
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

AISLAMIENTO, IDENTIFICACION y CONSERVAClON DE
LEVADURAS AISLADAS DE LECHE DE VACAS

CLlNICAMENTE SANAS O CON MASTITIS CLlNICA
CRONICA

T E S 1 S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

Presen ta

GABRIELA SARAHI LUNA CASTRO

Asesores :

MVZ PhD ROBERTO ARNULFO CERVANTES OLIVARES

QFB Me CAROLINA SEGUNDO ZARAGOZA

MEXICO, D.F. 2005



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



AGRADECIMIENTOS

A mi f amilia: Ma nuel, S i l v ia y Kevin . Por t odas l a s t rayec t o r i a s g ratas y

no tan gra t as , por motiv a rme a continua r , por apoya rme incondici onalmen t e

pa r a que c a da d ía en mi v i d a no e x i s ta el a r r epen t i miento .

A mis familiares: Al berto , Álvaro, Edua r do, Ma ri se l a, Mart ha y Sa úl por

su tole ranc ia . Ángel , Esperanza e It zel por abr irme las puertas de s u

casa .

A mis asesores: al Dr . Cervante s po r su paciencia. A Carol ina por

mos t ra r me un c ami no que a ntes no hub iera imag inado , una alt e r na t i v a más

pa ra vivir.

A mis amigos: Al ma y César , por ofrecerme su comp r e nsión y consej o s .

A mis compañeros: Andi r a y Jesús, por darme s u c onfi a nza y un l uga r e n

s u s mentes .

A mi s otros compañeros : Manuel , J o s e ph y Sa úl por c r ee r en mí y

recordarme l o import ant e que e s el t rabajo .

A todas aquellas personas que sin i mpo r t a r l o s perjuicios me br i nd a r on

compañía y a mistad .

A Mildred , Porky y Lagar po r escucharme pac iente ment e y darme s eren idad .

Muchas gracias, este enorme beneficio personal y profesional no l o podré

pagar con los días que me quedan de v ida .. . a todos ustedes les dedico

este trabajo

---- --- - --- ~--



CONTENIDO

Página

RESUMEN 1

INTRODUCC IÓN 2

MATERIAL Y MÉTODOS 9

RESULTADOS 12

DISCUSIÓN 15

CONCLUSIONES 20

LITERATURA CITADA 21

ESQUEMAS 27

ANEXO 1 30

ANEXO 2 35



RESUMEN

LUNA CASTRO , GABRIELA SARAHÍ . Aislamiento, identificación y conservación
de levaduras aisladas de leche de vacas clínicamente sanas o con mast1t1s
clínica crónica (bajo la dirección de: Roberto Arnulfo Cervantes Olivares
y Carolina Segundo Zaragoza) .

El presente estudio se realizó con el fin de determinar la presencia de

hongos unicelulares en animales sanos y con procesos mastíticos de curso

crónico. Se tomaron muestras de leche de bovinos raza Holstein Friesian .

El muestreo se llevó a cabo en el Estado de México, Querétaro y DF. El

análisis de las muestras se realizó en el Laboratorio de Micología del

Departamento de Microbiología e Inmunología, FMVZ, UNAM . Se colectaron 412

muestras; 151 de animales clínicamente sanos y 261 con mastitis clínica de

curso crónico . El estado clínico de los animales se estableció mediante l a

prueba de California y signología clínica . Se aislaron un total de 163

cepas (39 .5%), 65 (15 .3%) de animales sanos y 98 (23 .8 %) de animales

enfermos . La identificación se realizó considerando la morfología colonial

y microscópica, así como características estructurales y bioquímicas . En

animales sanos, la especie que se aisló con mayor frecuencia fue Candida

glabrata y en animales con mastitis crónica c . krusei. En este último

grupo, también se obtuvieron aislamientos de un alga incolora,

identificada como Prototheca zopfii. Las cepas aisladas fueron almacenadas

en tres diferentes sistemas de conservación .
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INTRODUCCIÓN

La producción lechera se c onsidera priori t a r i a deb ido a que la leche e s

una materia prima i mpo r t a n t e por s u v a l o r aliment icio , s u s subproduc tos y

los grandes sectores que de ella dependen . En el ganado lechero e xisten

afecciones cl ínicas frecuentes , l o cual s e traduce en mermas e conómicas

importantes (6 , 10 , 12 , 55 , 56 ) . Un ejemplo de lo a n t e r i o r e s la mastit i s

(inflamación de la glándula mamari a) , los costos que impli ca a l a

producción (4 , 40 , 44, 63) son , entre otros: leche desechada po r uso de

antibióticos, honorarios del v e t e r i na rio , medicamentos , d isminuc i ó n en la

producc ión , incremento e n mano de obra , tasa de reemplazos y desechos

rendimiento e n l a

i nvo l un t a r i o s (6, 12, 54 ) . Cua nd o s e presentan p rob l e ma s de mastitis , la

compos ic ión de la leche cambia en forma negativa (lO) modi f i cándos e la

palatabilidad, estabilidad, conservación (40, 63) Y

producc i ón de der i vados lácteo s (28, 40, 43, 63) .

Es importante en la salud pública por las siguientes r a zone s : l a l eche

bronca proveniente de animales enfermos puede transmit ir mi croo r g a ni smos

involucrados en zoonosis , po r e jemplo: brucelos is , t ube r c u l o s is ,

listeriosis , nocardiosis y salmonelosis (4, 6, 63 ). Tamb i én se ha n

detectado residuos de fármac os como a lcaloides, antihistamínicos y

quimioterapéut icos (2 8 , 44 , 63 ) que pueden ocasionar hipe r sensibilidad en

forma de dermatitis atópica , incremento de la s ens ibil ida d ha c i a e l

consumo de a n tibióti co s principalmente en bebés y n iños , a s í como el

desarrol lo d e bacterias patógenas mu ltire sisten t e s.

Es te padecimiento e s multifactorial , s us causas i nvol ucran aspectos como :

• Mane jo clínico y zoo t é c n i co :

Us o de infusio ne s i ntra mamarias durante más de 5 d ías (55)

Fallas técnicas en el e q u i po de ordeño (ID, 55)

Fa lta de higiene durante la ordeña (4 , S, I D, 12 , 22 , 25, 55 )



• Instalaciones: 

Contaminación ambiental 

Humedad en instalaciones (8, 22, 54) 

Corrales sobrepoblados 

• ~ondición de los animales: 
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Niveles disminuidos de macrófagos, neutrófilos, linfocitos, IgG, IgA, IgM, 

lactoferrinas, lisozimas y lactoperoxidasas (5, 11, 48, 55, 63); ubres 

pendulosas por la destrucción de las láminas laterales de soporte (4), 

pérdida del sostén anterior o posterior debido a factores genét icos o 

niveles elevados de producción (5, 11, 29); conducto secretor con niveles 

bajos de queratina o alteraciones del 

del pezón (4, 8, 40,54) 

• Misceláneos: 

Traumatismos (40) 

cierre hermético en el conducto 

La clasificación de la mastitis se basa en el curso de la enfermedad, 

signologfa, pruebas diagnósticas y origen de 

involucrados (4, 10, 12, 40,42, 43, 53, 63): 

a} Subaguda . - duración de horas 

b} Aguda.- de 1 - 6 dfas 

los microorganismos 

c} Crónica.- de 7 días hasta 3 semanas (55) 

d} Clínica.- infección determinada mediante la palpación de cada uno de 

los cuartos de la ubre evaluando su consistencia, cambio de color o 

presencia de coágulos en la leche, utilizando la prueba de fondo oscuro. 

Los cambios en la producción son vi sibles cuando se realiza un análisis de 

los registros de producción 

e} Stibclínica . - infección que no manif iesta cambio externo alguno, los 

cambios se evidencian principalmente mediante las pruebas de Cal i fornia 

(CMT) , Wisconsin y conteo de células somáticas (10, 58) 
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En campo , l a prueba comúnmente prac ti ca da es l a CMT, prueba que dete r mina

la c antida d de ácido desoxi r ribon uclé ico (ADN) depe nd iendo pr i nc i pa l me nte

del número de leucocitos exis t e nte s e n l a l eche, med iante la cons is t e nc i a

de la gelificación , dada cuando reacc ionan vo l úme ne s iguales de leche y

de reactivo de Cal ifornia (3% de alkil a rilsu lfonato + púrpura de

b romocreasol ) . Estas punt uac i ones tenderán a e l eva r s e dura nte las 2

primeras y 2 últimas semanas de lactación , t a mb ién cuando la produ c c i ón

ha disminuido súbitamente por a lguna enfermedad (lO , 29 , 58 )

f) Mastit is

Número de células Ca lificaci ón
somáticas
0 - 200 .000 Nega tivo

150 .000 -500.00 I ndi cio o t raza

400.000 - 1 .0 00.000 +1

800 .000-5 .000 . 000 +2

Más de 5 .00 0 .00 0 +3

Lectura de la CMT

contagiosa o e ndó ge na : caus a da por mi c roor ganismos qu e

colonizan la glándula pudiendo ser propagado s d u rante e l ordeño , por l a

máquina o por el ordeñador . Por ejemplo : St reptoeoccus uberis, S .

agalactiae, S . dysgalactiae , Staphylococcus a ureus y Micoplasma spp (12)

g) Mastitis ambiental o e xógena: causa da por microorgan ismos que

normalmente no afectan la glándula, pudiendo infectar cuando el entorno

de la vaca, la ubre y los pezones permite penetración de éstos al i n t erio r

(a la cisterna del pezón ) . Por ej empl o: Es eheri chi a eol i , Kl e b si ella

pneumoniae, Enterobaeter aerogenes , Serra t ia s pp , Prote us s pp , Pse domonas

spp , Aetinomyees pyogenes, Corynebacterium b o vi s , Prototheca spp, Can d i da

a l b i can s , C. k r u s e i , C . pa r ap s i l o s i s , C. pel liculosa, C . stellatoi d ea ,

C. kefyr, C . tropica l i s, Cryp t oc oc c us n e oformans , Pich i a tarinosa ,

Rhodo toru l a muc i l a g inosa y Saccharomyces tragilis ( 2 , 12 ,18 , 28 )

El p r o ce so ma s tí tico d e c a rác t e r mi cót i c o comienz a un a ve z que el

mi c r oo rganismo penet ra a la g lándula . ini c iando un proceso inflama t orio,



la co lon i zac i ón
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se f avorec e a l ha be r poca competenci a po r nut ri ent e s y

espacio . Como una respuesta natural del tej ido , hay u n i ncremento de

células polimorfonucleadas (PLN) , eos i nó f i l os e h i st i o c itos (2) . que le

deterioran (42), r eempla zándo s e po r tej ido c on j unt i vo de c icat r izac i ón

(43) . Los PLN se conjugan con los factores de coagulación bloqueando los

vasos lactíferos menores e impid iendo el ordeño a fondo (40) . La

inflamac i ón p r ovocada por hongos unicelulares aún s iendo a nivel de

mucosas (15, 55 , 6 1) no cede ant e los t r a tami entos anti bacter ianos

tradicionales (33) deb ido a que la pared celular l e vaduriforme difiere de

la bacteriana e n sus componentes (es ter o les, celulosa y quit ina ) .

Entre "l o s repo rtes sobre mas ti t i s micótica , se encuentran los de Co s ta y

col . , qu ienes en 1993 , mencionan que en 22 es t a b los de 16 distritos de l

estado de Sao Paulo e n Brasil, de 20 78 muestras de leche proven ientes de

va c a s sanas y con mast itis subcl ínica y cl íni ca, a islaron hongos e n 251

mues tras , de és tos el 8 3 % co rre s pond i e r o n a levadura s t a les como :

Cryptococcus spp , Rhodotorula spp , Candida spp, Trichosporon cutaneum,

Aureobasidium pullulans y Pichia ohmeri y el 17 % a hongos f ilamentosos

como As p e r gil l u s spp , Penicilli um spp , Al t ernaria spp , Phoma s pp,

Epicoccum spp y Geotri chum spp (20 ) . En Dinamarca d ura nte 1 994 Aa l baek y

col . , obtuvieron de 2 8 96 muest ras provenientes de a n imales c on mast it is

s ub clínica y c l í n ica , 45 ai slamientos, principalmente de l gé ne ro Candi da

spp y del alga Protothe ca zop f ii ( 1 ). En 19 96 Lagneau y col . , d e Bél g i ca,

a na l iza r o n 80 mue s t r a s de leche de animales enfermos y 463 de animale s

sano s, c on 44 Y 10 6 ais l a dos respectivamente. Las identificaciones

micót1 cas e n e l p r ime r grupo corresponden a : Candi da k e f yr , C. caten ulata

y C. lambica ( r e c upe r a da s también de leche normal) . Del segundo : C.

parapsilosis . C . gui ll iermondii , C. tropica lis, C . g labrata y Trichosporon

asahi i (36) . Mientras Langoni y col .. en 1998 analizaron 464 muestras de
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mamitosa y 32 0 con mastit i s subc l í ni c a , obteniendo 98 y 22

aislamientos , respectivamente . Identif ica r on Candida albican s , C. k r usei,

Geotrichum candidum, Aspergillus f umiga tus , A. t e r r e us, Mucor spp ,

Cephalosporium, Prototheca zopfii, Torulopsis spp , Rhi zopu s spp,

Cryptococcus neoformans y Trichosporon spp (37 ) . Por su parte , Gundu z y

col ., en 1999 en la región de Kony a en Turquía, estudiaron 733 mues t ra s

de leche de vacas con mastit is c l í n i c a . ident if icando l o s género s Can dida

spp , Rhodotorula spp, Geotrichum spp , Tri chosporon spp , Aspe rgi ll us

spp , Penicillium spp, Rhizopus spp , coccidioides spp , e Hi stoplasma

spp (31) . En Transilvania durante e l año 200 1 Og nean y col. , co lec taron

muestras de 8 establos lecheros , 412 de an imales sanos y 482 con ma s t i ti s ,

aislando Prototheca sPp . en ambos grupos (50) . En este mismo a ño

Kr uko ws k i y col . , en la r e g i ó n de Lubl i n, Polonia mues t r e a ron 172 vacas

con mastitis clínica y subclínica, obteniéndose 604 muestras, e n 58 de

é s tas hubo a islamiento de l os géne ros Candi da spp, Rhodo t oru l a s pp y

Trichosporon spp (34). Durante octubre de 2002 y febrero de 200 3 Marín y

col ., colectaron 260 muestras de vacas con mastit is, a is lando 4 5 c e pa s de l

género Candida spp , las especies se identi f i caron c omo : C. krusei , C.

rugosa , C. albicans y C. guilliermondii (42) .

Con respecto a México, Stevens en 1965 de 120 muestras de bov i nos con

mastitis crónica, aisló diversos géneros fúngicos, como : Geotri chum spp,

As p e r gi ll us spp , Cepha l ospori um spp , Fusarium spp , Muco r s pp y

Penicillium spp (60) . Zavala en 1966 de 400 muestras de bov inos afec t ados

con mastitis, aisló 104 cepas , siendo los de mayor frecuenc ia l o s g éne r os

Aspergi l l us spp, Muc o r spp , Penicillium s pp y Rhizopus spp (64 ) . Muri l l o

e n 1978 r epo r tó e n 92 mue s tra s de a nima les c l í n ica me nt e enf e r mos 24

aislamientos , i de nti ficados como : Can di da albicans , C . g uil l ier mond i i . C.

k r us e í , C. kefyr , Cryp tococcus n eofo r mans y Saccharomyces spp . En 62

muest r as de a nimales cl ínicamente sanos obtuvo 6 a i s lamien t os ; Candida
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Rhodotorula s pp (47 ) . En 1988 Rojano

ais l ó de 168 muest ra s de leche mamitosa, 42 c e pas l evaduriformes

correspond i entes a : Can di da gui l l i e r rnon d i i , C . kefy r, C . albi cans y

Rhodotorula spp (57 ) . As í también , Fé l i x e n 1996 reportó de 148 mue st r a s

de v a c a s con ma s t i ti s subclínica 38 a i slami e ntos con la ident ificación

Candidasiguiente :

albicans, C.

guilliermondi i , C.

t ropi cal is y C . norvegensis ;

k efyr,

y de 63

C. parapsilosi s , C.

muestras con mastitis

clínica , obtuvo 63 aislamientos : Candi da albi c an s , C. gui l li e rrnondii , C.

kefy r, C. tropicalis , y C. pa rapsi los i s (2 6) .

Po r Lo que s e r ef iere a las levadu ras repo r tadas en leche. han sido

cons ide radas a pa t óg ena s (en su mayo r í a) s i e ndo i mpor t a nt e s en l a

industria al imenticia pues interv i e ne n en p r o c eso s de fe rmentación que

aumentan el valo r gastronómico de los a l i mentos, s e ha n r e port ado :

Debaryornyces hansenii, Kl uy verorny ces rna rxianus va ri e dad rnarxianu s (antes

K. fragilis ) , Kluyverornyces rna r x ian u s v a ro lactis (antes K. l act i s) ,

Saccharornyces cerevisiae, Candi da l i p olyt ica var o lipolytica , C.

lac t icondensi (ant e s Toru lopsis lactis-condensi) ,

Saccharornyces exiguus (2).

C . kefyr (13 , 55 ) Y

La conservac ión de mi c r oo r gani smos a isl ados s e l l eva a cabo en los

laboratorios de enseñanza e invest igación , la s cepas a i s l a da s deben

mantene r s e en una colección pa ra d ispo ne r en e l fu t u ro de co l onia s

típ icas y at íp i cas de los hon gos patógenos, as í como de los opor tunistas .

El objetivo de mantenerlos es preservar su v iabil i da d sin v a ri a c i o ne s (3,

14 , 46) .
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Justificación.- Deb ido a la i mpo r t a nc i a económi ca y san i t aria de la

mastitis en la producción l echera bovina se determinó la microbio ta

levaduriforme presente en leche de animales sanos así como aquella

involucrada en procesos mastíticos , para obtener una posible e xplicación

del papel de las levaduras en es t a enfermedad .

Hipótesis.- En vacas c l í ni c a me nt e sanas las levaduras a isladas se r á n

diferentes en cuanto a cant idad, géneros y especies respecto a las

aisladas en animales afectados .

Objetivo.- Ai s l a r . i denti f i c ar y cons erva r levaduras obtenidas de l e che de

ganado vacuno clínicamente sano o con mastitis clínica crónica.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Material biológico

Se u t i l i zaron 300 vacas mayores de 24 me s e s raza Hol ste in Friesian

alojadas e n es t ablos part icu l a r e s de p roducción intens iva, en los estados

de México , Que réta ro y DF. El muestreo r e a l iza do fu e de c o nveniencia, e n

t ota l s e obt uv ieron 412 muestra s: 151 de a n imale s clínicamente sanos y

261 co n mast itis c líni c a de curso c rón ico .

Colección de muestras

Se t oma r on muestra s de leche de un cuarto en c a so de vacas sanas y de cada

c uar t o af e ctado en caso de va c as e nfermas . Para ve r i f i c a r e l e s tado

sani tario d e l a s vacas s a na s se r e a liza ron pa lpa c i one s a la ub re ,

ap r ec i ación organolépt ica de l a leche y prueba negativa de Ca l iforn i a,

ademá s de l a histo ria c l í n ica .

El muest reo s e llevó a cabo ant e s del ordeño , lavando l a ubre c on j abón ,

secando y des infectando l a punta del pezón con una so l uc ión yodada o

a l cohol a l 70 %, v o lviendo a s ecar . Se t omaron 15 mI c uidando que l a boca

de l recipiente no tocara al pezón (26 , 43, 63) . Los rec i p i entes

u tiliza do s fueron de tapón de r osc a y es t eri l i zado s pre vi a mente.

Transporte de muestras

La leche colectada se mantuv o a 4 °C durante s u t rasl a do , pa ra p re s ervar

los mi croor ga nismos y ev i t a r p rocesos de fe r men t a c i ón (45, 63). La s

mue s t ras s e transporta ron al labora torio de Mi colog ía d e l a Fa c ul t a d de

Medic i na Veterinari a y Zootec n ia (FMVZ) , UNAM , pa r a el aislamiento,

ident if i cac ión y conse r vac i ón de levadu ras .

Aislamiento

La l e che s e i nc ubó a 37°C du rant e 15 mi n para l i be r a r los microorganismos

de las pa rtí c ulas gras a s de l a leche . Se tomaron 0. 5 mI de c a da muestra

para inocular (63) en un tubo con 4 .5 ml de caldo dextrosa Sabouraud
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(CDS) pH 3.5 , ho moge ne izando e i nc uba nd o a 37 ° C, al mismo tiempo, se tomó

una asada de la leche y se real izó u n froti s fij o para o b se rva r l o con

tinc ión de Gram . Las muestras de leche se almacena ron en c ongel a ción, a ­

20°C .

Después de 10 días de incubación, se tomaron 50 ~l d e cada tubo (CDS +

leche) y se sembraron con la técnica d e a is l amiento en c u lt i vo puro en

cajas Pet r i con agar dextrosa Sabouraud ad ic ionado c o n cloranfenicol

(SDA+C) incubando nuevamente a 37 °C d e 24 a 72 h (18 , 26) . En los casos

con crecimiento , se observó la mo rfo l o g í a c o l o n i al s egún l o s

parámetros de color, consistencia, agrupación , e levación, tonalidad y

olor. La morfología microscópica (a f i ni d a d t i nto r ial , t a maño y f orma ) s e

apreció mediante la realización de f rotis fi j o co n tinción de Gram de la

(s ) c o l oni a ( s ) desarro lladas. La s colonias qu e cor r e s pond i e r on a

levaduras se purificaron (aislamient o en cultivo puro ) , c on e l fin de

evitar contaminación bacteriana o la presencia de más de d o s morfologías

levaduriformes. (Ver esquema 1, anexos 1 y 2 )

Identificación de levaduras

La identificación micótica se estableció cons iderand o característ icas

morfológicas y metabólicas (8, 13, 16, 18, 35, 38 , 41 , 4 9 , 52 , 59). Todas

las pruebas se realizaron con cultivos de 4 8 h d e desarrol lo . Las

caracte ríst icas morfológicas e va l uada s fueron : forma , tamaño y f o rma c i ón

de est ructuras de reproducción a s exual (cla midocon i d ia s , blas toconidias ,

pseudomicel ios o micelios verd a deros) y

18 , 38, 49, 59 ) .

formación de tubo germinal (16,

Co n respec t o a l as ca r ac t e r í s t i c a s fis i ol óg icas s e evaluaron : a)

c recimi e n t o en presencia de 0 .1 % de c ic lohexa mida (35, 38) , b ) c rec i mi e n to

a p H 1. 1-1.5, c ) p r oducc i ó n de ureasa (3 5 , 38, 49 ) , d ) as imilación y

ferme ntac ión d e d e xt r o s a , saca rosa, ma l t o s a , g al a ctosa, t rehalosa ,

l a c t o s a , y rafinosa, e) asim i l ac i ó n de x il o s a, a ra b ino sa, celob i osa ,
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ramnosa, adonitol, manitol, inositol y sorbitol (S , 16, i a. 33 , 3S, 49,

S2 ) . (Ve r esquema 2, a nexos 1 y 2)

Conservación de cepas

Las cepas se pueden mantener en agar , transfir iendo per iódicament e a

medios frescos inclinados y a sea a temperatura ambiente (lS 'C a 20'C) o en

refrigeración (S'C a S'C), a estas mismas temperaturas el método de agua

destilada estéril es muy práctico y ef icaz . La mezcla este r il izada de

agua destilada y glicerol en diferentes porcentajes se utiliza para el

mantenimiento en congelación (o'C a -130 ·C) . El aceite mineral estéril es

empleado para hongos filamentosos . El congelamiento con nitrógeno líquido

mantiene los microo rganismos viables durante c i nco año s ( 3) . La t é cni c a

más conveniente es la de lio fi l i zació n , pues pe r mi t e co nse r var ho ngos

hasta por 30 y 40 años, sin posibilidad de contaminación . Sin embargo , el

inconveniente principal de estas dos últimas técnicas es su alto costo . Al

obtener un inóculo de una cepa conservada, se debe regresar a su

temperatura inicial inmediatamente, para evita r un choque térmico (14).

Las cepas se conservaron en tres sistemas :

*Refrigeración (4°C ) en agar dextrosa Saboura ud . El c u l tivo a c o nserva r

se incubó a 37°C durante 24 h, posteriormente se tomó una asada,

equivalente a 2S0 unidades formadoras de colonias (UFC) y s e sembró en un

tubo con SDA

*Re f r i g e r a c i ó n (4° C) e n agua dest ilada e stér i l . El cu l tivo a conserva r

se incubó a 37°C durante 24 h , poster iormen t e s e t oma ron 2 a 3 a s a da s

(SOO-7S0 UFC) y se inoculó un tubo con 1 mI de agua de s tilada e s t é r il

*Conge lación ( - 20 °C Y -7 0°C ) e n agua desti lada + g l i c e r o l e s t éril al

SO~ . El cult ivo a cons e rva r s e i ncubó a 37 °C dura nt e 24 h , poster i o rmen te

se tomaron c ua tro asadas (1000 UFC) , i no cul a ndo una en cada tubo con 1 ml

de a g u a dest ilada + glicero l al S O ~ esté ri l , do s t ubos s e g uarda r on a ­

20° C Y dos a - 70° C. (Ve r e squema 3, anexos 1 y 2 )
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RESULTADOS

En las 2 6 1 muestras de a n i ma l es en f ermos , s e o b tuvi e r on 98 ais lamientos

(23 .78 %); de los c ua l e s, 5 9 (60 .2%) corresponde n a Can di da krusei , 15

( 1 5 . 3 %) C . glabrata, 4 (4.08% ) C . kefyr, 4 ( 4 . 0 8 %) C. nor vegi ca, 2

(2 .04%) C. albicans , 2 ( 2 .04%) C. albicans var o stellatoidea, 2 (2.04 %)

C. tropicalis, 1 (1.02 %) C . lambica , 1 (1. 0 2%) C. lusitaniae , 1

(1 .02%) C. parapsilosi s y 7 (7 .1 4%) ais lami e ntos de Prototheca z op f i i .

En las muestras de animales sanos, d e 65 ( 15 . 77%) a i s l ami e ntos , 46

corresponden a C . glabra ta (70.76 %) , 6 (9 . 23 %) c. v i swana t h i i , 5 (7 . 69 %)

c . krusei , 2

norve g i ca , 1

O .on ) c .

(1. 5 3%) c .

interme di a . 1 (1. 5 3%) C . kefyr,

gui lliermondi i , 1 (1. 53 %) C .

1 (1.53% )

trop i ca l i s .

c.

(1 .53%) C. macedoniensi s y 1 ( 1 . 5 3%) Rhodotor ul a spp (Ve r cuadr o y fig ura

1) .

En t otal, se conservaron 163 cepas : 15 6 de levaduras y 7 de algas , de

éstas se recuperaron 15 6 de levaduras y 4 de a lgas . En las 156 muest r a s

con aislamiento, 7 tuvieron e l de s a rrollo de dos c o l on i a s de levadura s

d iferentes, en el resto, sól o un t ipo de colonia por muest ra . El

crecimiento de hongos filamen tosos fue de l 0. 9 7 %.
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Identificac ión Enfermos Sanos Número
n =2 61 n =1 5 1 de

a is lami ento
Núme r o y Porcentaje de total

Aislamientos

Candi da krus ei* 5 9 (60 . 2%) S (7 . 69%) 64

Candida glabrata * 15 (4 .08%) 4 6 (70. 7 6 %) 6 1

Candida kefyr* 4 (4 .08%) 1 (1. 53%) S

Cand ida nor vegica* 4 (2.04% ) 2 (1. 53 % 6

Candida albicans 2 (2 . 04%) NA 2

Candi da t r op icali s* 2 (2 .04%) 1 (1 .53 %) 3

Candi da albicans 2 (2 .04% ) NA 2
v a r o stellatoidea

Candi da lusi t aniae 1 (1. 02%) NA 1

Candi da lambi ca 1 (1.02%) NA 1

Candida parapsilosis 1 (1. 02%) NA 1

Cand ida v i s wana t hii NA 6 (9 .23%) 6

Candi da in termedia NA 1 (3 . 07%) 1

Candida gu i l l iermondi i NA 1 (1. 53 %) 1

Candida rnacedoniensis NA 1 (1.53%) 1

Rhodo t orula spp NA 1 (1. 53%) 1

Pro to t he ca zopfi i 7 (7 . 14%) NA 7

Total de aislamientos 98 (23 .78%) 65 (15 .77%) 163

Cu a d ro l . Frecuenc ia de a is l ami e nto e i de n t i f icación

NA: No ais lado
Es pec i es a islad as en a mbo s gru pos de estudio
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DISCUSIÓN

Con respecto a las muestras de leche de vacas con mastitis clínica de

curso crónico la levadura con mayor porcentaje de aislamiento fue Candida

krusei (60 .2%), especie que ha sido reportada por Langoni y co l . , e n

3 .02% (37), Marín y col., con 44.5 % (42) y Murillo en un 3 .2 6 % (47) ;

seguida de C. glabrata (15 .3%), este hallazgo no ha sido documentado en

bovinos, no se encontró información de ai slamientos en la bibliografía

consultada; otra de las especies aisladas fue C. kefyr (4 . 08%) ,

Aalbaek y col., reportan un total de 13 .33% de a islamientos (1), Félix

en 18 .4% y 18 .5 % en procesos subclínicos y crónicos, respectivamente

(26) , Murillo en 4 .16% (47) Y Rojano en 2 .97% (57); C. albicans se

aisló en menor porcentaje (2 .04% ), c o mp a r a do con los estudios realizados

por Fé lix quien la obtuvo en 33 .3% ( 26 ) , por su parte Langoni y col. , la

obtuvieron en 4.96 % (37) , Marín y co l . . en 8 .9% (42), Murillo repo rt ó

15.2% de ais lados (47) y Rojano 4 .76% (57). En la disminución de la

cantidad de aislamientos de C. albicans (comparando este estudio con el

de Félix en 1996) considerada como el principal patógeno micótico

oportunista en mamíferos , las condiciones del muestreo, tiempo y

t emperatura de almacenamiento de las muestras así c omo la h istoria

clínica de las vacas , son fundamentales para explicar esta v a ri a c i ó n. En

años recientes las investigacione s en pacientes humanos con depresi ón

del s istema inmu no l óg i c o , d e c l a ran el a ume nto en la f rec uenc i a d e otras

especies del género Candida spp, favorecido por los tratamientos

antibacter ianos p r olongados y la fa lta de anál isis de laboratorio . En la

prácti ca d e la me d i c ina ve t er inar i a estas condi c ione s s o n muy s imilares,

por e s t a ra zón es muy p r o b a b l e que ascienda l a v a r i a b i l i d a d de especies

de es t e g éne r o en procesos inf ecciosos . Re f ere nte a C . tropica li s,

e s pe c i e enc ont rada en 2 .04%, Aa l b a ek y c o l., l a reportan con 6 .66% ( 1 ) ,
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Fé lix con 18 .5 % (26) Y Muril lo con 15. 21% (47 ). En e l c a so de C. lambica

en el presente estudio, se encontró en 1.02 %, es ta especie ha s ido

reportada tanto en leche normal como e n mamitosa (36); C . norv egica se

presentó con 4 .08 %, e n c a s os de mast i t is subc línica se o btuvo e n 2 . 7%

(26); por lo que se refiere a C. parapsilosis aislada en 1 .02 %, ha sido

reportada previamente por Fél i x en un 11 .2 % en vacas con ma s t i t i s

clínica y en 10 .5 % en casos de mastit is subclínica (26) , Lagneau y col.,

la reportan en animales sanos (36 ) . De C . lusitani ae (1 .0 2% ), tampoco

se t ienen informes ni e n mastitis bovina n i en l e c he no r ma l , la

información d isponible es en casos de humanos i nmuno c omp r ome tido s con

micosis sistémicas . Acerca del género Prototheca spp , identi f icado en 7

a islamientos (1. 6 9%) e n el prese nte t rabajo, las referenc i as encont rada s

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

en 11.1H (1) , Bexiga y c o l ., identif icaron 6 cepas de P . zopffi

tomadas de cuatro va c a s con masti ti s subc l ínica (9), Ca rciofi y co l . , 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 mastit is subc l ínica y la segunda,

con 51% en casos clínicos (21); Cos ta y co l. , en o t ro estudio reali zado

en un solo establo, a part i r de 29 3 muest ras r e port aron 22 .61 % de

aislamiento (22 ) , Janosi y col . , en los ú l timo s 2 años han estudiado 223

casos de mastitis por P . zopfii, identificada en 32 granj a s (32 ) , Langoni

gé nero en dos g ranjas con porcentajes de

y col. , la reportan en 2 .1 5%

col. , ais laron cepa s de es te

(37) ; incluso e n animales sanos, Og ne a n y

2. 27% Y 1 .21 % respectivamente (50).

En las mue s t r a s de an imales sanos predominó C . g labr a t a ( 1 5 .77%)

menc ionada tamb i én por Lagne a u y col ., (36), s e g u ida por C. vi s wan a th i i

con 9.2 3% de ai s lamien t o , de la cual no se pose en informes en cas o s de

ma s ti t i s bov ina o leche normal , a l i gual qu e C. intermedia , obte nida en
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3 . 07%. De e stas dos úl timas especie s no está claramente desc r i t a s u

pa t og enicidad, no se descart a qu e ac t úen s e c undar i a men t e como cualqu ier

agente oportunista . c. krusei se ai s ló en un 7 . 69% . Og ne a n y c o l . . la

reportan en un 6 .9% (50), Lagneau y col . , informan que forma parte de la

mi c robiota ma ma r i a (36) . El po rcent a je de aislami ento de C . kefy r fue

de 1.53 %, esta espec ie se ha encont rado en algunos productos lácteos,

principalmente en quesos (5 6) . A C. tropicalis se le identificó en

1.53%, Ognean y col ., la revela r on c omo parte de la gl ándula mamar i a con

Ot r a s e species ident i f icada s20 .8% (50),

fueron C .

así como Lagneau y co l . , ( 6) .

gu illierrnondii y Rhodotorula spp , ambas con 1. 53% de

aislamiento; C. guil1iermondi i la repor t ó Muril lo en 33 .33% y a

Rho do t orula s pp e n 16 .66% (47). Con 1 . 53% de porcentaje s e encontraron

las especies C . macedonien s i s y C . n or v e gi c a, de las cuales no ha y

i n f o r me s de su presencia en l eche d e vaca .

De la conservación de l a s cepas , l o s a utores consultados D , 14, , 46)

recomiendan diferentes métodos de almacenamiento , s egún las

característ icas del microorganismo . En el caso de las levaduras, para

lograr su crecimiento sati s factorio , comúnmente se ut ili za aga r esté r il

con sustratos proteicos (por ejemplo peptona) , el pH adecuado es de 5 a

7, la pres i ón o smó ti c a es relati va men t e al t a deb ido a la p resencia de

sales o azúca res en el med i o de c ul tivo, l a temperatura ó p t i ma va ri a de

25 ' C, 20 ' C, 1 5 ' C, hasta t empera tu r a s de r ef rigera c ión y cong e l a c i ón . La

f ina lidad de e s tos procedimientos es asegurar la v i a b i l i da d de las cepas

conservadas, su promedi o de v ida a temperaturas ma yo re s de o 'e es de

hasta un a ño ya que disminuye el metabol ismo, en c ambio , a temperaturas

bajo cero llega incluso a l o s 5 años , pues las actividades bioquimicas

del mi croorga ni smo se detienen . En e ste estudio los sistemas utilizad o s

se eligieron por ser p r ác ti c os , rá pidos y e conó mico s . El po rce n t a j e de

v i a b il i da d o b t e ni do en el s is t ema de re fr ige ración fue de 96 . 94 %. La s
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cepas resembradas de és t e s i s t ema f ueron rec upera da s después d e un a ño .

Lo s a islamientos obteni dos, reve lan que en animale s con masti tis cl ínica

l a especie que p revalece es c. k r use i , e ste i nc r eme nto s e debe a las

diversas condic iones geográf i cas donde s e muestreó a l ganado , t i po de

alimentación (25), condiciones en la t oma de mue s t r a y metodo logía de

a islamiento . Con r e l a c ión a C. glabra ta , especie aislada con mayor

po rcenta je en a nima les cl ínic a mente sanos y e n segund o l ugar e n animale s

con mastitis clínica, no s e cuenta con datos en ganado bovino pa r a

r ea li za r una c omparación , l a información acerc a de s u de s a r r o l l o como

patógeno eme rgent e es en la especie humana ( 3 9 , 51 , 61) . Con r elación al

género Prototheca spp e s un alga ambiental , cuyo hallazgo en leche

proveniente de animales afectados cl ín ica y s ubc línicamente, as í como e n

leche normal ha i do en aumento en l a s ú l tima s dos décadas , aún con e stos

c la r o s i s e trata de un pat óge no primario udescubrimientos no queda

oportunista.

En las explotaciones lecheras actuales, se conjuntan f actore s qu e

predisponen a la presentación de masti ti s , siendo determinante para l a

mastitis micótica las terap i as y prof i l a x is ant ibacter i ana s p r o long a da s ,

independientemente del origen de las levaduras (ya sea contag ioso o

a mbi e n t a l ) o su vía de entrada .

La evaluación de la i mpo r t ancia c l ínic a y epidemiológica de las l ev adura s

i nv o l uc r a da s e n mast iti s bov ina, s e encue n t r a afectada por di ve r sas

c~usas , entre las que s e me ncionan : 1) res tri c c i one s en la obt enc i ón de

muestras clínicas , 2) falta de dato s e n l a historia cl ínica o ausencia de

la mi s ma, 3) d if i cu l t ad d e l control aséptico en la toma de muestras, 4 )

c ons e r v a c i ó n y transportac i ón adecuada de l a mue s t r a , 5 ) us o

indiscriminado de ant ibacterianos , 6) falt a de estud i os microbiológicos de

l a leche en forma pe r i ód i c a , 7) fa l t a de higiene e n l o s e s ta b los y 8 1

a u s e nc i a de no t i f i c a c i ó n ant e c a sos de leva dura s como agen t e s causa les ,

------ - - -- - - - - - -~
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otra parte , l a i de n t i f i cación bioq uími c a convenc ional

consume un tiempo que var ía de 3 hasta 21 d í as d e pe ndiendo del género y la

espec ie . Debido a esto, en los ú l t i mos años s e ha i ncreme n t a do el uso de

pruebas comerciales que permiten la ident if i cació n e n per iodos de ti e mpo

más cortos . s in embargo, estos métodos no han sus t ituido a l a

identificación convencional ya que representan problemas al momento de

i de n t i f i c a r levadu ras de a islamiento poco frecue n t e (51, 52 ) .

Por lo anterior, determinar si las levaduras son los agentes causales

primarios, o actúan como oportunistas en problemas mas t ít icos, dependerá

de realizar una historia clínica confiable

análisis microb iológico s .

y efectuar opo rtunamente

A nivel de campo , se requ iere hace r conc i e nc i a a l ganade r o de la presenc ia

de las levaduras como a gent es involucrados en l a mas tit i s y que no s ó l o

intervienen bacterias. esto se t r aduc e en la implementación de medidas

que a largo plazo favore zcan l a d isminuci ó n de casos y por lo tanto

reducir las pérdidas económicas regist radas hasta el momento .
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CONCLUSIONES

• La presencia de levaduras del género Candida spp en ambos g r up os d e

estudio demuestra que estos microorganismos son parte de l a microbiota en

la glándula mamaria.

Candida krusei fue la levadura con mayor porcentaje de aislamiento en

leche proveniente de animales clínicamente afectados, mientras que C.

glabrata se aisló en mayor porc en t a j e e n muest ras de a n i ma l e s sanos .

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

intermedia y C. macedoniensis no ha s ido reseñado en otros estud i o s .

El método de conservación evaluado fue adecuado para la preservac ión de

cepas durante un año .
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ANEXO 1: PROCEDIMIENTOS DE PRUEBAS Y TINCIONES EMPLEADAS EN LA

METODOLOGÍA PARA EL AISLAMIENTO, IDENTIFICACIÓN Y CONSERVACIÓN

DE LEVADURAS

al Tinción de Gram: esta he rramienta diagnóstica sirve pa ra obse r v a r la

morfología microscópica, agrupación y afinida d tinto r i al

1 . En un portaobjetos colocar un a g ota de agua destil ada y una pequeña

asada del cultivo .

2 . Dej ar s e c a r y f ijar a la flama .

3. Cub r ir el frot is con soluc ión de c r ista l v i o l e ta, de j a r a c tuar du r an t e

30 segundos y lavar con agua corr iente.

4 . Cubrir el frot is con lugol , de jar a ctua r duran t e 30 s eg undo s y lavar

c on agua corriente .

5 . Decolorar con 1 gota de a l coho l a c etona e inme diatamente lavar con agua

corr i e n t e.

6 . Contrastar con la solución de fucsina bás ica du r a n te 30 segundos .

7. Lavar con agua corriente y secar .

8 . Agrega r una gota de acei te de i nmersión y obse r va r a l microscop i o con

e l obj e t ivo de i nmers ión (27, 38)

b) Tubo germinal: consiste en l a incubación de cé l u las l e vadur i f o rme s

individuales e n plasma o suero bov ino o equino, a lbúmina bovina o l í qui do

amniót ico . El tubo germi na l s e obs e rva como una elongación unipolar de

estas c é l u l a s (26, 27, 52)

1 . Flame ar un a sa bacter i ológ i ca, enfria r en el agar y tomar una asada de

la colon ia.

2 . Inoc ular un t ubo con el reactiv o elegido .

3 . Iricuba r a 37°C po r un tiempo de 2 a 3 horas .

4 . Rea lizar una preparació n húmeda .

5. Observar bajo e l micros c op i o a 10x y 4 0x.
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I nte rpretación de resul tados :

Pos i t i vo : fo r mac i ó n de tubo germinal

Negativo : ausenc i a d e tubo germina l

cl Tolerancia a pH ác ido : consis te en l a incuba ción de célu las

l e va duri forme s individuales en caldo Czapek -Dox con un pH de 1.1 y 1 . 5 . La

tol erancia a pH ácido es característi ca de ciertas e species (25 , 26, 51 )

1 . Flamear un a s a bacteriológica , enf riar e n e l a ga r y tomar una asada de

la col onia.

2 . Inocular un tubo con caldo Czapek-Dox pH 1.1 Y otro tubo con pH 1 .5 .

3 . Le ctura a parti r de las 24 a 72 h .

I n t e r p retac i ó n de resultados :

Positivo (c r e c im i e n t o ) : t u r bide z en el med io

Nega t i vo (no ha y crecimiento) : ausenc ia de turbidez

dl Producción de clamidoconidias : esta prueba se rea liza e n un med i o para

p r oducción de cla midoc o n i d i a s , por ejemplo, agar harina de maíz o agar

Czapek- Dox ad i c i o na do con t ween 80 al 1% . Estas estructuras s e c onsideran

de r e s i s t e ncia y rep roducción asexual , tienen forma es férica de pa red

grue sa (26 , 27, 52 )

l. Flamear un a s a bacter iológica, enfriar en e l medio y t o mar una asada de

la colonia .

2 . Sembra r con la técnica de emparedado una ca ja Petri con agar Czapek -Dox

adiciona do con 1% de tween 80 .

3 . Lect u ra a partir de 7 2 h hasta 7 días de incubación a 30 °C, mediant e l a

observa ción en microscopio con o b j e t i vo de 10x y 40 x .

Interpretación de r esu ltados :

Positivo : producc i ón de cl a mi docon idi a s

Negativo : ausenci a d e c lami doco nid ias

el Producc ión de u reas a : a l g unas levadura s produ c e n e sta en z i ma qu e

desdobl a la urea . (26 , 27, 52 )
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l . Flamear un asa bacteriológica, enfriar en el agar y tomar una asada de 

la colonia. 

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

3. Lectura desde las 24 h al día 7. 

Interpretación de resultados: 

Positivo (producción ureasa) cambio del medio de amarillo a rosa 

Negativo (no hay producción) el medio permanece amarillo 

f) Fermentación de carbohidratos: consiste en la incubación de levaduras 

para observar su capacidad de fermentar diferentes carbohidratos en un 

ambiente carente de oxígeno (26, 27, 52) 

l. Flamear un asa bacteriológica, enfriar en el agar y tomar una asada de 

la colonia. 

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

agitar el tubo en un Vórtex. 

3. Comparar la turbidez con el 0.5 de McFarland. 

4 . Tomar 0 . 5 mI de esta suspensión con una micropipeta de 1 mI y 

adicionar a cada tubo con carbohidrato. 

5. Incubación a 37°C y lectura a partir de las 24 h al día 7 . 

Interpretación de resultados: 

Positivo (fermentación) : presencia de gas o burbujas en el tubo Durham 

Negativo (no hay fermentación): ausencia de gas 

g) Asimilación de carbohidratos: esta prueba muestra la capacidad de las 

levaduras para utilizar como substrato un carbohidrato (26, 27, 52) 

l. Flamear un asa bacteriológica, enfriar en el agar y tomar una asada de 

la colonia. 

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

agitar el tubo en un Vórtex. 

3. Comparar la turbidez con el 0.5 de McFarland. 
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0.5 ml de esta sus pen s i ón con una mi cropipe ta d e 1 ml y

adicionar a cada tubo con carbohidra t o .

5. Incubación a 37°C y lectura a part i r de l as 24 h al dí a 7 .

Interpretación de resultados :

Posi tivo (asimilación ) : cambio d e co l o r d e l me d io de r o j o a amarillo

Negativo (no hay asimilac i ó n ) : e l med i o permanece rojo

h) Crecimiento en presencia de ciclohexamida al 0.1% : consiste en i ncubar

cepas levaduriformes en medio l íquido nitrogenado a dicionado con

ciclohexamida para determinar sus cept ibi lidad (17)

1 . Flamear un asa bacteriológica, enfriar en el medio y tomar una asada de

la colonia.

2 . Agi t a r el asa en un t ubo con 10 ml de a gua dest ilada esté r i l y despué s

agitar el tubo en un Vórtex.

3 . Comparar la turbidez con el 0 .5 de McFarland.

4 . Tomar 0 .5 ml de esta suspens i ón con una microp ipeta d e 1 ml y

adicionar a cada tubo con e l medio desc r ito anteriorment e .

5 . Incubación a 37°C y lectura a partir de las 72 h ha sta 7 d í a s.

Interpretación de resultados :

Positivo (no suscept ible a ciclohexamida) : c rec imiento

Negat i vo (s u s c e p t i b l e a ciclohexamida ): ausencia de crec imient o

i) Asimilación de xilosa. inositol y dulcitol : esta prueba d e t e r mi na l a

c a pacid a d de ut il izar estos sub s t rato s , por p a rt e d e las levaduras (B,

16, lB, 35, 3B , 49)

1 . Flamear un asa bacteriológi c a , enfriar en e l a g ar y tomar un a a s a d a de

l a coloni a .

2 . Agitar el a s a en un t ubo c o n 10 ml de agua d e st i lad a e sté r i l y después

agitar el tubo en un Vórtex .

3 . Compa rar la turbi de z con el 0 . 5 de McFarland .
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4 . Toma r 0 . 5 mi de e sta suspensión con u n a micropipeta de 1 mi y

via les yel tubo ,c on parafi lm

adicionar a cada tubo con carbohidrat o .

5 . Incubac i ón a 37 °C y lectura a partir de las 24 h a l día 7.

Inte rpre t a ción de r e sultado s :

Posi t i vo (as imilación ) : cambio d e color del med io de rojo a ama r illo

Neg at ivo (no hay asimilación ) : el med io permanece roj o

j ) Conservación en refrigeración (4 · C)

l. Flamear un asa bacteriológica , enfriar e n el agar y tomar una a sada de

la colonia d e l cultiv o a con serva r .

2 . Se mbrar con e stría continua dos v i a l e s y un t ubo con agar dextrosa

Sabo r a ud e incuba r a 37° C dura n t e 48 h (40)

3 . De l mismo cultivo , tomar v a ria s a s adas e inocular un vi a l con 10 mi de

agua dest ilada e s t é r i l y re f r ige rar .

4 . Después de l a incuba c i ó n sellar

re f r ige rar .

k) Conservación en congelación (-20 ·C)

l. Flamea r u n a s a bac ter io l ógi c a, e n f r ia r e n e l aga r y tomar una a sada d e

la colonia .

con 1 mi de agua2. Inocula r con v a ria s a sadas un t ub o p l á stico es t ér il

de s t i l ada + glicerol al 50% estéril y congela (40) .

1) Conservación en congelación ( - 7 0 · C)

l . Fl amea r un asa b a cter i o l ógi c a , enf r iar e n el aga r y t omar una asada de

la colonia .

2. Inocular c o n varias asada s un tubo plástico estér i l con 1 mi d e agua

destilada + glicero l al 50% estéril y congel ar (40) .
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ANEXO 2 : ELABORACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVO, PRUEBAS

MORFOLÓGICAS Y BIOQUÍMICAS

*Caldo dextrosa Sabouraud pH 3 .5

Peptona de carne o de caseína 10 g

Dextro s a 40 g

Agua dest ilada 1000 rn I

Suspender 30 g del med i o deshidra tado en un l itro de agua de s t ilada ,

mezclar b i e n has t a que se obtenga una s uspensión uniforme la c ua l a su ve z

se a justa con á c ido c l o r h ídr i co a u n pH de 3 .5 con ayuda de l po t e ncióme t r o .

Posteriorme nte se colocan 4 .5 mI del medio preparado en tubos de 13 x 100 y

s e e steriliza a 15 l ib ra s , 15 minu tos a 12 10 (26 )

*Agar dextrosa Sabouraud adicionado con cloranfenicol

Aga r bac te r i ológico 15 g

Peptona de carne/ caseína 10 g

Dex tros a 40 g

Cl o r a n f e n icol 500 mg

Agua dest ila da 10 00 m.l

Medir el volumen requerido de agua destilada en una p r o be t a y v acia r le

e n un ma t r az de v i d rio, pesa r l os gramos correspondientes de cada

ingrediente y agregarlos al mi smo matraz , calen tar con agi tación

cons t a n t e has ta el punto de ebu llición durante u n minuto r e t irándol e del

fuego . Ag regar e l c lora nfenico l . Ce rrar la boca de l matraz c o n un t apón

d e a l godón y g a s a , p roteger el tapón con un sombrero hecho de papel y

pegarle un t rozo d e c inta t e s t i g o . Es t er i l iza r en au t o cl a ve a 12 1° , 15

l i b r a s y 15 mi nuto s . Sacar el matraz del a utoclave y dej a r qu e se enfr í e

un po c o a temperatura ambien te, po ste riorme nt e , servir cerca del meche r o

30 ml en cada ca j a Petr i (261
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• Crecimiento en presencia de ciclohexamida al 0.1%

Base de nitrógeno para levaduras 10 g

Dextrosa 10 g

Ciclohexamida 0 .1 "

Agua destilada 1000 ml

Me di r vo l ume n de l agua en probeta. separa r 10 mI y el r e s to ag r ega r l o a

un matraz . Los mililitros que se t omaron se depositan en o t ro

recip iente . Pesar los gramos de dextrosa. agregarlos al rec ipiente con

agua y disolver por agitación . Pesar los gramos de base de nitrógeno

para levaduras . agregarlos al matraz con agua y diso l ver por ag itación .

Este rilizar en autoclave . al mismo tiempo esteril iza r tubos de vid rio

13 x100 con tapón de rosca . Diluir la ciclohexamida en acetona : 20 mI de

acetona por cada 0 .1 g de ciclohexamida . Saca r el matra z de l a

autoclave . dejar enfriar a temperatura ambiente para después filtr a r po r

una membrana de 0.45 micras la acetona con la ciclohexamida disuel ta en

el agua con la glucosa , agitar. Adicionar 3 mI con una pipeta esté ril a

cada tubo (27)

·Caldo Czapek-Dox pH 1.1 Y 1.5

Sacarosa 30 g

Nitrato de sodio 3 g

Fosfa to d ipotás ico 1 g

Su l f a t o de magnesi o s g

Su lfato f e r r o so 5 g

Cl o ru r o de potas io 5 g

Agua d e s tilada 1000 ml

Medir el volumen requerido e n una probeta. hacer el cálcu l o

correspond iente (po r cad a 1000 mI de agua destil ada s e disuelven 35 9 de l

med i o deshid ratado) y v a c i a r en dos matraces para c a mbi a r el pH de 7 .3 a
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1.1 Y 1.5, utilizando el potenciómetro. Servir 5 mI en tubos de bioquímica 

y esterilizar por filtración (26) 

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

Czapek-Dox . ... .. .. ..... .. .......... . .. .. .... .. . . . .. 50 g 

Tween 80 .. . ...... . .... . .... ...... .. . . ...... . . . .. .. . 1% 

Agua destilada .. . . ........ . .............. . . . ....... 1000 mI 

Medir volumen en probeta y vaci ar a matraz, pesar los gramos 

correspondientes de cada ingrediente y agregarlos, calentar con agitac ión 

constante has ta el punto de ebullición durante un minuto retirándole de la 

f l ama . Cerrar l a boca del matraz con un tapón de algodón y gasa, proteger 

el tapón con un sombrero hecho de papel y pegarle un trozo de cinta 

testigo. Esterilizar en autoclav e a 121°, 15 libras y 15 minu t os. Sacar e l 

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

Cerca del mechero depositar 25 mI en cada caja Petri (26, 27) 

*Agar urea 

Peptona . .... . . . .... ... .... ......... . . . .. ... ... ..... 1 g 

Dext1:"osa .............. .. ................ .. ......... 1 g 

Cloruro de sodio ... .. ..................... . ... ... .. 5 g 

Fos fato monopot ásico .... . ... . ....... .. . . . . . . .. . .... 2 g 

Urea .... '" ...... ... . .. . . . . . . . . . ........... .. . .. . .. 20 g 

Rojo de fenol . .... . .. . .. . ... ......... .. ...... . . . .. . 0 .0 12 g 

Agar bacteriológico ........ .. . ... .. . . . .... . 

Agua destilada .. .... .. . . 

.15 g 

. 1000 mI 

Disolver todos los ingr edientes (2 9 g en total) en 100 mI de agua 

destilada . Esterilizar esta solución mediante filtración. Disolver 15 g 

de agar bacteriológico en 900 mI de agua destilada. Esterilizar en 

autoclave, dejar enfriar hasta l os 50 o 55°C pa ra agrega r la solución 
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a ntes preparada . Mezcla r b i en y s e r v i r en tubos de 13x l 00 ml e i ncli nar

con un ángu l o de 45 ° para que solidifique (23 )

*Fermentación de carbohidratos al 1%

Base caldo r o jo de fenal 15 g

Glucosa, sacarosa y l a c t osa l g

Ag ua destil ada 1000 rn I

Me d i r e l volumen en probeta , sepa r a r 10 mI y el res to a gregarlo al ma traz .

Los ml separados se colocan en ot ro rec i piente . Pe s a r los g r amos del

ca rbohidrato, agrega r los a l recipiente con agua y d isolver por a g i tac i ó n .

Pes a r los g ramos correspondiente s a l a base , agrega r los a l mat r a z c on ag ua

y disolver po r a g i tac i ó n . Cerrar la boca del matraz c on un tapón de

algodón y gas a , proteger e l tapón con un sombre ro hecho de papel y pegarle

un tro zo de c inta testigo . Es terilizar en autoclave a 12 1". 15 libras y

15 minutos . Tamb ién mandar a esteri lizar t ubo s de v i d r i o de 13xl00 con

tapón de rosca que en s u inter i o r tenga un t ubo de Durham en posición

inve rtida . Sa c a r e l matraz del autoclave y dejar que se enfríe un poco a

tempera tura amb iente pa r a despué s fi lt r a r por una memb rana de 0 .45 mi c r a s

el agu a con la d ex trosa di suelta y agitar . Con una pipeta estéril

ad icionar 5 m.l a cada tubo de vidrio 13 x 10 0 con tapó n de rosca hasta

c ubrir el t ubo Di rham (26, 27, 41)

*Asimilación de carbohidratos al 1%

Base caldo rojo de f enal 15 g

Gluco sa, sacaro sa y lac tosa 1 g

Agua destilada 100 0 ml

Medir el vo l ume n en probeta , separa 10 mI y el r e s t o agregarl o a l mat r az .

Los rnl, separados se colocan en o tro re c ipi ente . Pesa r l os g ra mos del

c a r bo h i d r a to , agregarlos al r eci p iente con agua y d i so l ver po r ag i t a c i ó n .

Pesar l o s gramos correspondi ente s a l a ba se, ag regar los al mat r az con agua
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y disolver por agi tación . Ce rrar l a boca d e l ma t r az con u n tapón de

algodón y gasa, proteger el tapón c on u n sombre r o hecho de pape l y pega rl e

un t rozo d e c i n t a testigo. Este r il i za r e n autoc l ave a 12 10 , 15 libras y

15 minuto s . Tamb ién manda r a este r iliza r t ubos d e v i d ri o de 13x 10 0 con

tapón d e rosca. Sacar el matraz del au toclave y d e j a r que se enfrie un

po c o a t e mper a tura a mb i e n t e para despué s f i ltra r por una memb r a na de 0 .45

micras el agua con la dext r osa disuel ta y a gi t ar . Con una pipe ta e s t é r i l

ad iciona r 2 mI

27 , 41)

a cada t u bo de vidrio 13 x 100 c o n t apón de rosca (2 6 ,

* Fe~uentación de carbohidratos a l 0. 5%

Base caldo rojo de fenol 15 g

Galactosa , maltosa , treha l o sa y r afinosa 0 . 5 g

Agua des tilada 10 00 ml.

Medir el volumen e n probeta , s eparar 10 mI y e l resto a gre garlo al matra z .

Los ml, s e pa r a do s s e colocan e n ot ro rec i p i ente . Pesar l os gramos del

carboh i drato, agregarlos al rec i p i ent e con agua y d iso l ver por ag i ta c i ón .

Pe s a r los g r a mo s correspondien tes a la base , agre g arlos a l mat ra z con agua

y di solver por agitac ión . Ce rrar la boca de l ma t r a z con un tapó n de

algodón y gasa, p r otege r el tapón c o n un sombrero hecho de papel y pegarle

un trozo d e c i n t a t e s t i g o . Este r i l i zar e n a u t o cla ve a 1 2 1 0 , 15 l ibra s y

15 minutos . También ma ndar a e s t e r i l i za r tubos de vidr io de 13x100 con

tapón de r o s ca q ue en su i n t e r i or t e nga un t u bo de Durham en po s i c i ó n

invertida . Sacar e l matra z d e l au tocl ave y dej a r q ue se e n fr ie un po c o a

t emp~ratura ambi en te pa r a despué s filtrar po r u~ membra na de 0 .45 micras

e l agua con la d e x t r o s a disuelt a y a g i t a r . Co n u na p ipeta estéri l

ad icionar 5 rn I a cada tubo de vi d r io 1 3 x 100 con ta pón de ro s c a ha s t a

c ubr ir e l tubo Durham (26 , 41 )
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*Asimilación de carbohidratos al 0 .5%

Base c aldo r o jo de fenal 15 g

Ga lactosa , maltosa , t r eha l o sa, raf inosa , arabinosa , x i losa , celobiosa y

ramnosa 0 .5 g

Agua dest i lada 100 0 ml,

Medir el vo l ume n en probeta , separa 10 mI y el resto agregarlo al matraz .

Los ml, separados se colocan en otro r e cipiente . Pe s a r los g ramo s del

carbohidra to , agrega r l o s a l r e c i piente con agua y d i s olv e r por a g ita c i ó n .

Pesar los g ramos correspondientes a l a base , agregarlos al mat raz c on agua

y d i so l ver por agitac ión. Cerrar la boca del matraz con un tapón de

algodón y g a s a , protege r e l t a pón con u n s ombrero hecho de papel y pega rl e

un tro zo de cint a t e s t i g o . Este r i l i za r e n a u t o c lave a 121 0
, 15 l ibr a s y

15 minutos . También mandar a esterilizar tubos de vidrio de 13x100 con

tapón de r o s c a. Sacar e l matraz de l autoc lave y de j a r que se enfr í e u n

poco a temperatura amb iente para después fil~rar por una membrana de 0 . 45

mi cras el a g ua c o n la d e x trosa d i sue lta y a gi tar . Con u na pipeta estéril

ad icionar 2 ml

41)

a c a d a tubo de v i dr io 13 x 100 c o n tapón de rosca. (26,

*Asimilación de adonitol. inositol , manitol y sorbitol al 0.5%

Base caldo r ojo de fe na l 15 g

Ado n i t o l, inositol, man i t o l y sor b i t o l 0. 5 g

Agua destilada 1000 ml

Medi r e l volumen en p r obeta, separ a 10 mI y el res to agr e g a r l o a l matraz .

Los mI s epa r a dos s e co locan en o tro reci p iente . Pe s ar los gramos de los

der i vados , a greg a r los al rec i piente con a g ua y di solv e r po r agitación .

Pe sa r l o s gramos c o rrespond i entes a l a base, a g rega rlos al ma t r az con agua

y dis o l ve r po r ag i ta c i ón . Cerra r l a boc a de l ma t r a z con un tapó n de

algodón y ga sa , proteger e l t a pón con u n sombre r o he c ho de papel y peg a r l e
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un trozo de c i n t a test igo . Es t e r i l i za r en autoclave a 121" , 15 libras y

15 minutos . También mand a r a es t erilizar t ubos de v i d r i o de 13xl00 co n

t apón de r osca . Sacar e l ma traz de l autocl ave y dejar que s e enfríe un

po co a tempe ratura amb ient e pa r a después fil trar po r una membrana de 0 .45

micras el agua con la dextrosa disuelta y agi t a r . Con una pipeta e stér i l

ad i cionar 2 mI a cada t ubo de vidrio 13 x 100 con t a pón de rosca (2 3)

*Medios de conservación

a) Agar dextrosa Sabouraud

Ag a r bacteriológico 15g

Peptona de carne o caseína 10 g

Dextros a 40g

Agu a destilada 1000 ml.

Medir el vo l ume n reque r ido de a gua de s t i l a da en una p robet a y vac iar le

en un mat raz de v i d r io, pesa r los g ramo s corre s pondientes de cada

i ngred i e n t e y agregarlos al mi smo mat raz , ca l e n ta r c on agitac i ón

constante hasta el punto de ebull ic ión du rante un minuto ret irándo le

de l fuego. Con una p ipeta v a cia r 11 mI del med i o en cada vial c on

tapón de rosca y 10 rnl del med io e n cada tubo con t a pón de rosca,

posteriormente cerrar sin mucha pres i ón y coloca r un troz o de c in t a

t e s tigo . Esterilizar en autoclave a 121 ° , 15 l ibras y 15 minutos .

Sacar de la autoclave y dejar sobre una superfi cie con 30 a 35° de

á ngulo para que se enfríen y solidifiquen (2 6, 27)

b) Ag ua dest ilada + g li c e rol a l 50%

Agua dest ilad a 50 rn I

Gl ice ro l 50 ml
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En un a botella microbio l ógic a colocar e l agua destilada y agre gar el

glicero l. Esteri l i za r en autoclave a 121° , 15 l ibras y 15 minutos .

Sacar de la a utoc l a v e y dejar enfriar a t e mpe r a t u r a amb iente .
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