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RESUMEN.

Los murciélagos son importantes no sélo por la funcién que cumplen en la naturaleza; sino ademas por
los beneficios que aportan a la economia y a la salud del hombre y también por su extraordinaria
adaptacion. Hay especies de murciélagos insectivoros, que son depredadores de insectos existen
murciélagos polinivoros o nectarivos que son importantes ya que sin su participacion no habria

polinizacion y por ende fecundacion de las plantas de importancia alimenticia.

Ciertas especies de murciélagos frugivoros consumen y complementan su alimentacion con insectos,
hojas y polen, razon por la cual se les considera como omnivoros pero contribuyen con las aves como
dispersadores de semillas de gran cantidad de arboles frutales y existen factores extrinsecos que
influyen en la seleccion de alimentos en los murciélagos frugivoros entre los cuales se pueden

mencionar las diversidades, estacionalidad, abundancia, el trayecto nutrimentales.

En gran parte la regeneracion de plantas es debida a los animales que son dispersadores de semillas
que en este caso seria los murciélagos frugivoros ya que cuentan con la capacidad de dispersar sus
propagulos para colonizar o recolonizar algun sitio. La importancia de este mutualismo (murciélago-
planta) ya ha sido analizada, pero en cuanto al estudio de la microbiota que se encuentra en los

murciélagos han sido pocos los reportados.

Este trabajo verso en el estudio para la identificacion de microorganismos micdticos que se pueden
encontrar en el estdmago e intestino del murciélago de la especie Artibeus sp, lo que se realiz6 en
experimental fue el lavado con SSF del estomago e intestino para obtener el contenido de estos
Organos y posteriormente realizar el aislamiento de levaduras en SDA con &cido tartarico aunque solo
hubo crecimiento en el intestino, ya aisladas la microbiota obtenida de intestino se identifico las cepas
mediante pruebas bioquimicas especificas para este tipo de microorganismo y el resultados obtenidos
fueron cepas de Candida entre las cuales se encuentran C.albicans, C.guillermondi, C.famata,
C.catenualata y C.glabatra y solo dos fueron Rodhotorula rubra. Ya aisladas e identificadas se procedio
a realizar un enfrentamiento con tres antimicoticos para poder determinar su sensibilidad, los
antimicoticos utilizados fueron Ketoconazol, Nistatina y Terbinafina de los cuales presento una mayor

sensibilidad la Terbinafina y el Ketoconazol ante las levaduras presenta una resistencia al antimicético.




1.- Introduccion.

1.1.- CHAMELA.

México es uno de los paises que cuenta con un gran numero de especies nativas de mamiferos por
debajo de Indonesia o Brasil, y los murciélagos no son la excepcion de estar registrados en nuestro pais
y por lo tanto estos murciélagos que se encuentran en México incluyen una gran variedad en ecologia y
habitos. Aungue se encuentran distribuidos en gran parte del pais la mayoria se concentra en las zonas
tropicales del pais entre las cuales esté la reserva ecoldgica de Chamela en el estado de Jalisco.

Cuando la estacion Chamela del Instituto de Biologia fue establecida en 1972 se forjo tres objetivos los
cuales marcarian sus actividades y estrategias son:

1.- Realizar y promover la investigacion cientifica de
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la flora, fauna y los ecosistemas de la region.

2.- Difundir el conocimiento generado.

3.- Contribuir a la conservacion del bosque tropical

de
Chamela

caducifolio del occidente de México.(Noriega, 2002).

/' RESERVA DE LA BIOSFERA
’ CHAMELA-CUIXMALA

La reserva se ubica en la costa de Jalisco, en el
municipio de la Huerta aproximadamente a 120 km al
norte de Manzanillo, entre el margen norte del Rio
CARR. A MANZANILLO

Cutzamala y el arroyo Chamela como se muestra en

la Figura 1. Figura 1.” Reserva de Chamela” (Cita internet 1).

El area puede considerarse en términos practicos dividida en secciones por la carretera Federal
Melaque-Puerto Vallarta, y al este de la carreta predominan el bosque tropical caducifollo y al oeste
basicamente el bosque tropical subcaducifolio y los humedales. La Reserva de Chamela-Cuixmala ha
sido creada para proteger, fundamentalmente, el bosque tropical caducifolio y humedales de la costa de
Jalisco. La region de Chamela-Cuixmala se caracteriza por su variada y abundante fauna y por
mantener extensiones considerables de bosque tropical caducifolio y humedales con poca perturbacion.

El Bosque tropical caducifolio y los humedales, se hallan escasamente representados en los sistemas

de proteccion internacional, situacion que, aunada a su alta tasa de destruccion, indica que es urgente

1




establecer reservas para preservar muestras representativas de estos ecosistemas

(URL1). A més de tres decadas de haber fundado la estacion de Chamela es unos de los ejemplos mas
exitosos de conservacion de la biodiversidad en México. Esta estacion cuenta con una superficie de
3,200 hectareas que es parte integral de la Reserva de la Biosfera Chamela-Cuixmala, donde gracias al
convenio establecido entre la UNAM y la Fundacion Ecoldgica de Cuixmala A.C, se ha garantizado la

proteccion a largo plazo de méas de 13,000 hectareas de selva y humedales.( Noriega, 2002).

1.2.- ANTECEDENTES CULTURALES DE MURCIELAGOS.

Los murciélagos en el tiempo prehispanico se conocieron como tzinacan o quimichpapalotl por los
aztecas, tlacatzinacantli por los mixtecos y zotz por los mayas, a los murciélagos se les considero como
dioses en varias culturas prehispanicas, donde representaban larga vida, fortuna y fertilidad. A la vez,
también se les reconocié como mensajeros del cielo, la tierra e inframundo por ser habitantes de cuevas
o del interior de la tierra. La importancia que tuvieron para los pobladores resulta evidente en la gran
cantidad de representaciones que se dejaron de ellos en urnas, vasijas, mascaras, codices y templos,
sobre todo en las culturas maya, zapoteca y mixteca. (Conaculta, 2003).

Una de las piezas de museo es la del dios murciélago
hallada en el poblado de Miraflores, cerca de
Amecameca, Estado de México (Figura 2) la cual
mide mas de dos metros a pesar de tener forma
humana, cabeza, patas y garras presentan
claramente a un murciélago. Otra importante
representacion se encuentra en los cilindros mayas,
en cuya parte inferior se observa un rostro
semidescarnado que representa al inframundo y que
sin duda se relaciona con los murciélagos vampiros,
como puede apreciarse por la forma de los dientes

incisivos (que es exclusiva de los mamiferos).

Figura N.2 “Dios murciélago” (Cita internet 2).
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En algunas comunidades nahuas del actual estado de Guerrero persiste una tradicion oral sobre el
origen de los murcielagos: “Un dia estaba lavandose Quetzalcoatl cuando toco con sus manos su
miembro viril, y hecho asi la simiente que arrojo encima de una piedra y alli nacié el murciélago, que fue

convertido de inmediato en el mensajero de los dioses”

Durante la conquista no existen trabajos cientificos que demuestren que los espafioles tuvieran interés
por conocer a los murciélagos que habitaban en México. Tal vez los asociaban mas con perjuicios que
con beneficios esto lo podemos leer en el relato de Fernandez de Oviedo (1514) que se refiere al
murciélago vampiro: “En tierra firme hay muchos de ellos, fueron muy peligrosos para los cristianos a
los principios que aquella tierra con el adelantado Vasco Nufiez de Balboa y con el bachiller Enciso,
cuando se gano el Darién; porque al no saberse el facil y seguro remedio contra los murciélagos,
algunos cristianos murieron entonces y otros estuvieron en peligro de morir, hasta que de los indios se
supo la manera de como se habia curar el que fuera picado por algunos de ellos. Estos murciélagos
acostumbran a picar de noche y cominmente por la mayor parte pican del pico de la nariz, o de las
yemas de los dedos o de los pies y sacan tanta sangre de la mordedura que es cosa para no poder
creerlo sin verlo. El remedio de esta mordedura es tomar un poco de rescoldo de la brasa, cuanto se
pueda sufrir y ponerlo en el bocado, hay asi mismo otro remedio el cual consiste tomar agua caliente y
cuanta se pueda sufrir la calor de ella lavar la mordedura y luego cesa la sangre y el peligro”. Lo anterior
ejemplifica el conocimiento que los nativos de América tenian sobre ellos, si bien la manera que tenian
de curar la mordedura de murciélago es incorrecta podria haber sido eficaz sobre todo en una época
en donde no se conocian los detergentes o desinfectantes. (Conaculta, 2003).

Hay que mencionar que los murciélagos son importantes no solo por la funcion que cumplen en la
naturaleza, si no por los beneficios que trae a la economia y salud del hombre, y porque sus
extraordinarias adaptaciones se han utilizado para desarrollar modelos para comunicacion ultrasénica
entre otros. Desde el punto de vista econémico hay especies insectivoras, que son los depredadores
méas importantes de insectos nocturnos en el mundo y algunos se llegan a manifestar como plaga;
existen murciélagos polinivoros o nectarivoros que son importantes ya que sin su participacion no
habria polinizacion y por ende fecundacion de plantas de importancia alimenticia, econdmica y cultural.

Existe una relacion entre la coevolucion entre planta y murciélago es tan fuerte que estos han sufrido




cambios morfoldgicos y fisioldgicos para hacerlos més eficientes y asi aprovechar el néctar y polen que
ofrecen la flores y en consecuencia facilitar la fertilizacion. (Romero, 2006).

Ciertas especies de murciélagos frugivoros consumen y complementan su alimentacion con insectos,
hojas y polen, razon por la cual se les considera como omnivoros, pero actuan junto con las aves como
dispersadores de semillas de gran cantidad de arboles frutales. Lo anterior favorece la germinacion de
semillas y después de que las plantas se han establecido, la reforestacion por tales especies de plantas
en diferentes areas y aunando a esto es excremento 0 guano de algunas especies sirven como
fertilizantes en la agricultura debido a su alto contenido de nitrégeno. También estan tomando una gran
importancia ya que algunas especies de microquirbpteros y megaquiropteros potencialmente pueden
transmitir enfermedades mortales al ser humano, también en investigaciones epidemiolégicas en el
desarrollo de vacunas y mecanismo de resistencia de enfermedades. Se ha dado parte que en la saliva
de los vampiros se encuentra una proteina que funciona como anticoagulante, llamada desmoquinasa,
la cual se utilizd6 como base para procesar el fa&rmaco DSPA (Desmodus Salivary Plasminogen
Activator), de utilidad para tratamiento de infartos, accidentes cerebrovasculares y otros tipos de

trombosis. (Romero, 2006).

1.3.- GENERALIDADES DE MURCIELAGO.

Los murciélagos se agrupan dentro de la clase Mammalia principalmente porque tiene el cuerpo
cubierto de pelo y alimentan a sus crias con leche, el nombre de murciélago proviene del latin muris
(mus): mur o raton, caecus: ciego, y ala: el ala que en resumen lo que quiere decir es raton ciego alado
lo que hace referencia a su capacidad para realizar un verdadero vuelo. Con una distribucion casi
cosmopolita ocupan diferentes habitas desde regiones a nivel del mar hasta altas montafias con
excepcion las islas oceénicas méas alejadas o areas con nieve también cubren todos los tipos de
vegetacion como bosques tropicales perennifolio, subcaducifolio y caducifolio, bosques espinoso, de
coniferas y encinos, pastizal y matorral por ejemplo en México existen alrededor de 138 especies de
murciélagos y en el quinto pais con mayor diversidad. Por otra parte, acceder a la informacion béasica y
conocer graficamente a los murcielagos mas comunes favorecera que cualquier persona pueda

diferenciar facilmente a los murciélagos benéficos (insectivoros, nectarivoros, frugivoros, carnivoros u




omnivoros) del vampiro comun (Desmodus rotundus) con esto se tratara que haya una disminucion de

sacrificios injustificados de las especies que son benéficas para la naturaleza. (Romero, 2006).

1.4.- ANATOMIA DEL MURCIELAGO.

Los murciélagos se encuentran entre los grupos de mamiferos mas diversificados del mundo; su
anatomia conserva rasgos primitivos, todos los murciélagos vuelan y la mayoria poseen un sistema de
ecolocalizacion; su cuerpo presenta un plan estructural idéntico y ciertas similitudes en cuanto a piel y
pelaje, alas y dientes, agudeza visual y sistema auditivo, asi como de patrones y sistemas reproductivos
(Wilson, 2002).

En las caracteristicas mas sobresalientes de los murciélagos frugivoros se encuentran las siguientes:
tienen una poderosa dentadura con incisivos, caninos, premolares y molares con clspide roma para asi
poder macerar su alimento. La hoja nasal y el trago estan bien desarrollados como se observa en la
Figura 3, para la orientacion de vuelo que es la altura de los &rboles frutales también se guian de la
ecolocacion y su membrana interfemoral es pequefia ver Figura 4. (Flores, 1998)

Dentadura completa con cuspides en roma

2.- Hoja nasal

Figura 3 (Flores, 1998)




6.- Dedo pulgar
7.- 2°,3°,4° y 5° dedo
8.- Membrana alal
" 9.- Membrana interfomeral

1.- Muifieca
2.- Antebrazo
3.- Codo

4.- Trago

5.- Hoja nasal

Figura 4 (Flores, 1998)

Estos murciélagos forman parte muy importante en el ecosistema y en la fauna tropical, siendo
comedores de frutos, y su distribucion esta relacionada a las areas donde existen los vegetales donde
se producen estos. La importancia ecoldgica de los murciélagos frugivoros esta dada con el hecho de
que son diseminadores de semillas de los frutos que le sirven como alimento, llevandolas a distintos

lugares por medio de su excremento. (Flores, 1998)

1.5.- FAMILIA PHYLLOSTOMIDAE.

Los filostomidos se distinguen de los demas quirpteros del nuevo mundo por un apéndice cutneo
nasal de un aspecto muy variable lo cual hace parecer a una hoja y una forma méas simple no parece
méas que como un pliegue cutaneo a lo largo de la punta de la nariz, esta estructura actia como un
megéafono para encontrar los sonidos que son emitidos a través de las narinas aunque también estos
sonidos pueden ser emitidos por la boca. El segundo dedo de la mano posee falanges pequefias y un
metacarpiano que es algo desarrollado, el tercer dedo a diferencia de otras familias tiene las falanges

completas.




En cuestion de las alas son anchas lo que permite el vuelo lento que es lo mas adecuado para poder
maniobrar entre la vegetacion. (Mora, 2000)

1.6.- SUBFAMILIA STENODERMATINAE. (Murciélago frugivoros)

Son muy variable en tamafio ya que los hay desde pequefios hasta grandes, también es muy variable
su formula dentaria estos murciélagos se caracterizan por tener la cara redondeada, ojos grandes,
ausencia de cola, y el uropatagio mucho mas corto que las patas o ausente en algunos casos. Dos
especies no tienen hoja nasal igual. Los Stenodermatinae son de héabitats muy variables y se alimentan
principalmente de frutas por ejemplo algunos Artibeus y Uroderma consume muchos higos y al ser muy
comunes juegan un papel ecoldgico importante al dispersar semillas y en general ellos son
dispersadores de muchas especies de plantas por lo general toman su alimento y las llevan a un sitio
particular de alimentacién, ahi consumen la pulpa de los frutos pero se deshacen de las estopas y
semillas grandes. (Mora, 2000)

Varios estenodermatinos aprovechan algunos tipos de hojas para construir sitios de descanso que son
conocidos como “tiendas”. Esta es la subfamilia més grande de Phyllostomidae formado por 62
especies distribuidas en 17 géneros.

1.7.- Artibeus sp.

Tiene el dorso de color que va desde gris o pardo a casi negro, no tiene linea dorsal blanca, ademés de
que cuenta de cabeza grande, redondeada y fuerte, normalmente tiene cuatro lineas faciales claras y

0jos pequefios. La lengua de algunos Artibeus es negra.

Los murciélagos frugivoros se encuentran desde México a Paraguay, el norte de Argentina y la
amazonia brasilefia. La taxonomia del género es compleja y hay discusion sobre si en realidad sus
especies forman mas de un género es compleja y hay discusion. Los Artibeus pequefios (a veces
referidos como Dermanura spp) son muy similares y a veces es casi imposible distinguirse e

identificarlos en el campo.




Los Artibeus se alimentan de frutas, razon por la cual juegan un papel muy importante pues propaga las
semillas y asi ayudan a la dispersion de las especies vegetales. Ademas suele salir a forrajear a areas
abiertas o desforestadas, tienen un papel primordial en la restauracion de los bosques ya que lleva
semillas hasta estas areas. También son importante en la polinizacion ya que principalmente durante la

época seca visita flores para comer polen y néctar y en algunas ocasiones como hojas.

Los murciélagos frugivoros se reproducen durante

todo el afio y las hembras dan a luz una cria por
parto, llegan a vivir unos siete afos. Por lo regular
evitan salir a comer cuando hay luna, posiblemente
para evitar ser vistos por los enemigos como lechuzas
0 zariglieyas. Por las noches suelen descansar en
cuevas, follajes, huecos de arboles y perchas

artificiales como puentes y casas. (Mora, 2000)

Figura N.5 “Artibeus sp” (Mora, 2000)

MURCIELAGOS.

Los murciélagos constituyen uno de los grupos de mamiferos mas grandes y de mayor distribucion en el
mundo. De las 4,600 especies de mamiferos que existen (Medellin y Gaona 2000), 1116 son
murciélagos agrupados en 18 familias y 202 géneros (Simmons 2008), lo que representa casi el 25% de
todos los mamiferos existentes (Laval y Rodriguez, 2002). El orden Chiroptera se ha clasificado en dos
subordenes: Megachiroptera, conocidos como zorros voladores o murciélagos del viejo mundo,
representados por una sola familia (Pteropodidae) con 42 géneros y 186 especies (Simmons 2008). Los
Microchiroptera, son el segundo suborden e incluye a pequefios murciélagos que habitan en todo el
mundo (Neuweiler, 2000) (Kunz, 2003), representados en 17 familias vivientes 160 géneros y 930
especies (Simmons 2008).

En este caso es importante mencionar que el género de Artibeus se encuentra en el Orden: Chiroptera,
Suborden: Microchiroptera, Familia: Phyllostomidae, Subfamilia: Stenodermatinae, el cual se encuentra
integrado por 18 especies de murciélagos. (Wilson y Reeder, 2005).
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Los murciélagos juegan un papel importante en los ecosistemas tropicales ya que son esenciales por su

papel en la dispensacion de semillas de muchas plantas y son especialmente importantes para la

regeneracion natural del bosque. Se encuentran aproximadamente 60 especies en el nuevo mundo de

las cuales 22 se han registrado en México, y 12 de esas especies se han localizado en Jalisco como se

muestra en el cuadro 1. (Noriega, 2002).

Especies en Jalisco
Frugivoros.
Artibeus azteca
Artibeus hartil
Artibeus hisrutus
Artibeus intermedius
Artibeus Jamaicensis
Artibeus Phaetosis
Artibeus Toltecus
Carollia subrufa
Centurio senex
Chiroderma salvini
S. ludovici

Sturnira lilium

Conservacion Chamela Abundancia

Rara

Vulnerable

Coman
Abundante
Coman
Rara

Rara

Rara

Rara

X X X X X X X X X X

Comun

Cuadro 1 “Especies de murciélagos frugivoros registradas.” (Noriega, 2002).

Aunque solo en Chamela se encuentran 8 especies de murciélagos los cuales corresponden a la familia

Phillostomidae como se muestra en el cuadro 2.

Phillostomidae

Artibeus intermedius

Artibeus phaeotis

Artibeus jamaicensis

Artibeus toltecus

Phillostomidae
Carollia subrufa
Chiroderma salvini
Centurio senex

Sturnira lilium

Cuadro 2.- “Especies de murciélagos en Chamela”. (Cita internet 3).
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Pero ninguno de las ocho especies que se encuentran en esta reserva se encuentran reportadas en
amenaza, aunque si es importante mencionar que no se ha encontrado informacion de algunas
especies. El género de Artibeus consiste en 19 especies que estan distribuidas desde Sinaloa México
hasta América central y América del sur. (Noriega, 2002).

1.9.- MICROBIOTA.

Existe una relacion simbidtica muy estrecha entre los murciélagos y una gran cantidad de
microorganismos, por ejemplo en el tracto digestivo del murciélago se encuentran bacterias que ayudan
a degradar alimentos que estos ingieren, también sintetizan vitaminas y ayudan a proteger de otros
microorganismos que pueden ser dafiinos (Cheverria, 2006). Las bacterias no son solo exclusivas de
los murciélagos y es muy probable que las mismas especies de bacterias se encuentren en algunos
mamiferos, aunque hay que mencionar que se ha relacionado a los murciélagos como un gran portador
de microorganismo patdgenos y por este motivo se le catalogado como un mamifero perjudicial. (Hill y
Stim, 1984). La mayoria de los estudios que se han realizado con murciélagos han sido relacionados
con el aspecto que da referencia a su dispersion geogréfica, habitos alimenticios, reproduccion
mencionando aspectos generales hay pocos estudios que estan relacionados con la microbita del
murciélago. Algunos estudios han mencionado que se han encontrado microorganismos ya sea en el
guano del murciélago como en el intestino del mismo. Se determind la microbiota como guano y

contenido intestinal de murciélagos. Reportando o siguiente:

1) De guano se encontro: los ascomicetes Aphanoascus fulvescens, Gymnascella citrina, Gymnoascus
dankaliensis, y Chaetomidium fi meti; los hongos mitosporicos Aspergillus flavo-furcatis, Aspergillus
terreus, Aspergillus terreus var. aureus, Penicillium spp., Malbranchea aurantiaca, y Sporothrix sp.; y las
levaduras Candida catenulata, Candida ciferrii, Candida famata var. flareri, Candida guilliermondii var.
guilliermondii, y Rhodotorula spp.

2) Del contenido intestinal de murciélagos insectivoros, hematéfagos, nectarivoros, y frugivoros:
Aspergillus candidus, Aspergillus flavo-furcatis, Aspergillus sulphureus, Aspergillus sydowii, Aspergillus
terreus, Aspergillus versicolor, Aspergillus sp., M. aurantiaca, Gliomastix murorum, Scopulariopsis sp.; y

Candida famata var. flareri, Candida lipolytica, Criptococcus albidus, y Trichosporon spp. (Ulloa, 2006).

10




2.- LEVADURAS.
Las levaduras estan agrupadas en unas 350 especies (clasificadas a su vez en 39 géneros), lo que nos
demuestra que dentro de los hongos constituyen un grupo. Las levaduras se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza, localizadas en el suelo, en la superficie de las frutas, en el néctar de las
flores y en ambientes acuaticos. La mayoria son saprofitas y llegan a proliferar en materia organica
muerta; otras son parasitas, facultativas u obligadas, por lo que se desarrollan en otros seres. Algunas
levaduras que son parasitas pueden causar enfermedades en el hombre, animales y plantas. Entre las
saprofitas las fermentativas llevan a cabo la fermentacion alcohdlica de azucares, caracteristicos que ha
sido aprovechada por el hombre, desde tiempos remotos. (Garcia, 2004).
Las levaduras son definidas como hongos unicelulares microscdpicos, que se reproducen por
gemacion, constituyendo un grupo taxonémico complejo y heterogéneo, que incluyen actinomicetos y
basidiomicetos. La unidad mas importante en la taxonomia de las levaduras es la especie, se define
como un conjunto de cepas gque comparten numerosas propiedades estables, pero que difieren de
forma significativa de otro propio de cepas distintas. Durante el siglo XX se han sucedido diversas
clasificaciones de levaduras, debidas a autores como Lodder y Kreger Von Rij (1952), Lodder (1970),
Kreger y Von Rij (1984), Kurtzman y Fell (1998) en sus respectivas ediciones correspondientes a “The
yeast. A taxonomic study” y a otros como Barnett y col. (1983, 1990,2000) y autores de la obra “Yeast:
characteristics and identification”, agruparon y separaron las distintas levadura como se muestra en el
cuadro 3. (Hidalgo, 2010)
Ascomicetos
Familia Schizosaccharomycetaceae:
Género Schizosaccharomyces.
Familia Metschnikowiaceae:
Género Metschnikowia.
Familia Saccharomycetaceae:
Géneros.  Saccharomyces, Debaryomyces, Dekkera, Kluyveromyces, Pichia,
Zygosaccharomyces y Torulaspora.
Familia Saccharomycodaceae:
Géneros Hanseniaspora y Sacchoromycodes.
Familia Candidaceae:

Géneros Brettanomyces, Candida y Kloeckera.
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Basidiomicetos

Familia Sporobolomycetacea:

Género Rhodotorula.

Familia Cryptococcaceae:
Género Cryptococcus.
Cuadro 3.(Hidalgo, 2010).

e 2.1.- Morfologia.

Las células de las levaduras son relativamente grandes (si se comparan con las bacterias) oscilan entre
1y 5 um de anchura. Cada levadura posee una caracteristica especifica como se observa en la Figura
6, pero aun en un cultivo puro, entre las células individuales, existen una considerable variacion en el

tamafio y la forma que puede ser redonda, elipsoide o casi cilindrica. Estas caracteristicas morfologicas

se ven afectadas por la edad y el entorno. (Garcia, 2004).

Figura 6 “Morfologia de levaduras.” (Garcia, 2004).

La estructura de la levadura es la de una tipica célula eucariota como se muestra en la Figura 7. Al
microscopio pueden observar la pared celular, el citoplasma con vacuolas, glébulos de grasa y granulos
metacromaticos. Las levaduras no poseen flagelos ni otros érganos de locomocion. Algunas pueden
presentar un material viscoso, compuesto de polisacaridos, que rodea la célula y que es semejante a la

capsula bacteriana. (Montoya, 2008)
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Reticulo
endoplasmarico

Figura 7” Estructura de levadura.” (Garcia, 2004).

2.2.- Reproduccion.

Existen dos tipos de reproduccion para las levaduras:
¢+ Reproduccion Asexual.

% Reproduccion Sexual.

e 2.3.-Reproduccion Asexual.
La mayoria de las levaduras se reproduccion asexualmente (Figura 8) por germinacion y unas pocas
por fision binaria. En el proceso de germinacion se forma una pequefia protuberancia en la periferia de
la célula, la cual se debe a un debilitamiento local de la pared. Esta pequefia protuberancia se agranda
al irse llevando de material citoplasmatico proveniente de la célula madre, hasta alcanzar casi el tamafio
de esta. El material nuclear se replica por mitosis y una parte pasa a la célula hija. Luego se forma la

pared que divide las dos células y la célula hija se desprende de la madre. (Garcia, 2004).

La produccion de las gemas puede ocurrir en un uno o en ambos extremos de la célula, lo que se
conoce como germinacion polar, o pueden producirse en lugares diferentes de la superficie celular, en
cuyo caso se trata de la germinacion multilateral o multipolar. En lugar donde se formé una gema queda
una cicatriz en la pared de la célula madre. En las levaduras polares, la produccion de gemas se da

siempre en el mismo lugar lo que contrasta con las levaduras multipolares en las cuales la germinacion,
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generalmente, no ocurre de nuevo en el mismo lugar. Por esta razdn, se pueden considerar que en las
levaduras polares, la germinacion es infinita mientras que en las multipolares tienen un limite.
(Garcia, 2004).

Aparece
protuberanci

S, ==
\ DNA
3

Division
nuclar inicial

Nucleo entra

® to en la gema
Cicatg@_@/

Division de Separacionde
células nucleos

Figura 8 “Reproduccion Asexual.” (Garcia, 2004).
e 2.4.-Reproduccién Sexual.

La reproduccion sexual de las levaduras se da por medio de la formacion de esporas que pueden ser
ascosporas 0 basiodiosporas, dependiendo del tipo de célula especializada donde se formen (un asca o
una basidia). Ambos tipos de esporas requieren que ocurra la unién de ndcleos compatibles y una
division micotica. La mayoria de las levaduras son ascosporas, se considera que el ciclo de
reproduccion de esta levadura es representativo de la mayoria.

La reproduccion sexual (Figura 9) ocurre mediante la fusion de las dos células vegetativas compatibles.
Las células que se van a aparecer se ponen en contacto y se disuelven sus paredes en un punto
correspondiente y se produce la plasmogamia o fusion de plasmas. Después de esto ocurre una
cariogamina o0 union de nucleos la cual da origen a una célula diploide la cual puede seguir
reproduciéndose por germinacion o asexualmente, pues de entrar en un proceso meiotico lo que da
como resultado la formacion de cuatro nicleos. A continuacion los nucleos se cubren de citoplasma y
de pared propia, esto origina las ascosporas que quedan contenidas en la vieja pared de la célula a la
que se llama asca. Una vez liberadas las ascosporas, estan germinan y se reproducen asexualmente
produciendo el ciclo haploide. De acuerdo con las condiciones del medio podrian suceder que la mayor
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parte de la poblacién pase por algunos de los dos ciclos, pero en la mayoria de los casos de los dos

ciclos se dan simultaneamente. (Garcia, 2004).

Asca
1.-Ciclo
 haploide (+}.
6 2 -Ciclo
Ascosporas haploide {-).

Figura 9 “Reproduccién Sexual. “(Garcia, 2004).
e 2.5.- Requerimientos Nutricionales.

Las levaduras son organismos heterétrofos, y por lo tanto requiere de carbono organico para obtener la
energia y el carbén para la sintesis de sus componentes celulares. Sin embargo los requerimientos de

nutrimentos especificos para las levaduras pueden variar dependiendo de las diferentes especies.

Los azucares constituyen el mejor alimento energético de las levaduras. Muchas pueden, por ejemplo,
catalizar la glucosa, ya sea en forma aerobia (respiracion) o anaerobia (fermentacion). El proceso tipico
es la disimilacion anaerobia, conocido comunmente como fermentacion alcohdlica, el cual da como

resultado etanol y diéxido de carbono:
CeH120p m—) ) (C,H;0OH + 2C0O>

Glucosa Etanol Dioxido de carbono

Bajo condiciones aerobias las levaduras al utilizar el oxigeno del aire, pueden oxidar la glucosa
totalmente hasta didéxido de carbono y agua, o parcialmente produciendo productos como &cidos
organicos Y otros intermediarios.
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Las levaduras pueden obtener el nitrdgeno que requiere para la sintesis de proteinas tanto de
sustancias organicas como inorganicas y muchas especies pueden utilizar el ion amonio (NH4*). La
capacidad para utilizar diferentes compuestos nitrogenados es una de las caracteristicas que se usa

para distinguir entre las diferentes especies.

El azufre puede ser suplido por sulfato (SO42) presente en el medio, pero algunas crecen mejor si esta
presente una fuente de azufre organico (aminoacidos azufrados como cisteina). También las levaduras
requieren de minerales para su crecimiento por ejemplo se ha determinado que el potasio, el magnesio,
el sodio y el calcio se incluyen entre los necesarios. En cuestion para tener un mejor rendimiento para
que tengan un mejor crecimiento en un medio sintético se requiere de boro, cobre, zinc, manganeso,
hierro, iodo y molibdeno, también es importante mencionar que requieren de poca agua para Su
crecimiento y llegan a crecer en soluciones con concentracion elevada de solutos (sal y azlcar) por lo
que se puede decir que necesitan menos humedad que las bacterias sin estar en condiciones extremas

de sequedad como lo hacen los mohos. (Garcia, 2004).

3.- Antimicéticos.

Existen muchos menos antimicéticos, antiparasitarios y antivirales que antibacterianos. En el caso de
los dos primeros esto es consecuencia de que los hongos y los parasitos estan constituidos por células
eucariotas, lo mismo que los mamiferos y por lo tanto lo que afecte probablemente también afecte a las

celulas humanas. (Negrori, 2009)

Ya que la incidencia de infecciones producidas por hongos ha aumentado, comienzan a existir
modernos antifungicos que presentan una mayor selectividad de actuacion y han aparecido nuevas
formulaciones galénicas que reducen los efectos secundarios de los usados clasicamente. Como ya se
habia mencionado los hongos son seres eucariotas sin clorofila, en su mayoria con un comportamiento
saprofito. De las 250 000 especies conocidas, aproximadamente unas 400 ocasionan enfermedades en
el hombre. Al ser una célula eucariota, los antifungicos deben de actuar sin lesionar quimica o

metabdlicamente las células del hospedero, pero deben de ser capaces de destruir (fungicidas) o al
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menos impedir el crecimiento (fungistatico) tanto de las formas filamentosas como de las levaduriformes

del hongo.

e 3.1.- Clasificacion de los antimicoticos.
Los antimicdticos se pueden clasificar de la siguiente manera:

a) Por su indicacion.

b) Su estructura quimica.
Tipo de micosis en la que se emplea.
Producidos por microorganismos (antimicéticos antibioticos) y antimicdticos sintéticos. (Velazco,
2002)
El lugar de accion de los antimicdticos ver Figura 10 debe ser exclusivamente de la célula flngica, por
lo que se limita la posibilidad y motiva al desarrollo de nuevos compuestos por ejemplo la membrana
celular o citoplasmatica es muy parecida a la de las células de los mamiferos con la diferencia de la
presencia de ergoesterol en lugar de colesterol, esto motivo un objetivo de accion antifungica con
algunos farmacos como del grupo polienicos, azolicos, derivados de morfolinas, alilaminas y los
tiocarbamatos. Otros antimicoticos actlan interfiiendo la sintesis de &cidos nucleicos como la
flucitosina o interfiriendo el proceso de mitosis fijdndose a una tubulina de los microtubulos del huso

mitdtico como hace la griseofulvina. (Cita internet 4)

ALILAMINAS POLIENOS AZOLES

Bloquean la formacién de Se ligan a las membran as Bloque an la formacién de
celulares v las rompen

ergosterol en la membrana ergosterol en la membrana

celular por inhibicién del _| celular por inhibicién de 1a 14

escualeno o T P alfa desmetilas a dependiente
- — - del citocromo pa50

EQUINOCANDINAS

_inhiben 13
betaglucancs de la
pared celular

GRISEOFULVINA

Bloquea los
microtdbulos FLUCITOSINA

intracelulares Ingres a activamente via
permeasa vy bloquea la
sintesis de DNARNA

Figura 10 “Mecanismo de accion de antibidticos” (Cita internet 4)
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o 3.2.-KETOCONAZOL.

Es una droga fungistatica que también puede ser fungicida, segin su concentracion. Inhibe la
biosintesis de ergoesterol u otros esteroles, lesionando la membrana de la pared celular del hongo y
alterado su permeabilidad; inhibe la biosintesis de triglicéridos y fosfolipidos de los hongos y la actividad
enzimatica oxidativa y peroxidativa. (Lepori, 2002). El Ketoconazol es activo frente a varias especies de
hongos que producen micosis profundas y diseminadas, pero en muchas de ellas su actividad por via
oral es inferior a la de la anfotericina B, por lo que queda como farmaco de su segunda eleccion. Esta
especialmente indicado en las mismas micosis de mucosas y piel por Candida; es eficaz en las micosis
moderadas por Paracoccidioides y Blastomyces, hongos productores de cromomicosis, criptococosis
no meningea, histoplasmosis y esporotricosis. En las micosis superficiales se pueden utilizar la via
topica, mientras que la oral quedaria solo para las micosis resistentes a otros tratamientos, incluido el

de griseofulvina. (Flores, 2004)

Reacciones adversas: Nauseas, vomitos, diarreas, mareos, somnolencia, Rash cutaneo o prurito. Ante
aparicion de orina oscura, heces palidas, cansancio o debilidad no habituales o ictericia se requerira de
forma inmediata atencion médica. (Lepori, 2002) En el 2-5% de los pacientes puede elevar
temporalmente y asintomaticamente las enzimas hepaticas, origina lesion hepética de caracter
idiosincratico. En varones y a dosis superiores a 600mg/dia puede ocasionar ginecomastia, infertilidad,
oligospermia y reduccion de la libido por los mecanismos descritos anteriormente. También eleva los
niveles de ciclosporina y aumenta el tiempo de protrombina en pacientes que toman anticoagulantes
orales. (Flores, 2004)

Estructura quimica
del Ketoconazol.

N
|
J
(‘.“2(1
n,cﬁc—_\C\-@(xu;Lo >‘: ?

Figura 11”Estrucrura quimica del Ketoconazol” (Cita internet 5)
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e 3.3.- NISTATINA.
Es un antibidtico antimicdtico de aplicacion topica exclusivamente, producida por Streptomyces noursei.
Al igual que la Anfotericina B. En cambio carece de actividad frente a bacterias, virus y protozoos.
Aunque su espectro cubre varios géneros de hongos, el hecho de que no se pueda administrar por via
parenteral debido a su toxicidad obliga a restringir su accion terapéutica a las infecciones mucocutaneas

producidas por las distintas especies de Candida en boca, eséfago y vagina. (Flores, 2004)

Su mecanismo consiste en la unién a los esteroles en la membrana celular fingica, que ocasiona la
incapacidad de la membrana para funcionar como barrera selectiva, con la perdida de constituyentes
celulares esenciales. A penas se absorbe por el tracto gastrointestinal y se excreta casi totalmente en
heces como farmaco inalterado. No se absorbe cuando se aplica en forma topica sobre piel o

membranas mucosas intactas.

Reacciones adversas: En via oral cusa diarrea, nauseas, vomitos y gastralgia en via topica causa

irritacion de piel y lo mismo ocurre por via vaginal. (Lepori, 2004)

Estructura quimica de |
Nistatina Ho/ﬁ/ Ok
NH

Figura 12.”Estructura quimica de Nistatina” (Cita internet 5)
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e 3.4.- TERBINAFINA.

Es una alilamina similar desde el punto de vista estructural al farmaco que se administra por via topica,
naftifina. (Goodman y Gilman, 2003). La terbinafina tiene un amplio espectro de actividad antimicdtica,
en bajas concentraciones es fungicida contra dermatofitos y ciertos hongos dimorficos. La actividad

contra las levaduras es fungicida o fungistatico dependiendo de la especie. (Lepori, 2002)

Las alilaminas acttan en la via de la sintesis del ergoesterol, inhibiendo la epoxidacion del escualeno; la
sensibilidad de la escualeno-epoxidasa de hongos la terbinafina es muy superior a la de los mamiferos.
Es pues su accion anterior a la de los Imidazoles dentro la misma cadena de sintesis de ergoesterol. A
diferencia de estos, tiene escasa afinidad por el citocromo P-450, por lo que no interfiere en la sintesis

de hormonas esteroideas. (Flores, 2004)

Reacciones adversa: En general es bien tolerada los efectos son leves a moderados y transitorios. Los
mas comunes son los gastrointestinales (sensacion de saciedad, pérdida de apetito, dispepsia,

nauseas, dolor abdominal, diarrea) o en formas de reaccion en piel leves: rahs, urticaria.

W Estructura quimica
de Terbinafina

Figura 13”Estructura quimica de Terbinafina” (Cita internet 6)
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4.- JUSTIFICACION.

Los estudios realizados a la microbiota que se encuentra presente en los murciélagos son escasos. Los
investigadores se han concentrado en los microorganismos que estan presentes en su ecosistema 0

habitad natural.
El interés de la presente investigacion es conocer la microbiota que se encuentra presente en el tracto

gastrointestinal del murciélago. Para este estudio se trabajé con murciélagos capturados en la reserva

de Chamela Jalisco y de la especie Artibeus sp.
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5.- OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

e Realizar el aislamiento e identificacion de levaduras que se encuentren en estomago e intestino

de murciélagos Artibeus sp, para realizar una determinacion de sensibilidad a antimicéticos.
OBJETIVOS PARTICULARES

e A partir de lavados con Solucion Salina Fisioldgica de estémago e intestino de murciélago
Artibeus sp. y medios selectivos se obtendra el aislamiento de las levaduras.

e Realizar la identificacion de las levaduras aisladas.

e Alas levaduras identificadas realizar la prueba de sensibilidad a antimicdticos.
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6.- DISENO EXPERIMENTAL.

Captura de murciélagos Artibeus sp.

'

Sacrificio de murciélagos.

|

Obtencion del estdbmago e intestino de murciélagos.

|

Realizar lavados con SSF a los 6rganos por separado.

}

Sembrar en SDA con acido tartarico al 10%.

}

Identificacién de cepas usando pruebas como Tincién de Gram,

Urea, Catalasa, Tubo germinativo y Auxonograma.

}

Sensibilidad a antimicoticos
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7.- METODOS Y MATERIALES.

e 7.1.- Capturay Sacrificio.

La captura de los 30 murciélagos se realizd en Chamela en el estado de Jalisco después fueron
trasladados a la UMAE en Centro Médico en la Cuidad de México donde se realizé el sacrificio. A los
murciélagos se les anestesio por via intramuscular en pecho con 0.03ml de Ketamina/Xilacina(1:1) y
sangrados via intracardiaca con jeringa de 3ml.

e 7.2.-Preparacion de Medio SDA.
Se preparé acido tartarico al 10% esterilizando en autoclave a 121 C a 15 libras por 15 minutos
dejando enfriar y reservado para su uso.
Se prepar6 medio Agar Dextrosa Saboraud (SDA) dejando enfriar a una temperatura entre 45-50 C 'y en
completa esterilidad se adicionaron 14 ml de acido tartarico al 10% Yy se serbio en cajas Petri estériles,

dejar enfriar y realizar prueba de esterilidad, (24 horas en la incubadora a 37 C).

e 7.3- Lavado de los 6rganos.
A partir de los 30 murciéelagos ya sacrificados y en condiciones de esterilidad se procedié a obtener el
estdmago e intestino de cada uno de ellos y por separado se colocaron en cajas Petri de vidrio,
posteriormente y con ayuda de una jeringa de insulina se le inyecto SSF estéril en el interior de cada
organo, posteriormente con un bisturi y pinza estéril se abrié el drgano para que saliera el contenido
después con SSF se lavo el drgano y se separd el tejido restante dejando el contenido solo y este se

homogenizo.

e 7.4.- Aislamiento microbioldgico.
De la solucién obtenida a partir de los lavados de los 30 murci€lagos, cada uno fue inoculado en
condiciones de esterilidad y mediante la técnica de siembra por dilucion en el medio SDA con &cido

tartarico 10%, incubando a 37 C durante 24-48 horas para el crecimiento levaduriforme.
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e 7.5.- Identificacion de cepas.
A los microorganismos desarrollados se les realizaron pruebas microbioldgicas para su identificacion las

cuales se mencionan a continuacion.

e 7.5.1- Tincion de Gram.
FUNDAMENTO:
El cristal violeta acta como colorante primario, que se une a la pared del hongo luego de un
tratamiento con una solucion de yodo, las bacterias Gram (+) por su naturaleza quimica retienen el
cristal violeta aun después de una decoloracion con alcohol-acetona y aparecen de color azul intenso.
Las bacterias Gram (-) no son capaces de retener el cristal violeta por su mayor contenido lipidico en su
pared despues de la decoloracion, y se contracolorean de rojo con la safranina.
A partir de un crecimiento de 24-48 horas se selecciond una colonia completamente aislada y realiz6 un
frotis para tefiir con la tincién de Gram.
INTERPRETACION:
Gram (+): coloracion azul-violeta.

Gram (-): coloracion rojo-rosado

e 7.5.2-Catalasa
FUNDAMENTO
Se determina la transformacion del peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno por accion de la enzima
catalasa.
A partir de una colonia pura de 24 horas de crecimiento, con un palillo estéril se recupero el centro de la
colonia y se coloc6 en un portaobjetos después se adicion6 una gota de peroxido de hidrogeno al 3%.
INTERPRETACION:
Catalasa (+). Mostrara la formacion de burbujas.

Catalasa (-): No mostrara formacion de burbujas.

e 7.5.3- Prueba de Ureasa.
FUNDAMENTO.
Se detecta la hidrolisis de la urea catalizada por la presencia de la ureasa con producciéon de amoniaco

y didxido de carbono que forman carbonato de amonio y alcalinizan el medio aumentando el pH.
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A partir de una colonia pura de 24-48 horas se inoculd con un asa el medio que estaba contenido en
tubos de ensaye y se colocé en incubacion durante 48 horas.

INTERPRETACION:

Ureasa (+): Coloracion del medio rosa intenso.

Ureasa (-): Sin cambio en la coloracion del medio.

e 7.5.4- Tubo germinativo.
FUNDAMENTO:
El tubo germinativo es una extension filamentosa de la levadura, sin estrechamiento en su origen cuyo
ancho suele ser la mitad de la célula progenitora y su longitud es de tres o cuatro veces mayor que la
célula madre.
Se colocé 0.5 ml de suero de ovino estéril, se suspendid una pequefia muestra de la cepa pura con 24
horas de crecimiento, se incubd a 37 C por 2 horas y 30 minutos, pasando este tiempo se colocaron 2
gotas de la suspension en un portaobjeto y cubrié con cubreobjetos para observar al microscopio con
objetivo de 40X.
INTERPRETACION:
Tubo germinativo (+): Desarrolla una estructura elongada a partir de la levadura.

Tubo germinativo (-): No desarrollo de estructura elongada a partir de la levadura.

e 7.5.5- Prueba de Auxonograma.
FUNDAMENTO:
La prueba de asimilacion de carbohidratos estudia la capacidad de utilizar los diversos azucares como
Unica fuente de carbono, para ellos se emplean medios que contienen todos los elementos esenciales
para el crecimiento con la excepcion de una fuente de carbono, y posteriormente se incorpora un

determinado azucar.

Preparacion de soluciones:

La preparacion del medio se realizé disolviendo extracto de levadura colocando 4 ml de éste en tubos
de ensaye, esterilizando a 121C durante 15 minutos, dejando enfriar a temperatura ambiente. Los
carbohidratos empleados al 20% (glucosa, raffinosa, galactosa, maltosa, lactosa, sacarosa y dextrosa)

se esterilizaron por filtracion.
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Procedimiento:

Cada muestra previamente identificada como levadura fue suspendida en 1 ml de solucién salina
ajustando (3X108 UFC) empleando el tubo ndmero uno de Mc Farland, colocar 1ml del carbohidrato y
500p de suspension de levadura dejar incubar 24 horas a 37 C.

INTERPRETACION:

Prueba (+): Se observa turbidez.

Prueba (-): No se observara turbidez.

7.6.- Resistencia a antimicoticos.

e 7.6.1.- Preparacion de antimicotico.
De cada antimicético (ketoconazol, nistatina y terbinafina) con la sal pura se preparé una solucion a una
concentracion de 0.05M realizando diluciones decimales con agua destilada estéril (ver figura 14)

= = _ = = 900pl antimicético
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
[1:10] [1:100] [1:1000] [1:10000] [1:100000]

Figura 14 “Preparacion de soluciones”

e 7.6.2.- Preparacion de la muestra.
Las cepas previamente identificadas con crecimiento de horas fueron suspendidas en 4 ml de agua
destilada estéril ajustando el tubo 0.5 Mc Farland (1.5X108UFC).

e 7.6.3.- Inoculacion de las cepas.
Se prepar6 agar Mueller-Hillton y se coloc6 10 ml en cajas Petri y se dejé gelificar, posteriormente ya
que esta lista la primera capa agregar 4 ml de la suspension de levaduras y se le agrego otros 10 ml de
agar Mueller-Hillton y dejar gelificar; ya gelificadas se colocé sin presionar sobre el agar 5 penicilindros
con una separacion aproximada de 4 centimetros (ver figura 15) sin hacer presion para no dafiar el
agar, colocando la dilucion del antimicético correspondiente; se dejd incubar 24 horas a 37 C.
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INTERPRETACION:

Prueba Sensible: mayor de 10 milimetros.
Prueba Resistente: menor de 3 milimetros.
Prueba Intermedia; de 4 a 9 milimetros.

Figura 15 “Imagen de penicilindros”
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8.- RESULTADOS Y DISCUSION.

En la tabla 1 se muestra los resultados obtenidos de las pruebas que se les realizaron a la microbiota
que se aislo del contenido del intestino de murciélago ya que en el estdmago no hubo crecimiento, al
realizar la Tincion de Gram determinamos que hubo un crecimiento levaduriforme.

Tabla 1. “ Levaduras aisladas"

Muestra | Tincion de Gram Prueba Catalasa | Prueba Urea | Tubo Germinativo
1 + + - +
2 + + -
3 + + +
4 + + ¥
5 + +
6 + + +
7 + + +
8 + + +
9 + + +
10 + +
11 + +
12 + +
13 + i
14 + +
15 + i
16 + + +
17 + + +
18 + +
19 + + +
20 + +
21 + + +
22 + +
23 + + +
24 + +
25 + +
26 + +
27 + +
28 + + +
29 + +
30 + +
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e 8.1.-“Tincion de Gram”

De las 30 cepas de levaduras que se obtuvieron del aislamiento 9 O)Qb \

todas fueron Gram (+), como se observa en la Tabla 1. C

Figura N.15 “Morfologia de levaduras” (Hidalgo, 2010)
El aspecto que presentaba las levaduras en la caja de SDA era de colonias secas de color blanquizco y
al realizar la tincion y obsérvala en el microscopio fue de un aspecto en forma de semilla (ver figura 15),
y de un color morado que nos indica que el cristal violeta que es el colorante primario se ha unido a la
pared bacteriana ya que su naturaleza quimica retiene este colorante aun después de la coloracion ver
Figura 16. (Mac Fadin, 2003)

Figura 16 “Gram (+)” Tomada en la experimentacion”

e 8.2.- “Catalasa”
En la Tabla 1 “Levaduras aisladas” se pueden observar los resultados que de las 30 cepas que se les

realizo la prueba de catalasa todas dieron Catalasa (+) como se muestra en la Figura 17.

Figura 17 “Catalasa (+)” Tomada en la experimentacion.
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e 83.-“Urea”
Se puede consultar los resultados de esta prueba en la Tabla 1, esta prueba nos da dos distintos
resultados de las 30 cepas aisladas 25 dieron una prueba Ureasa (-) y solo 5 dieron Ureasa (+) las
cuales son las siguientes muestras 6, 16, 17, 21 y 23. La urea es una diamina del acido carbdnico la
hidrolisis de la urea es catalizada por una enzima especifica llamada ureasa con la produccion de
amoniaco y didxido de carbono y se forma carbonato de amonio y alcaliniza el medio y aumenta el pH,
ademas forman parte de las pruebas bioquimicas secundarias

e 8.4.-“Tubo Germinativo”

De 30 cepas aisladas 8 dieron tubo germinativo (+) como se muestra en la Tabla 1 “Levaduras aisladas”
y como se muestra en la Figura 18 ya se desarrolla una estructura elongada a partir de la levadura 'y 22
muestras son prueba (-). La prueba de tubo germinativo se realiza ya que es una de las pruebas mas
sencilla, rapida, econdémica y mas utilizada, como prueba preliminar para la identificacion, conocida
también como prueba de filamentacion en suero o filamentacion precoz. Se forma una pequefia
prolongacion filamentosa proveniente de la célula levaduriforme, sin constriccion en el punto de origen,
semejante a “un espejo de mano”, cuyo espesor puede medir alrededor de la mitad del didmetro de la
levadura, y tener una longitud tres a cuatro veces mayor de dicho didmetro. Esta formacion constituye el
llamado tubo germinativo.

Figura 18 “Tubo germinativo (+)” Tomado en experimentacion.
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e §8.5.- “Auxonograma”

C. albicans
27%

C. famata
30%

C. catenuala
10%

C. glabatra
10% C.guillermondi
17%

Grafico 1 “Levaduras aisladas e identificadas”

32




El auxonograma es una prueba que evala la posibilidad de utilizar el carbono a partir de diferentes
azucares para poder realizar la identificacion de levaduras (Prats, 2005). Como se puede observar en la
Tabla 3 y en el Grafico 1, de las 30 cepas que fueron aisladas y procesadas por las pruebas
bioquimicas correspondientes para su identificacion y con el auxonograma se obtuvieron los siguientes

resultados que se encuntran en la tabla nimero 2:

Tabla 2.
NUmero de cepas aisladas Porcentaje Nombre de la levadura.

9 cepas 30% Candida famata

8 cepas 27% Candida albicans

5 cepas 17% Candida guillermondi
3 cepas 10% Candida catenuala

3 cepas 10% Candida glabatra

2 cepas 6% Rhodotorula rubra

Total de 30 cepas 100%

Estos resultados obtenidos en la experimentacion de este trabajo para la identificacion de la microbiota
que se puede encontrar en los murciélagos los podemos comparar en el articulo con el nombre de
“Contribucion al conocimiento de la microbiota presente en los habitos naturales de Histoplasma
capsulatum:un estudio integral en Guerrero, México”,(Ulloa; Lappe, 2006) ya que en ese articulo se
aislaron levaduras que también se encontraron algunas especies de Candida por ejemplo Candida
albicans, Candida famata, Candida guillermondi, Candida catenulata, Candida glabatra y Rhodotorula

rubra estas levaduras también fueron aisladas en este trabajo experimental.

Como se puede observar el 30% de las cepas aisladas son de Candida famata, esta misma cepa de
levadura fue encontrada en guano y en el intestino de los murciélagos Glossophaga sorcina, Pteronotus
davyi y Mormoops megalophylla estos forman parte de la especies de murciélagos insectivoros y
también en el murciélago Pteronotus parnellii y este murciélago es insectivoro, ya que esta levadura se
puede localizar en algunos sustratos (licor de surtido, sake, suelo, cerveza, salsa de soya e insectos) y
la fruta es quiza el motivo por el cual la aislamos del intestino del murciélago con el que se trabajo ya q

su alimentacion es basicamente frutas.
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Con un 17% se encontrd en el intestino a Candida guillermondi levadura también es aislada en el guano
de murciélagos y en el aire, suelo, excremento y sedimentos, quiza la razén por la cual se encontr6 en
el intestino es que los murciélagos al realizar sus actividades nocturnas y dirigirse a sus areas de
alimentacion y no consumen ahi el fruto maduro si no que lo llevan a su refugio nocturno y lo consumen
ahi y por lo tanto este alimento esta en contacto con las heces del murciélago. También podria ser que
esta levadura esté presente en el intestino ya que los murciélagos al realizar su forrajeo para encontrar
su alimento puede ser cercano o lejano a su cueva o en caso de que se encuentren en algunas zonas
tropicales ellos utilizan los huecos de arboles o se refugian debajo de hojas de estos mismo y al

trasladar su alimento se contamine con el aire del medio ambiente y después lo ingiera.

También se aislé del intestino a Candida catenulata con un 10% aunque esta levadura la podemos
encontrar en agua y suelo, al ser lo murciélagos mamiferos deben de consumir agua para su
sobrevivencia y si se encuentra esta levadura ahi puede ser ingerida por estos animales. Otra levadura
aislada fue Rodhotorula rubra comprendiendo el 6% de las cepas aisladas esta levadura como se sabe
es cosmopolita aunque esta relacionada con cuevas si este tipo de murciélagos viven en alguna cueva
puede ser que este en plena convivencia. Hay que mencionar que estas Ultimas tres levaduras se
aislaron del guano de murciélagos en el articulo de referencia para este trabajo.

Es muy importante mencionar que se aislaron dos levaduras més que no habian sido aisladas en algin
otro estudio, estas levaduras son Candida albicans con un 27% y Candida glabatra con el 10% como se
sabe estas dos levaduras son comensales y en algunos casos suelen ser transitorios en el tracto
gastrointestinal aunque Candida albicans se ha aislado de algunas excretas de aves si esas excretas
son depositadas cerca de los frutos que los murciélagos pueden llegar a ingerirlas y por eso fueron
encontradas en el aislamiento. Estos datos sobre la microbiota pueden llegar a variar de especie a

especie de murciélago ya que en esta investigacion se trabajo con la especie Artibeus sp.
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Tabla 3 “Auxonograma”

Muestra | Sacarosa | Lactosa | Galactosa | Rafinosa | Maltosa | Glucosa | Dextrosa | Identificacion
de lavadura.

1 + - + - + + i C. albicans
D) + + + - + + + C. catenulata
3 + - + - + + + C. albicans
4 - - + - + + + C. albicans
5 + - + + + + i C.guillermondi
6 - - - - - + + C. glabatra
7 ¥ - + - + + + C. albicans
8 + - + - + + + C. albicans
9 + . + - + + + C. albicans
10 - - + - + + + C. catenulata
11 + + + + + + + C. famata
12 + - + - + + + C. catenulata
13 + - + + + + 4 C.guillermondi
14 + - + + + + + C.guillermondi
15 + + + + + + + C. famata
16 + - + + + + + R. rubra
17 + - + + + + b R. rubra
18 + + + + + + + C. famata
19 5 - + - + + i C. albicans
20 + + + + + + + C. famata
21 - - - ; - + i C. glabatra
22 + - + + + + + C.guillermondi
23 ; - - - - + i C. glabatra
24 + + + + + + + C. famata
25 ot + + + + + + C. famata
26 + + + + + + + C.famata
27 + + + + + + 5 C. famata
28 + . + - + + + C. albicans
29 + + + + + + C. famata
30 + - + + + + C.guillermondi

Para poder analizar los resultados de la Tabla 3 obtenidas en la experimentacion se consultaron
algunas bibliografias (Balows, 2005) y (Koneman, 2008) para poder determinar el tipo de levaduras.
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e 8.6.- “Resistencia a antimicoticos”
Al evaluar la resistencia que muestran las levaduras que ya han identificadas previamente, se realiz6 un
enfrentamiento a antimicoticos que son Nistatina, Ketoconazol y Terbinafina obteniendo los resultados

que se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4 “Resistencia de levaduras a antimicéticos”

Muestra. Nistatina. Ketoconazol. Terbinafina.
C. albicans Intermedio Intermedio Sensible
C. catenulata Intermedio Intermedio Sensible
C. albicans Intermedio Intermedio Sensible
C. albicans Intermedio Intermedio Sensible
C. guillermondi Intermedio Resistente Sensible
C. glabatra Intermedio Resistente Sensible
C. albicans Intermedio Intermedio Sensible
C. albicans Intermedio Intermedio Sensible
C. albicans Intermedio Intermedio Sensible
C. catenulata Intermedio 7 Intermedio Sensible
C. famata Intermedio Resistente
C. catenulata Intermedio Intermedio Sensible
C. guillermondi Intermedio Resistente Sensible
C. guillermondi Intermedio Resistente Sensible
C. famata Intermedio Resistente Resistente
R. rubra Intermedio Resistente Resistente
R. rubra Intermedio Resistente Resistente
C. famata Intermedio Resistente Resistente
C. albicans Intermedio Intermedio Sensible
C. famata Intermedio Resistente Resistente
C. glabatra Intermedio Resistente Sensible
C. guillermondi Intermedio Resistente Sensible
C. glabatra Intermedio Resistente Sensible
C. famata Intermedio Resistente Resistente
C. famata Intermedio Resistente Resistente
C. famata Intermedio Resistente Resistente
C. famata Intermedio Resistente Resistente
C. albicans Intermedio Intermedio Sensible
C. famata Intermedio Resistente Resistente
C. guillermondi Intermedio Resistente Sensible
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Grafico N.2 “Evaluacién de antimicoticos”

Nistatina.

Como podemos observar en el Grafico N.2 “Evaluacion de antimicéticos” las 30 muestras identificadas
el 100% de las cepas presentan una sensibilidad intermedio al antimic6tico nistatina. La nistatina s un
antimicético el cual su mecanismo de accion es alterar la permeabilidad de la membrana de la célula
fungica (Gonzalez y Lopera, 2003) la nistatina al unirse con el ergoesterol que se encuentra en la
membrana de la célula provoca que se formen poros los cuales permiten el escape de iones y
macromoléculas intracelulares (Remington, 2003) cuando la membrana celular del hongo es dafiada
pierde caracteristicas por ejemplo que le proporciona su forma caracteristica, le brinda proteccion, por
su permeabilidad permite el pasaje de elementos nutritivos y la eliminacion de residuos metabdlicos y
también al poseer proteinas y polisacaridos de alto peso molecular se comportan como antigenos los
cuales provocan una respuesta inmune en el hospedero (Negroni, 2009).

Al saber como es su mecanismo de accion de la Nistatina, podemos decir que el motivo de que estas
cepas de levaduras muestren una resistencia intermedia al antimicético es que hay una pequeia
disminucion en los esteroles que se encuentran en la membrana flngica por lo tanto podria haber un
cambio en su estructura y sus propiedades de iones, por el cual la Nistatina no realiza con éxito su

accion fungistatico. (Wolf, 2010).
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Ketoconazol.

Resistencia a Ketoconazol.
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Gréfico N.3 “Resistencia a Ketoconazol”

En el Tabla 4 “Evaluacion de antimicéticos” observar que de las 30 muestras identificadas el 37%
presentan sensibilidad intermedia y el 63% son resistentes al antimicético. En el Grafico N.3
“Resistencia a Ketoconazol” podemos observar que las levaduras Candida albicans con 8 cepas,
Candida catenulata con 3 cepas son de una sensibilidad intermedia y Candida guillermondi con 5
cepas, Candida glabatra con 3 cepas, Candida famata con 9 cepas, Rodothorula rubra con 2 cepas son

resistentes al antimicotico Ketoconazol.

El ketoconazol es un antimicotico que presenta un amplio espectro en su actividad para los hongos
(Tortora, 2006), este antimicético actia en la inhibicion selectiva del citocromo P450 o también
identificada como CYP51. El CYP51 cataliza la desmetilizacion de moléculas esteroles y en las
levaduras esta reaccion esta implicada en la sintesis del ergoesterol, que es un importante lipido de

membrana. (Devlin, 2004).

Al mostrar resistencia a Ketoconazol las cepas de levaduras Candida guillermondi, Candida famata y
Rodhotorula rubra es probable la accion del ketoconazol no actta sobre el sistema enzimética de la
levadura la cual no provoca que alld algun deterioramento de la biosintesis del ergoesterol asi la

membrana. Y en el caso de Candida albicans y Candida catenulata quiza si exista esta alteracion en la
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accion enzimatica pero el deterioro del ergoesterol es menor y x lo tanto su accion fungistatico y

fungicida es el suficiente para destruir a la levadura.

Terbinafina.

Resistencia a Terbinafina.
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Grafico N.4 “Resistencia a Terbinafina”

Como se demuestra en la Tabla 3 observamos que de las 30 muestras identificadas el 37% muestran
una resistencia al antimicético y el 63% son sensibles a la Terbinafina. Y en el Gréafico N.4 “Resistencia
a Terbinafina” que las levaduras Candida albicans con 8 cepas, Candida catenulata con 3 cepas,
Candida guillermondi con 5 cepas, Candida glabatra con 3 cepas presentan sensibilidad al antimicético
y Candida famata con 9 cepas, Rodothorula rubra con 2 cepas son resistentes al antimicético

Terbinafina.

La Terbinafina es un antimicético inhibe a la enzima escueleno epoxidasa de la membrana del hongo,
bloquea asi la biosintesis de ergoesterol. La escualeno epoxidasa es una enzima microsomal compleja
no pertenece al citocromo P450, esta enzima es la que cataliza el primer paso en la sintesis del

ergoesterol: la conversion de escualeno en epoxido.

En consecuencia la terbinafina produce una acumulacion intracelular anormal de escualeno y una
deficiencia de ergoesterol, la acumulacion de escualeno es la causa de la actividad fungicida de la
terbinafina mientas que la deficiencia de ergoesterol se asocia con su actividad fungistatica. (Wolft y
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Goldsmith, 2010). El ergoesterol se comienza a formar a partir de Acetil-CoA y después se van
sintetizando algunos metabolitos hasta llegar al escualeno, es ahi en donde el antimicético terbanifina
actla sobre la enzima escualeno epoxidasa (SQO) impidiendo que la reaccion involucrada se lleve a
cabo ya que no permite que el FADH; con O produzcan un intermediario flavin hidroperéxido, el cual
transfiere un oxigeno al escualeno en una ruta iniciada por el ataque nucleofilico del doble enlace del
escualeno en el oxigeno del hidroperoxido terminal (McMurry, 2008) y asi impidiendo que el escualeno

pase a ser2,3-oxidoescualeno(OSC) (Rss 1).

Las levaduras que presentan sensibilidad a la Terbinafina son 4 cepa ya que este antimicotico si dafia
su hiosintesis del ergoesterol en su fase inicial por lo que lleva a que exista una déficit del ergoesterol y
una acumulacion del escualeno intracelular y por lo tanto lleva a la muerte celular micética, y la
resistencia a la Terbinafina solo son dos cepas esto es porque la accion de este antimicotico no les a la

fase inicial del ergoesterol dafia.
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Conclusiones.

B De los 30 murciélagos Artibeus sp. procesados y de los cuales se obtuvieron el estomago e
intestino se logré recuperar 30 cepas levaduriformes solamente del intestino ya que de

estdmago no hubo crecimiento alguno.

B En el caso de Nistatina todas las levaduras presentaron una sensibilidad intermedia al
antimicatico, con el Ketoconazol el 63% de la levaduras (C. guillermondi, C. glabatra, C. famata,
R. rubra) son resistentes y el 37% de la levaduras (C. albicans, C. catenulata) son de
sensibilidad intermedia. Y finalmente con la Terbinafina el 63% de la levaduras (C. albicans, C.
catenulata, C. guillermondi, C. glabatra) son sensibles al antimicotico y el 37% (C. famata, R.

rubra) son resistentes.

B Por lo tanto podemos decir que el antimicdtico que mostrd mas resistente al enfrentarlo con las
levaduras es el Ketoconazol, en tanto esta misma microbiota al enfrentarla con la Nistatina
muestra una sensibilidad intermedia y finalmente con el antimicético Terbinafina se observa que
la microbiota es sensible a este antimicdtico, es interesante este resultado ya que las levaduras
no han tenido contacto con algun farmaco y se puede observar que aun asi se presenta

resistencia o sensibilidad a algunos antimicoticos.

B El antimicético que podemos recomendar si hay alguna infeccion o contagio de algunas de
estas cepas de levaduras al manipular el murciélago de especie Artibeus sp es la Terbinafina

ya que en la mayoria de las levaduras se presento sensibilidad a este antimicotico.

B Es interesante los resultados obtenidos al realizar la prueba de sensibilidad a antimicéticos
estas levaduras aisladas son puras y no han tenido contacto con algun farmaco y se puede

observar que aun asi se presenta resistencia o sensibilidad a ciertos antimicaticos.
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