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RESUMEN

RESUMEN
La mayoria de los casos de mastitis se deben a la presencia de
microorganismos, reconociéndose a las bacterias como los patégenos
primarios en esta afeccion, mientras que los hongos, en particular las
levaduras, son consideradas generalmente como patégenos secundarios u
oportunistas. El impacto de la mastitis micdtica en la produccion de
ganado lechero, sin embargo, se ha visto incrementado en la dltima
década en diversas partes del mundo. En México, actualmente no se
conocen con precision cuales son las levaduras presentes en esta afeccion
en bovinos. El objetivo de este trabajo fue determinar e identificar la
presencia de levaduras en glandulas mamarias tanto de bovinos sanos
como bovinos con mastitis subclinica y clinica. Se trabajaron 1,095
muestras de leche, siendo aisladas y caracterizadas por métodos
tradicionales en un 26.02% (285/1,095) de estos casos levaduras. Se
identificaron principalmente (99.3%) diferentes especies del género
Candida siendo C. glabrata y C. krusei las especies aisladas con mayor
frecuencia en las muestras de bovinos sanos y con mastitis clinica. Se
utilizé la prueba de RAPD-PCR como una herramienta molecular de
identificacion, se utilizaron los iniciadores, OPE 18 y OPA 18, siendo OPE
18 el que permitié agrupar de forma mas eficiente los diferentes genotipos
generados por las especies de levaduras aisladas, en particular C. glabrata
y C. krusei. Se realizaron, asi mismo, pruebas de susceptibilidad a
antimicoticos como otro parametro fenotipico de identificacion,

especificamente hacia  fluconazol, itraconazol, anfotericina B,
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5 fluorocitosina y nistatina. Los patrones de susceptibilidad/resistencia,
apoyaron la identificacion de C. glabrata y C. krusei, especies que tienen
una resistencia intrinseca al fluconazol. Este estudio es uno de los
primeros que se realizan en México y permite tener un panorama mas
amplio acerca de las diferentes levaduras presentes tanto en glandulas

mamarias sanas como en glandulas mamarias con mastitis.
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SUMMARY
In most cases of mastitis due to the presence of microorganisms, bacteria
are recognized as the primary pathogens while fungi, particularly yeasts,
are mainly considered secondary pathogens or opportunistic organisms.
However, the impact that mycotic mastitis has on the dairy cattle
production has increased during the last decade in several countries
around the world. In Mexico, nowadays it is not known accurately which
are the yeasts affecting cattle. The aim of this study was to determine and
identify the yeasts present in the mammary gland of healthy dairy cattle
as well as of dairy cattle affected with clinical and subclinical mastitis.
1,095 milk samples were analyzed from which yeasts were isolated and
identified by traditional methodologies in the 26.02% (285/1,095) of
them. 99.3% of the isolates were identified as different species of the
genus Candida, being C. glabrata and C. krusei the most frequently
recognized species from all the study groups. RAPD-PCR was used as an
auxiliar molecular tool to confirm the traditional methodologies of
identification. The primers OPE 18 y OPA 18 were therein utilized, being
OPE 18 the one that allowed a more efficient grouping of the different
genotypes found, in particular for C. glabrata and C. krusei. Susceptibility
tests to antimycotics were also done as another identification phenotype
parameter. For this means, fluconazole, itraconazole, amphotericin B,
5-flucytosine and nystatin were used. The profile of
susceptibility/resistance found sustained the identification of C. glabrata y

C. krusei, species which have an intrinsic resistance to fluconazol. This
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study is one of firsts studies of its kind in Mexico. The features found
through it give a wider panorama on the different yeasts present in the

mammary gland, both healthy and with mastitis, in dairy cattle.
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1. INTRODUCCION
1.1 Generalidades
La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria que se produce
como respuesta al dafio causado por microorganismos y sus toxinas, por
traumas fisicos o agentes quimicos irritantes, esta afeccion en el ganado
lechero es la principal causa de pérdidas en la produccion y calidad de la
leche, repercutiendo en importantes mermas econémicas *.
La mayoria de los casos de mastitis se deben a la presencia de
microorganismos, se reconoce a las bacterias como los patégenos
primarios en esta afecciéon, mientras que los hongos, en particular las
levaduras, son considerados patdgenos secundarios u oportunistas. La
presencia de las levaduras puede verse favorecida de manera general por:
a) el uso y abuso constante de antibacterianos utilizados ya sea como
medidas de prevencion o tratamiento, b) el uso de material y equipo
contaminado en el proceso de ordefio y c) lesiones en la glandula
mamaria. En la practica veterinaria las levaduras estan relacionadas con el
2 al 3% del total de los casos observados de infecciones intramamarias.
Aun cuando la mayoria de los casos son leves y las drogas antimicéticas
han sido usadas en el tratamiento de mastitis por levaduras, no hay una
evidencia clara de la efectividad de esta terapia dando como resultado el
desecho del animal afectado .
En bovinos se han reportado una variedad de hongos filamentosos y

levaduriformes presentes en casos de mastitis, tales como:

Aspergillus fumigatus, A. terreus, Penicilium spp, Mucor spp,
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Rhizopus spp, Cephalosporium spp, Coccidiodes spp, Histoplasma spp,
Geotrichum candidum, Rhodotorula spp, Candida spp,
Cryptococcus neoformans, Torulopsis spp y Trichosporum spp >°. En
varios paises incluyendo México, las levaduras, en particular del género
Candida, han adquirido una singular importancia, debido al incremento en
su aislamiento de casos de mastitis subclinica y clinica 3"%.

Entre los estudios realizados a nivel mundial sobre mastitis micoética
clinica, se encuentran los realizados en 1993 en Brasil por Costa et al. °
quienes identificaron a Cryptococcus neoformans y especies de Candida,

8 aislaron

mientras que en 1994 en Dinamarca Aalbaek et al.
principalmente especies del género Candida y al alga Prototheca zopfii.
Para 1995, Elad et al. en lIsrael, '° sugirieron a C. krusei como causante
de mastitis micética, mientras que Lagneau et al. en 1996 en Bélgica **
reportaron a C. kefyr, C. catenulata y C. lambica. Por su parte,
Langoni et al. en 1998 en Brasil *? caracterizaron principalmente a
C. albicans y C. krusei. En 1999, en Turquia, Gunduz et al. ® asi como en

Polonia en el 2000 Krukowski et al. ’

reportaron diferentes especies del
género Candida ademas de Rhodotorula spp, Geotrichum spp vy
Trichosporum spp. Estudios recientes, realizados por
Casia dos Santos et al. ® en Brasil en 2005 y el de Williamson et al. *3 en
2007 han demostrado la presencia de especies del género Candida,

identificando principalmente a C. krusei, C. rugosa, C. albicans,

C. guilliermondii, C. glabrata, C. tropicalis y C. catenulata (Cuadro 1).




INTRODUCCION

Con relacion a casos de mastitis micotica subclinica, en 1998 en Brasil,
Costa et al., aislaron diferentes especies del género Candida y
Cryptococcus spp, mientras que Langoni reporté principalmente a
C. albicans y C. krusei *.

Por otra parte, entre los escasos reportes de aislamientos de levaduras a
partir de leche de animales clinicamente sanos, se encuentran los de
Costa et al. (1993) en Brasil y en Bélgica Lagneau (1996) y Ognean et al.
(2001) quienes mencionaron los aislamientos de Candida kefyr,
C. catenulata, C. Ilambica, Cryptococcus spp, Rhodotorula spp,
Trichosporum cutaneum, Aureobasidium pullulans y Pichia ohmeri ',
En Meéxico, los primeros estudios sobre mastitis clinica causada por
hongos, son los de Stevens en 1965 '° y Zavala en 1966 °, quienes
aislaron principalmente hongos filamentosos como Geotrichum spp,
Aspergillus spp, Cephalosporium spp, Fusarium spp, Mucor spp,
Penicillium spp y Rhizopus spp. Lagunes y Brewer en 1974 '’ identificaron
Geotrichum. Por su parte, Murillo en 1978 *® identific6 las siguientes
levaduras: Candida albicans, C. guilliermondii, C. krusei, C. Kkefyr,
Cryptococcus neoformans, Saccharomyces spp y Rhodotorula spp. En
1996, Félix et al. ' identificaron en muestras de leche de vacas con
mastitis subclinica y clinica diferentes especies del género Candida, siendo
Candida guilliermondii predominante en el primer grupo y C. albicans en el

segundo. Otras especies encontradas en ambos grupos de estudio fueron

C. kefyr, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. norvegensis (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Estudios de mastitis micdtica en diferentes paises

Afo Pais Autor Tipo de Aislados
mastitis
Clinica C. neoformans, Candida spp.
C. kefyr, C. catenulata
1993 |Brasil Costa et al. C. lambica, Cryptococcus spp.,
Sanos Rhodotorula spp.,
Trichosporum cutaneum,
Aureobasidium pullulans,
Pichia ohmeri
1994 |Dinamarca | Aalbaek et al. Clinica Candida spp, P. zopfii
1995 |lIsrael Elad et al. Clinica C. krusei
Clinica C. kefyr, C. catenulata,
C. lambica
C. kefyr, C. catenulata,
1996 |Bélgica Lagneau et al. C. lambica, Cryptococcus spp.,
Sanos Rhodotorula spp.,
Trichosporum cutaneum,
Aureobasidium pullulans,
Pichia ohmeri
Clinica
Langoni et al. C. albicans, C. krusei
1998 |Brasil Subclinica
Costa et al. Subclinica |Candida spp., Cryptococcus spp.
1999 |Turquia Gunduz et al. Candida spp., Rhodotorula spp.,
Clinica Geotrichum spp.,
2000 |Polonia Krukowski et al. Trichosporum spp.
Candida kefyr, C. catenulata,
C. lambica, Cryptococcus spp.,
2001 |Bélgica Ognean et al. Sanos Rhodotorula spp.,
Trichosporum cutaneum,
Aureobasidium pullulans,
Pichia ohmeri
2005 |Brasil Casia et al. C. krusei, C. rugosa, C. albicans,
Clinica C. guilliermondii, C. glabrata,
2007 Williamson et al. C. tropicalis, C. catenulata
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Cuadro 2. Estudios en México acerca de “mastitis micdotica”

Afo Autor Tipo de mastitis Aislados
1965 Stevens
Filamentosos
1966 Zavala
1974 Lagunas y Brewer Geotrichum spp.
Clinica
1978 Murillo Levaduras
Torres et al. Filamentosos
1991 Rojano et al. C. guilliermondii
Rhodotorula spp.
C. guilliermondii
C. kefyr
Subclinica C. parapsilosis
C. tropicalis
C. norvegensis
1996 Félix et al.
C. albicans
C. kefyr
Clinica C. parapsilosis
C. tropicalis
C. norvegensis

1.2 ldentificacion de levaduras

1.2.1 ldentificacion tradicional

Las levaduras son un grupo heterogéneo de hongos unicelulares, que se
reproducen por fisibn, gemacion o una combinacién de ambas. Las
levaduras en su reproduccion sexual desarrollan ascosporas o
basidiosporas, mientras que en la reproduccién asexual desarrollan
blastoconidios. La identificacion tradicional de estos hongos se basa en
una combinacion de criterios morfoldgicos Utiles para establecer el género

y criterios bioquimicos que permiten la diferenciaciéon de especies 2°?*.
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1.2.1.1 Criterios principales y pruebas para la identificacion de
levaduras

a) Caracteristicas del cultivo

El medio de aislamiento por excelencia para la identificacion de levaduras
es el agar dextrosa Sabouraud (ADS), en el cual las colonias de levaduras
suelen ser circulares, ligeramente abombadas o planas, de consistencia
cremosa que se vuelve mas pastosa a medida que envejecen, lisas o
rugosas con olor dulce 22122,

Una colonia de aspecto y consistencia mucoide sugiere la formacién de
capsulas y puede ser el paso inicial para la identificacion de
Cryptococcus neoformans. Las colonias de color rojo-anaranjado o
naranja, de aspecto cremoso O rugoso, son caracteristicas de las especies
del género Rhodotorula, color que manifiesta esta levadura por su riqueza
en pigmentos carotenoides. El género Candida presenta colonias cremosas
y de color blanco, otros microorganismos que presentan colonias similares
a los de este género son las especies de algas aclorofilicas del género
Prototheca #°.

Por lo general, las colonias de levaduras no desarrollan micelio aéreo,
aunque en ocasiones pueden aparecer prolongaciones en la periferia de
las colonias. Si se observa un micelio aéreo definido, debe considerarse la
posibilidad de que se trate de un hongo filamentoso o de ciertas especies
de levaduras que pueden formar micelio verdadero como

Trichosporum spp o Blastoschizomyces spp 2°:?*22,
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b) Estructuras asexuales

La formacion de estructurales asexuales como blastoconidios,
artroconidios, pseudohifas, clamidoconidios y tubos germinales,
constituyen caracteristicas morfoldégicas de gran importancia para la
identificacion de algunas especies de levaduras.

La hifa es la unidad estructural de los hongos; puede ser unicelular como
las levaduras (blastoconidio) o pluricelular tomando la forma de filamento
septado o aseptado (cenocitico). La presencia de esta estructura puede
dar origen a artroconidios que son fragmentaciones de la hifa. La
presencia de artroconidios puede indicar que los hongos a identificar se
traten de los géneros Geotrichum, Trichosporum y Blastoschizomyces,
aunque estos dos ultimos también pueden presentar blastoconidios.

Los blastoconidios, que se reproducen por gemaciéon unilateral o
multilateral, miden de 2 a 5 um por 3 a 7 um y son de forma esférica o
alargada. Estas células pueden estar solas, en pares o en cadenas
(pseudohifas). La presencia de pseudohifas y blastoconidios, indican que
la levadura a identificar pertenece a alguna especie del género Candida.
Los clamidoconidios son estructuras de resistencia, redondos u ovales, de
6-12 um de diametro y pared gruesa, que pueden ser por su localizacion
laterales, intercalares o terminales en el micelio. Su formacion es
caracteristica y diagnostica en el caso de C. albicans *® 2 22 Otra
estructura que presenta C. albicans es el tubo germinal, el cual en
condiciones in vitro se forma por una extension del blastoconidio sin

estrechamiento en su origen y sin desprenderse de la célula original, cuyo
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ancho suele ser la mitad de la célula progenitora y su longitud tres o
cuatro veces mayor que la célula madre 2. La formacién del tubo germinal
es util para diferenciar a C. albicans del resto de las especies de Candida.
So6lo C. albicans es capaz de producir verdaderos tubos germinales en dos
horas. Sin embargo, hay que tomar en consideraciéon que otras especies
como C. tropicalis pueden producir pseudohifas precoces de aspecto
similar a los tubos germinales pero con una zona de constriccion
caracteristica adyacente a la célula madre. Es importante, asi mismo, el
conocer que aproximadamente un 5% de cepas de C. albicans no forman
tubos germinales, y que se pueden tener falsos negativos en esta prueba
cuando se utiliza un in6culo abundante de levaduras 2% 2% 22,

c) Presencia o ausencia de estructuras sexuales

Una de las esporas de reproduccion sexual utiles en la identificacién de las
levaduras son las ascosporas, que se encuentran contenidas en un asca o
saco y que dependiendo del género de levadura involucrado, se producen
de 2 a 16. Algunas levaduras pueden formar ascosporas en el medio de
aislamiento primario, mientras que otras requieren de medios especiales
como el agar extracto de malta o agar preparado con jugo V8 2% 23 24

d) Caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas

Las propiedades fisiolégicas y bioquimicas de las levaduras permiten la

diferenciaciéon de especies ° (Figura 1). Algunas de las mas utilizadas se

mencionan a continuacion:
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Asimilacion y fermentacion de carbohidratos.

Estas pruebas proveen de una base bioquimica definitiva para la
determinacién de género y especie de levaduras #°

Produccion de ureasa. La produccion de esta enzima es una
caracteristica utilizada principalmente para la identificacion de
C. neoformans. El agar urea usado en esta prueba contiene rojo de fenol,
el cual sirve como un indicador de la reaccién alcalina que resulta cuando
la urea es desdoblada por acciéon de la enzima ureasa y se produce
amonio *°.

Sensibilidad a 0.1% de ciclohexamida. Esta prueba es utilizada en la
identificacion de algunas especies del género Candida que son sensibles a
este quimioterapéutico, como: C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei, en
contraste, C. albicans y C. guilliermondii no son sensibles a Ila
ciclohexamida #°.

Produccion de pelicula en caldo Sabouraud. Algunas especies de
Candida producen una pelicula caracteristica y gas en caldo Sabouraud. El
uso primario de esta prueba es para diferenciar C. krusei y C. tropicalis de
otras especies comunes de Candida 2°.

Tolerancia a pH acido. Esta es una prueba que se realiza principalmente
para diferenciar a C. albicans de otras especies. La prueba se desarrolla a
pH's que van de 1.1 a 1.9. C. albicans puede desarrollarse
adecuadamente desde pH= 1.1 hasta pH= 1.9, mientras que las demas

especies del género lo hacen a partir de pH= 1.5 %°,
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Desarrollo a 37°C y otras temperaturas. Las cepas de levaduras se
desarrollan bien a temperaturas entre 20 y 28°C. Las levaduras
provenientes de mamiferos requieren de temperaturas de 35-37°C para
su desarrollo adecuado %% %% 22,

1.2.1.2 Sistemas comerciales para la identificacion de levaduras y
microorganismos relacionados (P. zopfii)

Los sistemas comerciales para la identificacion de levaduras se pueden
clasificar de acuerdo a la capacidad de estos microorganismos en llevar a
cabo:

a) La asimilacion de carbohidratos

En estos medios se puede detectar la asimilacion de al menos 20
carbohidratos, dependiendo del sistema que se utilice, existen métodos
semiautomatizados como el Auxacolor (Bio-Rad), Uni-Yeast-Tek (Remel),
APl 20C AUX (bioMérieux), Galeria ID32C (bioMérieux) y Sistema Vitek
(bioMérieux). Otros automatizados como Sistema Biolog YT MicroPlate
(Biolog) y Rapid Yeast Identification Panel MicroScan (Dade Behring) % %2.
b) La actividad enzimatica

Un avance importante en la identificacion de las levaduras son los medios
diferenciales. Al ser el género Candida uno de los mas aislados en
muestras clinicas, estos medios han sido disefiados principalmente para el
aislamiento e identificacion de algunas especies de esta levadura a partir
de un cultivo obtenido a 30-37°C de 24 a 48 h 2. El fundamento de los

mismos se basa en la deteccidon de determinadas actividades enzimaticas

por parte de las levaduras mediante la hidrodlisis especifica de un sustrato,
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por ejemplo la actividad de la N-acetil-galactosaminidasa (NAGasa) y la L-
prolina aminopeptidasa cuyos sustratos son el 4-metilumbeliferil-N-acetil-
B-D-galactosaminida y el 4-metilumbeliferil-N-acetil galactosaminida
prolina-p-nitroanilida, respectivamente 2 22.

Los medios diferenciales permiten detectar la hidrdlisis de un compuesto
especifico del medio debido a la accion enzimatica de las levaduras
mediante cambios en el medio mismo. Asi, estos medios se clasifican en
fluorogénicos, cuando se originan compuestos fluorescentes, vy
cromogénicos, cuando los cambios en el medio de cultivo producen
colonias con un color caracteristico.

Los medios cromogénicos, son los mas utilizados porque no necesitan luz
ultravioleta para la observacion de las colonias y porque pueden identificar
un numero mayor de especies que los fluorogénicos, algunos ejemplos
son CHROMOagar Candida (CHROMagar), Cromogen Albicans
(Biomedics), Candida ID (bioMérieux), Albicans ID2 (bioMérieux) y
CandiSelect (bioMérieux). Algunos ejemplos de medios fluorogénicos son
Fluoroplate Candida (Merck), Agar SDCA-MUAG (Biolife) y BactiCard
Candida (Remel) %% %7,

Estos sistemas en conjunto con estudios morfoloégicos proporcionan un

resultado confiable de identificaciéon para levaduras “°.

Sin embargo,
puede ocurrir una identificacion incompleta debido a que existen levaduras
no incluidas en los sistemas que se basan en la asimilacion de

carbohidratos y en la deteccién de actividad enzimatica 5.
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Cultivo puro en agar dextrosa Sabouraud

(ADS)

Colonia cremosa de color rosa o
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Colonia cremosa o rugosa, color blanca o
crema

l

Tincion de Gram

Tincién azul

algodon

de

Rhodotorula
spp

Blastoconidios
redondos

v

Tincién de tinta china

Blastoconidios redondos, ovalados
o
alargados

Tubo germinal

-Desarrollo en medio Niger a 37°C
-Prueba de ureasa

.

Esporangios
sugestivos
de
Prototheca

spp

Cryptococcus neoformans
C. gattii, C. gruby

Asimilacion y
fermentacion
de carbohidratos

Produccion de
clamidoconidios
Desarrollo en pH™s acidos

Pelicula en caldo Sabouraud; sensibilidad a la ciclohexamida;
asimilacion y fermentacion de carbohidratos

Prototheca
spp

Candida albicans

Manuales de identificacion para levaduras
(Barnett et al.; Kurtzman et al.)

Figura 1.

relacionados (Prototheca zopfii) (adaptado de 20,21).

Identificacion tradicional de levaduras y microorganismos
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1.2.2 Identificacidon molecular

La identificacion tradicional de levaduras, en general, requiere de
alrededor de 100 pruebas para obtener una identificacion aceptable de
género y especie y con frecuencia se necesitan de 1 a 3 semanas para un

2% En afios recientes, se han desarrollado métodos

resultado final
estandarizados para apoyar en la identificacion, sin embargo, estos
métodos pueden identificar sélo de 40 a 60 especies de diferentes géneros
de levaduras. Debido a las dificultades tanto de sensibilidad como de
especificidad y el tiempo prolongado en la realizacion de las técnicas
microbioldgicas tradicionales, y con la finalidad de evitar ambigiedades y
simplificar los métodos de identificacion de levaduras se han desarrollado
durante la ultima década diversas técnicas en el campo de la biologia
molecular 3°. El aspecto mas interesante de estas técnicas reside en su
gran especificidad, que permite la identificacibn de hongos poco
frecuentes o que no producen las estructuras morfologicas utilizadas
habitualmente en la clasificacion #’.

Los métodos moleculares de identificacion de levaduras, se basan en el
estudio de las moléculas de ADN, ARN o proteinas. En levaduras se
iniciaron con el estudio de complementariedad del ADN nuclear,
determinandose la existencia de relaciones coespecificas entre cepas
cuyos caracteres fisiologicos y morfologicos considerados determinantes
para discernir entre especies eran diferentes, por ejemplo, el género

Torulopsis, que carece de pseudohifas, es coespecifico con Candida que si
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las forma; Hansenula, que asimila el nitrato, es coespecifico de Pichia, que
no lo asimila 3.

Entre los métodos para la identificacion del género Candida basados en la
variacion genética se encuentran: el analisis de diferencias cariotipicas
electroforéticas y polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion gendmica (RFLPs) usando electroforesis en gel e hibridacion
ADN-ADN, respectivamente. ElI andlisis cariotipico-electroforético ha
progresado en el desarrollo de la electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE), que resuelve fragmentos de ADN de mas de 50 kb sometiéndolos
a un campo que alterna su direccion de migracion dentro de la matriz de
agarosa. Las variaciones cariotipicas electroforéticas, han diferenciado
muestras de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata y C.
krusei. Se ha informado de un alto nivel de discriminacion entre especies
de Candida usando PFGE, lo que sugiere que el enfoque puede ser de
valor en la tipificacion de especies del género Candida. Una version
modificada de PFGE, que es capaz de aumentar la resolucion de la bandas
de ADN de gran tamafo, es la electroforesis de campo eléctrico
homogéneo (CHEF), que se realiza con ADN previamente embebido en
agarosa. Esto es para evitar una excesiva manipulacion y prevenir asi la
ruptura de los grandes fragmentos de ADN que se analizan. Las grandes
moléculas de ADN son separadas con base en su afinidad para realinearse
a través de los poros de agarosa produciéndose un patron mas agudo y

distintivo. Los patrones producidos permiten la cariotipificacion
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electroforética del genoma de varias levaduras incluyendo C. albicans y
otras especies de Candida.

El analisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLPs) provee una alternativa a la cariotipificacion electroforética. EI ADN
extraido es digerido en fragmentos por enzimas de restriccion del ADN
antes de la separacion en el gel de electroforesis. C. albicans, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. glabrata y C. krusei pueden ser caracterizadas por
digestion con EcoRI, generando distintos patrones 2° 3!,

Por otro lado, se ha propuesto utilizar las regiones intergénicas ITS1 e
ITS2 para la identificacion rapida de levaduras y otros tipos de hongos,
tomando en consideracién que las regiones ITS2 de éstos son especificas
de cada especie. Para estos ensayos se ha utilizado PCR en combinacion
con inmunoensayos enzimaticos (EIA) y enzimas de restriccion (RFLP) que
permitan detectar los productos de amplificacién obtenidos 2% 2°.

Con respecto a los ensayos de RAPD, éstos se utilizan para estudios
taxonémicos 4, y como auxiliares en la identificacién de cepas cuando los
métodos fenotipicos muestran inconsistencias 3> 33, siendo una
herramienta molecular util para la discriminacion de diferentes especies de
Candida 3.

Steffan et al. en 1997 propusieron un RAPD-PCR para identificar 10 de las
especies mas frecuentes de Candida, utilizando los iniciadores CX5 y el
PST (Cuadro 3), en donde cada una de las especies estudiadas generd de

uno a cuatro fragmentos. Cada huella genética resulté caracteristica y

especifica para cada especie estudiada de Candida 33, En 2003
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Bautista et al. reportaron un ensayo directo, facil, estable y repetible de

RAPD-PCR para la identificacion de nueve especies patdogenas de Candida

de relevancia clinica, donde utilizaron tres diferentes iniciadores, OPE-04,

OPA-18 y OPE-18 (Cuadro 3). Con esta metodologia se obtuvieron

patrones consistentes, (nicos de cada especie 3°. Campos et al. 3¢

en

2004 utilizaron cinco oligonucledtidos OPA 1, OPA2, OPA3, OPA4 Y M13

(Cuadro 3) para la identificacion de especies de Candida de relevancia

clinica, en particular de aislados de Candida en los cuales no se logro la

identificacion de especies por métodos bioquimicos *°.

Cuadro 3. Lista de oligonucleétidos y secuencias utilizados en ensayos de

RAPD-PCR
Autor Oligonucledétido Secuencia
Steffan et al., 1997 CX5 57 ACACTGCTTC 3~
PST 5"CAGTTCTGCAG 3~
OPE-4 5"GTGACATGCC 3~
Bautista et al., 2003 OPA-18 57 AGCTGACCGT 3~
OPE-18 5" GGACTGCAGA 3~
OPA-1 5"CAGGCCCTTC 3~
OPA-2 5"TGCCGAGCTG 3~
Campos et al., 2004 OPA-3 57"AGTCAGCCAC 3~
OPA-4 57"AGTCAGCCAC 3~
M13 5" GAGGGTGGCGGTTCT 3~
CN1 5" TACCCCCGCCCATATTCCAT 3~
Torres-Rodriguez et al., 2004 | 5sor 5' ATGGGAATACGACGTGCTGTAG 3~
C1 5" ACGGTACACT 3~
C3 5"GTTTCCGCCCC 3~
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Otra técnica molecular empleada es el PCR en tiempo real que permite
una cuantificacion del nimero de moléculas del genoma diana que se
encuentran en la muestra. La elevada sensibilidad del método y la
posibilidad de cuantificacion, han facilitado el establecer criterios de
valoracion para descartar falsos positivos por contaminacion, asi como
apoyar en la diferenciacion de colonizacion e infeccion por Candida
37_

Por otro lado, las secuencias Multilocus (MLST) han ido ganando
aceptacion como una herramienta para explorar las diferencias entre
cepas y esta técnica ha sido usada para la tipificacibn de bacterias
patégenas y de algunos hongos patdégenos, incluyendo C. albicans,
C. glabrata, C. krusei y C. tropicalis. Los datos de las secuencias
multilocus pueden ser usados no solamente para analizar identidad y
recombinacion de poblaciones de cepas entre especies también proveen
de una evidencia de diferenciacion de niveles de cepas. Un analisis
genético de 416 aislados de C. albicans con datos de MLST mostraron que
las especies podian ser divididas dentro de algunas clases y que esas
clases difieren en las proporciones de los aislados considerando diferencias
geograficas y localizacion anatomicas. Una base de datos de MLST que
incluye 1000 aislados de C. albicans, con una distribucién geogréfica y
localizacion anatdmica conocidas ha permitido observar eventos de
recombinacibn genética, asi como explorar los mecanismos de

microdiversidad en C. albicans 8.
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Para C. neoformans se han realizado una serie de estudios utilizando
RAPD-PCR 3% %° para la caracterizaciéon de aislamientos de esta levadura,

41 uno de los mas

siendo el trabajo realizado por Torres-Rodriguez et al.
actuales, donde caracterizaron aislados de C. neoformans mediante RAPD,
utilizando cuatro diferentes iniciadores: CN1, 5sor, C1 y C3 (Cuadro 3).
Los resultados obtenidos permitieron agrupar las cepas con perfil
electroforético idéntico en dos diferentes patrones genotipicos que han
sido denominados Ay B **.

1.3 Pruebas de susceptibilidad a antimicdéticos

En los dltimos 20 afios se ha observado un aumento progresivo de
infecciones sistémicas por hongos, siendo estas infecciones una causa
importante de letalidad, principalmente en pacientes inmunodeprimidos #2.
En humanos y animales se reconocen a varios hongos como causantes de
infeccion. Sin embargo, el género Candida es el que se aisla con mayor
frecuencia de procesos infecciosos, siendo las drogas antimicoticas mas
efectivas contra especies de este género los azoles (fluconazol,
itraconazol) y los polienos (nistatina, anfotericina B) *3. El surgimiento
creciente de levaduras resistentes es un fendmeno esperado ya que el
tratamiento con estos antimicoticos es realizado por periodos prolongados.
Este fendbmeno se ha observado principalmente en cepas de C. albicans,
C. glabrata y C. krusei *°.

El fluconazol es el antimicdtico que se usa con mayor frecuencia por su

eficacia en el tratamiento de infecciones superficiales y sistémicas por

hongos. Sin embargo, un numero de especies de Candida son ahora
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reconocidas como poseedoras de una resistencia intrinseca in vitro a esta
droga, como es el caso de C. krusei, C. inconspicua y C. norvegensis, las
dos ultimas de reciente asociacion con infecciones en humanos.
C. glabrata también puede desarrollar resistencia a fluconazol. Especies
como C. dubliniensis y C. tropicalis han mostrado la adquisicion de
resistencia a fluconazol seguido de una exposicidon in vitro a esta droga.
Aunque no de manera concluyente, varios estudios han sugerido que la
introduccion y el uso de nuevas drogas azoélicas como el itraconazol y
fluconazol pueden haber contribuido de manera significativa a la seleccion
y aparicion de cepas y especies de Candida con una reducida
susceptibilidad a estos agentes ** 44,

El desarrollo de resistencia al fluconazol es un proceso complejo en el cual
intervienen  diversos factores, tanto del huésped como del
microorganismo. Entre los factores dependientes del microorganismo
figuran mecanismos celulares y moleculares. Dentro de los primeros
destacan: sustitucion de la poblacion sensible de C. albicans por otra
especie (C. krusei, C. glabrata) o aislamiento de C. albicans mas
resistente; alteraciones genéticas que dan lugar al desarrollo de
resistencia temporal en presencia del antifungico (resistencia
epigenética); y por ultimo alteraciones en la poblaciéon fungica
(microevolucion). Entre los mecanismos moleculares de resistencia a los
azoles hasta ahora descritos en Candida estan: a) alteraciones en la

enzima blanco (14- alfa-esterol desmetilasa, derivadas tanto de la sobre

expresion de los genes que la codifican (ergll) como de mutaciones
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concretas en éstos (las mutaciones en ergll originan sustituciones en
aminoacidos, disminuyendo con ello la afinidad de la enzima por los
azoles), b) alteracibn en otras enzimas de la ruta biosintética del
ergosterol y ¢) sistemas de bombeo activos del antifungico al exterior de
la célula, que impiden la acumulacion intracelular del farmaco ** “°.

La anfotericina B, agente poliénico usado desde los afos 1950, es una
droga antimicdética con una baja incidencia en el desarrollo de resistencias
en pruebas clinicas. La resistencia a la anfotericina B es poco comun en la
mayoria de las especies de Candida, o bien, siendo descritos raramente
aislados de C. albicans resistentes a este farmaco. Recientes evidencias
sugieren, sin embargo, que una proporcion de aislados de C. glabrata,
C. krusei, C. guilliermondii y C. lusitaniae pueden exhibir resistencia a
este agente > 47,

Por lo que se refiere a la 5-fluorocitosina, la cual actia impidiendo la
sintesis del ADN del hongo al convertirse en fluorouracilo por la accién de

la enzima citosin desaminasa “®

, los indices de resistencia para este
antimicotico varian del 5 al 50% dependiendo de las especies de
Candida “*°. Esta resistencia puede presentarse en aislados de C. tropicalis,
C. krusei y C. parasilopsis *" *°.

En casos de mastitis en bovinos causadas por Candida, se ha reportado
que las levaduras aisladas son sensibles in vitro a nistatina, anfotericina B
y 5-fluorocitosina. Estos agentes, sin embargo, pueden frecuentemente

causar dano a la glandula mamaria durante el tratamiento. Estudios

in vitro indican que el 96% de levaduras del género Candida aisladas de
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casos de mastitis fueron sensibles al clotrimazol, 65% a ketoconazol y
nistatina; mientras que menos del 50% fueron sensibles al miconazol,
anfotericina B y 5-fluorocitosina >*.

En los dltimos afos, se han estandarizado varias técnicas para la
deteccidn de resistencia in vitro, que muestran cierta correlacién con la
evolucion clinica de los pacientes. Por esta razén es importante conocer el
perfil de sensibilidad de las cepas clinicas y el espectro de accién de los

antifungicos.
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2. OBJETIVO GENERAL
Aislar y caracterizar las levaduras presentes en la leche de ganado bovino

clinicamente sano y con problemas de mastitis.

Objetivos especificos.

1. Caracterizar los patrones bioquimicos de las levaduras obtenidas de
muestras de leche de bovinos clinicamente sanos, y con mastitis
subclinica y clinica.

2. Caracterizar las levaduras aisladas con base en sus patrones de
RAPD—PCR.

3. Determinar los patrones de susceptibilidad a antimicéticos de las
levaduras aisladas.

4. Establecer grupos de relacion entre el estado clinico del animal, la
caracterizacion bioquimica, los patrones de susceptibilidad y de

RAPD-PCR.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Coleccion de muestras de leche

Se colectaron 1,095 muestras de leche de vacas mayores de 24 meses de
la raza Holstein-Friesian, alojadas en sistemas de produccion intensiva de
los estados de México, Querétaro, Hidalgo, Puebla y Distrito Federal. Se
obtuvieron 342 muestras de glandulas mamarias sanas, 383 de mastitis
subclinica y 370 de mastitis clinica. El estado clinico de las glandulas se

*2 y el examen clinico. El

determind mediante la prueba de California
muestreo se llevdé a cabo antes del ordefio, lavando la ubre con jabodn,
secando y desinfectando con yodo al 3% o alcohol al 70%, y volviendo a
secar. Se colectaron 15 ml de leche en recipientes estériles con tapon de
rosca. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion y se trasladaron al
laboratorio de Micologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Nacional Autbnoma de México para su procesamiento.
3.2 Aislamiento

Las muestras de leche se incubaron a 25°C durante 15 min. para liberar a
los microorganismos de las particulas grasas de la leche. Se adicionaron
0.5 ml de la leche a un tubo conteniendo 4.5 ml de caldo dextrosa
Sabouraud (Bioxon) pH 3.5, incubando a 37°C durante 10 dias. Al final de
la incubacién, 50 ul del cultivo fueron sembrados en una placa con agar

dextrosa Sabouraud (Bioxon), adicionado con 50 ug/ml de cloranfenicol

(Merck). Las placas fueron incubadas a 37°C durante 48 h *°. El desarrollo
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de levaduras se confirmé aplicando la tincion de Gram a los frotis de las
colonias que se desarrollaron en el agar dextrosa Sabouraud (ADS) %3 33,
3.3 ldentificacion morfoldgica-bioquimica

La identificacion inicial de las levaduras se llevdo a cabo tomando en cuenta

las caracteristicas macroscopicas de su desarrollo (colonias abombadas,

planas, de consistencia lisa, rugosa, cremosa 0 mucoide, pigmentacion)

21,22 23, 53

Yy Sus caracteristicas microscopicas
Los datos obtenidos fueron analizados con una distribuciéon Xi cuadrada
con el uso del paquete JMP software, version 5.1.

3.3.1 Caracteristicas macroscopicas

a) Desarrollo en agar dextrosa Sabouraud con cloranfenicol. Este
medio de cultivo fue utilizado para el primoaislamiento y purificacion de
las levaduras aisladas de las muestras de leche. La siembra en este medio
de cultivo se realizé por estria continua o cultivo puro, segun se requeria,
las placas se incubaron a 37°C de 24-48 hrs.

3.3.2 Caracteristicas microscopicas

a) Tincion de Gram. Esta tincion se utilizé para la observacion de la
forma y tamano de las levaduras. Las levaduras por la composicién de su
pared celular, retienen el cristal violeta y tienen una reaccion tintorial de
Gram positivas. Se prepard un frotis y fue fijado con calor, la preparacion
se cubrid con la solucion de cristal violeta durante un minuto y se lavo con
agua. Posteriormente, el frotis se cubri6 con lugol por un minuto y
nuevamente se lavdé con agua. Se decolordé con alcohol-acetona y se lavo

rapidamente con agua adicionando la solucién de fucsina y/o safranina y
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dejando actuar por un minuto, se lavé con agua, se sec6 al aire y se
observé con el objetivo de inmersién (100X) 3.

b) Formacién de tubo germinal

En 0.5 ml de suero de equino se adicion6 una asada del cultivo levaduras
y se incubd por 2 horas a 37°C. Una gota de esta suspensiéon fue colocada
en un portaobjetos limpio cubriéndola con un cubreobjetos.

La observacién al microscopio se realizé con el objetivo seco fuerte (40X)
53.

c) Formacion de clamidoconidios. Los clamidoconidios fueron
inducidos a su formacidon en Agar Harina de Maiz y Agar Czapek Dox,
ambos adicionados con 1% de Tween 80 >3,

Las técnicas utilizadas para sembrar estos medios, fueron:

Técnica de picadura

Con el asa en forma de “L” se tomd una pequefa asada de la colonia de
levaduras y se sembrd rasgando el agar en el centro y a lo largo de la
caja. La incubacion se realizd6 a 30°C, revisando las cajas diariamente
durante 5 dias al microscopio con el objetivo 10X para observar el
desarrollo de los clamidoconidios.

Técnica de “sandwich”

En un portaobjetos limpio y desengrasado se vaciaron de 4-5 ml del
medio a utilizar, dejando solidificar. Una asada de las colonias de
levaduras se sembré sobre la superficie en estria, al final se cubrié con

otro portaobjetos limpio y desengrasado. La incubacion se realizé a 30°C,
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revisando las cajas diariamente durante 5 dias al microscopio con el
objetivo 10X para observar el desarrollo de los clamidoconidios >*.

3.3.3 Criterios biogquimicos

La identificacion incluyd: sensibilidad a 0.1% de ciclohexamida, formacion
de pelicula y produccion de gas en caldo Sabouraud, tolerancia a pH
acido, produccion de ureasa, asi como, asimilacion y fermentacion de
carbohidratos 2 °°.

a) Sensibilidad a 0.1% de ciclohexamida. Esta prueba se realizé en
medio liquido de YNB (yeast nitrogen base- Difco) con adiciéon de
ciclohexamida (Sigma) a una concentracion final de 0.1 % (p/v).

De un cultivo de levaduras con 24 horas de desarrollo, se preparé un
indculo en 5 ml de SSF al 0.85% ajustando con el tubo 0.5 de McFarland.
Se tomaron 0.5 ml y se inocularon en 2 ml de una soluciéon con 0.1% de
ciclohexamida. La incubacion se realiz6 a 30°C, registrando la lectura a
partir de las 24 hrs y hasta 7 dias. La presencia de turbidez indico
resistencia a este quimioterapéutico, la ausencia de turbidez indicé
sensibilidad al mismo #°°°,

b) Produccién de pelicula en caldo Sabouraud. Se utilizaron 2 ml de
caldo dextrosa Sabouraud en tubos de ensaye estériles preparado de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Una asada de las levaduras de
24 horas de desarrollo se inoculé por agitacion en el caldo Sabouraud,
incubando a 37°C durante 24-48 hrs. La formacion de la pelicula se

observa en la superficie del caldo y en las paredes del tubo. La formacion

de burbujas al agitar el tubo indican la produccién de gas *°.

26



MATERIAL Y METODOS

c) Tolerancia a pH acido. Tubos de ensaye con 2 ml de caldo Czapek
Dox (Bioxon) se prepararon de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
El pH (1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.9) se ajustdé con una soluciéon de HCI
(Acido clorhidrico) 1 N. Una asada de las levaduras de 24 horas de
desarrollo se inocularon por agitacion en el caldo Czapek Dox, incubando a
37°C de 24-48 hrs. La turbidez en el medio indico desarrollo y la ausencia
de turbidez indicé no desarrollo *>*.

d) Produccion de ureasa. Se utilizaron 2 ml de caldo urea (Bioxon) en
tubos de ensaye estériles preparado de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Una asada de las levaduras de 24 horas de desarrollo se
inocul6 por agitacion en el caldo urea, incubando a 37°C de 24-48 hrs. En
una reaccion positiva el medio cambia a color rosa fuerte, indicando la
produccién de ureasa, en caso contrario el medio permanece del mismo
color (amarillo claro) 3.

e) Asimilacion y fermentacion de carbohidratos. Se utilizaron 2 y 5
ml de caldo rojo de fenol en tubos de ensaye estériles para asimilacion y
fermentacion respectivamente, preparado de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Las soluciones de carbohidratos al 10% fueron preparadas
en agua destilada estéril y esterilizadas por filtracion. La adicion del
carbohidrato en el caldo rojo de fenol, se realiz6 considerando una
concentracion final de 1% para glucosa, sacarosa, lactosa y maltosa y
0.5 % para galactosa, melobiosa, celobiosa, xilosa, rafinosa, rhamnosa y

trehalosa.
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A los tubos para las pruebas de fermentacion se les colocé un tubo
invertido (tubo de Durham) 2° °° %6

De un cultivo de levaduras con 24 horas de crecimiento, se prepardé un
indculo en 5 ml de SSF al 0.85% ajustando con el tubo 0.5 de McFarland
(1.5 x 10® levaduras/ml). Se tomaron 200 pl de esta suspensiéon y se
inocularon a cada uno de los carbohidratos de prueba. La incubacion se
realiz6 a 37°C durante 7 dias. Para las pruebas de asimilaciéon, una
reaccion positiva fue considerada con el cambio de color de medio rojo a
amarillo y turbidez, mientras que en una reaccion negativa el medio no
cambia de color y no hay desarrollo. En las pruebas de fermentaciéon, una
fermentacion positiva tuvo dos variantes: a) acido-gas, con cambio de
color del medio a amarillo y burbujas dentro del tubo de Durhman, b)
acido, el medio cambia a color amatrillo sin burbujas. En una fermentacion
negativa, el medio permanece de color rojo y no se observan burbujas %>
55, 56.

3.4 Conservacion de las levaduras aisladas.

Las levaduras aisladas se conservaron a corto plazo (tres meses) en agar
Dextrosa Sabouraud a 4°C, a mediano plazo (un afio) en agua deionizada
estéril a 4°C y a largo plazo en glicerol al 25% a —20 y —70°C (mas de un
afio) °’.

3.5 Pruebas de susceptibilidad a antifungicos

En las pruebas de susceptibilidad, se utilizaron cinco antifungicos:
nistatina (Nutrer), itraconazol (Nutrer), fluconazol (Nutrer), anfotericina B

(Sigma) y 5-fluorocitosina (Sigma). El procedimiento se realizé de acuerdo
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al método de microdiluciéon descrito por el Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio método M27-A de Estados Unidos *%.

3.5.1 Preparacion de soluciones de antifungicos.

Las soluciones de antifungicos se prepararon utilizando los disolventes y
las concentraciones recomendados por la CLSI (Cuadro 4).

Cuadro 4. Disolventes y concentraciones indicados para cada

antifungico
Antifangico Disolvente Conc. minima Conc. maxima
png/mli png/mli

Fluconazol Agua 0.062 64
Anfotericina B DMSO* 0.015 16
5-Fluorocitosina Agua 0.062 64
Nistatina DMSO 0.01 18
Itraconazol DMSO 0.015 16

* DMSO= Dimetilsulféxido

Estas soluciones se almacenaron en volumenes de 1 ml en tubos
Eppendorf a —20°C hasta su uso 2.

3.5.2 Preparacion del inéculo

A partir de un cultivo de levaduras con 24 horas de desarrollo, se prepard
un in6culo en 5 ml de SSF al 0.85% ajustando con el tubo 0.5 de
McFarland, obteniendo una suspensién de levaduras de 0.5 a 1 x 10°
células por mil.

Se realizé una dilucién 1:100 en medio liguido de RPMI (In Vitro), seguida
de una dilucion 1:20 en el mismo medio. La concentracion final del indculo

fue de 5 x 10% a 2.5 x 10° células/ml 8.
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3.5.3 Desarrollo de la prueba de susceptibilidad a antimicdticos

Se utilizé6 una modificacion del método de microdilucion en caldo. Se
adicionaron 100 ul de medio liquido de RPMI en cada pozo de una
microplaca estéril de 96 pozos. En cada uno de los pozos de la columna 1
se adicionaron 100 ul de la solucién del antifungico de prueba realizando
diluciones dobles, donde la columna 1 contenia la concentracion maxima
del antifungico (64, 18 6 16 ug/ml) y la columna 11 la concentracion mas
baja (entre 0.062 6 0.015 pg/ml). Se adicionaron 100 pl de la suspension
de levaduras (5.0 x 10% a 2.5 x 103 células/ml) en cada pozo de la fila que
correspondia para cada aislado de prueba (p.ej. fila A aislado 1, fila B,
aislado 2, fila C aislado 3, etc). La columna 12 fue utilizada para los
controles, donde el control de desarrollo contenia 100 pl de medio estéril
libre de droga y 100 pl del in6culo. El control de medio contenia 200 pl de
medio estéril libre de droga y de in6culo. Las placas se incubaron a 37°C
durante 48 hrs. La lectura visual se llevé a cabo a las 24 y 48 hrs °8.

3.5.4 Andlisis de la informacion

Los datos obtenidos en las pruebas de susceptibilidad fueron analizados
con el paquete estadistico JMP (SAS Ins Inc., 1989-2003) Version 5.1,
generando tablas de contingencia, para estimar la relacion de las especies
identificadas, estado sanitario y patrones de susceptibilidad.

3.6 Caracterizacion molecular

Posterior a la identificacion tradicional, los aislados fueron caracterizados

mediante la técnica de RAPD-PCR 3°.
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3.6.1 Obtencion del ADN de levaduras

Se obtuvo el ADN de cuatro cepas de referencia del género Candida:
C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258, C. parapsilosis ATCC
22014 y C. glabrata (Instituto Pasteur de Paris), asi como de los 285
aislados provenientes de las muestras de leche.

Las levaduras se incubaron en 10 ml de medio YEPD (2% de peptona, 2%
de dextrosa, 1% de extracto de levadura) a 37°C durante 24 horas en
agitacion. El paquete celular se obtuvo por centrifugacion a 2,000 xg
durante 10 min a 4°C. Las células y 200 ul de regulador de lisis (Triton X-
100 al 2%, SDS al 1%, NaCl 100 mM, pH8 y EDTA 1 mM) se transfirieron a un
microtubo de 1.5 ml, se agregaron 200 ul de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25: 41:1). Se mezclo el tubo por inversion y se incubd a 65°C
durante una hora. Posteriormente, se adicionaron 200 ul de regulador TE
(Tris 10 mM, pH 8.0, EDTA 1mM) y se centrifugd a 15,000 xg durante
5 min a 4°C. La purificacion del ADN total se realizd6 a partir del
sobrenadante por precipitacion con 2 volumenes de etanol absoluto a
-20°C por 20 min o hasta la aparicion de un precipitado. Se centrifug6 a
15,000 xg durante 5 min a 4°C, se decantd y dejé evaporar el etanol
residual a temperatura ambiente. EI ADN se resuspendié en 400 ul de
regulador TE y se adicionaron 10 ug/ml de RNAsa incubando a 37°C
durante 15 min. La precipitaciéon del ADN se realizé con 10 ul de acetato
de amonio 4M y 1 ml de etanol absoluto, se mezcld por inversion y se dejo
a - 20°C por 20 min o hasta la aparicion de un precipitado. Nuevamente

se centrifugo a 15,000 xg durante 5 min a 4°C, se decanté y dejo
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evaporar el etanol residual a temperatura ambiente. EI ADN se
resuspendié en 50 ul de agua inyectable estéril >°.

3.6.2 Electroforesis de ADN en gel de agarosa

ElI ADN se separd por electroforesis en geles de agarosa al 1% en
regulador TAE 1X (Tris base 40 mM, &cido acético 20 mM y EDTA 1mM)
adicionado con 0.5 ug/ml de bromuro de etidio. Las condiciones de
electroforesis fueron 45 min. a 80 V. La visualizacion del ADN se realiz6
colocando el gel en un transiluminador de luz ultravioleta y su presencia
se registré en un procesador de imagenes (Kodak mod. Gel Logia 200).
3.6.3 Cuantificacion del ADN

La cuantificacion del ADN obtenido de las levaduras se determind con un
biofotometro (Eppendorf) utilizando una dilucion 1:100 del ADN en agua
inyectable y registrando las lecturas obtenidas del coeficiente Azgo/Azso.
3.6.4 RAPD (Polimorfismo del ADN amplificado al azar)

3.6.4.1 Iniciadores

El ensayo molecular se realizé para las cepas de referencia de Candida;
C. albicans ATCC 10231, C. krusei ATCC 6258, C. parapsilosis ATCC
22014 y C. glabrata (Instituto Pasteur de Paris) y para 274 aislados de
levaduras del género Candida provenientes de leche de bovinos
clinicamente sanos y con mastitis subclinica o clinica.

Los iniciadores utilizados para amplificar al azar el ADN fueron el OPE-18

(5" GGACTGCAGA 37) y el OPA-18 (5 AGCTGACCGT 37) °°, los cuales han

sido utilizados en ensayos de RAPD por ser especificos de especies de
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Candida, como es el caso de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata,
C. parapsilosis y C. guilliermondii 3°.

3.6.4.2 Amplificacion al azar del ADN por PCR (RAPD-PCR)

Se utilizé el ADN de las cepas de referencia y de los aislados de diferentes
especies de Candida obtenidos de las muestras de leche.

Las mezclas de reaccién se llevaron a cabo en un volumen final de 50 pl
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Mezcla de reaccion para RAPD-PCR

Reactivo Cantidad
MgCl 2 mM
dNTPs 200 pM
Iniciadores 0.4 uM
Taqg ADN polimerasa 1.2 U
Regulador enzimatico 1X
ADN molde 10 ng

El ADN fue amplificado con cada uno de los dos iniciadores mencionados y
aplicando 38 ciclos de amplificaciéon. Para la realizacion de la PCR se utilizd
un termociclador (Techne mod.TC-412). Las condiciones de amplificacion

se muestran en el Cuadro 6 °°,
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Cuadro 6. Condiciones para la reaccion de RAPD-PCR

Ciclo Condicion
°C t min
desnaturalizacion inicial 94 5
desnaturalizacion 94 1
alineamiento 36 1
extension 72 2
extension final 72 5
ciclos 38

De la reaccion de PCR, 5 ul fueron visualizados en un gel de agarosa al
1.3% en regulador TAE 1X y adicionado con 0.5 ug/ml de bromuro de
etidio. Las condiciones de electroforesis fueron de 70 volts durante 1:30
hrs y fue documentado mediante una fotografia utilizando un digitalizador
Kodak. El tamafio de las bandas obtenidas de los productos de PCR se
determind usando el programa Molecular Imaging ASoftware (Kodak)
version 4.0.2., usando como referencia el marcador de talla molecular de
ADN de 1 Kb (Fermentas).

3.6.4.3 Analisis de la informacion

Con los tamanfos de los fragmentos de ADN amplificado al azar se elabord
una matriz de presencia-ausencia de bandas con el programa Microsolft
Excell. El analisis de los datos se realizé utilizando el programa estadistico

JMP (SAS Ins Inc., 1989-2003) Version 5.1.
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4. RESULTADOS

4.1 Aislamiento

De las 1,095 muestras de leche analizadas, se aislaron levaduras en el
26.02% (285/1,095) de los casos, de las muestras de leche de bovinos
sanos se aislaron 23.09% (79/342), 8.87% (34/383) de bovinos con
mastitis subclinica y 46.48% (172/370) de bovinos con mastitis clinica. En
el analisis estadistico no se encontré una distribucion homogénea de las
levaduras aisladas en los tres grupos de glandulas mamarias evaluadas
(p<0.05).

4.2 ldentificacidn bioquimica

Con la metodologia tradicional utilizada para la identificacion de las
levaduras aisladas (n=285) se identificaron 20 especies del género
Candida. Las especies encontradas con mayor frecuencia en los diferentes
grupos de estudio fueron C. glabrata con un 30.17% (86/285) y C. krusei
con un 26.66% (76/285) (Cuadro 7).

De las muestras de leche de glandulas mamarias sanas se aislaron
levaduras en un 23.09% (79/342), de las cuales un 22.80% (78/342)
pertenece al género Candida y un 0.29% (1/342) al género Rhodotorula.
Se identificaron 12 especies de Candida, predominantemente C. glabrata
en un 59.49% (47/79) seguida de C. krusei en un 10.12% (8/79) y
C. viswanathii en un 7.59% (6/79) (Cuadro 8). El 8.86% (7/79) de los

aislados se identificaron como Candida spp.
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Con respecto a las muestras de leche de glandulas mamarias con mastitis
subclinica, se obtuvieron aislados de Candida tan sélo en el 8.87%
(34/383) de los casos, siendo identificadas 13 especies. Las especies
aisladas con mayor frecuencia fueron C. zeylanoides en un 8.82% (3/34),
C. krusei y C. albicans, cada uno en un 5.88% (2/34). De este grupo,
44.11% (15/34) se identificaron como Candida spp.

De las muestras de leche de glandulas mamarias con mastitis clinica, se
aislé a Candida en el 43.54% (165/379), encontrandose 13 especies de
este género, entre las cuales C. krusei en un 40% (66/165), C. glabrata
en un 23.63% (39/165), C. albicans en un 5.45% (9/165), 15.15%
(25/165) de los aislados fueron consideradas Candida spp. En este grupo
se aisld asimismo a Prototheca zopffii en un 1.84% (7/379) de las
muestras analizadas.

Otras especies del género Candida aisladas en este estudio fueron:
C. norvegica, C. kefyr, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. intermedia,
C. claussenii, C. lusitaniae, C. macedoniensis, C. brumptii, C. sloofii,
C. lambica, C. cantarelli, C. incommunis y C. lipolytica con una frecuencia

global menor a 1.75% (<5/285).
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Cuadro 7. Aislados de las muestras de leche de glandulas mamarias de bovinos sanos y

con mastitis subclinica y clinica

Especies de Candida

Estado sanitario de las glandulas mamarias

Frecuencia de

aislamiento

Sanos Mastitis Mastitis clinica n %
subclinica

n =342 n = 383 n =370
Candida glabrata 47 0 39 86 30.17
Candida krusei 8 2 66 76 26.66
Candida albicans 0 2 9 11 3.85
Candida zeylanoides 2 3 2 7 2.45
Candida norvegica 1 1 5 7 2.45
Candida viswanathii 6 1 0 7 2.45
Prototheca zopffii 0 0 7 7 2.45
Candida keyfir 1 0 4 5 1.75
Candida guilliermondii 1 1 3 5 1.75
Candida tropicalis 1 1 3 5 1.75
Candida parasilopsis 0 0 3 3 1.05
Candida intermedia 1 0 2 3 1.05
Candida claussenii 0 1 1 2 0.7
Rhodotorula spp. 1 0 0 1 0.35
Candida lusitaniae 0 0 2 2 0.7
Candida macedoniensis 1 1 0 2 0.7
Candida brumptii 0 2 0 2 0.7
Candida sloofii 1 1 0 2 0.7
Candida lambica 0 0 1 1 0.35
Candida cantarelli 0 1 0 1 0.35
Candida lipolytica 1 0 0 1 0.35
Candida incommunis 0 1 0 1 0.35
Geotrichum spp. 0 1 0 1 0.35
Candida spp. 7 15 25 47 16.49
TOTAL 79 34 172 285 100
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Cuadro 8. Especies del género Candida aisladas con mayor frecuencia en

las glandulas mamarias sanas y con mastitis subclinica y clinica.

Estado Aislados
sanitario género
glandulas Candida C. glabrata | C. krusei | C. albicans | C. zeylanoides | C. viswanathii
mamarias % % % % % %
Sanas 22.80 59.49 10.12 o 2.53 7.59
(78/342) 47/79) (8/79) (2/79) (6/79)
Subclinicas 8.87 (0] 5.88 5.88 8.82 2.94
(34/383) (2734) (2/34) (3734) (1/734)
Clinicas 43.54 23.63 40 5.45 1.21 (0]
(165/379) (397165) (66/165) (9/165) (27165)

4.3 Pruebas de susceptibilidad a antifungicos.

Se realizaron pruebas de susceptibilidad a los 285 aislados obtenidos de
las muestras de leche. De las glandulas mamarias sanas, los aislados de
C. glabrata presentaron una resistencia del 6.38% (3/47) 5-fluorocitosina
(5-fluorocitosina), 63.83% (30/47) a nistatina, 93.62% (44/47) a
anfotericina B (anfotericina B), 95.74% (45/47) a fluconazol e itraconazol.
Los aislados de C. krusei presentaron una resistencia de 37.5%(3/8) a 5-
fluorocitosina, 75% (6/8) a fluconazol, itraconazol y nistatina, y 87.5%
(7/8) a anfotericina B (Cuadro 9). Los aislados de C. viswanathii
presentaron una resistencia del 66.66% (4/6) a itraconazol y anfotericina
B, y 100% (6/6) a nistatina. Con respecto a los aislados de Candida spp.,
presentaron resistencia del 14.29% (1/7) a 5-fluorocitosina, 28.57% (2/7)
a fluconazol, itraconazol y anfotericina B, y 57.14% (4/7) a nistatina

(Cuadro 10).

38



RESULTADOS

Cuadro 9. Patrones de resistencia de C. glabrata, C. krusei y C. albicans

aisladas en los grupos de estudio.

Especie de Sanos Subclinicos Clinicos
Candida Antimicotico % % %
C. glabrata 5FC 6.38 S/A 5.13

Nist 63.83 S/A 79.5
Anf B 93.62 S/A 69.2
Flu 95.74 S/A 92.3
Itra 95.74 S/A 92.3
C. krusei 5FC 37.5 50 36.36
Nist 75 50 74.2
AnfB 87.5 50 92.4
Flu 75 50 93.94
Itra 75 50 77.27
C. albicans 5FC S/A 0 0
Nist S/A 100 100
Anf B S/A 0 77.7
Flu S/A 100 11
Itra S/A 100 55.5

Donde: 5-fluorocitosina = 5-fluorocitosina; Nist = nistatina; Anfotericina B
= anfotericina B; Flu = fluconazol, Itra= Itraconazol; S/A = sin
aislamiento

Con respecto a las glandulas mamarias con mastitis subclinica, los
aislados de C. krusei, presentaron resistencia del 50% (1/2) a los cinco

antimicéticos, mientras que los aislados de C. albicans fueron resistentes

al 100% (2/2) a fluconazol, itraconazol y nistatina (Cuadro 9). Los
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aislados de C. zeylanoides fueron resistentes al 100% a anfotericina B y
nistatina. Los aislados de Candida spp obtenidas en este grupo de
muestras, presentaron una resistencia del 20% (3/15) a 5-fluorocitosina,
26.67% (4/15) a anfotericina B, 46.67% (7/15) a itraconazol, 60% (9/15)
a nistatina y 86.67% (13/15) a fluconazol (Cuadro 11).

En los aislados de levaduras provenientes de las muestras de leche de
glandulas mamarias con mastitis clinica, los aislados de C. krusei
presentaron una resistencia a 5-fluorocitosina del 36.36% (24/66),
74.24% (49/66) a nistatina, 77.27% (51/66) a itraconazol, 92.42%
(61/66) a anfotericina B y 93.94% (62/66) a fluconazol. Los aislados de
C. glabrata presentaron resistencia del 5.13% (2/39) a 5-fluorocitosina,
69.23% (27/39) a anfotericina B, 79.48% (31/39) a nistatina y 92.31%
(36/39) a fluconazol e itraconazol. Los aislados de C. albicans presentaron
resistencia del 11.11% (1/9) a fluconazol, 55.55% (5/9) a itraconazol,
77.77% (7/9) a anfotericina B y 100% (9/9) a nistatina (Cuadro 9),
mientras que los aislados de C. norvegica presentaron resistencia del
100% a los cinco antimicéticos. Los aislados de P. zopfii presentaron
resistencia del 14.29% (1/7) a 5-fluorocitosina, 28.57% (2/7) a

itraconazol, 42.86% (3/7) a fluconazol y 100% a nistatina (Cuadro 12).
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No se observd relacion significativa entre el estado sanitario de las
glandulas mamarias y los patrones de susceptibilidad (p>0.05). Al analizar
los datos considerando sélo la identificacion bioquimica y los patrones de
susceptibilidad, se observé lo siguiente:

De los 86 aislados de C. glabrata un 5.81% (5/86) fue resistente a
5-fluorocitosina, 94.19% (81/86) a fluconazol e itraconazol, 95.35%
(82/86) a nistatina, 98% (49/86) a anfotericina B (Figura 2).

Con relacion a los 76 aislados de C. krusei, se observd resistencia del
76.32% (58/76) a itraconazol y anfotericina B, 90.79% (69/76) a
fluconazol y 5-fluorocitosina, y 92.11% (70/76) a nistatina (Figura 3).

Los 11 aislados de C. albicans presentaron resistencia del 27.27% (3/11)
a fluconazol, 63.63% (7/11) a anfotericina B y 100% a nistatina (Figura
4).

C. norvegica presentd una resistencia del 85.71% (6/7) a fluconazol,
itraconazol, anfotericina B y 5-fluorocitosina (Figura 5).

Con respecto a C. zeylanoides, presentd resistencia del 14.29% (1/7) a
itraconazol, 28.57% (2/7) a fluconazol y 5-fluorocitosina, 42.86% (3/7) a
anfotericina B y 85.71% (6/7) a nistatina (Figura 6).

Los aislados de C. viswanathii fueron resistentes en un 14.28% (1/7) a
fluconazol y anfotericina B, 71.42% (5/7) a itraconazol y 100% a nistatina
(Figura 7).

P. zopffii fue resistente en un 28.57% (2/7) a itraconazol vy

5-fluorocitosina, y 42.86% (3/7) a fluconazol (Figura 8).
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Con respecto a los aislados de Candida spp., presentaron una resistencia
del 17.02% (8/47) a 5-fluorocitosina, 31.91% (15/47) a anfotericina B,
51.06% (24/47) a fluconazol e itraconazol y 82.98% (39/47) a nistatina

(Figura 9).
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Figura 2. Patrén de susceptibilidad de aislados de C. glabrata (n= 86) a fluconazol,
itraconazol, nistatina, anfotericina B y 5 fluorocitocina. R = resistente; SDD = susceptible
dependiente de la dosis; S = susceptible
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Figura 3. Patron de susceptibilidad de aislados de C. krusei (n= 76) a fluconazol,
itraconazol, nistatina, anfotericina B y 5 fluorocitocina. R = resistente; SDD = susceptible
dependiente de la dosis; S = susceptible.
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Figura 4. Patron de susceptibilidad de aislados de C. albicans (n= 11) a fluconazol,
itraconazol, nistatina, anfotericina B y 5 fluorocitocina. R = resistente; SDD = susceptible
dependiente de la dosis; S = susceptible.
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Figura 5. Patron de susceptibilidad de aislados de C. norvegica (n= 7) a fluconazol,
itraconazol, nistatina, anfotericina B y 5 fluorocitocina. R = resistente; SDD = susceptible
dependiente de la dosis; S = susceptible.
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Figura 6. Patron de susceptibilidad de aislados de C. zeylanoides (n= 7) a fluconazol,
itraconazol, nistatina, anfotericina B y 5 fluorocitocina. R = resistente; SDD = susceptible
dependiente de la dosis; S = susceptible.
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Figura 7. Patrén de susceptibilidad de aislados de C.viswanathii (n= 7) a fluconazol,
itraconazol, nistatina, anfotericina B y 5 fluorocitocina. R = resistente; S = susceptible.
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Figura 8. Patron de susceptibilidad de aislados de P. zopffii (n= 7) a fluconazol,
itraconazol, nistatina, anfotericina B y 5 fluorocitocina. R = resistente; SDD = susceptible
dependiente de la dosis; S = susceptible.
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Figura 9. Patrén de susceptibilidad de aislados de Candida spp. (n=47) a fluconazol,
itraconazol, nistatina, anfotericina B y 5 fluorocitocina. R = resistente; SDD = susceptible
dependiente de la dosis; S = susceptible.

4.4 ldentificacion molecular

4.4.1 Extraccion ADN

Con el método de extraccién descrito por Ausubel. EIl ADN obtenido de las
cepas ATCC asi como de los 285 aislados, se visualizé en un gel de
agarosa al 1%, no se observé degradacién ni ARN (Figura 10). El
rendimiento promedio de los aislados con este método fue de 5.0 ug de

ADN gendmico total.
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Figura 10. Gel de agarosa al 1% adicionado con bromuro de etidio.
Donde: carril 1= marcador ADN 1 kb; carril 2= C. albicans ATCC 10231,
carril 3= C. krusei ATCC 6258; carril 4= C. parapsilosis ATCC 22014;
carril 5= P. zopffii; carriles 6 y 7 = Candida spp.; carril 8= C. glabrata.

4.4.2 Amplificacion al azar del ADN por PCR
La visualizacién de los productos de RAPD-PCR se realizd en geles de
agarosa al 1.3%, adicionados con bromuro de etidio.
4.4.2.1 RAPD-PCR para cepas ATCC
Las bandas observadas en las cepas de C. krusei ATCC 6258, C. albicans
ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC 22014 y C. glabrata del Instituto
Pasteur de Paris, con los iniciadores utilizados se muestran en el Cuadro
13, Figura 11.

Cuadro 13. Fragmentos obtenidos con los iniciadores OPE 18 y OPA 18

para las cepas de referencia mediante RAPD-PCR.

Cepa Fragmentos en pb con Fragmentos en pb con
OPE18 OPA18
C. krusei 807, 1250, 1321, 2400 1420, 2538, 3208
C. albicans 1375 1187
C. parapsilosis 1265, 1357
C. glabrata 891, 1026, 1968, 2440 597, 839, 1017, 1142,
1330,1968, 2380
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Figura 11. RAPD-PCR de cepas de referencia con iniciadores OPE 18
(carriles 2-5) y OPA 18 (carriles 8-11). Donde: carril 1 y 13= marcador 1
kb; carriles 2 y 8= C. krusei ATCC, carriles 3 y 9= C. albicans ATCC
10231, carriles 4 y 10= C. parapsilosis ATCC y carriles 5 y 11=
C. glabrata del Instituto Pasteur de Paris.

Las reacciones de RAPD-PCR se realizaron a 269 de los aislados de
levaduras, con el iniciador OPE 18 se obtuvieron bandas en el 76.20%
(205/269), mientras que con el iniciador OPA 18 se obtuvieron 67%

(181/269) (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Especies de Candida que presentaron bandas en la reaccién

de RAPD-PCR con los oligonucledtidos OPE 18 y OPA 18.

Positivos a bandas en reaccion
Especies de Candida de RAPD-PCR
OPE 18 OPA 18
Candida glabrata 79 71
Candida krusei 74 65
Candida albicans 2 5
Candida zeylanoides 3 1
Candida norvegica 4 4
Candida viswanathii 4 4
Prototheca zopffii 1 0
Candida keyfir 4 3
Candida guilliermondii 1 1
Candida parasilopsis 5 4
Candida intermedia 3 3
Candida macedoniensis 1 1
Candida brumptii 1 1
Candida sloofii 1 1
Candida cantarelli 1 1
Candida incommunis 1 1
Geotrichum spp. 1 0.35
Candida spp. 20 13
TOTAL 205 180
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4.4.2.2 RAPD-PCR para aislados de C. glabrata

En el caso de los aislados de C. glabrata fue posible determinar hasta
cinco patrones diferentes con el iniciador OPE 18 (72 aislados),
denominados con letras de la A a la E (Cuadro 15, Figura 12) y hasta siete
patrones distintos con el iniciador OPA 18 (71 aislados), denominados del
1 al 7. Siete de los aislados de C. glabrata no pudieron ser agrupados con

OPE 18 (Cuadro 16) (Figuras 13, 13a).

Cuadro 15. Grupos de bandas de aislados de C. glabrata con OPE18 (n=79)

7 aislados sin agruparse

Cuadro 16. Grupos de bandas de aislados de C. glabrata con OPA 18 (n=71)
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Figura 12. RAPD-PCR de aislados de C. glabrata con OPE 18 en geles de
agarosa al 1.3% adicionados con bromuro de etidio. Donde: carril
1=marcador 1 kb; carriles 2-14 aislados de C. glabrata. Grupos referidos
en Cuadro 15.
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Figura 13. RAPD-PCR de aislados de C. glabrata con OPA 18 en geles de
agarosa al 1.3% adicionados con bromuro de etidio. Gel 1: carril
l1=marcador 1 kb; carriles 2-14 aislados de C. glabrata. Gel 2: carril 1=
marcador 1 kb; carriles 2-10 aislados de C. krusei; carriles 11-14 aislados
de C. glabrata. Grupos referidos en Cuadro 16.
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Figura 13a. RAPD-PCR de aislados de C. glabrata con OPA 18 en geles de
agarosa al 1.3% adicionados con bromuro de etidio. Donde: carril
1=marcador 1 kb; carriles 2-14 aislados de C. glabrata. Grupos referidos
en Cuadro 16.

4.4.2.3 RAPD-PCR para aislados de C. krusei

En el caso de los aislados de C. krusei fue posible determinar hasta siete
patrones diferentes con el iniciador OPE 18 (74 aislados), denominados
con letras de la A a la G (Cuadro 17, Figura 14) y hasta siete patrones
distintos con el iniciador OPA 18 (65 aislados), denominados del 1 al 7

(Cuadro 18) (Figuras 15, 15a). 12 de los aislados de C. krusei no pudieron

agruparse con el iniciador OPE 18 y 3 con el OPA 18.
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Cuadro 17. Grupos de bandas de aislados de C. krusei con OPE18 (n=74)

7718 | 2331 | 1307

12 aislados sin agruparse

Cuadro 18. Grupos de bandas de aislados de C. krusei con OPA 18 (n=65)

Grupo

3 aislados sin agruparse
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Figura 14. RAPD-PCR de aislados de C. krusei con OPE 18 en geles de
agarosa al 1.3% adicionados con bromuro de etidio. Donde:
carril 1= marcador de 1 kb; carriles 2-14 aislados de C. krusei. Grupos
referidos en Cuadro 17.
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Figura 15. RAPD PCR de aislados de C. krusei con OPA 18 en geles de
agarosa al 1.3% adicionados con bromuro de etidio. Gel 1:carril 1=
marcador de 1 kb; carriles 2-10 aislados de C. krusei; carriles 11-14
aislados de C. glabrata. Gel 2: carril 1= marcador de 1 kb; carriles 2-14
aislados de C. krusei. Grupos referidos en Cuadro 18.
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Figura 15a. RAPD PCR de aislados de C. krusei con OPA 18 en geles de
agarosa al 1.3% adicionados con bromuro de etidio. Donde: carril 1=
marcador de 1 kb; carriles 2-14 aislados de C. krusei.
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4.4.2.4 RAPD-PCR para aislados de Candida spp.

De los 47 aislados de Candida spp. sélo el 42.55% (20/47) presentaron
patrones de bandas con el OPE 18 y 28% (13/47) con OPA 18. Los
patrones de bandas para cada aislado con OPE 18 se presentan en Cuadro
19 (Figuras 16,16a,16b) y para OPA 18 en el Cuadro 20 (Figuras 17,17a).

Cuadro 19. Patrones de bandas de Candida spp con OPE 18 (n=20)

aislado Patréon de bandas en pb

 1103.4]
| 1194.9
| 1211.9
11076.3] | 722.2)
1 1025.4 913
1 1025.4] 923.9
| 1378.8 | 699.2) | 474.6)
572
| | 816.7
| 1348.5

1051| 911.8
1030.6| 897.1

1020.4| 889.7

1071.4| 933.8
1112.2| 963.2
1132.7 1000

|
1475 |

| | 652.2]
|
|

e Patréon compatible grupo C de C. glabrata con OPE 18.

Cuadro 20. Patrones de bandas de especies parecidas a Candida con OPA 18
(n=13)
aislado

Patron de bandas en pb

1112.2] 947
1066.7

| 1500 | 580.5]

1491.7 11058.3 | 580.5
1208.3| 941.9

1166.7| 1000

| 993.9)

1429.8
1438.6.

1456.1
1448.3|
122423.1

1893.9(1344.8
13]2423.1

* Patron de bandas grupo F de C. krusei con OPA 18

| 522.3

| 437.5
| 421.1
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Figura 16. RAPD-PCR de aislados de Candida spp con OPE 18 en gel de agarosa
al 1.3% adicionado con bromuro de etidio. Donde: carril 1= marcador 1 kb;
carriles 2-14 aislados Candida spp; carriles 2,3,5,7,9,11 y 14 presentan patron
coincidente con grupo C de C. glabrata con OPE 18. Grupos referidos en
Cuadro 19.
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Figura 16a. RAPD-PCR de aislados de Candida spp con OPE 18 en gel de
agarosa al 1.3% adicionado con bromuro de etidio. Donde: carril 1= 1 kb;
carriles 2-7 aislados Candida spp; carril 8= C. parapsilosis; carriles 9-11=
C. glabrata. Grupos referidos en Cuadro 19.
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Figura 16b. RAPD-PCR de aislados de Candida spp con OPE 18 en gel de
agarosa al 1.3% adicionado con bromuro de etidio. Carril 1= 1 kb; carriles
2-5 aislados C. krusei; carriles 6-10 aislados Candida spp.;
11-14 = C. parapsilosis. Grupos referidos en Cuadro 19.
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Figura 17. RAPD-PCR de aislados de Candida spp con OPA 18 en gel de
agarosa al 1.3% adicionado con bromuro de etidio. Carril 1= 1 kb; carriles
2-7 aislados Candida spp.; carril 8= C. parapsilosis; carriles 9-14=
C. glabrata. El patréon de bandas de carril 3 y 5 coincide con grupo 1 de
C. krusei con OPA 18. Grupos referidos en Cuadro 20.
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Figura 17a. RAPD-PCR de aislados de Candida spp con OPA 18 en gel de
agarosa al 1.3% adicionado con bromuro de etidio. Carril 1= 1 kb; carriles
2-7 aislados C. krusei; carril 8-12= Candida spp.; carriles 13-14=
C. parapsilosis. El patron de bandas de carril 10 coincide con grupo 1 de
C. krusei con OPA 18. Grupos referidos en Cuadro 20.

4.4.2.5 RAPD-PCR para aislados de diferentes especies de Candida
De los 68 aislados de diferentes especies de Candida se realiz6 RAPD PCR
a 46 aislados de los cuales el 70% (32/46) presentaron bandas con
OPE18 y el 67% (31/46) con OPA18. Los patrones de bandas para cada
aislado con OPE 18 se presentan en Cuadro 21 (Figura 18) y para OPA 18

en Cuadro 22 (Figura 19).
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Cuadro 21. Patrones de bandas de diferentes especies de Candida con OPE 18

(n=32)

Patrones de bandas en pb

11012.8]
|

614.9

445

635.1

11032.6| 905.4]
1293.5

|

583.3
669.5
668.9

527

435

614.9

608.1

-

978.3
1220.3

2391.3]1293.5

1119.6

| 978.3

1282.6
1130.4

1130.4
1380.4

1250]1097.8
1260.9/1108.7
1781.3
1425.9
1425.9

|
|
945.

Especies de
Candida
1| C. brumptii
2| C. cantarelli
3| C. guilliermondii
4 | C. incommunis
5| C. macedoniensis
6 | C. albicans
7 | C. albicans
8 | C. sloofii
9 | C. intermedia
10| C. intermedia
11 |C. intermedia
12 | C. zeylanoides
13 | C. zeylanoides
14 | C. zeylanoides
15| C. viswanathii
16 | C. viswanathii
17| C. viswanathii
18 | C. viswanathii
19| C. kefyr
20| C. kefyr
21| C. kefyr
22| C. kefyr
23| C. norvegica
24 | C. norvegica
25| C. norvegica
26 | C. norvegica
27 | C. parapsilosis
28 | C. parapsilosis
29 | C. parapsilosis
30| C. parapsilosis
31| C. parapsilosis
P

. zopfii

1258.6

547.3

488.6

487.5

533.3
496.1
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Figura 18. RAPD-PCR de aislados de diferentes especies de Candida con OPE 18
en gel de agarosa al 1.3% adicionado con bromuro de etidio. Carril 1= 1
kb; carriles 2-5= C. norvegica; carrilles 6-8= C. intermedia;
carriles 9-12= C. viswanathii; carril 13= C. macedoniensis; carril 14=
C. kefyr.
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Cuadro 22. Patrones de bandas de diferentes especies de Candida con OPA 18
(n=31)

Especies de Patrones de bandas en pb
Candida

1| C. brumptii
2 | C. cantarelli
3| C. guilliermondii
4 | C. incommunis
5| C. macedoniensis
6 C. albicans
7 | C. albicans
8| C. albicans 1370.4|1157.4
9| C. albicans
10| C. albicans
11| C. sloofii
12 | C. intermedia
13| C. intermedia
14 | C. intermedia
5| C. zeylanoides
16 | C. viswanathii 610
17]C. viswanathii
18| C. viswanathii
19 | C. viswanathii
20 | C. kefyr
21/ C.. kefyr 1351.9/1046.3
22[C. kefyr
23| C. norvegica
24 |C. norvegica
25| C. norvegica
26 | C. norvegica
27 | C. parapsilosis
28 | C. parapsilosis .
39 | C. parapsilosis 1439.7
30| C. parapsilosis
31| C. lambica
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Figura 19. RAPD-PCR de aislados de diferentes especies de Candida con OPA 18
en gel de agarosa al 1.3% adicionado con bromuro de etidio. Carril 1= 1
kb; carril 2= C. macedoniensis; carril 3= C. krusei; carril 4=
C. parapsilosis; carril 5= P. zopffii; carril 6= C. albicans; carril 7=
C. glabrata; carril 8= control negativo.

4.4.2.6 Andlisis de los resultados de las reacciones de RAPD-PCR
con los iniciadores OPE y OPA 18.

Los productos de reaccion de los aislados de C. glabrata originados con el
iniciador OPE 18, permitieron formar 5 grupos de acuerdo al niumero de
bandas observadas. El fragmento comin de 945 pb en los cinco grupos
distingue a los aislados de esta especie. En contraste, con el iniciador OPA
18 se generaron 7 grupos, en los cuales se observan de dos hasta siete
bandas en cada uno, sin encontrarse una banda comun en los grupos
como es el caso con OPE18.

Para los aislados de C. krusei ocurre una situacion similar a la observada

para C. glabrata, aunque para ambos iniciadores se forman 7 grupos, OPE
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18 permite observar una banda de 653 pb comun a seis de los grupos,
gue seria la banda que distingue a los aislados de esta especie.

Con relacidon a los aislados de Candida spp del 42.55% que presentaron
bandas con OPE 18 (Cuadro 19), los fragmentos generados permiten
observar que 10 de los aislados presentan un patréon compatible con el
grupo “C” de C. glabrata, 8 de éstos con un fragmento comun cercano a
los 945 pb, lo cual sugiere que estas 8 cepas pueden ser clasificadas como
C. glabrata. En forma similar, los aislados 19 y 20 (Cuadro 19), presentan
un patron compatible con los aislados 30 y 31 de las diferentes especies
de Candida (Cuadro 21), patron presentado por aislados identificados
como C. parapsilosis que concuerda con los tamafos de bandas reportado
por Bautista et al. . El resto de los aislados de Candida spp, presentan
una diversidad de bandas que hace dificil su reclasificacién. Los
fragmentos generados en este grupo con OPA 18 (Cuadro 20), al parecer
permiten reclasificar tres de los aislados, aislado 7, 9 y 11 en el grupo “F”
de C. krusei al presentar una banda cercana a 1451 pb. Los aislados 2, 3,
5 y 6 (Cuadro 20) presentan un patron de bandas comun, semejante al
observado en uno de los aislados identificados como C. albicans (aislado 6
Cuadro 22). Estos podrian entonces ser considerados como C. albicans a
pesar de que mediante la metodologia tradicional no lograron ser
identificados hasta el nivel de especie. Cabe mencionar que se ha
reportado que 5% de cepas de C. albicans pueden dar negativo al tubo
germinal, entre las causas por las cuales puede no formarse el tubo

germinal se mencionan un exceso de levaduras en la prueba®®?12?
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aungue también debe considerarse que esta prueba debe realizarse con
cultivos no mayores a 24 horas de desarrollo y cuidar que la temperatura
de la prueba sea de 37°C. Los aislados 8 y 10 (Cuadro 20) presentan una
sola banda superior a los 400 pb al igual que el aislado 19 (Cuadro 22)

identificado como C. viswanathii, al parecer ambos aislados podrian ser

reclasificados como C. viswanathii.
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5. DISCUSION

En este estudio, se aislé un 26.02% de levaduras en el total de muestras
analizadas, identificandose principalmente (99.3%) diferentes especies del
género Candida.

Tanto en las glandulas mamarias sanas como en las glandulas mamarias
con mastitis clinica, C. glabrata fue la especie predominante al ser aislada
en un 59.49% y 22.67% de los casos analizados, respectivamente.
Estudios previos ' han reportado la presencia de C. glabrata en las
glandulas mamarias de animales sanos, aunque en numeros muy bajos
(0.2%) en relacion a estos hallazgos. Recientemente, se ha informado el
aislamiento de esta especie de Candida en bovinos afectados con mastitis
en Nueva Zelanda'®. En el presente estudio no se aislé C. glabrata en
casos de mastitis subclinica. Esto puede ser explicado por el hecho de que
en procesos de mastitis subclinica es mas comudn encontrarse con un gran
namero de bacterias en la glandula mamaria que también compiten por
los substratos; adicionalmente, se sabe que algunos metabolitos
bacterianos son antagonistas de las levaduras y no permiten su desarrollo
1 Es necesario poner atencién en esta especie para dilucidar su papel en
infecciones de mastitis. En humanos, C. glabrata es considerada un
patdgeno emergente *' y aunque no se conoce con certeza qué factor(es)
esta(n) influyendo para ello, es posible que pueda estar relacionado con la
resistencia que presentan un alto numero de cepas a los azoles, en

particular al fluconazol.
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La segunda especie aislada con mayor frecuencia en los tres grupos de
estudio fue C. krusei, siendo predominante en las glandulas mamarias de
animales con mastitis clinica (38.37%). La presencia de C. krusei en

0 %263 aumentando

animales con mastitis ha sido reconocida desde 197
los reportes a partir de 1990 * > 7 ®*  Sin embargo, existen discrepancias
con relacion al numero de aislados reportados de esta levadura. Por
ejemplo, Casia et al. 3, reportaron en 2005 un 44.5% de aislados de C.
krusei de bovinos con mastitis, lo cual es similar a los presentes
resultados, mientras que Krukowski et al. * en 2000 y Langoni et al. ®> en
1995, encontraron esta levadura sélo en un 15.5% en muestras de
bovinos con mastitis clinica y en menos del 2% en bovinos con mastitis
subclinica, porcentajes inferiores a los obtenidos en este estudio. Las
diferencias en los porcentajes de aislados en diferentes paises de esta
especie de Candida, en general, pueden estar relacionadas con varios
factores, como el abuso de tratamientos intramamarios con antibidticos o
el uso de infusiones de antibidéticos hechos en casa para terapia de

|64

mastitis ’, la resistencia natural de esta levadura al fluconazol ®*, alimento

10, 13

contaminado con levaduras y condiciones de higiene inadecuadas en

las zonas de ordefio ' ®> ©°

, asi como también la presencia de cepas de C.
krusei altamente patégenas % °’. La presentacién de mastitis clinica por
C. krusei ha sido relacionada mas con el uso de material y equipo
contaminado en el momento del ordefio, mientras que la subclinica con el

6

uso de quimioterapelticos antibacterianos 3, que eliminan las bacterias

comensales y patdogenas de la glandula mamaria permitiendo la

72



DISCUSION

multiplicacién de las levaduras *°.

Es probable que en el caso del
aislamiento de C. krusei en las glandulas mamarias sanas, se deba
también a condiciones inadecuadas de higiene en el ambiente de ordefio
del animal.

Otras especies aisladas de las glandulas mamarias analizadas fueron
C. zeylanoides, C. norvegica, C. guilliermondii y C. tropicalis. Estas
especies han sido reportadas en casos de mastitis clinica® ** y son
consideradas patégenos oportunistas® ‘. Sin embargo, es reconocido el
potencial patégeno de C. guilliermondii y C. tropicalis, aunque los
resultados de este estudio, sugieren que C. norvegica podria estar
actuando de manera similar a C. guilliermondii y C. tropicalis, debido a
que las tres especies de Candida fueron encontradas predominantemente
en las muestras de leche de animales con mastitis clinica. En adicion, el
aislar a C. parasilopsis Unicamente de las muestras de animales con
mastitis clinica, apoya el caracter patégeno de esta especie de Candida ”
ll_

Con relacion a los porcentajes de aislamientos de C. albicans soOlo de
glandulas mamarias con mastitis, estan en concordancia con la reconocida
patogenicidad de esta especie y con los reportes de Langoni et al. >,
Krukowski et al. ” y Casia et al. °.

Los hallazgos con relacion a C. viswanathii, la cual fue encontrada en

7.5% (6/89) de las levaduras aisladas de animales sanos y en 2.6%

(1/38) de las muestras de animales con mastitis subclinica pero no de
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mastitis clinica, podrian sugerir que esta especie de Candida es una
levadura oportunista.

Con relacion a C. keyfir, su presencia estuvo relacionada con la leche de
mastitis clinica, lo cual ha sido reportado previamente " **. Sin embargo,
en contraste con lo informado en Europa por Lagneau et al. ** y Krukowski
et al. 7, quienes aislaron esta especie de Candida en un 22.5% y 24.1%
respectivamente, en este estudio no se encontr6 como una especie de
Candida predominante en los grupos analizados, siendo aislada en menos
del 3%. Las diferencias en los porcentajes de aislados de C. kefyr en
mastitis micaotica, es posible que tenga relacion con el sitio geogréafico del
cual fueron aisladas, considerando que los reportes de mayores aislados
como se menciond anteriormente se encuentran en Europa, mientras que
en México y Brasil aln no es una especie que se encuentre con frecuencia
como es el caso de C. krusei. Al respecto, en este estudio no se encontrd
una correlacion con las especies aisladas de Candida y el origen de las
muestras, siendo necesario en un futuro obtener muestras de otras zonas
de México con la intencion de conocer si la presencia de una determinada
especie de Candida tiene relacion con la zona geogréfica.

El aislamiento de numerosas especies diferentes a C. albicans de bovinos

3. 7. 11 |os cuales reconocen

con mastitis es acorde con diversos reportes
como uno de los principales factores predisponentes para la infeccion por
levaduras la terapia con quimioterapeuticos antibacterianos. Otros autores

mencionan que la presencia de levaduras en la glandula mamaria puede

verse favorecida por el contacto que tienen los animales con los diversos
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sustratos en los que estads pueden ser encontradas como suelo, agua y

plantas 3 7 13

Aun cuando en humanos, C. albicans sigue siendo la
especie mas frecuente en la mayoria de las manifestaciones clinicas, se ha
observado un incremento de aislamientos de otras especies de Candida,
situaciéon semejante a lo que sucede en los casos de mastitis clinica en
bovinos, donde los reportes anteriores y éste trabajo indican un aumento
de especies diferentes a C. albicans como causantes del proceso infeccioso
13, 64 65 No existe una evidencia clara para explicar lo anterior, sin
embargo la susceptibilidad de C. albicans hacia determinados
antimicoticos a diferencia de la resistencia natural o adquirida de algunas
especies de Candida a los mismos, podrian ser un camino para dilucidar
este fendmeno.

Por otra parte, un numero bajo de levaduras fueron identificadas como
Candida spp. con la metodologia bioquimica utilizada. Es conocido, el
hecho, de que los métodos de identificacion de rutina para levaduras que
se basan en caracteristicas morfolégicas y biogquimicas, ademas de
requerir de un periodo prolongado para su realizacion, en considerables
ocasiones presentan inconsistencias que dificultan la identificacion de las
especies diferentes a C. albicans 2% 2.

Con relacidén a las pruebas de susceptibilidad, estas se llevan a cabo con
aislados de levaduras de pacientes con procesos de SIDA, trasplantes,
cancer, y que han recibido una terapia prolongada con antimicéticos, lo

anterior debido al incremento de resistencia natural o adquirida de

algunas especies del género Candida hacia las sustancias antimicoéticas.

75



DISCUSION

Aun cuando el fendmeno de resistencia de las levaduras ha sido reportado
hacia la mayoria de los antimicoticos, los estudios se enfocan a los
derivados azolicos, en particular al fluconazol, ya que esta droga es la
preferida en la terapia por su actividad fungistatica hacia el hongo, a
diferencia de los derivados poliénicos como es el caso de la anfotericina B
que tiene una accién fungicida °2.

La evaluacion de la susceptibilidad a antimicéticos realizada en este
estudio es una de las primeras que se llevan a cabo en México de
levaduras aisladas de glandulas mamarias de bovinos sanos y con
mastitis.

Las levaduras aisladas de C. glabrata provenientes de glandulas mamarias
con mastitis clinica presentaron una susceptibilidad del 95% a la
5-fluorocitosina, y una alta resistencia a nistatina y a los azoles, superior
al 90% y 95%, respectivamente. Mientras que los aislados de C. krusei
presentaron una resistencia de mas del 70% a itraconazol y anfotericina B
y mayor al 90% para fluconazol, 5-fluorocitosina y nistatina. Con relacién
a los azoles, en particular, fluconazol, los porcentajes obtenidos de los
aislados de C. glabrata y C. krusei confirman lo reportado por diversos
autores con respecto a la resistencia intrinseca de estas levaduras al

fluconazol 41, 43, 45, 69, 70, 71

, asi como la clara susceptibilidad de los aislados
de C. glabrata a la 5-fluorocitosina cercana al 95% vy la evidente
resistencia de los aislados de C. krusei con un porcentaje mayor al 90%

para el mismo antimicotico. La susceptibilidad a la 5-fluorocitosina de los

aislados de C. glabrata concuerdan con reportes sobre la susceptibilidad a
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este antimicético *>"2. Con relacion a los aislados de C. krusei, es también
conocida la resistencia intrinseca de esta especie de Candida a la
5-fluorocitosina, situacion que se sustenta aun mas con el alto porcentaje
de resistencia encontrado en este estudio. Los patrones de susceptibilidad
a los antimicdoticos obtenidos tanto en los aislados de C. glabrata y
C. krusei, confirman lo reportado en la literatura para ambas especies.
Con relacién a los aislados de C. albicans, cabe resaltar la susceptibilidad
de esta especie a la 5-fluorocitosina, situacion que concuerda con lo
reportado por Cuenca-Estrella en 2001 "® y Pfaller et al. en 2002 ",
quienes obtienen una susceptibilidad a la 5-fluorocitosina mayor al 97%
en aislados de C. albicans obtenidos de sangre y de otros fluidos
corporales.

En general, la susceptibilidad a la 5-fluorocitosina ha sido reportada en un
porcentaje mayor a 95% para diferentes especies de Candida aisladas de
humanos principalmente de cavidad oral, vaginal y de sangre, por ejemplo
C. glabrata, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. kefyr y
C. tropicalis ™. Lo anterior concuerda con lo encontrado en el presente
estudio, donde el porcentaje de susceptibilidad a este antimicético fue
mayor al 95% para los aislados de C. glabrata, C. albicans y
C. viswanathii mientras que C. zeylanoides y los aislados de Candida spp
presentaron una susceptibilidad mayor al 70%, mientras que C. norvegica
presenté tan sé6lo una susceptibilidad cercana al 15%. A este respecto,
son pocos los estudios que refieren desarrollo de resistencia a este

3

farmaco; Cuenca-Estrella et al. ’® reportaron porcentajes de resistencia
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menores al 2% en aislados de C. albicans y C. parapsilosis y de un 6.9%

para C. lusitaniae "3.

La resistencia primaria a 5-fluorocitosina es poco
comun y aun no clara para este antimicaético.

En humanos, se ha observado que la resistencia antifungica depende de la
interaccion entre el hospedero, el farmaco y el hongo; siendo los factores
inherentes al paciente con frecuencia los mas relevantes para definir

resistencia % %% 70

, en los animales poco se sabe al respecto, debido entre
otras causas a que los animales con padecimientos por levaduras, en
particular en los casos de mastitis micética, dificlmente son
diagnosticados y por consiguiente no se implementa un tratamiento con
antimicéticos. Por lo anterior, con este estudio en particular, no se puede
definir cual o cuales factores influyeron en la presencia de resistencia a
antimicéticos de las levaduras aisladas. Es conveniente continuar con las
pruebas de susceptibilidad/resistencia de levaduras aisladas de animales
con diversos procesos infecciosos que permitan conocer cuales son los
factores involucrados en la presencia de resistencia a antimicoticos y si
éstos estan en concordancia con lo reportado en humanos.

Por otro lado, es conveniente mencionar que al igual que en las pruebas
de susceptibilidad a antimicéticos, este es uno de los primeros estudios
que utiliza métodos moleculares para: a) corroborar la identificaciéon por
métodos fenotipicos de levaduras de muestras de mastitis vy

b) caracterizar especies de Candida que con la metodologia bioguimica

solo fueron identificadas hasta el nivel de género.
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Con los ensayos de RAPD-PCR se logré corroborar la identificacion
bioquimica de los aislados de C. glabrata y C. krusei. Los productos de
reaccion de los aislados de C. glabrata originados con el iniciador OPE 18,
permitieron formar 5 grupos de acuerdo al niumero de bandas observadas.
El fragmento comun de 945 pb en los cinco grupos distingue a los aislados
de esta especie. En contraste, con el iniciador OPA 18 se generaron 7
grupos, en los cuales se observan de dos hasta siete bandas en cada uno,
sin encontrarse una banda comun en los grupos como es el caso con
OPE18.

Para los aislados de C. krusei ocurridé una situacion similar a la observada
para C. glabrata, aunque para ambos iniciadores se formaron 7 grupos,
OPE 18 permitidé observar una banda comun de 653 pb comun a seis de
los grupos de 653 pb, que seria la banda que distingue a los aislados de
esta especie. Los patrones generados en las reacciones de RAPD-PCR con
los diferentes iniciadores fueron altamente consistentes para la
identificacion de ambas especies. De acuerdo a los patrones observados
con ambos iniciadores en los casos de C. glabrata y C.krusei, al parecer el
iniciador OPE 18 permite la observacion de una banda comun en cada
caso, situacion que difiere con los fragmentos generados con OPA 18
donde la diversidad de genotipos es mas amplia.

Con el iniciador OPE 18 se logr6 la agrupacion de 8 aislados de Candida
spp., siendo sus perfiles de RAPD coincidentes con los de C. glabrata.
Asimismo, con el iniciador OPA 18 se agruparon 3 aislados de Candida

spp., los cuales presentaron perfiles de RAPD coincidentes con C. krusei.
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Con el resto de los aislados de Candida spp y el grupo de las diferentes
especies de Candida se originaron una gran variedad de fragmentos con
los iniciadores utilizados dificultando su agrupacion y/o identificacion.

Aun cuando los ensayos de RAPD-PCR han sido ampliamente utilizados
para desarrollar marcadores genéticos en distintas especies y para
discriminar entre variedades y aislamientos de levaduras patdgenas, el
numero de fragmentos de la reaccidn, la intensidad de amplificacion y la
reproducibilidad de los resultados dependen tanto de las condiciones de
amplificacién como de los componentes de la mezcla de reaccién > ’°. En
el presente estudio se utilizaron los iniciadores OPE 18 y OPA 18 asi como
las condiciones de reaccién sugeridas por Bautista et al., quienes
obtuvieron patrones consistentes con bandas Unicas para C. albicans,
C. dubliniensis, C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. kefyr,
C. krusei, C. lusitaniae y C. guilliermondii, aisladas en su mayoria de

diversos procesos infecciosos en humanos °°.

Considerando la gran
variedad de especies de Candida aisladas en este estudio y observando los
diferentes patrones de bandas generados, es necesario estandarizar la
prueba para encontrar las condiciones adecuadas para su O6ptimo
desarrollo en la caracterizacion de levaduras aisladas de muestras de
mastitis, una vez estandarizada, seria adecuado sumar a las levaduras
obtenidas de leche, otras de diversos procesos infecciosos en bovinos y en
diferentes especies animales.

Aun cuando la identificacion (morfolégica-bioquimica) consume tiempo y

la variabilidad de expresion de caracteristicas fenotipicas dificulta la

80



DISCUSION

caracterizacion, en este estudio fueron adecuadas para identificar el
83.5% del total de las levaduras obtenidas. Los ensayos moleculares, en
este caso el RAPD-PCR fue util para apoyar la caracterizacion de especies
como C. glabrata y C. krusei, ademas de detectar diferentes grupos
genotipicos entre aislados de una misma especie del género Candida.

El presente estudio permitidé conocer la prevalencia actual de las levaduras
presentes en las glandulas mamarias de bovinos sanos y con mastitis
subclinica y clinica, asi como determinar los patrones de susceptibilidad a
antimicoticos. Estd informacion serd de utilidad para continuar con
estudios que ayuden a dilucidar con mayor claridad el papel que juegan
las levaduras en la mastitis bovina, lo cual en consecuencia puede mejorar
la calidad y producciéon de la leche y la recuperacion del animal,
disminuyendo de esta manera las pérdidas econdmicas generadas por

este proceso infeccioso.
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6. CONCLUSIONES

. La metodologia tradicional utilizada permitid la identificacion del
84% de las levaduras aisladas en el total de las muestras de leche
glandulas mamarias sanas y con mastitis subclinica y clinica.

. Las pruebas de susceptibilidad a antimicéticos permitié conocer el
comportamiento de las levaduras aisladas de origen animal frente a
cinco antimicdticos diferentes, siendo util como un pardmetro de
identificacion para los aislados de C. glabrata y C. krusei.

. Con los ensayos de RAPD-PCR se corroboré Ila identificacion
bioquimica de los aislados de C. glabrata y C. krusei.

. Los mayores porcentajes de aislamientos de levaduras se
encontraron en las muestras de leche de glandulas mamarias sanas
y con mastitis clinica.

. En las gldndulas mamarias sanas C. glabrata fue la especie aislada
con mayor frecuencia mientras que en las glandulas mamarias con
mastitis clinica fue C. krusei.

. Se logré establecer grupos de relacion con la identificacion
bioquimica y los patrones de susceptibilidad en los aislados de

C. glabrata y C. krusei.
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