 24h e
incubar dos horas a 37°C.

= En un portaobjetos limpio colocar una gota de esta suspension y cubrir
con un cubreobjetos.

= Realizar la observacién al microscopio utilizando el objetivo seco fuerte

(40X).
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NOTA: Todos los medios requieren de esterilidad, que consiste dejarlos
24h a 37°C.

2. Tinciones.
2.1. Tincién de Gram

Es definida como una tincién diferencial, ya que utiliza dos colorantes y
clasifica a las bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram negativas y
bacterias Gram positivas. Los principios de la tincién de Gram estan basados
en las caracteristicas de la pared celular de las bacterias, la cual le confiere
propiedades determinantes a cada microorganismo. Para el caso de levaduras
y debido a la composicion de su celular que contiene una alta cantidad de
carbohidratos y proteinas (mananas y glucanas) tienen una reaccion tintorial de

Gram positivas [38].
Componentes.

Solucion de Cristal violeta.

Solucién A
Reactivo Cantidad
Cristal violeta 20g
Alcohol etilico 30.0 ml
Solucién B
Reactivo Cantidad
Oxalato de Amonio 08g
Agua destilada 20.0 ml
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Modo de preparacion.

Se diluye la solucién A al 10% en agua destilada y se mezcla con igual volumen e

la solucién B.
Solucién de Lugol.

Reactivo Cantidad
Yodo 1049
Yoduro de potasio 2.0 mi

Agua destilada 200.0 ml

Decolorante.

Reactivo Cantidad
Alcohol etilico de 95° 50.0 ml
Acetona 50.0 ml

Contraste Solucion de Safranina.

Reactivo Cantidad
Safranina 0.20g

Agua destilada 200.0 ml
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2.2. Safranina al 1%

Componentes para 100 ml.

Reactivo Cantidad
Colorante de Safranina en polvo 109
Agua destilada 100.0 ml

Modo de preparacion.

Se mezclan ambos ingredientes hasta tener una solucidén. Si es necesario se

puede filtrar para retirar los grumos y asi tener una mezcla homogénea.

3. Soluciones.

3.2. Solucioén Salina Fisiologica (SSF).

Componentes.
Reactivo Cantidad
Cloruro de Sodio (NaCl) 85¢g
Agua destilada 1000.0 ml

Modo de preparacion.

Incorporar los ingredientes hasta tener una mezcla homogénea, alicuotar si es
necesario y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C con 15 libras de

presion.
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3.3. Solucién Amortiguadora de Fosfatos (PBS)

Componentes para 500 ml.

Solucion A:
Reactivo Cantidad
Cloruro de Sodio (NaCl) 80g¢g
Agua destilada 1000.0 ml

Modo de preparacion.
Incorporar ambos ingredientes hasta tener una mezcla homogénea.

Solucién B de Sorensen.

Reactivo Cantidad

Fosfato di-potasico K;HPO 1219
Fosfato monopotasico KH,PO4 0.34 ¢
Agua destilada 1000.00 ml

Modo de preparacion.
Incorporar todos los ingredientes hasta tener una mezcla homogénea.

Para preparar 500 ml de PBS, se toman 460 ml de la solucién Ay 40 ml de la
solucion B, a un pH entre 7.2 a 7.4, si se requiere se puede esterilizar por
autoclave durante 15 minutos a 121°C con 15 libras de presion [49].
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