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RESUMEN

LUNA CASTRO, GABRIELA SARAHI. Aislamiento, identificacién y conservacién
de levaduras aisladas de leche de vacas clinicamente sanas o con mastitis
clinica crénica (bajo la direccidén de: Roberto Arnulfo Cervantes Olivares
y Carolina Segundo Zaragoza) .

El presente estudio se realizé con el fin de determinar la presencia de
hongos unicelulares en animales sanos y con procesos mastiticos de curso
crdénico. Se tomaron muestras de leche de bovinos raza Holstein Friesian.
El muestreo se llevd a cabo en el Estado de México, Querétaro y DF. El
andlisis de las muestras se realizd en el Laboratorio de Micologia del
Departamento de Microbiologia e Inmunologia, FMVZ, UNAM. Se colectaron 412
muestras; 151 de animales clinicamente sanos y 261 con mastitis clinica de
curso crénico. El estado clinico de los animales se establecidé mediante la
prueba de California y signologia clinica. Se aislaron un total de 163
cepas (39.5%), 65 (15.3%) de animales sanos y 98 (23.8 %) de animales
enfermos. La identificacién se realizd considerando la morfologia colonial
y microscédpica, asi como caracteristicas estructurales y bioquimicas. En
animales sanos, la especie que se aisld con mayor frecuencia fue Candida
glabrata y en animales con mastitis crénica C. krusei. En este dltimo
grupo, también se obtuvieron aislamientos de un alga incolora,
identificada como Prototheca zopfii. Las cepas aisladas fueron almacenadas

en tres diferentes sistemas de conservacién.



INTRODUCCION

La produccién lechera se considera prioritaria debido a que la leche es
una materia prima importante por su valor alimenticio, sus subproductos vy
los arandes sectores que de ella dependen. En el ganado lechero existen
afecciones clinicas frecuentes, lo cual se traduce en mermas econdmicas
importantes (6, 10, 12, 55, 56). Un ejemplo de lo anterior es la mastitis
(inflamacién de la glandula mamaria), los costos que implica a la
produccidén (4, 40, 44, 63) son, entre otros: leche desechada por uso de
antibidéticos, honorarios del veterinario, medicamentos, disminucidn en la
produccién, incremento en mano de obra, tasa de reemplazos y desechos
involuntarios (6, 12, 54). Cuando se presentan problemas de mastitis, la
composicidén de la leche cambia en forma negativa (10) modificandose la
palatabilidad, estabilidad, conservacién (40, 63) vy rendimiento en la
produccién de derivados lacteos (28, 40, 43, 63).

Es importante en la salud piblica por las siguientes razones: la leche

bronca proveniente de animales enfermos puede transmitir microorganismos

involucrados en zoonosis, por ejemplo: brucelosis, tuberculosis,
listeriosis, nocardiosis y salmonelosis (4, 6, 63). También se han
detectado residuos de farmacos como alcaloides, antihistaminicos vy

quimioterapéuticos (28, 44, 63) que pueden ocasionar hipersensibilidad en

forma de dermatitis atépica, incremento de la sensibilidad hacia el

consumo de antibidticos principalmente en bebés y nifios, asi como el

desarrollo de bacterias patégenas multiresistentes.

Este padecimiento es multifactorial, sus cauéas involucran aspectos como:
¢ Manejo clinico y zootécnico:

Uso de infusiones intramamarias durante mas de 5 dias (55)

Fallas técnicas en el equipo de ordefio (10, 55)

Falta de higiene durante la ordefa (4, 5, 10, 12, 22, 25, 55)




¢ Instalaciones:
Contaminacién ambiental
Humedad en instalaciones (8, 22, 54)
Corrales sobrepoblados

¢ ~Condicién de 1los animales:
Niveles disminuidos de macréfagos, neutréfilos, linfocitos, I1IgG, IgA, IgM,
lactoferrinas, lisozimas y lactoperoxidasas (5, 11, 48, 55, 63); ubres
pendulosas por la destruccién de las laminas laterales de soporte (4),
pérdida del sostén antefior o0 posterior debido a factores genéticos o
niveles elevados de produccidén (5, 11, 29); conducto secretor con niveles
bajos de queratina o alteraciones del cierre hermético en el conducto
del pezén (4, 8, 40,54)

¢ Misceléneos:
Traumatismos (40)
La clasificacién de la mastitis se basa en el curso de la enfermedad,
signologia, pruebas diagnésticas y origen de los microorganismos
involucrados (4, 10, 12, 40,42, 43, 53, 63):
a) Subaguda.- duracién de horas
b) Aguda.- de 1 - 6 dias
c) Crénica.- de 7 dias hasta 3 semanas (55)
d) Clinica.- infeccidén determinada mediante la palpacién de cada uno de
los cuartos de la ubre evaluando su consistencia, cambio de color o
presencia de colgulos en la leche, utilizando la prueba de fondo oscuro.
Los cambios en la produccién son visibles cuando se realiza un andlisis de
los registros de produccién
e) Subclinica.- infeccidén que no manifiesta cambio externo alguno, los
cambios se evidencian principalmente mediante las pruebas de California

(CMT) , Wisconsin y conteo de células somaticas (10, 58)



En campo, la prueba cominmente practicada es la CMT, prueba que determina
la cantidad de &cido desoxirribonucléico (ADN) dependiendo principalmente

del namero de leucocitos existentes en la leche, mediante la consistencia

de la gelificacidn, dada cuando reaccionan volumenes iguales de leche y
de reactivo de cCalifornia (3% de alkilarilsulfonato + plrpura de
bromocreasol) . Estas puntuaciones tenderdn a elevarse durante las 2

primeras y 2 Gltimas semanas de lactacién, también cuando la produccion

ha disminuido sGbitamente por alguna enfermedad (10, 29, 58)
Nimero de células Calificacidn
somaticas
0-200.000 Negativo
150.000-500.00 Indicio o traza
400.000-1.000.000 +1
800.000-5.000.000 +2
Mas de 5.000.000 +3

Lectura de la CMT

f) Mastitis contagiosa o enddgena: causada por microorganismos que
colonizan la glandula pudiendo ser propagados durante el ordefio, por la
maquina o por el ordefiador. Por ejemplo: Streptococcus uberis, S.
agalactiae, S. dysgalactiae, Staphylococcus aureus y Micoplasma spp (12)

g) Mastitis ambiental o exdgena: causada por microorganismos que
normalmente no afectan la glandula, pudiendo infectar cuando el entorno
de la vaca, la ubre y los pezones permite penetracién de éstos al interior
(a la cisterna del pezén). Por ejemplo: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Serratia spp, Proteus spp, Psedomonas
spp, Actinomyces pyogenes, Corynebacterium bovis, Prototheca spp, Candida
albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. pelliculosa, C. stellatoidea,
C. kefyr, C. tropicalis, Cryptococcus neoformans, Pichia farinosa,
Rhodotorula mucilaginosa y Saccharomyces fragilis ( 2, 12,18, 28)

El proceso mastitico de caracter micético comienza una vez dque el

microorganismo penetra a la glandula, iniciando un proceso inflamatorio,



la colonizacién se favorece al haber poca competencia por nutrientes vy
espacio. Como una respuesta natural del tejido, hay un incremento de
células polimorfonucleadas (PLN), eosindéfilos e histiocitos (2), que le
deterioran (42), reemplazandose por tejido conjuntivo de cicatrizacidn
(43) . .Los PLN se conjugan con los factores de coagulacidén bloqueando los
vasos lactiferos menores e impidiendo el ordefio a fondo (40). La
inflamacién provocada por hongos unicelulares aun siendo a nivel de
mucosas (15, 55, 61) no cede ante los tratamientos antibacterianos
tradicionales (33) debido a que la pared celular levaduriforme difiere de

la bacteriana en sus componentes {esteroles, celulosa y quitina).

Entre los reportes sobre mastitis micdtica, se encuentran los de Costa y
col., quienes en 1993, mencionan que en 22 establos de 16 distritos del
estado de Sao Paulo en Brasil, de 2078 muestras de leche provenientes de
vacas sanas y con mastitis subclinica y clinica, aislaron hongos en 251
muestras, de éstos el 83% correspondieron a levaduras tales como:
Cryptococcus spp, Rhodotorula spp, Candida spp, Trichosporon cutaneum,
Aureobasidium pullulans y Pichia ohmeri y el 17% a hongos filamentosos
como Aspergillus spp, Penicillium spp, Alternaria spp, Phoma spp,
Epicoccum spp y Geotrichum spp (20). En Dinamarca durante 1994 Aalbaek vy
col., obtuvieron de 2896 muestras provenientes de animales con mastitis
subclinica y c¢linica, 45 aislamientos, principalmente del género Candida
spp y del alga Prototheca zopfii (1). En 1996 Lagneau y col., de Bélgica,
analizaron 80 muestras de leche de animales enfermos y 463 de animales
sanos, con 44 y 106 aislados respectivamente. Las identificaciones
micéticas en el primer grupo corresponden a: Candida kefyr, C. catenulata
y C. lambica (recuperadas también de leche normal). Del segundo: C.
parapsilosis, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. glabrata y Trichosporon

asahii (36). Mientras Langoni y col., en 1998 analizaron 464 muestras de



leche mamitosa y 320 con mastitis subclinica, obteniendo 98 y 22
aislamientos, respectivamente. Identificaron Candida albicans, C. krusei,
Geotrichum candidum, Aspergillus fumigatus, A. terreus, Mucor spp,
Cephalosporium, Prototheca zopfii, Torulopsis spp, Rhizopus spp,
Crypt(ljcoccus neoformans y Trichosporon spp (37). Por su parte, Gunduz y
col., en 1999 en la regién de Konya en Turquia, estudiaron 733 muestras

de leche de vacas con mastitis clinica, identificando los géneros Candida

spp, Rhodotorula spp, Geotrichum spp, Trichosporon spp, Aspergillus
spp, Penicillium spp, Rhizopus spp, Coccidioides spp, e Histoplasma
spp (31). En Transilvania durante el afio 2001 Ognean y col., colectaron

muestras de 8 establos lecheros, 412 de animales sanos y 482 con mastitis,
aislando Prototheca spp, en ambos grupos (50). En este mismo afo
Krukowski y col., en la regidén de Lublin, Polonia muestrearon 172 vacas
con mastitis clinica y subclinica, obteniéndose 604 muestras, en 58 de
éstas hubo aislamiento de los géneros Candida spp, Rhodotorula spp ¥
Trichosporon spp (34). Durante octubre de 2002 y febrero de 2003 Marin y
col., colectaron 260 muestras de vacas con mastitis, aislando 45 cepas del
género Candida spp, las especies se identificaron como: C. krusei, C.
rugosa, C. albicans y C. guilliermondii (42).

Con respecto a México, Stevens en 1965 de 120 muestras de bovinos con
mastitis crénica, aislé diversos géneros fingicos, como: Geotrichum spp,
Aspergillus spp, Cephalosporium spp, Fusarium spp, Mucor spp Yy
Penicillium spp (60). Zavala en 1966 de 400 muestras de bovinos afectados
con mastitis, aisldé 104 cepas, siendo los de mayor frecuencia los géneros
Aspergillus spp, Mucor spp, Penicillium spp y Rhizopus spp (64). Murillo
en 1978 reporté en 92 muestras de animales clinicamente enfermos 24
aislamientos, identificados como: Candida albicans, C. guilliermondii, C.
krusel, C. kefyr, Cryptococcus neoformans y Saccharomyces spp. En 62

muestras de animales clinicamente sanos obtuvo 6 aislamientos; Candida



albicans, C. guilliermondii, y Rhodotorula spp {(47). En 1988 Rojano
aislé de 168 muestras de leche mamitosa, 42 cepas levaduriformes
correspondientes a: Candida guilliermondii, C. kefyr, C. albicans vy

Rhodotorula spp (57). Asi también, Félix en 1996 reportdé de 148 muestras
de vacas con mastitis subclinica 38 aislamientos con la identificacidn
siguiente: Candida guilliermondii, C. kefyr, C. parapsilosis, C.
albicans, C. tropicalis y C. norvegensis; y de 63 muestras con mastitis
clinica, obtuvo 63 aislamientos: Candida albicans, C. guilliermondii, C.

kefyr, C. tropicalis, y C. parapsilosis (26).

Por lo que se refiere a las levaduras reportadas en leche, han sido
consideradas apatégenas (en su mayoria) siendo importantes en la
industria alimenticia pues intervienen en procesos de fermentacidn que
aumentan el valor gastrondémico de los alimentos, se han reportado:

Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces marxianus variedad marxianus (antes

K. fragilis), Kluyveromyces marxianus var. lactis (antes K. lactis),
Saccharomyces cerevisiae, Candida lipolytica var. lipolytica, C.
lacticondensi (antes Torulopsis lactis-condensi), C. kefyr (13, 55) y

Saccharomyces exiguus (2).

La conservacién de microorganismos aislados se lleva a cabo en los
laboratorios de ensefilanza e investigacidn, las cepas aisladas deber
mantenerse en una coleccidén para disponer en el futuro de colonias
tipicas y atipicas de los hongos patégenos, asi como de los oportunistas.
El objetivo de mantenerlos es preservar su viabilidad sin variaciones (3,

14, 46).



Justificacién.- Debido a la importancia econdmica y sanitaria de la
mastitis en la produccién lechera bovina se determindé la microbiota
levaduriforme presente en leche de animales sanos asi como aquella
invoiucrada en procesos mastiticos, para obtener una posible explicacidn

del papel de las levaduras en esta enfermedad.

Hipétesis. - En vacas clinicamente sanas las levaduras aisladas seran
diferentes en cuanto a cantidad, géneros y especies respecto a las

aisladas en animales afectados.

Objetivo.- Aislar, identificar y conservar levaduras obtenidas de leche de

ganado vacuno clinicamente sano o con mastitis clinica crénica.



MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico

Se utilizaron 300 vacas mayores de 24 meses raza Holstein Friesian
alojadas en establos particulares de produccién intensiva, en los estados
de México, Querétaro y DF. El muestreo realizado fue de conveniencia, en
total se obtuvieron 412 muestras: 151 de animales clinicamente sanos y
261 con mastitis clinica de curso crénico.

Coleccidén de muestras

Se tomaron muestras de leche de un cuarto en caso de vacas sanas y de cada
cuarto afectado en caso de vacas enfermas. Para verificar el estado
sanitario de las vacas sanas se realizaron palpaciones a la ubre,
apreciacién organoléptica de la leche y prueba negativa de California,
adem&s de la historia clinica.

El muestreo se llevd a cabo antes del ordefio, lavando la ubre con jabén,
secando vy desinfectando la punta del pezén con una solucién yodada o
alcohol al 70%, wvolviendo a secar. Se tomaron 15 ml cuidando que la boca
del recipiente no tocara al pezébn (26, 43, 63). Los recipientes
utilizados fueron de tapén de rosca y esterilizados previamente.
Transporte de muestras

La leche colectada se mantuvo a 4°C durante su traslado, para preservar
los microorganismos y evitar procesos de fermentacidén (45, 63). Las
muestras se transportaron al laboratorio de Micologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), UNAM, para el aislamiento,
identificacidén y conservacién de levaduras.

Aislamiento

La leche se incubdé a 37°C durante 15 min para liberar los microorganismos
de las particulas grasas de la leche. Se tomaron 0.5 ml de cada muestra

para inocular (63) en un tubo con 4.5 ml de caldo dextrosa Sabouraud



(CDS) pH 3.5, homogeneizando e incubando a 37°C, al mismo tiempo, se tomd
una asada de la leche y se realizé un frotis fijo para observarlo con
tincién de Gram. Las muestras de leche se almacenaron en congelacién, a -
20°C.

Después de 10 dias de incubacién, se tomaron 50 unul de cada tubo (CDS +
leche) y se sembraron con la técnica de aislamiento en cultivo puro en

cajas Petri con agar dextrosa Sabouraud adicionado con cloranfenicol

(SDA+C) incubando nuevamente a 37°C de 24 a 72 h (18, 26). En los casos
con crecimiento, se observd la morfologia colonial segun los
parametros de color, consistencia, agrupacidén, elevacién, tonalidad vy

olor. La morfologia microscépica (afinidad tintorial, tamafio y forma) se
aprecié mediante la realizacién de frotis fijo con tincién de Gram de la
(s) colonia (s) desarrolladas. Las colonias que correspondieron a
levaduras se purificaron (aislamiento en cultivo puro), con el fin de
evitar contaminacién bacteriana o la presencia de mds de dos morfologias
levaduriformes. (Ver esquema 1, anexos 1 y 2)

Identificacién de levaduras

La identificacién micética se establecié considerando caracteristicas
morfolégicas y metabdlicas (8, 13, 16, 18, 35, 38, 41, 49, 52, 59). Todas
las pruebas se realizaron con cultivos de 48 h de desarrollo. Las
caracteristicas morfoldgicas evaluadas fueron: forma, tamafio y formacidn
de estructuras de reproduccién asexual (clamidoconidias, blastoconidias,
pseudomicelios o micelios verdaderos) y formacién de tubo germinal (16,

18, 38, 49, 59).

Con respecto a las caracteristicas fisiolégicas se evaluaron: a)
crecimiento en presencia de 0.1% de ciclohexamida (35, 38), b) crecimiento
a pH 1.1-1.5, c) produccién de ureasa {35, 38, 49), d) asimilacidén vy
fermentacién de dextrosa, sacarosa, maltosa, galactosa, trehalosa,

lactosa, y rafinosa, e) asimilacién de xilosa, arabinosa, celobiosa,



ramnosa, adonitol, manitol, inositol y sorbitol (8, 16, 18, 33, 38, 49,
52). (Ver esquema 2, anexos 1 y 2)

Conservacién de cepas

Las cepas se pueden mantener en agar, transfiriendo periédicamente a
medios frescos inclinados ya sea a temperatura ambiente (15°C a 20°C) o en
refrigeracién (5°C a 8°C), a estas mismas temperaturas el método de agua
destilada estéril es muy préactico y eficaz. La mezcla esterilizada de
agua destilada y glicerol en diferentes porcentajes se utiliza para el
mantenimiento en congelacién (0°C a -130°C). El aceite mineral estéril es
empleado para hongos filamentosos. El congelamiento con nitrégeno liquido
mantiene los microorganismos viables durante cinco afios (3). La técnica
mids conveniente es la de liofilizacidén, pues permite conservar hongos
hasta por 30 y 40 afios, sin posibilidad de contaminacién. Sin embargo, el
inconveniente principal de estas dos dGltimas técnicas es su alto costo. Al
obtener un inéculo de una cepa conservada, se debe regresar a su

temperatura inicial inmediatamente, para evitar un choque térmico (14).
Las cepas se conservaron en tres sistemas:

*Refriéeracién (4°C) en agar dextrosa Sabouraud. El cultivo a conservar
se 1incubé a 37°C durante 24 h, posteriormente se tomé una asada,
equivalente a 250 unidades formadoras de colonias (UFC) y se sembrd en un
tubo con SDA

*Refrigeracién (4°C) en agua destilada estéril. El cultivo a conservar
se incubdé a 37°C durante 24 h, posteriormente se tomaron 2 a 3 asadas
(500-750 UFC) y se inoculd un tubo con 1 ml de agua destilada estéril
*Congelacién (-20°C y -70°C) en agua destilada + glicerol estéril al
50%. El cultivo a conservar se incubd a 37°C durante 24 h, posteriormente
se tomaron cuatro asadas (1000 UFC), inoculando una en cada tubo con 1 ml
de agua destilada + glicerol al 50% estéril, dos tubos se guardaron a -

20°C y dos a -70°C. (Ver esquema 3, anexos 1 y 2)



RESULTADOS

En las 261 muestras de animales enfermos, se obtuvieron 98 aislamientos
(23.78 %); de los cuales, 59 (60.2%) corresponden a Candida krusei, 15
(15.3%) C. glabrata, 4 (4.08%) C. kefyr, 4 (4.08%) C. norvegica, 2
(2.04%) C. albicans, 2 (2.04%) C. albicans var. stellatoidea, 2 (2.04%)
C. tropicalis, 1 (1.02%) C. lambica, 1 (1.02%) C. lusitaniae, 1
(1.02%) C. parapsilosis y 7 (7.14%) aislamientos de Prototheca =zopfii.
En las muestras de animales sanos, de 65 (15.77%) aislamientos, 46
corresponden a C. glabrata (70.76%), 6 (9.23%) C. viswanathii, 5 (7.69%)
C. krusei, 2 (3.07%) C. intermedia, 1 (1.53%) C. kefyr, 1 (1.53%) C.
norvegica, 1 (1.53%) C. guilliermondii, 1 (1.53%) C. tropicalis, 1
(1.53%) C. macedoniensis y 1 (1.53%) Rhodotorula spp (Ver cuadro y figura
1).

En total, se conservaron 163 cepas: 156 de levaduras y 7 de algas, de
éstas se recuperaron 156 de levaduras y 4 de algas. En las 156 muestras
con aislamiento, 7 tuvieron el desarrollo de dos colonias de levaduras
diferentes, en el resto, sélo un tipo de colonia por muestra. El

crecimiento de hongos filamentosos fue del 0.97%.



Identificacidn Enfermos Sanos Nimero
n=261 n=151 de
= - aislamiento

Nimero y Porcentaje de total
Aislamientos :
Candida krusei* 59 (60.2%) 5 (7.69%) 64
Candida glabrata* 15 (4.08%) 46 (70.76%) 61
Candida kefyr* 4 (4.08%) 1 (1.53%) 5
Candida norvegica* 4 (2.04%) 2 {1.53% 6
Candida albicans 2 (2.04%) NA 2
Candida tropicalis* 2 (2.04%) 1 {1.53%) 3
Candida albicans 2 (2.04%) NA 2
var. stellatoidea
Candida lusitaniae 1 (1.02%) NA 1
Candida lambica 1 (1.02%) NA 1
Candida parapsilosis 1 (1.02%) NA 1
Candida viswanathili NA 6 (9.23%) 6
Candida intermedia NA 1 (3.07%) 1
Candida guilliermondii NA 1 (1.53%) 1
Candida macedoniensis NA 1 (1.53%) 1
Rhodotorula spp NA 1 (1.53%) 1
Prototheca zopfii 7 (7.14%) NA 7
Total de aislamientos 98 (23.78%) 65 (15.77%) 163

Cuadro 1. Frecuencia de aislamiento e identificacidn

NA: No aislado
* Especies aisladas en ambos grupos de estudio
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DISCUSION

Con respecto a las muestras de leche de vacas con mastitis clinica de
curso crénico la levadura con mayor porcentaje de aislamiento fue Candida
krusei (60.2%), especie que ha sido reportada por Langoni y col., en
3.02% (37), Marin y col., con 44.5% (42) y Murillo en un 3.26% (47);
sequida de C. glabrata (15.3%), este hallazgo no ha sido documentado en
bovinos, no se encontrd informacién de aislamientos en la bibliografia
consultada; otra de 1las especies aisladas fue C. kefyr (4.08%),
Ralbaek y col., reportan un total de 13.33% de aislamientos (1), Félix
en 18.4% y 18.5% en procesos subclinicos y crénicos, respectivamente
(26), Murillo en 4.16% (47) y Rojano en 2.97% (57); C. albicans se
aislé en menor porcentaje (2.04%), comparado con los estudios realizados
por Félix quien la obtuvo en 33.3% (26), por su parte Langoni y col., la
obtuvieron en 4.96% (37), Marin y col., en 8.9% (42), Murillo reportd
15.2% de aislados (47) vy Rojano 4.76% (57). En la disminucidén de la
cantidad de aislamientos de C. albicans (comparando este estudio con el
de Félix en 1996) considerada como el principal patégeno micético
oportunista en mamiferos, las condiciones del muestreo, tiempo vy
temperatura de almacenamientoc de las muestras asi como la historia
clinica de las vacas, son fundamentales para explicar esta variacidn. En
afios recientes las investigaciones en pacientes humanos con depresién
del sistema inmunoldégico, declaran el aumento en la frecuencia de otras
especies del género Candida spp, favorecido por los tratamientos
antibacterianos prolongados y la falta de andlisis de laboratorio. En la
practica de la medicina veterinaria estas condiciones son muy similares,
por esta razdn es muy probable que ascienda la variabilidad de especies
de este género en procesos infecciosos. Referente a C. tropicalis,

especie encontrada en 2.04%, Aalbaek y col., la reportan con 6.66% (1),



Félix con 18.5% (26) y Murillo con 15.21% (47). En el caso de C. lambica
en ei presente estudio, se encontrdé en 1.02%, esta especie ha sido
reportada tanto en leche normal como en mamitosa (36); C. norvegica se
presentd con 4.08%, en casos de mastitis subclinica se obtuvo en 2.7%
(26); por lo que se refiere a C. parapsilosis aislada en 1.02%, ha sido
reportada previamente por Félix en un 11.2% en vacas con mastitis
clinica y en 10.5% en casos de mastitis subclinica (26), Lagneau y col.,
la reportan en animales sanos (36). De C. lusitaniae (1.02%), tampoco
se tienen informes ni en mastitis bovina ni en leche normal, la
informacién disponible es en casos de humanos inmunocomprometidos con
micosis sistémicas. Acerca del género Prototheca spp, identificado en 7
aislamientos (1.69%) en el presente trabajo, las referencias encontradas

son de Aalbaek y col., que identificaron de 45 cepas a Prototheca zopffi

en 11.11% (1), Bexiga y col., identificaron 6 cepas de P. zopffi
tomadas de cuatro vacas con mastitis subclinica (9), Carciofi y col., la
obtuvieron en 12.79% (17), Corbellini y col., reportaron esta especie en
9%(19), Costa y col., la aislaron de dos granjas: la primera, con

porcentaje de 14.95% en animales con mastitis subclinica y la segunda,
con 51% en casos clinicos (21); Costa y col., en otro estudio realizado
en un solo establo, a partir de 293 muestras reportaron 22.61% de
aislamiento (22), Janosi y col., en los Gltimos 2 afios han estudiado 223
casos de mastitis por P. zopfii, identificada en 32 granjas (32), Langoni
y col., la reportan en 2.15% (37); incluso en animales sanos, Ognean y
col., aislaron cepas de este género en dos granjas con porcentajes de

2.27% y 1.21% respectivamente (50).

En las muestras de animales sanos predominé C. glabrata (15.77%)
mencionada también por Lagneau y col., (36), seguida por C. viswanathil
con 9.23% de aislamiento, de la cual no se poseen informes en casos de

mastitis bovina o leche normal, al igual que C. intermedia, obtenida en




3.07%. De estas dos dultimas especies no esta claramente descrita su

patogenicidad, no se descarta que actien secundariamente como cualquier

agente oportunista. C. krusel se aisldé en un 7.69%, Ognean y col., la
reportan en un 6.9% (50), Lagneau y col., informan gue forma parte de la
microbiota mamaria (36). El porcentaje de aislamiento de C. kefyr fue

de 1.53%, esta especie se ha encontrado en algunos productos lacteos,

principalmente en quesos (56). A C. tropicalis se le identificé en
1.53%, Ognean y col., la revelaron como parte de la glandula mamaria con
20.8% (50), asi como Lagneau y col., (36). Otras especies identificadas
fueron C. guilliermondii y Rhodotorula spp, ambas con 1.53% de
aislamiento; C. guilliermondii la reportd Murillo en 33.33% vy a
Rhodotorula spp en 16.66% (47). Con 1.53% de porcentaje se encontraron
las especies C. macedoniensis y C. norvegica, de las cuales no hay

informes de su presencia en leche de vaca.

De la conservacién de las cepas, los autores consultados (3, 14, ,46)
recomiendan diferentes métodos de almacenamiento, segin las
caracteristicas del microorganismo. En el caso de las levaduras, para

lograr su crecimiento satisfactorio, cominmente se utiliza agar estéril
con sustratos proteicos (por ejemplo peptona), el pH adecuado es de 5 a
7, la presién osmdética es relativamente alta debido a la presencia de
sales o azlcares en el medio de cultivo, la temperatura &éptima varia de
25°C, 20°C, 15°C, hasta temperaturas de refrigeracién vy congelacién. La
finalidad de estos procedimientos es asegurar la viabilidad de las cepas
conservadas, su promedio de vida a temperaturas mayores de 0°C es de
hasta un afio ya que disminuye el metabolismo, en cambio, a temperaturas
bajo cero llega incluso a los 5 afios, pues las actividades bioquimicas
del microorganismo se detienen. En este estudio los sistemas utilizados
se eligieron por ser practicos, rapidos y econémicos. El porcentaje de

viabilidad obtenido en el sistema de refrigeracidén fue de 96.94%. Las
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cepas resembradas de éste sistema fueron recuperadas después de un afo.

Los aislamientos obtenidos, revelan que en animales con mastitis clinica
la especie que prevalece es (. krusei, este incremento se debe a las
diversas condiciones geograficas donde se muestred al ganado, tipo de
alimentacién (25), condiciones en la toma de muestra y metodologia de
aislamiento. Con relacién a C. glabrata, especie aislada con mayor
porcentaje en animales clinicamente sanos y en segundo lugar en animales
con mastitis clinica, no se cuenta con datos en ganado bovino para
realizar una comparacién, la informacidén acerca de su desarrollo como
patdgeno emergente es en la especie humana (39, 51, 61). Con relacién al
género Prototheca spp es un alga ambiental, cuyo hallazgo en leche
proveniente de animales afectados clinica y subclinicamente, asi como en

leche normal ha ido en aumento en las Ulltimas dos décadas, aln con estos

descubrimientos no queda claro si se trata de un patégeno primario u
oportunista.
En las explotaciones lecheras actuales, se conjuntan factores que

predisponen a la presentacién de mastitis, siendo determinante para la
mastitis micética las terapias y profilaxis antibacterianas prolongadas,
independientemente del origen de las levaduras (ya sea contagioso o
ambiental) o su via de entrada.

La evaluacién de la importancia clinica y epidemiolégica de las levaduras
involucradas en mastitis bovina, se encuentra afectada por diversas
causas, entre las que se mencionan: 1) restricciones en la obtencidén de
muestras clinicas, 2) falta de datos en la historia clinica o ausencia de
la misma, 3) dificultad del control aséptico en la toma de muestras, 4)
conservacién Yy transportaciodn adecuada de la muestra, 5) uso
indiscriminado de antibacterianos, 6) falta de estudios microbioldgicos de
la leche en forma periddica, 7) falta de higiene en los establos y 8)

ausencia de notificacidén ante casos de levaduras como agentes causales
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(51, 52). Por otra parte, la identificacién bioquimica convencional
consume un tiempo que varia de 3 hasta 21 dias dependiendo del género y la
especie. Debido a esto, en los uUltimos afios se ha incrementado el uso de
pruebas comerciales que permiten la identificacién en periodos de tiempo
mas cortos. Sin embargo, estos métodos no han sustituido a la
identificacién convencional ya que representan problemas al momento de

identificar levaduras de aislamiento poco frecuente (51, 52).

Por lo anterior, determinar si 1las levaduras son los agentes causales
primarios, o actlan como oportunistas en problemas mastiticos, dependera

de realizar una historia clinica confiable y efectuar oportunamente

anadlisis microbiolégicos.

A nivel de campo, se requiere hacer conciencia al ganadero de la presencia
de las levaduras como agentes involucrados en la mastitis y que no sélo
intervienen bacterias, esto se traduce en la implementacién de medidas
que a largo plazo favorezcan la disminucién de casos y por lo tanto

reducir las pérdidas econdmicas registradas hasta el momento.
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CONCLUSIONES

. La presencia de levaduras del género Candida spp en ambos grupos de
estudio demuestra que estos microorganismos son parte de la microbiota en

la gl&ndula mamaria.

. Candida krusei fue la levadura con mayor porcentaje de aislamiento en
leche proveniente de animales clinicamente afectados, mientras que C.

glabrata se aisldé en mayor porcentaje en muestras de animales sanos.

. El aislamiento de las especies identificadas como C. viswanathii, C.

intermedia y C. macedoniensis no ha sido resefiado en otros estudios.

U El método de conservacidn evaluado fue adecuado para la preservacidén de

cepas durante un afio.
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Esquema 1. Metodologia utilizada para el aislamiento de colonias
levaduriformes provenientes de leche
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Esquema 3. Metodologia llevada a cabo para la conservacién de cepas.
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ANEXO 1: PROCEDIMIENTOS DE PRUEBAS Y TINCIONES EMPLEADAS EN LA
METODOLOGIA PARA EL AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CONSERVACION

DE LEVADURAS

a) Tincién de Gram: esta herramienta diagndstica sirve para observar la
morfologia microscépica, agrupacién y afinidad tintorial

1. En un portaobjetos colocar una gota de agua destilada y una pequena
asada del cultivo.

2. Dejar secar y fijar a la flama.

3. Cubrir el frotis con solucién de cristal violeta, dejar actuar durante
30 segundos y lavar con agua corriente.

4. Cubrir el frotis con lugol, dejar actuar durante 30 segundos y lavar
con agua corriente.

5. Decolorar con 1 gota de alcohol acetona e inmediatamente lavar con agua
corriente.

6. Contrastar con la solucién de fucsina basica durante 30 segundos.

7. Lavar con agua corriente y secar.

8. Agregar una gota de aceite de inmersidén y observar al microscopio con
el objetivo de inmersién (27, 38)

b) Tubo germinal: consiste en la incubacién de células levaduriformes
individuales en plasma o sueroc bovino o equino, albimina bovina o liquido
amniético. El tubo germinal se observa como una elongacién unipolar de

estas células (26, 27, 52)

1. Flamear un asa bacteriolégica, enfriar en el agar y tomar una asada de
la colonia.

2. Inocular un tubo con el reactivo elegido.

3. Incubar a 37°C por un tiempo de 2 a 3 horas.

4. Realizar una preparacidén hameda.

S. Observar bajo el microscopio a 10x y 40x.
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Interpretacién de resultados:

Positivo: formacién de tubo germinal

Negativo: ausencia de tubo germinal

c) Tolerancia a pH acido: consiste en la incubacién de células
levaduriformes individuales en caldo Czapek-Dox con un pH de 1.1 y 1.5. La
tolerancia a pH 4cido es caracteristica de ciertas especies (25, 26, 51

1. Flamear un asa bacteriolégica, enfriar en el agar y tomar una asada de
la colonia.

2. Inocular un tubo con caldo Czapek-Dox pH 1.1 y otro tubo con pH 1.5.
3. Lectura a partir de las 24 a 72 h.

Interpretacién de resultados:

Positivo (crecimiento): turbidez en el medio

Negativo (no hay crecimiento): ausencia de turbidez

d) Produccidén de clamidoconidias: esta prueba se realiza en un medio para
produccidén de clamidoconidias, por ejemplo, agar harina de maiz o agar
Czapek-Dox adicionado con tween 80 al 1%. Estas estructuras se consideran
de resistencia y reproduccién asexual, tienen forma esférica de pared
gruesa (26, 27, 52)

1. Flamear un asa bacteriolégica, enfriar en el medio y tomar una asada de
la colonia.

2. Sembrar con la técnica de emparedado una caja Petri con agar Czapek-Dox
adicionado con 1% de tween 80.

3. Lectura a partir de 72 h hasta 7 dias de incubacién a 30°C, mediante la
observacién en microscopio con objetivo de 10x y 40x.

Interpretacién de resultados:

Positivo: produccién de clamidoconidias

Negativo: ausencia de clamidoconidias

e) Produccién de wureasa: algunas levaduras producen esta enzima que

desdobla la urea. (26, 27, 52)
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1. Flamear un asa bacteriolégica, enfriar en el agar y tomar una asada de
la colonia.

2. Sembrar con estria continua un tubo de agar urea.

3. Lectura desde las 24 h al dia 7.

Interpretacién de resultados:

Positivo (produccién ureasa): cambio del medio de amarillo a rosa

Negativo (no hay produccidén): el medio permanece amarillo

f) Fermentacién de carbohidratos: consiste en la incubacién de levaduras
para observar su capacidad de fermentar diferentes carbohidratos en un
ambiente carente de oxigeno (26, 27, 52)

1. Flamear un asa bacteriolégica, enfriar en el agar y tomar una asada de
la colonia.

2. BAgitar el asa en un tubo con 10 ml de agua destilada estéril y después
agitar el tubo en un Vértex.

3. Comparar la turbidez con el 0.5 de McFarland.

4. Tomar 0.5 ml de esta suspensién con una micropipeta de 1 ml vy
adicionar a cada tubo con carbohidrato.

S. Incubacién a 37°C y lectura a partir de las 24 h al dia 7.
Interpretacién de resultados:

Positivo (fermentacién): presencia de gas o burbujas en el tubo Durham
Negativo (no hay fermentacién): ausencia de gas

g) Asimilacidén de carbohidratos: esta prueba muestra la capacidad de las
levaduras para utilizar como substrato un carbohidrato (26, 27, 52)

1. Flamear un asa bacterioldgica, enfriar en el agar y tomar una asada de
la colonia.

2. Agitar el asa en un tubo con 10 ml de agua destilada estéril y después
agitar el tubo en un Vértex.

3. Comparar la turbidez con el 0.5 de McFarland.
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4. Tomar 0.5 ml de esta suspensién con una micropipeta de 1 ml vy
adicionar a cada tubo con carbohidrato.

5. Incubacién a 37°C y lectura a partir de las 24 h al dia 7.
Interpretacién de resultados:

Positivo (asimilacién): cambio de color del medio de rojo a amarillo
Negativo (no hay asimilacidén): el medio permanece rojo

h) Crecimiento en presencia de ciclohexamida al 0.1%: consiste en incubar
cepas levaduriformes en medio 1liquido nitrogenado adicionado con
ciclohexamida para determinar susceptibilidad (17)

1. Flamear un asa bacteriolégica, enfriar en el medio y tomar una asada de
la colonia.

2. hgitar el asa en un tubo con 10 ml de agua destilada estéril y después
agitar el tubo en un Vértex.

3. Comparar la turbidez con el 0.5 de McFarland.

4. Tomar 0.5 ml de esta suspensién con una micropipeta de 1 ml y
adicionar a cada tubo con el medio descrito anteriormente.

5. Incubacidén a 37°C y lectura a partir de las 72 h hasta 7 dias.
Interpretacién de resultados:

Positivo (no susceptible a ciclohexamida): crecimiento

Negativo (susceptible a ciclohexamida): ausencia de crecimiento

i) Asimilacidén de xilosa, inositol y dulcitol: esta prueba determina la
capaéidad de utilizar estos substratos, por parte de las levaduras {8,

16, 18, 35, 38, 49)

1. Flamear un asa bacteriolégica, enfriar en el agar y tomar una asada de
la colonia.

2. Agitar el asa en un tubo con 10 ml de agua destilada estéril y después
agitar el tubo en un Vértex.

3. Comparar la turbidez con el 0.5 de McFarland.
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4., Tomar 0.5 ml de esta suspensién con una micropipeta de 1 ml vy
adicionar a cada tubo con carbohidrato.

5. Incubacién a 37°C y lectura a partir de las 24 h al dia 7.
Interpretacién de resultados:

Positivo (asimilacién): cambio de color del medio de rojo a amarillo
Negativo (no hay asimilacién): el medio permanece rojo

j) Conservacién en refrigeracién (4°C)

1. Flamear un asa bacteriolégica, enfriar en el agar y tomar una asada de
la colonia del cultivo a conservar.

2. Sembrar con estria continua dos viales y un tubo con agar dextrosa
Saboraud e incubar a 37°C durante 48 h (40).

3. Pel mismo cultivo, tomar varias asadas e inocular un vial con 10 ml de
agua destilada estéril y refrigerar.

4. Después de la incubacidén sellar con parafilm el tubo, viales y
refrigerar.

k) Conservacidén en congelacién (-20°C)

1. Flamear un asa bacteriolégica, enfriar en el agar y tomar una asada de
la colonia.

2. Inocular con varias asadas un tubo plastico estéril con 1 ml de agua
destilada + glicerocl al 50% estéril y congela (40).

1) Conservacién en congelacidn (-70°C)

1. Flamear un asa bacteriolégica, enfriar en el agar y tomar una asada de
la colonia.

2. Inocular con varias asadas un tubo plastico estéril con 1 ml de agua

destilada + glicerol al S0% estéril vy congelar (40).
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ANEXO 2: ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVO, PRUEBAS
MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS

*Caldo dextrosa Sabouraud pH 3.5

Peptona de carne o de caseina...........cuuuuue.onn. 10 g
DeXEYOBaA. - . .t e e e e e e 40 g
Agua destilada.......... ... ... ... 1000 ml

Suspender 30 g del medio deshidratado en un litro de agua destilada,
mezclar bien hasta que se obtenga una suspensién uniforme la cual a su vez
se ajusta con acido clorhidrico a un pH de 3.5 con ayuda del potenciémetro.
Posteriormente se colocan 4.5 ml del medio preparado en tubos de 13 x 100 y

se esteriliza a 15 libras, 15 minutos a 121° (26)

*Agar dextrosa Sabouraud adicionado con cloranfenicol

Rgar bacterioldgico. ........ ... e 15 g
Peptona de carne/ caseina...............c.c.ouueaon. 10 g
DEXErOSa. . ... .. e 40 g
Cloranfenicol. ... ... ... i 500 mg
Agua destilada........... .. ... . . ... ..., 1000 ml

Medir el volumen requerido de agua destilada en una probeta y vaciarle
en un matraz de vidrio, pesar los gramos correspondientes de cada
ingrediente y agregarlos al mismo matraz, calentar con agitacién
constante hasta el punto de ebullicidn durante un minuto retirdndole del
fuego. Agregar el <cloranfenicol. Cerrar la boca del matraz con un tapén
de algoddn y gasa, proteger el tapédn con un sombrero hecho de papel vy
pegarle un trozo de cinta testigo. Esterilizar en autoclave a 121°, 15
libras y 15 minutos. Sacar el matraz del autoclave y dejar que se enfrie
un poco a temperatura ambiente, posteriormente, servir cerca del mechero

30 ml en cada caja Petri (26)
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* Crecimiento en presencia de ciclohexamida al 0.1%

Base de nitrdgeno para levaduras................... 10 g
DeXLrOSa. . . . it e e e 10 g
Ciclohexamida. ... ... e i e 0.1 %
Agua destilada. .. .. ... ... 1000 ml

Medir volumen del agua en probeta, separar 10 ml y el resto agregarlo a
un matraz. Los mililitros que se tomaron se depositan en otro
recipiente. Pesar los gramos de dextrosa, agregarlos al recipiente con
agua y disolver por agitacién. Pesar los gramos de base de nitrdgeno
para levaduras, agregarlos al matraz con agua y disolver por agitacién.
Esterilizar en autoclave, al mismo tiempo esterilizar tubos de vidrio
13x100 con tapdén de rosca. Diluir la ciclohexamida en acetona: 20 ml de
acetona por cada 0.1 g de ciclohexamida. Sacar el matraz de la
autoclave, dejar enfriar a temperatura ambiente para después filtrar por
una membrana de 0.45 micras la acetona con la ciclohexamida disuelta en
el agua con la glucosa, agitar. Adicionar 3 ml con una pipeta estéril a

cada tubo (27)

*Caldo Czapek-Dox pH 1.1 y 1.5

SACAYOBA .t v i vt e e e e e e e 30 g

Nitrato de sodio........ ... ... ... .. ... . ... 3 g

Fosfato dipotasico......... ... ... ... . ... ... lg

Sulfato de magnesio............ ...t 5 g

Sulfato ferroso...... ... ... ... 5 g

Cloruro de potasio............. ... ... 5 g

Agua destilada......... ... . ... ... 1000 ml

Medir el volumen requerido en una probeta, hacer el calculo

correspondiente (por cada 1000 ml de agua destilada se disuelven 35 g del

medio deshidratado) y vaciar en dos matraces para cambiar el pH de 7.3 a
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1.1 y 1.5, utilizando el potenciémetro. Servir 5 ml en tubos de bioquimica

y esterilizar por filtracidén (26)

*Agar Czapek-Dox adicionado con 1% de tween 80

CzapeK-DOX. . . oot e 50 g

Tween B0.. ... ... e e 1%

Agua destilada............. .. ... e 1000 ml

Medir volumen en probeta Yy vaciar a matraz, pesar los

gramos

correspondientes de cada ingrediente y agregarlos, calentar con agitacidn

constante hasta el punto de ebullicién durante un minuto retirdndole de la

flama. Cerrar la boca del matraz con un tapén de algoddén y gasa,

el tapén con un sombrero hecho de papel y pegarle un

testigo. Esterilizar en autoclave a 121°, 15 libras y 15 minutos.

proteger

trozo de cinta

Sacar el

matraz del autoclave y dejar que se enfrie un poco a temperatura ambiente.

Cerca del mechero depositar 25 ml en cada caja Petri (26,

*Agar urea

PePLONA. . . l1g

| 1 ol o - - lg
Cloruro de sodio.......... .. . .. . . . . i, S g
Fosfato moOnopotasico. . ... ... .. 2 g
Ura. . e 20 g
Rojo de fenol..... ... . . . . .. 0.012 g
Agar bacterioldgico....... ... ... ... ... .. 15 g
Agua destilada............. ... ... ... . ... ... 1000 ml
Disolver todos los ingredientes (29 g en total) en

destilada. Esterilizar esta solucién mediante filtracidn.

de agar bacterioldégico en 900 ml de agua destilada.

27)

100 ml

de agua

Disolver 15 g

Esterilizar en

autoclave, dejar enfriar hasta los 50 o 55°C para agregar la

solucion
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antes preparada. Mezclar bien y servir en tubos de 13x100 ml e inclinar

con un angulo de 45° para que solidifique (23)

*Fermentacién de carbohidratos al 1%

Base caldo rojo de fenol............... ... ... ... .. 15 g
Glucosa, sacarosa y lactosa..................... ... 1 g
Agua destilada. ... ..... ... e 1000 ml

Medir el volumen en probeta, separar 10 ml y el resto agregarlo al matraz.
Los ml separados se colocan ‘en otro recipiente. Pesar los gramos del
carbohidrato, agregarlos al recipiente con agua y disolver por agitacién.
Pesar los gramos correspondientes a la base, agregarlos al matraz con agua
y disolver por agitacién. Cerrar la boca del matraz con un tapdn de
algoddn y gasa, proteger el tapén con un sombrero hecho de papel y pegarle
un trozo de cinta testigo. Esterilizar en autoclave a 121°, 15 libras vy
15 minutos. También mandar a esterilizar tubos de vidrio de 13x100 con
tapén de rosca que en su interior tenga un tubo de Durham en posicién
invertida. Sacar el matraz del autoclave y dejar que se enfrie un poco a
temperatura ambiente para después filtrar por una membrana de 0.45 micras
el agua con 1la dextrosa disuelta y agitar. Con una pipeta estéril
adicionar 5 ml a cada tubo de vidrio 13 x 100 con tapdn de rosca hasta

cubrir el tubo Dirham (26, 27, 41

*Agsimilacién de carbohidratos al 1%

Base caldo rojo de fenol........... ... .............. 15 g
Glucosa, sacarosa y lactoSa...............couunuioo... lg
Agua destilada.............. ... e 1000 ml

Medir el volumen en probeta, separa 10 ml y el resto agregarlo al matraz.
Los ml separados se colocan en otro recipiente. Pesar los gramos del
carbohidrato, agregarlos al recipiente con agua y disolver por agitacién.

Pesar los gramos correspondientes a la base, agregarlos al matraz con agua
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y disolver por agitacién. Cerrar la boca del matraz con un tapén de
algoddn y gasa, proteger el tapdn con un sombrero hecho de papel y pegarle
un trozo de cinta testigo. Esterilizar en autoclave a 121°, 15 libras y
15 minutos. También mandar a esterilizar tubos de vidrio de 13x100 con
tapébn de rosca. Sacar el matraz del autoclave y dejar que se enfrie un
poco a temperatura ambiente para después filtrar por una membrana de 0.45
micras el agua con la dextrosa disuelta y agitar. Con una pipeta estéril
adicionar 2 ml a cada tubo de vidrio 13 x 100 con tapdén de rosca (26,

27, 41)

*Fermentacidén de carbohidratos al 0.5%

Base caldo rojo de fenol.....................c. ... 15 g
Galactosa, maltosa, trehalosa y rafinosa............ 0.5 g
Agua destilada........... .. ... ... ... ... 1000 ml

Medir el volumen en probeta, separar 10 ml y el resto agregarlo al matraz.
Los ml separados se colocan en otro recipiente. Pesar los gramos del
carbohidrato, agregarlos al recipiente con agua y disolver por agitacidn.
Pesar los gramos correspondientes a la base, agregarlos al matraz con agua
y disolver por agitacién. Cerrar la boca del matraz con un tapdn de
algodén y gasa, proteger el tapdén con un sombrero hecho de papel y pegarle
un trozo de cinta testigo. Esterilizar en autoclave a 121°, 15 libras y
15 minutos. También mandar a esterilizar tubos de vidrio de 13x100 con
tapén de rosca que en su interior tenga un tubo de Durham en posicidn
invertida. Sacar el matraz del autoclave y dejar que se enfrie un poco a
temperatura ambiente para después filtrar por une membrana de 0.45 micras
el agua con la dextrosa disuelta y agitar. Con una pipeta estéril
adicionar 5 ml a cada tubo de vidrio 1! = 100 con rtapén de rosca hasta

cubrir el tubo Durham (26, 41)
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*Asimilacidén de carbohidratos al 0.5%
Base caldo rojo de fenol
Galactosa, maltosa, trehalosa, rafinosa, arabinosa, xilosa, celobiosa vy
=1 113 o L= 0.5 g

Agua destilada. ... .. ... e e 1000 ml

Medir el volumen en probeta, separa 10 ml y el resto agregarlo al matraz.
Los ml separados se colocan en otro recipiente. Pesar los gramos del
carbohidrato, agregarlos al recipiente con agua y disolver por agitaciédn.
Pesar los gramos correspondientes a la base, agregarlos al matraz con agua
y disolver por agitacidén. Cerrar la boca del matraz con un tapén de
algodén y gasa, proteger el tapén con un sombrero hecho de papel y pegarle
un trozo de cinta testigo. Esterilizar en autoclave a 121°, 15 libras vy
15 minutos. También mandar a esterilizar tubos de vidrio de 13x100 con
tapén de rosca. Sacar el matraz del autoclave y dejar que se enfrie un
poco a temperatura ambiente para después filtrar por una membrana de 0.45
micras el agua con la dextrosa disuelta y agitar. Con una pipeta estéril
adicionar 2 ml a cada tubo de vidrio 13 x 100 con tapén de rosca. (26,

41)
*Agimilacién de adonitol, inositol, manitol y sorbitol al 0.5%

Base caldo rojo de fenol............................ 15 g
Adonitol, inositol, manitol y sorbitol.............. 0.5 g
Agua destilada. .. ... ... ... ... e e 1000 ml

Medir el volumen en probeta, separa 10 ml y el resto agregarlo al matraz.
Los ml separados se colocan en otro recipiente. Pesar los gramos de los
derivados, agregarlos al recipiente con agua y disolver por agitacidn.
Pesar los gramos correspondientes a la base, agregarlos al matraz con agua

y disolver por agitacién. Cerrar la boca del matraz con un tapdén de

algoddn y gasa, proteger el tapdn con un sombrero hecho de papel y pegarle
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un trozo de cinta testigo. Esterilizar en autoclave a 121°, 15 libras y
15 minutos. También mandar a esterilizar tubos de vidrio de 13x100 con
tapébn de rosca. Sacar el matraz del autoclave y dejar que se enfrie un
poco a temperatura ambiente para después filtrar por una membrana de 0.45
micras el agua con la dextrosa disuelta y agitar. Con una pipeta estéril

adicionar 2 ml a cada tubo de vidrio 13 x 100 con tapdn de rosca (23}
*Medios de conservacidn

a) Agar dextrosa Sabouraud

Agar bacterioldégico.............. ... ... 159
Peptona de carne o casefna................. .. ....... 10g
|8 o o - - R 409
Agua destilada....... ... ... ... 1000 ml

Medir el volumen requerido de agua destilada en una probeta y vaciarle
en un matraz de vidrio, pesar los gramos correspondientes de cada
ingrediente y agregarlos al mismo matraz, calentar con agitacidén
constante hasta el punto de ebullicién durante un minuto retirandole
del fuego. Con una pipeta vaciar 11 ml del medio en cada vial con
tapén de rosca y 10 ml del medio en cada tubo con tapén de rosca,
posteriormente cerrar sin mucha presién y colocar un trozo de cinta
testigo. Esterilizar en autoclave a 121°¢, 15 libras y 15 minutos.
Sacar de la autoclave y dejar sobre una superficie con 30 a 35° de

adngulo para que se enfrien y solidifiquen (26, 27)
b) Agua destilada + glicerol al 50%
Agua destilada

Glicerol
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En una botella microbioldégica colocar el agua destilada y agregar el
glicerol. Esterilizar en autoclave a 121°, 15 libras y 15 minutos.

Sacar de la autoclave y dejar enfriar a temperatura ambiente.
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