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RESUMEN
BECERRIL CASTANEDA ISRAEL. Caracterizacién micologica de levaduras en
muestras de leche de bovinos clinicamente sanos y con mastitis (bajo la direccion
de: Dra. Carolina Segundo Zaragoza y el Dr. David Alejandro Contreras Caro del
Castillo).

La leche es un producto de interés en México y el mundo, siendo la de bovino
la de mayor importancia e impacto econdémico. El objetivo del presente trabajo fue
aislar hongos levaduriformes de muestras de leche provenientes de bovinos
clinicamente sanos y con mastitis, para conocer las levaduras presentes en algunos
bovinos y que puedan causar problemas en la salud del animal. Los métodos
usados para la identificacibn de levaduras incluyeron caracteristicas
macroscopicas, microscopicas y fisioldgicas. Se trabajaron un total de 385 muestras
de leche de bovinos, 156 con mastitis subclinica, 117 con mastitis clinica y 112
clinicamente sanos. Las muestras fueron cultivadas en caldo YEPD (Yeast Extract
Peptone Dextrose) al 2%, y resembradas en SDA (Agar Dextrosa Sabouraud)
adicionado con cloranfenicol, kanamicina y ampicilina. La morfologia microscépica
de las levaduras se confirmo utilizando la tincién de Gram. La identificacidn incluyé
su desarrollo en agar Biggy y CHROMagar Candida, formacion de pseudohifa,
susceptibilidad a la ciclohexamida al 0.1%, formacién de pelicula en caldo
Sabouraud, prueba de ureasa y, asimilacion y fermentaciéon de carbohidratos. Se
obtuvieron 25.71% (99/385) de aislados levaduriformes, en su mayoria del género
Candida. De la leche de bovinos con mastitis subclinica se obtuvieron 46 aislados,
82.61% C. glabrata, 8.70% C. krusei, 4.35% C. guilliermondii y 4.35% Rhodotorula
rubra. De los bovinos clinicamente sanos se obtuvieron 28 aislados: 75% C.
glabrata, 7.14% C. famata, 7.14% C. kefyr, 3.57% C. lusitaniae, 3.57% C. krusei y
3.57% C. guilliermondii. Mientras que de las muestras de bovinos con mastitis
clinica se obtuvieron 25 aislados, de los cuales predomin6 con un 48% C. krusel,
seguido de 20% C. glabrata, 12% C. tropicalis, 8% C. parapsilosis, 4% C. famata,

4% C. guilliermondii y 4% C. lusitaniae.



Comparando con otros trabajos, se observd que existe una prevalencia del
género Candida, de entre los cuales los mas comunes que se comparan con
anteriores estudios est4 Candida krusei y C. glabrata, como principales agentes
causales de la mastitis micética, aunque no se ha descartado a otras especies de
Candida.

Por lo tanto, con la metodologia aplicada, se pudo aislar levaduras de entre
las cuales la mayoria pertenecen al género Candida, predominando C. glabrata en

muestras de mastitis subclinica, y a C. krusei en muestras de mastitis clinica.



1. INTRODUCCION

La leche constituye una fuente abundante de nutrientes, por eso es importante
garantizar su inocuidad a fin de proteger la salud de los consumidores y facilitar el
comercio. Los animales productores de leche pueden ser portadores de agentes
patégenos para el ser humano, y la leche al ser una fuente rica en nutrientes, es el
medio idéneo para su desarrollo. En las producciones se deben asegurar las buenas
practicas agricolas y de cria de animales, para reducir al minimo la contaminacion
de la leche cruda, procedente de los animales o del medio ambiente. La carga
microbiana de la leche debe ser lo mas baja posible utilizando las buenas practicas
de produccién, la limpieza y desinfeccion del &rea de ordefio y de los equipos que
tengan contacto con la leche y con los animales. Es necesario que se garantice la
salud de los animales con la finalidad de mantener la inocuidad del producto final
(FAO / OMS, 2009).

1.1. Importancia de la leche de vaca
La leche como parte de la nutricibn humana se basa en la calidad de sus proteinas,
su alta digestibilidad y alto valor biolégico segun el Consejo para el fomento de la
calidad de la leche y sus derivados (COFOCALEC) (COFOCALEC, 2012). La
composicién de la leche varia de una especie animal a otra, ya que esta relacionada
a los requerimientos nutricionales de los recién nacidos de cada especie (Xin, et al.,
2019).

La leche puede proporcionar nutrientes como proteinas de alta calidad y
grasas, ademas de ser fuente de energia, vitaminas y minerales como vitamina B12,
acido pantoténico, riboflavina, calcio, magnesio y selenio. La calidad de la leche
varia segun el animal, su raza, edad y dieta, junto al estado de lactancia, el nUmero
de partos, sistema de produccion, el entorno fisico y la estacion del afio. Esto puede
influir en el color, sabor y composicion de la leche, caracteristicas que permiten la

obtencion de una gran variedad de productos lacteos (FAO, 2019).

A la fecha, la leche que se consume mas es la de origen bovino, por encima

de la de caprino y ovino. La composicion nutricional de la leche de vaca incluye de



3 a 4% de grasas, cerca de 3.5% de proteinas y un 5% de carbohidratos (lactosa),

la composicion quimica bruta varia segun la raza (FAO, 2019).

Por sus caracteristicas fisicoquimicas y de composicion, la leche tiende a ser
susceptible a contaminantes perdiendo asi su inocuidad y calidad por la alteracion
en las condiciones higiénicas y sanitarias de su manejo, ya sea durante el ordefio,
su almacenamiento y transporte (COFOCALEC, 2012).

En la Norma Oficial Mexicana 243 de la Secretaria de Salud en su version
2010 (NOM-243-SSAI-2010) vigente hasta la fecha, se mencionan los limites
méaximos de contenido microbioldgico de la leche de vaca y sus derivados (Cuadro
1) (Secretaria de Gobernacién, 2012).

1.2. Clasificacion de la mastitis
Uno de los principales problemas que afectan la calidad de la leche, se debe a la
salud del animal, y de estos el mas importante es la mastitis. Es un problema de
distribucion mundial y que afecta la economia de los ganaderos, porque disminuye
el rendimiento, altera la composiciébn de la leche y aumentan los costos de
produccion, al sumar el tratamiento clinico (Dodd y Booth, 2000; Yamaguchi, et al.,
2019).

La mastitis puede tener su origen por factores fisicos como traumatismos,
humedad e higiene, por factores quimicos como el uso de desinfectantes o

antisépticos y por ultimo los agentes infecciosos como virus, bacterias y hongos.

La mastitis de origen infeccioso es resultado de una reaccién inflamatoria de
los tejidos secretores de la glandula mamaria como respuesta a una infeccion
bacteriana, y en menor proporcion por hongos. El sistema inmunolégico actia sobre
el tejido afectado para eliminar o neutralizar a los microorganismos y reparar el dafio
causado por los agentes infecciosos, para asi restablecer la funcién normal de la
glandula (Saran y Chaf fer, 2000; Foster, 2017).



Cuadro 1. Limites méximos de contenido microbiano para leche y sus derivados.

Microorganismo

Limite maximo

Productos

Organismos
Coliformes totales

<100 UFC/g o mL

Helados y sorbetes. Quesos de suero

<50 UFC/g o mL

Bases o mezclas para helados.

<20 UFC/g o mL

En punto de venta: Leche, formula lactea, producto lacteo
combinado; pasteurizados.

<10 UFC/g o mL

En planta: Leche, férmula lactea, producto lacteo
combinado; pasteurizados o deshidratados.

Mantequilla, cremas, leche condensada azucarada, leche
fermentada o acidificada, dulces a base de leche.

Staphylococcus
aureus

<10 UFC/ mL por
siembra directa

Leche, férmula y producto lacteos combinado
pasteurizado.

<100 UFC/g o mL

Mantequilla, cremas, leche condensada azucarada, leche
fermentada o acidificada, dulces a base de leche.

Quesos madurados y quesos procesados

1000 UFClg

Quesos frescos y quesos de suero

Salmonella spp

Ausente en 25g o mL

Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado:
pasteurizados y deshidratados.

Quesos frescos, madurados y procesados. Quesos de
suero.

Cremas, leche fermentada o acidificada, dulces a base de
leche*, helados, sorbetes y bases para helados.
Mantequillas.

Escherichia coli

100 UFC/g o mL

Quesos frescos.

<3 NMP/g o mL

Leche utilizada como materia prima para la elaboracion de
quesos.

Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado;
deshidratados.

<10 NMP/g Quesos madurados y procesados.
Listeria Ausente en Leche, férmula lactea, producto lacteo combinado;
monocytogenes 25gomL pasteurizados **

Quesos. Quesos de suero.
Helados, bases para helados y sorbetes. **.

Vibrio cholerae ***

Ausente en 25¢g

Quesos frescos.
Helados, sorbetes y bases para helados.

Ausente en 50g

Quesos de suero.

Enterotoxina Negativa Leche, formula y producto lacteos combinado;
estafilococcica deshidratados y la que se emplee como materia prima para
elaboracién de quesos.
Quesos frescos, madurados y procesados.
Helados, sorbetes y bases para helados.
Toxina botulinica** Negativa Quesos frescos, madurados y procesados, envasados al

alto vacio.

Mohos y levaduras

500 UFC/g o mL

Quesos frescos, madurados*** y quesos de suero.

100 UFC/g o mL

Quesos procesados.

50 UFC/g o mL

Bases o mezclas para helados.

Mesofilicos aerobios

200,000 UFC/g o mL

Helados y sorbetes.

100,000 UFC/g o mL

Bases para helado.

Tomado de: Secretaria de Gobernacion, 2012. Diario Oficial de la Federacion. [En linea] Disponible
en: http://dof.gob.mx/normasOficiales/4156/salud2a/salud2a.htm



La mastitis dependiendo de la signologia y el grado de reaccion ante la

infeccion o al traumatismo, se divide en:

a)

b)

Mastitis clinica, se caracteriza por presentar signos como inflamacién
observable, dolor a la palpacién, hipertermia (fiebre) y letargo, ademas de
cambios macroscépicos en la leche, como cambio de color, de
consistencia y presencia de grumos (Underwood, et al., 2015). La mastitis
clinica, a su vez se divide segun su severidad en mastitis clinica
subaguda, aguda e hiperaguda; en la presentacion subaguda se ven
anormalidades en la leche como coagulos, descamaciones o suero
descolorido, sin signos aparentes o leves de inflamacion; mientras que en
la presentacion aguda, ademas de ver alteraciones en la leche, la mama
afectada muestra signos de inflamacién; en la mastitis clinica hiperaguda,
ademas de los signos anteriores se suma hipertermia (fiebre),
deshidratacion, anorexia y dolor.

Mastitis subclinica, la cual no presenta signos observables, y tanto el
animal como la ubre y la leche parecen normales. Este tipo de mastitis es
prolongada o cronica (lactancias continuas), y la deteccién se realiza
mediante pruebas de campo como: la prueba de tazén de fondo oscuro
para el diagndstico temprano de mastitis clinica y la prueba de California
(CMT, por sus siglas en inglés) y junto con estas, también se realiza el
conteo de células somaticas (Saran y Chaf fer, 2000; Farifias Guerrero,
et al., 2016).

1.2.1.Conteo de células somaticas

Las células somaticas son células blancas propias del organismo que sirven como

mecanismo de defensa contra organismos patdégenos.

El conteo de células somaticas (CCS) es el numero de células por mililitro de

leche, por lo tanto, es un buen indicador para la concentracion de leucocitos en

leche. EI CCS es un medio auxiliar de diagnostico para juzgar el estado de salud de

la ubre y la calidad de la leche (Hernandez & Bedolla, 2008).



Esta evaluacion se realiza a través de una serie de métodos, los cuales se
clasifican de acuerdo con su forma de medicion: directa (recuento de particulas) e
indirecta (interaccion ADN-agente tensoactivo). Los métodos de medicion directa
son: Recuento Microscopico Directo (RMD), Recuento Celular Electronico mediante
el contador de particulas Coulter Counter y el Fossomatic; mientras que los métodos
de medicion indirecta se encuentran la prueba de California (CMT), prueba de
Wisconsin (WMT), viscosimetro y ADN-filtro (Melo, 1998).

1.2.2.Prueba de tazon de fondo oscuro

Es una prueba rapida y se realiza antes del ordefio de los bovinos, consiste en la
deteccién de grumos (tolondrones) en la leche haciendo pasar de 2 a 4 chorros de
la leche a través de una malla negra y recibiendo la leche en un tazén (Blanco,
2018). Los coagulos, escamas, hilos, materia fibrosa, secreciones acuosas o color
anormal son indicativos de problemas en la glandula mamaria (Bedolla, et al., 2007).

En campo, se hace la observaciéon y palpacién de la ubre, se realiza
primeramente alguna prueba fisica como por ejemplo la prueba de tazén de fondo
oscuro, las cuales ayudan a un diagnostico temprano de mastitis clinica y subclinica,
después se pueden realizar las pruebas quimicas como son la prueba de
conductividad eléctrica de la leche (aumento de conductividad eléctrica de la leche
debido a su mayor contenido electrolitico especialmente iones de sodio y de cloro,
que se mide con un aparato eléctrico y portétil), el papel indicador de mastitis y la
prueba de Whiteside, que sirven para diagnosticar mastitis clinicas y subclinicas.
Después, se realizan las pruebas biolégicas, como son la prueba de California, la
prueba de Wisconsin, el monitoreo de células somaticas y el diagnostico
bacterioldgico (aislamiento, cultivo, tincién, pruebas bioquimicas e identificacién, asi

como el conteo de células soméaticas por microscopia directa) (Bedolla, 2018).

1.2.3. Prueba de California (CMT)
La prueba de California (CMT) es cualitativa, y ayuda en el diagndstico oportuno de
mastitis subclinica, principalmente en rumiantes (Firth, et al., 2019). Consiste en el
agregado de un detergente a la leche, el alquil-aril sulfonato de sodio, el cual lisa
las células (principalmente neutréfilos) causando la liberacion del ADN, y al
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combinarse con los agentes proteicos de la leche forma un gel. Cuando hay
inflamacion, en la leche se eliminan una gran cantidad de células somaticas, y a
mayor presencia de células se libera una mayor concentracién de ADN, por lo tanto,
mayor seré el gel producido. Ademas, la prueba posee un colorante (purpura de
bromo-cresol) que indica los cambios de pH ocurridos en la leche a raiz de la
inflamacion. La interpretacion de los resultados va desde negativo a trazas y niveles
1, 2y 3 (Cuadro 2) (Saran & Chaf fer, 2000).

Cuadro 2. Interpretacion de la prueba de California.

Cantidad de células somaticas Escala Estado sanitario
<200,000 Negativo Sano
150,000-500,000 Trazas Ligera mastitis
400,000-1,500,000 1

800,000-5,000,000 2 Mastitis severa
>5,000,000 3

Se considera como animal sano si la prueba es negativa, si se obtiene como
resultado trazas y hay presencia de pequefios grumos, se considera que hay un
grado ligero de mastitis. Entre mayor numero de células somaticas, la mastitis es
mas severa (COFOCALEC, 2012).

1.3. Mastitis micotica

La mastitis micotica se ha relacionado con diversos factores que favorecen la
colonizacion de las levaduras en la ubre, tales como: lesiones en los pezones, el
abuso en el uso de antibacterianos, contaminantes en los equipos de ordefio y en
las manos de los ordefiadores, y en general a la falta de higiene en el &rea de ordefio
(Dworecka-Kaszak, et al., 2012; Sartori, et al., 2014; Du, et al., 2018).

En bovinos se han reportado una variedad de hongos filamentosos y
levaduriformes presentes en casos de mastitis, tales como: Aspergillus fumigatus,
Geotrichum spp, Rhodotorula spp, Cryptococcus neoformans, Trichosporon spp y
Candida spp (Akdouche, et al., 2018).



Las levaduras han adquirido una singular importancia en varios paises
incluyendo México, en particular del género Candida, debido al incremento en su

aislamiento de casos de mastitis bovina subclinica y clinica.

En México, a partir de muestras de leche de bovinos sanos y con mastitis
subclinica y clinica, se reportaron al menos 20 especies del género Candida, las
mas frecuentes fueron C. krusei y C. glabrata (Segundo, et al., 2011). Otro estudio
realizado en Polonia sobre mastitis micética bovina se aislé e identifico a: Candida
parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae, C. famata, C. guilliermondii, C. tropicalis,
C. albicans, Cryptococcus genus, Trichosporon genus, Saccharomyces cerevisiae,

Geotrichum spp y Rhodotorula spp (Dworecka-Kaszak et al, 2012).

En India, en 2013, reportaron a C. albicans, A. fumigatus y A. niger (Pachauro
et al, 2013). Por su parte, Sartoriy col, en Brasil aislaron a C. krusei, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. albicans, C. glabrata, C. rugosa y Candida spp (Sartori et al, 2014).
Situacion semejante se presentd en Algeria, donde se reporté a C. keyfir,
C. albicans, C. guilliermondii, C. famata, C. tropicalis, C. colliculosa, C. krusei,

C. rugosa, C. glabrata, C. parapsilosis y C. inconspicua (Ksouri, et al., 2015).

Otro estudio realizado en 2017, en Colombia a partir de muestras de leche
cruda de bovinos clinicamente sanos, mencionan la presencia de Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei y Aspergillus nidulans (Ortiz-
Duran et al, 2017).

Uno de los estudios mas recientes, llevado a cabo en China en 2018, reporta
también en casos de mastitis bovina, el aislamiento e identificacion de nueve
especies del género Candida siendo las mas frecuentes C. krusei y C. parapsilosis,

y en menor proporcién C. lipolytica y C. lusitaniae (Du, et al., 2018)

1.3.1. Identificacion clasica o tradicional
Las levaduras son hongos unicelulares y pleomérficos, es decir, tienen diferentes
formas y tamafos, pueden ser esféricas, elipticas y tener formas alargadas. En

medios de cultivos sélidos, las colonias levaduriformes pueden ser secas, cremosas



0 mucoides, de color blanco a beige y en algunos casos de color anaranjado (St-
Germain & Summerbell, 2011; Samanta, 2015).

La identificacién de los hongos levaduriformes se basa en caracteristicas

morfologicas y bioquimicas (Bou, et al., 2011).

Como se menciond, los problemas de mastitis por hongos en los bovinos son
ocasionados principalmente por especies del género Candida, por lo que en el
presente trabajo la descripcion de los métodos de identificacion se basa en la

caracterizacion de este género micotico.

1.3.2.Morfologia

1.3.2.1. Macroscopica
Las levaduras se desarrollan bien en agar dextrosa Sabouraud (SDA), de 24 a 72
horas a temperaturas de 30 a 37°C, las colonias son de color blanco o crema, y de
consistencia cremosa, generalmente redondas, elevadas, lisas, brillantes o mates
(Castro Méndez & Martin Mazuelos, 2010; Pohiman & Chengappa, 2013).

1.3.2.2. Microscopica
En general los hongos levaduriformes se caracterizan por la presencia de
estructuras de reproducciéon asexual llamadas blastoconidios, los cuales
dependiendo del género y/o especie pueden ser redondos o esféricos, ovalados
cortos y alargados, cilindricos o elipsoidales. En el caso del género Candida, la
presencia de pseudohifas es una herramienta util en su identificacion, esta
estructura es una proyeccion alargada no septada de la levadura, la forman la
mayoria de las especies del género, a excepciéon de C. glabrata. En el caso de C.
albicans ademas la formacion del tubo germinal y los clamidoconidios son utiles en
su identificacién (Pohlman & Chengappa, 2013). El tubo germinal, es una extension
del blastoconidio sin estrechamiento en su origen y sin desprenderse de la célula
original, cuyo ancho suele ser la mitad de la célula progenitora y su longitud es tres
0 cuatro veces mayor que la célula madre. Los clamidoconidios son estructuras de
reproduccion asexual de la fase filamentosa de C. albicans, son redondos, de pared

gruesay miden de 6 a 12 um de diametro, a lo largo de la hifa se localizan laterales,
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intercalares, centrales o terminales (Castro & Martin, 2010; Méndez Tovar, et al.,
2012).

1.3.3. Caracteristicas bioquimicas y enzimaticas

1.3.3.1.  Susceptibilidad a la ciclohexamida al 0.1%
Esta prueba es usada para observar la resistencia que tienen las levaduras a este
quimioterapéutico, diferenciando a C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei de C.
albicans y C. guillermondii, estos dos ultimos no son susceptibles a la ciclohexamida
(Kurtzman, et al., 2011).

1.3.3.2. Prueba de ureasa

La capacidad de las levaduras de hidrolizar la molécula de urea en dos moléculas
de amonio se debe a la accion de la enzima ureasa, generando un incremento del
pH del medio. Esta prueba permite diferenciar los
géneros Cryptococcus, Trichosporony Rhodotorula, los cuales son ureasa
positivos, de Candida y Geotrichum que son negativos, salvo algunas excepciones
como C. krusei, la cual puede o no presentarla (Mendoza, 2005; Kurtzman, et al.,
2011).

1.3.3.3. Produccion de pelicula en caldo Sabouraud
El uso primario de esta prueba es para diferenciar a C. krusei y C. tropicalis,
especies que producen una pelicula caracteristica (observable en tubos de ensaye)
y gas cuando se desarrollan en caldo Sabouraud de otras especies del género

Candida que no la presentan (Kurtzman, et al., 2011).

1.3.3.4.  Asimilacion y fermentacion de carbohidratos

Las pruebas de asimilacion y fermentacion de carbohidratos son Utiles para

identificar a la mayoria de las especies de diferentes géneros levaduriformes.

En el proceso de asimilacion (auxonograma) de carbohidratos, es parte del
metabolismo aerobio de las levaduras dependiente de los niveles de concentracion

de oxigeno y dioxido de carbono (COz2); mientras que el proceso de la fermentacion
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(zimograma) se lleva a cabo la degradacion de azlcares en condiciones de

anaerobiosis (Campbell y Reece, 2007; Méndez Tovar, et al., 2012).

1.3.4. Métodos selectivos y diferenciales
En la identificacién de levaduras, incluyendo al género Candida, se han desarrollado
medios selectivos y diferenciales que facilitan la identificacidén rapida de las especies

aisladas con mayor frecuencia.

1.3.4.1. Agar Biggy

El agar Biggy, también conocido como medio de Nickerson, es considerado un
medio selectivo y diferencial util en el primoaislamiento e identificacion de especies
del género Candida. Su utilidad se basa en la capacidad de las levaduras de realizar
una reduccion extracelular del sulfito de bismuto, transformandolo en sulfuro de
bismuto (sustancia insoluble de color negro). Las colonias desarrolladas en este
medio, adquiere diferentes tonalidades de color café (Cuadro 3) (MCD LAB, 2019;
Gil, 2019).

Cuadro 3. Caracteristicas de desarrollo de especies del género Candida en agar Biggy

Especie Caracteristicas de colonias

C. albicans Colonias lisas, circulares, café oscuro con ligero borde micelial. El
oscurecimiento no difunde al medio

C. tropicalis Colonias pequefias, café oscuro con prominencia negra central y ligero
borde micelial. El oscurecimiento difunde al medio después de las 72

horas de incubacion.

C. krusei Colonias grandes, rugosas y planas, con periferia café negruzco y halo
amarillo.
C. parapsilosis Colonias medianas, planas, de color café rojizo oscuro y brillante a café

rojizo claro; borde micelial amarillento.

C. kefyr Colonias grandes de color rojo oscuro amorronado, planas con ligero

crecimiento micelial.

C. famata Colonias medianas de color café a rojo oscuro brillantes con ligero

crecimiento micelial.

Otros géneros Colonias grandes blanquecinas a color crema. Sin produccion de

levaduriformes pigmento.

Tomado de: MCD LAB, s.f.; Gil, 2019
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1.3.4.2. Medios fluorogénicos y cromogénicos
El fundamento de estos medios se basa en la deteccion de ciertas actividades
enzimaticas de las levaduras por la hidrolisis de sustratos especificos. Ejemplos de
este tipo de medios son los fluorogénicos, llamados asi porque posterior a la
reaccion enzimatica los productos fluorescen, y los medios cromogénicos en los
cuales las colonias de levaduras adquieren un color caracteristico en presencia de

una mezcla cromogénica.

Los medios cromogénicos, son los mas utilizados, porque no requieren del uso
de luz ultravioleta para la observacion de las colonias (como en el caso de los
fluorogénicos) y ademdas permiten identificar un mayor numero de especies.
Algunos ejemplos de medios cromogénicos son: CHROMagar Candida, Colorex
Candida, Cromogen Albicans, Albicans ID2, Candida ID, VCandida IDZ (CAN2),
CandiSelect y Fluroplate Candida (Castro Méndez y Martin Mazuelos, 2010). El
CHROMagar Candida ha sido una herramienta que facilita la identificacion de
algunas especies de Candida, debido a la coloracién de sus colonias, identifica bien
a C. tropicalis, C. albicans, C. dubliniensis, C. glabrata y C. krusei (Cuadro 4)
(Alfonso, et al., 2010).

Cuadro 4. Diferenciacion de las colonias de Candida y otras levaduras en CHROMagar
Candida

Género y especie

Caracteristica de la colonia Color

C. albicans

Lisa, crece a 45°C

Verde esmeralda

C. dubliniensis

Lisa, no crece a 45°C

Verde esmeralda

C. tropicalis Lisa y cremosa Azul oscuro con halo marrén
C. krusei Rugosa seca Rosa con halo blanco

C. glabrata Brillante y cremosa Violeta

C. kefyr Lisa Beige a rosa claro
Trichosporon spp. Cerebriforme con micelio aéreo Azul claro
Saccharomyces spp. Lisa cremosa Violeta
Cryptococcus Lisa y mucoso Beige
neoformans

Otras especies de Blanca

Candida

Tomado de: Alfonso, et al., 2010
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2. HIPOTESIS

Los principales hongos levaduriformes presentes en la leche de bovinos

clinicamente sanos y con mastitis pertenecen al género Candida.

3. OBJETIVOS
Aislar e identificar los hongos levaduriformes presentes en muestras de leche de
bovinos clinicamente sanos y con mastitis, para conocer los agentes que puedan

causar mastitis.

3.1. Objetivos especificos

- Colectar muestras de leche de bovinos clinicamente sanos y con mastitis.

- Aislar los hongos levaduriformes presentes en las muestras de leche
colectadas.

- ldentificar mediante caracteristicas morfologicas y bioquimicas a las
levaduras aisladas.

- Conservar las levaduras aisladas e identificadas.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Coleccion y conservacion de muestras

Se colectaron un total de 385 muestras de leche que provenian de 98 bovinos
productores de leche de raza Holstein, Jersey, cruza de Holstein con Jersey, Pardo
suizo y Montbeliarde, obtenidas entre Agosto del 2019 y Enero del 2020, de los
cuales 68 animales son del Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en
Produccion Animal en Altiplano (CEIEPAA), 12 Holstein y Jersey de la comunidad
de Colon en el estado de Querétaro, 8 de la cuenca lechera de Tizayuca de raza
Holstein, Pardo suizo y Montbeliarde, 7 del Colegio de Bachilleres para Técnicos
Agrénomos (CBTA) de raza Holstein, y 3 bovinos de raza Jersey de pequefas
producciones cercanas a la localidad de Ezequiel Montes. De los 98 animales: 38
animales del CEIEPAA presentaban mastitis subclinica, 30 bovinos del CEIEPAA
clinicamente sanos y 30 con mastitis clinica: 12 de la comunidad de Coldn, 8 de la
cuenca de Tizayuca, 7 del CBTA y 3 de pequefias producciones de Ezequiel
Montes. De estos animales, se colectaron 156 muestras de leche con mastitis
subclinica de las cuales, 4 de estas muestras fueron tomadas de un solo cuarto por
vaca, porque los otros cuartos no eran funcionales debido a la edad de estas 4
vacas, que tenian en promedio 15 afios de edad, estas vacas se clasificaron de
acuerdo a la prueba de california realizada a las glandulas que tuvieran funcionales;
117 con mastitis clinica y 112 muestras de glandulas mamarias clinicamente sanas.
Solo se muestreo una vez, es decir, una muestra por cuarto por vaca. De las vacas
con mastitis subclinica y clinica, tenian tratamientos previos con antibacterianos, de
los cuales se trataron con oxitetraciclina y penicilina por infecciones previas al
muestreo en el CEIEPAA, del CBTA y Colén.

Los criterios de inclusion se basaron en el estado sanitario de los animales, de
acuerdo con los resultados de las pruebas de Tazén de fondo oscuro y de California,
realizadas previamente por los trabajadores y médicos veterinarios de cada lugar.
Una vez identificados los animales y su estado sanitario, se procedié a la toma de
muestras de leche, la cual se realiz6 en el horario de ordefio de cada lugar, posterior

al lavado, desinfeccién de los pezones y al despunte. Se colectaron de 20 a 50 mL
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de leche de cada cuarto en tubos estériles de 50 mL con tapon de rosca (muestra

de cada cuarto por tubo).

Una vez obtenidas las muestras, se conservaron a 4°C y se transportaron al

laboratorio de Micologia Veterinaria de la Unidad de Servicios de Diagndstico y
Constatacion (USEDICO) del CEIEPAA para su procesamiento.

4.2. Aislamiento de levaduras

Las muestras de leche se incubaron a 37°C durante 15 a 20 minutos, para liberar a

las levaduras que se encuentran dentro de las particulas de grasa. El procedimiento

de aislamiento fue el siguiente:

a)

b)

d)

Posterior a la incubacion, los tubos se agitaron fuertemente y 2 mL de leche
fueron transferidos a tubos de ensaye de 13x100 mm, una muestra por tubo,
y se centrifugaron a 4000rpm (3,050 RCF (Fuerza centrifuga relativa))
durante 10 minutos.

El sobrenadante se decanto, y a la pastilla se le adicionaron 2 mL de caldo
YEPD al 2% (peptona-dextrosa-extracto de levadura) (anexo 1) adicionado
con cloranfenicol, kanamicina y ampicilina (anexo 3). Los tubos se incubaron
a 37°C por 7 dias.

Para detectar el desarrollo levaduriforme, se realizé la tincion de Gram
(anexo 2) de los cultivos a las 24 horas, 48 horas y a los 7 dias.

Los tubos con desarrollo levaduriforme fueron centrifugados a 4000 rpm
(3,050 RCF) durante 10 minutos. El sobrenadante se decanté y a la pastilla
se le realiz6 la tincibn de Gram para verificar la presencia y pureza de las
levaduras. Se tomd una asada del cultivo y se realiz6 una resiembra en
cultivo puro en cajas de Petri con Agar Dextrosa Sabouraud (SDA, por sus
siglas en inglés) (anexo 1) adicionado con cloranfenicol, kanamicina y

ampicilina (anexo 3). Las placas se incubaron a 37°C de 48 a 72 horas.
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4.3. ldentificacion de las levaduras
Para la realizacion de las pruebas de identificacidn, se utilizaron como controles las
siguientes cepas de referencia: Candida albicans ATCC 10231, C. parapsilosis
ATCC 22019, C. guilliermondii ATCC 04121, C. kefyr ATCC 041219, C. glabrata
(Instituto Pasteur), C. lusitaniae ATCC 34449, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei
ATCC 6258, cultivo comercial de Saccharomyces cerevisiae y Rhodotorula rubra
aislado de queso panela fresco.

Posterior al tiempo de incubacion y desarrollo de las levaduras en las placas
de Petri con SDA, se observo el color, forma, consistencia, tamafio y relieve de las

colonias y se procedio a realizar las siguientes pruebas:

4.3.1 Tincién de Gram
Se realiz6 la tincion de Gram a las colonias jévenes y puras de los aislados en SDA,
para revisar su morfologia microscépica, es decir, describir su forma (redondas u

ovaladas) y tamafio (largas o cortas, gruesas o delgadas).

En un portaobjetos limpio y desengrasado se coloc6 una gota de agua
destilada estéril, y con un asa microbiol6gica se tomé una colonia del cultivo,
mezclando de forma circular con la gota de agua destilada estéril. El frotis se dejé
secar a temperatura ambiente y se fijé al calor. El frotis se tifi6 de acuerdo con el
protocolo actualizado de la tincién de Gram desarrollada por Christian Gram en 1884
(anexo 2), donde se cubre el frotis con el colorante primario (cristal violeta) y se deja
actuar de 30 a 60 segundos, se lava con agua destilada. Después, se cubre el frotis
con una solucion de Lugol de 30 a 60 segundos, nuevamente se lava con agua
destilada. Posteriormente, se cubre el frotis con una solucion decolorante (alcohol-
acetona) de 1 a 3 segundos, se lava con agua destilada, y finalmente se le adiciona
el colorante secundario (safranina) de 30 a 60 segundos, para después lavar con
agua destilada. Se deja secar el frotis a temperatura ambiente (McGinnis, 1980).
Una vez seco, se revisa en el microscopio 6ptico, primero con el objetivo seco fuerte

(40X) y después con el objetivo de inmersion (100X).
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4.3.2.Formacion de pseudohifa
La formacién de pseudohifa se realiz6 en agar arroz (anexo 1). Con un asa
microbiolégica, se tomo una colonia del cultivo desarrollado a 37°C durante 24 horas
en SDA, y se sembrd por estria continua en el centro de una caja de Petri estéril de
15 x 60 mm que contenia el agar arroz. El cultivo se cubrié con un cubreobjetos
previamente flameado en alcohol y enfriado, presionando suavemente para eliminar
las burbujas de aire. Las placas se incubaron a 37°C de 24 a 48 horas. La
observacion del desarrollo de las pseudohifas se visualiza como filamentos
alrededor de la colonia, esta se realizé de dos formas: a) a simple vista, colocando

la placa en un haz de luz y; b) al microscopio con el objetivo 10X.

4.3.3.Cultivo en agar Biggy y CHROMagar Candida
Los aislados de levaduras provenientes de un cultivo en SDA de 24 horas a 37°C,
se resembraron por estria continua en cajas de Petri estériles que contenian el agar
Biggy y CHROMagar Candida por separado. Las placas se incubaron a 37°C de 24

a 48 horas.

4.3.4.Susceptibilidad a la ciclohexamida al 0.1%
La prueba se llevé a cabo en medio liquido YNB (Yeast Nitrogen Base. Difco)
adicionado con ciclohexamida a una concentracién final de 0.1% (anexo 1). De un
cultivo de levaduras con 24 horas de desarrollo a 37°C, se prepar6 un inoculo al
tubo 0.5 de McFarland en SSF estéril (anexo 3). De esta suspension se inocularon
100 pL en 1 mL del caldo de YNB con 0.1% de ciclohexamida. Se incub6 a 37°Cy

se realizo la lectura cada 24 horas por 7 dias.
La interpretacion de la prueba es:

- Resistencia a la ciclohexamida = Turbidez del medio liquido
- Susceptibilidad a la ciclohexamida = Ausencia de turbidez
(Barnett, et al., 1983; Kurtzman, et al., 2011)
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4.3.5.Produccion de ureasa.
Esta prueba evalla la capacidad de la levadura de hidrolizar la molécula de urea en
dos moléculas de amonio por la accion de la enzima ureasa generando un

incremento del pH del medio utilizado (Mendoza, 2005).

Se utilizaron tubos de ensaye que contenian 1 mL de caldo urea (Bioxon)
esterilizado por filtracién. De un cultivo de levaduras de 24 horas de desarrollo en
SDA, se preparo un inéculo al tubo 0.5 de McFarland en SSF estéril (anexo 3). De
esta suspension se inocularon 100 uL en el caldo urea (anexo 3) y se incubé a 37°C
de 24 a 72 horas.

Interpretacion de la prueba:

- Positiva = cambio del color del medio a color fucsia.

- Negativa = medio sin ningiin cambio de color (amarillo o naranja claro).

4.3.6.Produccion de pelicula
En tubos de ensaye estériles de 13 x 100 mm se adicionaron 2 mL de caldo dextrosa
Sabouraud (anexo 1), al cual se le afiadieron 100 pL de una suspension de
levaduras al tubo 0.5 de McFarland en SSF. Los tubos se incubaron a 37°C de 24

a 72 horas.
Interpretacion de la prueba:

- Formacion de la pelicula = turbidez del medio, en la superficie y en las
paredes del tubo se forma la pelicula.

- No formacién de pelicula = turbidez del medio, no hay pelicula en la superficie
ni en las paredes del tubo.
(Campbell & Stewart, 1980)

4.3.7.Asimilacion y fermentacion de carbohidratos.

Para las pruebas de asimilacion, se utilizaron tubos de ensaye de 13 x 100 mm que

contenian 1 ml de caldo rojo de fenol, en el caso de los tubos para fermentacion se
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colocaron 5 ml del mismo caldo, ademas de colocar un tubo invertido (Tubo de
Durhman). Los medios fueron esterilizados en autoclave. Por otro lado, se
prepararon las soluciones de cada carbohidrato de prueba al 10% y se esterilizaron
por filtracion. Los carbohidratos se adicionaron a los tubos que contenian el caldo
rojo de fenol en condiciones de esterilidad, considerando una concentracion final de
1% para glucosa, sacarosa, lactosa, maltosa, galactosa y rafinosa, y del 0.5% para
galactosa, melobiosa, celobiosa, xilosa, rafinosa, rhamnosa y trealosa. Los tubos
para asimilacion y fermentacion con los carbohidratos incluidos fueron inoculados
con 100 pL de una suspension de levaduras al tubo 0.5 de Mc Farland e incubados
a 37°C durante 7 dias.

Interpretacion de la prueba de asimilacion:

- Positiva = acidificacion del medio, hay un cambio de color de rojo a amarillo
- Negativa = no hay acidificacion del medio, sin cambio de color.

Interpretacion de la prueba de fermentacion:

- Positiva
a) Acidificaciéon del medio, cambio de color de rojo a amarillo sin
produccion de gas.
b) Acidificacion del medio, cambio de color de rojo a amarillo con
produccion de gas.
- Negativo = sin cambio de color del medio y ni produccién de gas.
(Campbell & Stewart, 1980; Barnett, et al., 1983; MacFaddin, 2000; Kurtzman, et
al., 2011)

4.3.8. Cuadro de identificacion de levaduras.
Con base en la informacién de diversos autores, y tomando en cuenta las pruebas
realizadas, se generaron nuevos cuadros para la identificacion final de las levaduras
aisladas en el presente trabajo (Anexo 4 y 5) (Kurtzman, et al., 2011; St-Germain y
Summerbell, 2011; Lopez, 2012; Arenas, 2014).
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4.4. Conservacion de levaduras

Los aislados levaduriformes se conservaron mediante dos métodos:

a) A corto plazo (refrigeracion a 4°C), las levaduras fueron sembradas por estria
continua en tubos de ensaye que contenian SDA inclinado, incubandose a
37°C durante 24 horas. Después se almacenaron en refrigeracion a 4°C, este
meétodo permite la viabilidad de las levaduras aproximadamente por 6 meses
(L6pez Martinez, et al., 2012).

b) A largo plazo (congelacion a -20°C). Se utilizaron tubos de ensaye de 13 x
100 mm, adicionado con SDA inclinado, el cual fue inoculado con cada una
de las levaduras aisladas, las cuales se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente, se adicioné 1 mL de glicerol estéril al 50% (anexo 3) y con
la ayuda de un asa microbiolégica se mezcld el cultivo con el glicerol y esta
suspension se transfirié a tubos Eppendorf de 1.5 mL y se refrigeraron a 4°C
por 24 horas. Después de este tiempo, se almacenaron en congelacion a una
temperatura de -20°C. La viabilidad de las levaduras por este medio es de al

menos 5 afos (Lépez Martinez, et al., 2012).

4.5. Capturay analisis de la informacion

Los resultados de las pruebas realizadas en la identificacién de las levaduras se
registraron en hojas de datos del programa de Microsoft Excel, en la cual se analizé

la frecuencia en las que se obtenian diferentes géneros y especies levaduriformes.
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5. RESULTADOS
5.1. Aislamiento de levaduras

De las 385 muestras de leche trabajadas, se obtuvieron 99 aislados con
caracteristicas levaduriformes. Se observaron diversas consistencias coloniales
predominando las secas, cremosas y mucoides. Con respecto al color, hubo
colonias de color blanco a beige, y en algunos casos de color anaranjado. En la
Figura 1 se muestran los desarrollos de las colonias de algunas de las cepas
utilizadas de referencia. En la Figura 2 se ejemplifican algunos de los cultivos de las
levaduras obtenidas de las muestras de leche trabajadas, y la morfologia
macroscopica de las colonias.

Figura 1. Morfologia macroscépica de levaduras. Morfologia de levaduras en SDA adicionado con
antibiéticos desarrolladas de 24 a 48 h a 37°C. A) Candida albicans ATCC 10231, colonias pequefas,
redondas, mucoides y de color blanco; B) C. tropicalis ATCC 750, colonias blancas, pastosas con elevacion
central; C) C. krusei ATCC 6258, colonias blancas a beige, de consistencia seca; D) Saccharomyces cerevisiae
(comercial), colonias blancas, de consistencia pastosa; E) Rhodotorula rubra (caso diagndstico), colonias
mucoides de color anaranjado.

22



Figura 2. Aislamientos de levaduras a partir de leche de bovinos. Las colonias
levaduriformes desarrolladas en SDA de 24 a 48 h a 37°C, mostraron diversas
morfologias macroscopicas. Donde: 1 = Colonia blanca de consistencia seca, 2 a 6
colonias blancas, cremosas.

5.2. Pruebas de identificacion
a) Morfologia microscoépica. Las diferentes morfologias microscépicas tanto de

las cepas de referencia como de los aislados obtenidos, se realizaron con la

tincién de Gram, y se observaron levaduras redondas, ovaladas cortas y

alargadas, elipsoidales, entre otras (Figura 3).
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Figura 3. Morfologia microscépica de levaduras. Se muestran la morfologia de cultivos de
referencia de levaduras: A) Candida albicans (redonda); B) C. guilliermondii (eliptica); C) C. krusei
(alargada); D) C. glabrata (redonda); E) C. tropicalis (eliptica a ovalada corta) las alargadas son
levaduras en gemacion; F) Saccaromyces cerevisiae (eliptica); G) C. parapsilosis (ovaladas cortas);

H) C. kefyr (eliptica).
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b) Cultivo en agar Biggy y CHROMagar Candida.
Con relacion al desarrollo en los medios diferenciales de agar Biggy y CHROMagar,
en la Figura 4 se muestran los resultados de las diferentes cepas utilizadas de
referencia para comparar con los cultivos de las levaduras obtenidas en el presente

trabajo.

. L B ~ W \ \
C. krusei ATCC 6258. A) En agar Biggy colonias en C. albicans ATCC 10231. A) En agar Biggy, colonias

color café oscuro, secas. B) CHROMagar Candida, café oscuras brillantes. B) En CHROMagar Candida,
colonias rosas. colonias en color verde

|l

A g *\

C. tropicalis ATCC 750. A) En agar Biggy colonias en C. keyfir ATCC 041219. A) Agar Biggy, colonias en tono
café oscuro. B) En ChROMOagar Candida, colonias café claro B) CHROMagar Candida, colonias en tonos
en color azul. rosa claro mate.

1 ’~./ 4 LN & ) J % \. - P y -
C. guilliermondii ATCC 04121. A) Agar Biggy colonias C. glabrata (Inst. Pasteur). A) Agar Biggy, aislados en
de color marrén rojizo. B) CHROMagar Candida, || tonos café rojizo. B) CHROMagar Candida, aislados en

colonias en tonos rosas brillantes. tonos rosas claro mate.

C. parapsilosis ATCC 22019. A) Agar Biggy, colonias en
tono café claro con tonos rojizos. B) CHROMagar
Candida, colonias en tonos rosa claro.

Figura 4. Cultivos de cepas de referencia del género Candida en agar Biggy y CHROMagar Candida.
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Con relacion al desarrollo de las colonias en el medio de Biggy de los 99
aislados, en 95 se observaron colonias con diferentes tonalidades de café, lo cual
indicaban que las levaduras presentes pertenecian al género Candida. Con relacién
al CHROMagar de los 99 aislados: 64 presentaban coloracion lila claro sugerente a
C. glabrata, 17 color rosa con borde rugoso sugerente a C. krusei y 3 color azul

sugestivo a C. tropicalis. (Figura 5).

Figura 5. Cultivos de algunas muestras de leche en agar Biggy y CHROMagar.
En agar Biggy: A) colonias sugerentes a C. tropicalis (superior) y C. glabrata (inferior);
B) colonias de C. krusei (izquierda) y C. glabrata (derecha). En CHROMagar Candida:
C) colonias sugerentes a C. glabrata (1), y las deméas de C. krusei; D) colonias
sugerentes a C. krusei (1) y de C. tropicalis (2).

c) Produccion de pseudohifa
De los 99 aislados en agar arroz, 35 fueron negativos a la formacién de pseudohifa,
confirmando que esos aislados se trataban de C. glabrata, ya que es la Unica
especie del género Candida que no la forma. En la Figura 6, un control positivo de
la formacion de pseudohifa y un control negativo.
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filamentos y observacion microscépica de las pseudohifas. B) Cultivo de C. glabrata (Inst. Pasteur) sin
formacion de filamentos alrededor de la colonia, en el examen microscopico solo se observan los
blastoconidios. (40X)

d) Produccion de ureasa
De los 99 aislados, 88 fueron positivos y 11 negativos a esta prueba. Esta no es
concluyente, porque de acuerdo con la literatura consultada, no se cuenta con el
resultado de esta prueba en varias de las especies del género Candida, solo se

menciona como positiva a algunos aislados de C. krusei (Figura 7).

Figura 7. Prueba de produccién de ureasa.
La prueba se realiz6 para el control positivo (A)
con uno de los cultivos obtenidos sugerente a
C. krusei y para el control negativo (B) con uno
sospechoso de C. glabrata.

e) Desarrollo en ciclohexamida al 0.1%
La prueba se realizdé a los 99 aislados, los cuales fueron susceptibles y no se

desarrollaron en la ciclohexamida (Figura 8).
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Figura 8. Desarrollo en ciclohexamida al 0.1%.
Prueba realizada en caldo YNB adicionado con
0.1% de ciclohexamida. Donde: A) Cultivo de uno de
los aislados obtenidos sin desarrollo; B) Cultivo de
C. albicans ATCC 10231 con turbidez producida por
el desarrollo de la levadura.

f) Produccion de pelicula en caldo Sabouraud
Se realizé a los 99 aislados obtenidos, de los cuales 32 fueron positivos a la
produccion de pelicula y 67 negativos (Figura 9).

Figura 9. Producciéon de pelicula en caldo
dextrosa Sabouraud. A) Cultivo de uno de los
aislados sugerentes a C. krusei, la flecha indica
la pelicula que se forma en las paredes del tubo;
B) Cultivo de uno de los aislados sugerentes a
C. kefyr sin formacion de pelicula.
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g) Asimilacion y fermentacién de carbohidratos

Las pruebas de asimilacion y fermentacion se realizaron solo a 35 aislados. Lo

anterior, porque de los 99 cultivos obtenidos y de acuerdo con las pruebas

anteriores realizadas (tincion de Gram, cultivo en agar Biggy y CHROMagar,

formacion de pseudohifa, prueba de ureasa

fueron identificados como C. glabrata.

Figura 10. Fermentacion de carbohidratos.
A) acidificacion del medio (cambio del color del
medio a amarillo) y produccién de gas en el tubo de
Durham (sefialado con la flecha), prueba acido-gas
positiva; B) acidificacion del medio (cambio en el
color del medio a amarillo) sin produccion de gas,
prueba &cido positivo; C) no hay cambio de color del
medio ni produccién de gas, prueba negativa.

y desarrollo en ciclohexamida), 64

Figura 11. Asimilacion de carbohidratos.
A) prueba positiva, cambio de color del medio
a amarillo; B) prueba negativa, medio sin
cambio de color.

En la Figura 12 y 13 se ejemplifican los resultados de estas pruebas en uno de los

aislados sugerente a C. krusei.

Figura 12. Asimilacion de carbohidratos aislado C. krusei.
Resultados de un aislado sugerente a C. krusei. De izquierda
a derecha: Melobiosa (Mel) negativo, Arabinosa (Ara)
negativo, Manosa (Man) positivo, Celobiosa (Cel) negativo,
Sacarosa (Sac) negativo, Galactosa (Gal) negativo, Lactosa
(Lac) negativo, Xilosa (Xil) negativo, Glucosa (Glu) positivo,
Rafinosa (Raf) negativo, Trealosa (Trea) ligeramente positivo,
Rhamnosa (Rha) negativo, Maltosa (Mal) negativo.
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Figura 13. Fermentacién de
carbohidratos aislado C. Kkrusei.
Resultados de un aislado sugerente a C.
krusei. De izquierda a derecha: Lactosa
(Lac) negativo, Rafinosa  (Raf)
ligeramente positivo, Sacarosa (Sac)
negativo, Galactosa (Gal) negativo,
Maltosa (Mal) negativo, Glucosa (Glu)
positivo y positivo a produccion de gas.



La identificacion final de los 99 aislados levaduriformes se realizo
considerando los resultados de las pruebas realizadas y comparando con los

cuadros de identificacion previamente disefiados y adaptados.

De las 385 muestras de leche analizadas, se obtuvo 25.71% (99/385) de
aislados levaduriformes. El grupo con mayores aislados fue el de los bovinos con
mastitis subclinica con un 11.94% (46/385), seguido de los animales clinicamente
sanos 7.27% (28/385) y por ultimo de los casos con mastitis clinica con un 6.49%
(25/385).

Las especies que se encontraron con mayor frecuencia en los diferentes
grupos de estudios fueron C. glabrata con un 64.65% (64/99) y C. krusei con un
17.17% (17/99) (Cuadro 5).

De las muestras de leche de bovinos con mastitis subclinica se aislaron
29.49% (46/156), de los cuales el 28.21% (44/156) pertenecen al género Candida y
un 1.28% (2/156) al género Rhodotorula. Se identificaron 3 especies del género
Candida, de estos predomina C. glabrata en un 82.61% (38/46), seguida de C.
krusei en un 8.70% (4/46) y C. guilliermondii en un 4.35% (2/46). El 4.35% (2/46) de

los aislados se identificaron como Rhodotorula rubra.

De las muestras de leche de bovinos con mastitis clinica, se aislaron 21.37%
(25/117), de los cuales el 21.37% (25/117) pertenecen al género Candida. Se
identificaron 7 especies, C. krusei en un 48.0% (12/25), seguida de C. glabrata en
un 20.0% (5/25), C. tropicalis 12.0% (3/25), C. parapsilosis en un 8.0% (2/25), C.
famata en un 4.0% (1/25), C. guilliermondii en un 4.0% (1/25) y C. lusitaniae en un
4.0% (1/25).

Con relacién a las muestras de bovinos clinicamente sanos se aislaron
levaduras en un 25% (28/112), todas del género Candida. Se identificaron 6
especies, predominando C. glabrata en un 75% (21/28), seguida de C. famata en
un 7.14% (2/28) y C. kefyr en un 7.14% (2/28), C. lusitaniae, C. krusei y C.

guilliermondii en un 3.57% (1/28) cada una.
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Cuadro 5. Identificacién de levaduras de muestras de leche de glandulas mamarias de
bovinos con diferente estado sanitario.

Géneroy Estado sanitario Frecuencia de aislado
especie Clinicamente Mastitis Mastitis n %
sanos subclinica clinica
n=112 n= 156 n=117

Candida 21 38 5 64 64.65
glabrata
Candida krusei 1 4 12 17 17.17
Candida 1 2 1 4 4.04
guilliermondii
Candida 2 0 1 3 3.03
famata
Candida 0 0 3 3 3.03
tropicalis
Candida kefyr 2 0 0 2 2.02
Candida 0 0 2 2 2.02
parapsilosis
Candida 1 0 1 2 2.02
lusitaniae
Rhodotorula 0 2 0 2 2.02
spp
TOTAL 28 46 25 99 100
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6. DISCUSION

Aun cuando las mastitis en bovinos causadas por levaduras suelen ser esporadicas,
y se asocian con frecuencia al uso indiscriminado de antibacterianos y condiciones
deficientes de higiene en la rutina de ordefio; es factible que haya otros factores que
incrementen su incidencia, como la zona geogréfica, ya que se ha observado que
climas tropicales favorecen la presencia de las levaduras debido a la humedad y
temperatura, ademas si las levaduras cuentan con un pH idoneo en los diversos
sustratos en los que se encuentran, se propicia su presencia y desarrollo en la
glandula mamaria de los bovinos (Krukowski, et al., 2020). En el presente estudio,
se realizo en el altiplano central de México, en donde las condiciones climéticas son

de semiseco templado con ligeras lluvias en otofio e invierno.

Diversos estudios sobre mastitis micética en diferentes paises han reportado
en leche de bovinos la presencia de hongos filamentosos y levaduriformes. Estos
altimos de mayor relevancia, y en particular del género Candida. De este género
micotico los reportes mencionan varias especies no-albicans que han tomado
relevancia en los ultimos afios al ser aisladas a partir de la leche de animales

clinicamente sanos, y con mastitis subclinica o clinica.

En un estudio realizado por Segundo y col. en 2011 en el Altiplano Mexicano,
reportaron un 25.75% de aislados levaduriformes, en su mayoria del género
Candida a partir de muestras de leche de bovinos sanos y con mastitis. Lo anterior
es consistente con lo encontrado en el presente estudio, al obtener un 25.71% de
levaduras a partir de las muestras trabajadas. Entonces en comparacion al estudio
presente se encontré en una mayor proporcion levaduras del género Candida, de
los cuales se encontré en mayor frecuencia a C. glabrata (75%) y C. krusei (3.57%)
en vacas clinicamente sanas en comparacion con Segundo, y col. (2011) donde se
encontré en C. glabrata (58.75%) y C. krusei (11.25%). Con respecto a las muestras
de mastitis subclinica, en el presente estudio se obtuvo C. glabrata (82.61%) y de
C. krusei (8.70%), en cuanto Segundo y col. (2011) se reporté a C. krusei (7.89%).
Y para las muestras de mastitis clinica C. krusei (48%) y C. glabrata (20%), mientras

gue, Segundo y col. aislaron en un 40.23% y 23.17% respectivamente.
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Con relacion al estado sanitario, en este estudio se encontraron mayores
aislados de levaduras en las mastitis subclinicas con un 11.94%, en segundo lugar,
los aislados de animales sanos con un 7.27% y finalmente un 6.49% en las mastitis
clinicas, al respecto Segundo y col, (2011) reportaron mayores aislamientos a partir
de los animales con mastitis clinica (43.57%) y en menor proporcion en las mastitis
subclinicas (9.92%). Se observa una clara tendencia de encontrar a C. glabrata en
diferentes estatus sanitarios de los animales, esta levadura por un buen tiempo fue
considerada inocua, pero en este estudio se aislé en mayor proporcion en mastitis
subclinica de grado 1y 2 en la escala de la prueba de California, y en segundo lugar
en la leche de animales sanos. Otra especie del género Candida que con el tiempo
ha tomado importancia es C. krusei, esta especie ha sido reportada en los estados
sanitarios mencionados, en particular en mastitis clinica. Es necesario realizar mas
estudios para determinar con certeza, cuales son las condiciones que han influido
para que se incremente su presencia en bovinos clinicamente sanos y con mastitis,
y que hayan rebasado a C. albicans, especie que por mucho tiempo se considero la
principal especie del género Candida con mayor potencial patogénico, debido a la
falta de informacidon que habia acerca de otros géneros y especies levaduriformes

gue tuvieran potencial patogénico.

En el presente estudio, se aislaron e identificaron a C. glabrata y C. krusei en
los tres grupos muestreados, y de los diferentes lugares de muestreo. La presencia
de estas dos especies en la leche de animales clinicamente sanos es relevante, ya
gue en condiciones favorables para su desarrollo tienen la capacidad de provocar
mastitis en los animales, debido a que se conoce que hay levaduras que forman
parte de la microbiota normal de los animales y que son oportunistas para causar
un problema. El conocer las especies de Candida involucradas, puede ayudar a
implementar medidas de prevencion y tratamiento en este proceso infeccioso.
Aunque también se encontré0 agentes filamentosos como fueron Aspergillus y
Penicilium, solo en 10 muestras y una muestra respectivamente, no es el objetivo
del estudio, pero es importante mencionar qgue ademas de agentes levaduriformes,

también se pueden tener hongos filamentosos causando mastitis.
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Por lo que se refiere a las otras especies del género Candida identificadas en
el presente estudio, ademas de C. glabrata y C. krusei, también C. guilliermondii fue
aislada en los tres grupos de estados sanitarios. Otras especies identificadas en
menor proporcion fueron C. famata, C. tropicalis, C. keyfir, C. parapsilosis y

C. lusitaniae.

Lo anterior es semejante a lo reportado por diversos autores, quienes en casos
de mastitis micotica, reportan el aislamiento de especies del género Candida, entre
las que se pueden mencionar Candida glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C.
lusitaniae, C. famata, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. rugosa, C. albicans,
C. lipolytica, C. sphaerica, C. utilis, C. zeylanoides y C. kefyr (Dworecka-Kaszak, et
al., 2012; Yulong, et al., en 2013; Sartori, et al., en 2014; Du, et al., 2018; Akdouche,
et al., 2018).

Ademas del género Candida, otros géneros levaduriformes reportados con
menor frecuencia son Cryptococcus, Trichosporon, Saccharomyces, Geotrichum, y
Rhodotorula (Dworecka-Kaszak, et al., 2012; Yulong, et al., en 2013; Kalinska, et
al., 2017; Akdouche, et al., en 2018). En el presente estudio, como se ha
mencionado se aislaron primordialmente diversas especies del género Candida y
se obtuvo un 4.35% de aislados de Rhodotorula rubra.

Aun cuando las mastitis en bovinos tienen como primera causa a los agentes
bacterianos, los casos por hongos y en particular las levaduras deben ser tomados
en cuenta, toda vez que ocasionan una afeccion en la glandula mamaria de los
bovinos, lo que repercute en la calidad y cantidad de su produccién de leche, y esto
a su vez ocasiona importantes pérdidas econdmicas al no poder comercializar la
leche, ademas del incremento en los costos de tratamiento de los animales, que en
ocasiones puede llegar a la pérdida del animal. La deteccion del agente causal en
casos de mastitis es primordial, toda vez que es necesario salvaguardar la salud, el

bienestar animal, asi como los consumidores de productos lacteos.
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7.

CONCLUSIONES

La metodologia utilizada permitié la adecuada y correcta identificacion de
levaduras del género Candida.

Se encontrd que la mastitis micética uno de sus principales agentes causales
son levaduras del género Candida.

En la leche de animales clinicamente sanos y con mastitis subclinica la
especie mas frecuente fue C. glabrata, y en el caso de mastitis clinica fue C.
krusei, y de esto es importante resaltar que la literatura menciona que C.
krusei es un agente patégeno causal de mastitis, mientras que C. glabrata
solo se ha reportado en escasos casos que causa mastitis subclinica pero no
es el unico agente involucrado, y no se ha reportado que cause mastitis de
grado clinico.

La presencia de especies del género Candida no-albicans es cada vez mas

relevante en leche de animales clinicamente sanos y con mastitis.
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8. ANEXOS
1. Medios de cultivo

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

Este caldo es usado para el cultivo y aislamiento de hongos filamentosos
y levaduriformes, en donde la dextrosa es la fuente de energia, la peptona
y el extracto de levadura proporcionan factores de crecimiento y la fuente

necesaria de nitrégeno.

Componentes
Reactivo Cantidad
Dextrosa 2049
Extracto de levadura 109
Peptona 20g
Agua destilada 100 mL

Modo de preparacion

En 100 mL de agua destilada se afiaden: 1g de extracto de levadura, 29
de peptona y 2g de dextrosa. Se mezclan todos los reactivos hasta tener
una mezcla homogénea. El medio es esterilizado en autoclave a 121°C,
a 15 Ib durante 20 minutos (Microbiology notes by Sagar Aryal, 2019).

Puede afadirse una solucion con antibiéticos (anexo 3) una vez que se

haya enfriado el caldo.

1.2. Agar Dextrosa Sabouraud (SDA)

Este medio se recomienda para el cultivo de hongos filamentosos y
levaduriformes. Los altos niveles de glucosa y el pH &cido del medio
favorecen el crecimiento de los hongos. Esta capacidad selectiva puede
ser reforzada adicionando antibacterianos como el cloranfenicol,

ciclohexamida, ambos u otros antibacterianos (Arenas Guzman, 2014).
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Componentes

Reactivo Cantidad
Dextrosa 40.0g
Mezcla de peptona 10.0g
Agar bacteriolégico 15.0¢g

Agua destilada 1000 mL

Modo de preparacién

Suspender 65g del medio en un litro de agua destilada. Calentar con
agitacion constante hasta obtener una mezcla homogénea y dejar hervir
durante 1 minuto. Esterilizar en autoclave a 121°C, 15 Ib durante 20
minutos. Dejar enfriar el medio a temperatura ambiente entre los 45 a
50°C, aqui se puede adicionar una solucion con antibioticos (anexo 3).
posteriormente, servir en las cajas de Petri estériles (preparacion bajo las
indicaciones del fabricante MCD-LAB).

1.3. CHROMagar Candida

Es un medio selectivo cromogénico para la identificacion de algunas
especies de Candida, debido a la coloracion de las colonias. El
fundamento se basa en la inclusién de sustratos cromogénicos, que, ante
la presencia de actividad enzimaticas de las levaduras, se produce un

color determinado.

Componentes
Reactivo Cantidad
Dextrosa 10.2 g
Agar 15.09
Peptona 3.0¢9
Mezcla cromogénica 2209
Cloranfenicol 05¢g
Agua destilada 1000 mL
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Modo de preparacién

Suspender 47.7g del medio en un litro de agua destilada. Calentar de 90
a 100°C con agitacion constante hasta el primer hervor y conseguir una
disolucién completa del medio. Enfriar a temperatura ambiente hasta una
temperatura de 45 a 50°C del medio. Servir en placas de Petri estériles.
Se recomienda su uso no mas de 15 dias de su preparacion. (preparacion
bajo indicaciones del fabricante CHROMagar™ Candida)

1.4. Agar Biggy

También llamado agar de Glicina, Glucosa, Levadura y sulfito de Bismuto
(Biggy, por sus siglas en inglés) es util para el aislamiento e identificacion
de diferentes especies de Candida, debido a una reaccién de reduccion
del sulfito a sulfuro, y la sal de bismuto a bismuto, los cuales se combinan
y forman una precipitacién negra o café que pigmenta las colonias y
puede difundir en el medio (MCD LAB, s.f.).

Componentes
Reactivo Cantidad
Citrato de amonio y Bismuto 5.0¢9
Sulfato de sodio 3.0g
Dextrosa 10.0g
Glicina 10.0g
Extracto de levadura 1.0g
Agar bacterioldgico 16.0g
Agua destilada 1000 mL

Modo de preparacién

Suspender 45¢g del medio en 1 litro de agua destilada. Calentar con
agitacion suave hasta la completa disolucion del polvo y hervir no mas de
1 minuto. Enfriar a una temperatura entre 45 a 50°C y servir en placas de

Petri estériles. (preparacion bajo indicaciones del fabricante MCD LAB).
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1.5. Medio liquido Yeast Nitrogen Base (YNB) adicionado con

ciclohexamida (sigma) al 0.1%
La base nitrogenada de levadura es un medio que contiene una mezcla
bien definida de amino&cidos, vitaminas, micronutrientes y sales, que
aportan lo necesario para el crecimiento de las levaduras, exceptuando la

fuente de carbono.

Composicion para 100 mL en una solucién 10x

Reactivo Cantidad
Sulfato de amonio 50¢9
Fosfato monopotésico 109
Sulfato de magnesio 05¢
Cloruro de sodio 0.1g
Cloruro de calcio 0.1g
Monocloruro de Histidina 20.0 mg
Metionina 20.0 mg
Triptofano 20.0 mg
Inositol 2000.0 g
Acido Bérico 500.0 pg
Niacina 400.0 ug
Sulfato de magnesio 400.0 ug
Hidrocloruro de piridoxina 400.0 ug
Sulfato de zinc 400.0 ug
Hidrocloruro de Tiamina 400.0 ug
Pantotenato de calcio 400.0 ug
Cloruro de hierro 200.0 ug
Molibdato de sodio 200.0 ug
Riboflavina 200.0 ug
Acido Paraminobenzoico 200.0 ug
Yoduro de potasio 100.0 pg
Sulfato de cobre 40.0 ug
Acido fdlico 2.0 ug
Biotina 2.0 ug
Dextrosa 80¢
Agua destilada 100.0 mL
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Modo de preparacién

Se pesan 6.7 g del medio en 100 mL de agua destilada en una solucion
10x, de preferencia debe ser agua destilada estéril, se agrega la dextrosa
y se homogeniza la muestra. Posteriormente se le afiade 0.1g de
ciclohexamida a la solucion y se homogeniza hasta su disolucion. La
solucidn se esteriliza por filtracion, y si se requiere se puede alicuotar bajo
completa esterilidad (preparacién bajo indicaciones del fabricante, Becton
Dickinson (BD), Difco™).

1.6. Agar Arroz

Cuando son incubadas levaduras individuales de Candida en agar arroz,
se producen pseudohifas en un tiempo de 24 a 48 horas, de las cuales,
C. glabrata no la produce, siendo esta una prueba para diferenciar a esta

especie de las demas.

Componentes
Reactivo Cantidad
Granos de arroz 200g
Agar bacterioldgico 15.09
Agua destilada 1000.0 mL

Modo de preparacion

Se pesan 20 g de arroz y se ponen en 1000 mL de agua destilada, se
pone a hervir durante 30 minutos. Con ayuda de un embudo y una gasa,
se filtra el medio. Del volumen obtenido, se completa el volumen inicial
con agua destilada. A este se le afiade el agar bacteriolégico y se mezcla
hasta disolver completamente el polvo. Se esteriliza el medio en
autoclave a 121°C a 15 Ib durante 20 minutos. Se reparte en placas de
Petri, y una vez solidificado, se mete a prueba de esterilidad de 37°C por
24 horas. Una vez pasado la prueba de esterilidad, se refrigera las placas
a 4°C (Arenas Guzman, 2014).
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1.7. Caldo Dextrosa Sabouraud

Medio utilizado para el crecimiento de hongos por su alto contenido de
dextrosa, la cual aporta energia, y de una base peptonada, la cual es una
fuente rica de nitrogeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales
para el crecimiento. Ayuda a diferenciar especies de Candida, puesto que

algunas generan una pelicula caracteristica.

Componentes
Reactivo Cantidad
Dextrosa 40.09
Peptona 10.0g
Agua destilada 1000.0 mL

Modo de preparacién

Se pesan los ingredientes y se afiaden a 1000 mL de agua destilada. Se
calienta hasta que comienza a hervir por 1 minuto, por agitacion
constante. Una vez hervido, se pasa 2 mL por cada tubo de ensayo y se
esteriliza en autoclave a 121°C a 15 Ib durante 20 minutos (preparacion
bajo indicaciones del fabricante, Becton Dickinson (BD), Bioxon).

. Tinciones.
2.1. Tincidn de Gram

Es definida como una tincién diferencial, ya que usa dos colorantes y
clasifica a las bacterias en dos grandes grupos: gran positivas y Gram
negativas. Los principios de la tincion de Gram, segun el protocolo
desarrollado primeramente por Christian Gram en 1884, estan basados
en las caracteristicas de la pared celular de las bacterias, la cual le
confiere propiedades determinantes a cada microorganismo. Para el caso
de levaduras y debido a la composicion de su pared celular que contiene

una alta cantidad de carbohidratos y proteinas (mananas y glucanas)

40



tienen una reaccion tintorial de gran positivas (color morado) (McGinnis,

1980; Segundo Zaragoza,

et al., 2014).

Componentes

Solucién de Cristal violeta

Soluciéon A
Reactivo Cantidad
Cristal violeta 209
Alcohol etilico 30.0 mL
Solucién B
Reactivo Cantidad
Oxalato de amonio 08¢
Agua destilada 20.0 mL

Modo de preparacion

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

volumen de la solucién B.

Solucién de Lugol

Reactivo Cantidad
Yodo 10g9
Yoduro de potasio 2.0 mL
Agua destilada 200.0 mL
Decolorante

Reactivo Cantidad
Alcohol etilico de 95° 50.0 mL
Acetona 50.0 mL
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Contraste Solucion de Safranina

Reactivo Cantidad

Safranina 0.20¢g
Agua destilada 200.0 mL

3. Soluciones y reactivos diversos
3.1. Solucion de antibidticos
Cloranfenicol
Reactivo Cantidad
Cloranfenicol 50.0 mg

Agua destilada 1000.0 mL

Por cada 200 mL de cualquier medio (YEPD, SDA), se le afiade 200 pL

de la solucién de cloranfenicol.

Kanamicina
Reactivo Cantidad
Kanamicina 50.0 mg
Agua destilada 1000.0 mL

Por cada 200 mL de cualquier medio (YEPD, SDA), se le afiade 200 pL

de la soluciéon de kanamicina.

Ampicilina
Reactivo Cantidad
Ampicilina 50.0 mg
Agua destilada 1000.0 mL

Por cada 200 mL de cualquier medio (YEPD, SDA), se le aflade 400 pL

de la solucién de Ampicilina.
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3.2. Solucion Salina Fisiologica (SSF)

Componentes
Reactivos Cantidad
Cloruro de sodio (NacCl) 854¢g
Agua destilada 1000.0 mL

Modo de preparacion

Incorporar los ingredientes hasta tener una mezcla homogénea, alicuotar
si es necesario y esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 121°C con

15 Ib de presion.

3.3. Caldo urea

Esta prueba mide la capacidad de la levadura de hidrolizar la molécula de
urea en dos moléculas de amonio por la accion de la enzima ureasa; esto
genera un incremento del pH del medio y en consecuencia el cambio de

color de naranja a fucsia.

Composicién

Reactivo Cantidad
Caldo urea deshidratado 3.85¢g
Agua destilada 100.0 mL

Modo de preparacién

Se pesa la urea y se le afiade a 100 mL de agua destilada en un vaso de
precipitado o en un matraz. Se esteriliza por filtracién con una membrana
de preferencia de 0.40 um de diametro, y se pasa a un recipiente estéril.
Se pone a prueba de esterilidad metiendo a incubar a 37°C por 24 horas
(preparacion bajo indicaciones del fabricante, Condalab (Condalab,
2019)).
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3.4. Glicerol al 50%

Ayuda a mantener las cepas para crioconservacion, puesto que funge
como un crioprotector, ya que ayuda a reducir al minimo el contenido de
agua intracelular, evitar la vitrificacion y proteger las macromoléculas en

el ambiente interno de la célula.

Composicion

Reactivo Cantidad
Glicerol 50.0 mL
Agua destilada 50.0 mL

Modo de preparacion

Se aflade ambas partes a un frasco, y se agita para conseguir una mezcla
lo mas homogénea posible. Se manda a esterilizar en autoclave a 121°C
a 15 Ib de presion durante 20 minutos.
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ANEXO 4. Tabla de caracteristicas de levaduras para su identificacion

MORFOLOGIA DESARROLLO ic
LEVADURA ShEOURALD AGAR BIGGY CHROMagar PSEUDOHIFA
MICROSCOPICA MACROSCOPICA 30°C 37°C
C. albicans Ovales, de tamafio Colonias suaves, + V+ - Colonias lisas, circulares, café oscuro con ligero borde Lisa, verde esmeralda +
mediano (3.5-6 x 4-8 pm) blancas a color crema micelial. El oscurecimiento no difunde al medio
C. bombi Ovoides (2-4 x 4-6 um), se Colonias suaves, de SD SD SD SD SD +
pueden encontrar solas, color crema a
en pares o0 en pequefios bronceado claro, con
grupos margen irregular
C. brumti Ovoides a cilindricas (1.5- Colonias de color gris a SD SD SD SD SD -
4.5 x 4-12 pm). Pueden crema, algo tenue.
estar solas, en pares o en Suave y arrugada.
cadena.
C. cantarelli Ovoides cortas a Colonias de color SD SD SD SD SD -
elipsoidales (3-4 x 4-8 crema, parece
um). Pueden estar solar, mantequilla, tenue y
en pares 0 en racimos arrugada
C. dubliniensis Ovales de tamafio Colonias suaves, + V- - SD Lisa, verde esmeralda +
mediano (3.5-6 x 4-8 pm) blancas a color crema
C. famata Esférica de tamafio Colonia pastosa, suave, \% V+ SD Colonias medianas de color café a rojo oscuro brillantes con Lisa, blanca a rosa palido V+
mediano (3.5-5 x 2-3.5 blanca a color crema, ligero crecimiento micelial.
pm)
C. glabrata Ovales pequefias (3.4 x Colonias pastosas, + + - SD Brillante y cremosa de color violeta -
2.0 pm) suaves y blancas
C. guilliermondii Ovales a elipsoidales (1.5- Colonias pastosas, \% V+ - SD Rosa claro brillante \%
4.8 x 2-15 um) suaves a arrugadas,
color crema
C. incommunis Elongadas a cilindricas Colonias de color SD SD SD SD SD +
(1.5-2.5x6-12 um) y blanco y arrugado al
pueden estar solas o en centro, periferia suave
cadena
C. intermedia Ovoides (2-4 x 3-6 pm). Colonias de color SD SD SD SD SD +
Pueden estar solas y en blanco a crema, suave
pares, también se y ligeramente arrugada
presentan alargadas
C. kefyr Ovales, elipsoidales a Colonias pastosas, + V+ - Colonias grandes de color rojo oscuro amarronado, planas Lisa, de color beige a rosa claro +
cilindricas (3-11 x 2-6 um) suaves, blancas a color con ligero crecimiento micelial.
crema
C. krusei Ovaladas, elongadas a Colonias pastosas, + V+ + Colonias grandes, rugosas y planas, con periferia café Rugosa seca, de color rosa con halo +
cilindricas (2-5 x 4-15 um) suaves, color crema negruzco y halo amarillo blanco
C. lambica Ovoide a eliptica (1.9-6.5 Colonias de color SD SD SD SD SD -
X 4-14.4 ym). Pueden blanco a crema,
estar solas, en pares y en suaves.
cadenas cortas.
C. lipolytica Ovoides, elipsoidales a Colonias pastosas, V- + SD SD +
elongadas (3.0-3.5 x 3.3- suaves, color crema
15.0 um)
C. lusitaniae Ovales a elongadas (3.5-6 Colonias pastosas, + + SD SD Lisa, rosa a parpura grisaceo \%
X 4-8 um) suaves, blancas a color
crema
C. norvegica Globosa a casi globosa Colonias blancas, SD SD SD SD SD -
(3-6 um). Pueden estar parece mantequilla,
solas o en pares suave, brillante y
enteras
C. parapsilosis Oval, elipsoidal a Colonias pastosas, + V+ - Colonias medianas, planas, de color café rojizo oscuro y Lisa, blanca a rosa palido +

elongadas (3-4 x 5-8 pm)

suaves, color crema

brillante a café rojizo claro; borde micelial amarillento.
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ANEXO 4 (Continuacion).

C. rugosa Alargadas (1.5-2.5 x 5-11 Colonias arrugadas de SD SD SD SD SD
pm). Pueden estar solas o color blanco a crema
en pares
C. slooffiae Esféricas (4-11 ym) a Colonias blancas y casi SD SD SD SD SD
eliptica (3-11.5 x 4.8-14 brillante, con textura de
pm). Pueden estra solas o mantequilla. Planas,
en pares, y poco frecuente con margen ligeramente
en cadenas cortas lobulado
C. tropicalis Ovales a elipsoidales (3.5- Colonias pastosas, + V+ + Colonias pequefias, café oscuro con prominencia negra Lisa y cremosa, de color azul oscuro
7 x 5.5-10 pm) suaves, color crema central y ligero borde micelial. El oscurecimiento difunde al con halo marrén
medio después de las 72 horas de incubacién.
C. viswanathii Globosas, ovoides a No tiene morfologia SD SD SD SD SD
cilindricas tipica definida
C. zeylanoides Ovoides a alargadas (2.5- Colonias lisas sin brillo, SD SD SD SD SD
7 x 4-10 um). Pueden de color blanco a crema
estar solas o en pares y
en cadenas cortas
Cryptococcus Haploides y globosas (2.5- Colonias suaves, SD SD SD SD SD
gatti 8 um), ovoides a blancas a color crema.
piriformes, rodeado de Mucosas.
una capsula de
polisacéridos
Cryptococcus Principalmente esféricas Colonias pastosas, + V+ - SD Lisa y mucosa de color beige
neoformans (3-8 pm) suave a mucoide, color
crema
Prototheca zopfii Pastosa, suave a SD SD SD SD SD
var. Zopfii rugosa o arrugada,
color crema
S. cerevisae Ovaladas largas a Colonias pastosas, V+ V+ SD SD Lisa de consistencia cremosa y color

elongadas (3-8 x 5-10 pm)

suaves, color crema

violeta

NOTA: S/D= Sin Dato; (+) = positivo; (-) = negativo; V= variable

Fuente: Adaptacion obtenidas de:

* Arenas Guzman, R., 2014. Micologia médica ilustrada. 5a ed. Ciudad de México: McGrawHill Education.
* Kurtzman, C., Fell, J., Boekhout, T., 2011. The yeast. A taxonomic study. Fifth ed. ELSEVIER.

* Lopez, R., Méndez, L. J., Hernandez, F., Castafion, L. R., 2012. Micologia médica. Procedimientos para el diagnéstico de laboratorio. 3a ed. Ciudad de México:

Trillas.

* St-Germain, G., Summerbell, R., 2011. Identifying fungi. A clinical laboratory handbook. second ed. Belmont: Star publishing company, Inc.
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ANEXO 5. Caracteristicas bioquimicas de levaduras.

LEVADURA PRODUCCION SUSCEPTIBILIDAD ASIMILACION FERMENTACION
USEASA CICLOHEXAMIDA Glu Mal Sac Gal Lac Raf Cel Tre Xil Rha Ara Man Mel Glu Mal Sac Gal Lac Raf

C. albicans S/D + + + \Y + - - - \% + - \% SD - + + \% \% - -
C. bombi SID - + - + - - + - \V - - - SD - + - + - - -
C. brumti S/D + + \ - + - - - \% \Y - - SD - \ \% - \% - -
C. cantarelli S/ID + + - - vV - - - + vV - - SD - + - - - - N
C. dubliniensis - + + + + + - - - + + - - SD - + + R + - R
C. famata S/ID SID + + + + \Y + + + + \% + SD \% \% \Y \Y \Y - \Y
C. glabrata - - + - - - - V- - vV - - + - + - - - - V-
C. guilliermondii S/ID SID + + + + - + + + + \ + SD + + - + vV - +
C.incommunis S/D + + + + \Y - - + + \% - - SD - + - \Y - - -
C.intermedia S/ID - + + + + + + + + + \ \ SD - + vV + + - vV
C. kefyr S/ID SID + - + + \ + \ - \ - \ SD - + - + + \V +
C. krusei S/ID SID + - - - - - - - - - - SD - + - - - - -
C. lambica S/ID SID + - - - - - - - + - - SD - + - - - - -
C. lipolytica - SID + - - \% - - \ - - - SD - - - - - - N
C. lusitaniae S/ID S/ID + \% \Y \Y - - + + + + - SD - + \% \Y \% - -
C. norvegica S/ID \% + - - - - - + - \Y \Y - SD - + - - - - -
C. parapsilosis - - + + + + - - - + + - + SD - + Y Y Y] N R
C.rugosa S/ID - + - - \Y - - - - \Y - - SD - - - - - - -
C. slooffiae S/ID S/ID + - - - - - - - - - - SD - + - - - - -
C. tropicalis S/ID + + + \ + - - \Y} + + - - SD - + + iV, + _ _
C. viswanathii S/ID + + + + + - - + + + - Y] SD - + + V] + - R
C. zeylanoides S/ID + + - - - - - \Y \ - - - SD - - - - - - N
Cryptococcus gatti + SID + + + + - + + + + + + SD - - - - - - -
Cryptococcus + SID + + + + - + + + + + + SD - - - - - - -
neoformans

Prototheca zopfii S/ID SID + + - - \ \ - - - - - SD - - - - - - _
var. Zopfii

S. cerevisae S/D S/ID + \% + \Y - + - + - - - SD - + + + \Y; - +

NOTA: S/D= Sin Dato; (+) = positivo; (-) = negativo; V= variable; Glu= Glucosa; Mal= Maltosa; Sac= Sacarosa; Gal= Galactosa; Lac= Lactosa; Raf= Rafinosa; Cel= Celobiosa; Tre= Trealosa; Xil= Xilosa; Rha= Rhamnosa; Ara=Arabinosa;

Man= Manosa; Mel= Melobiosa.

Fuente: Adaptacion obtenidas de:

* Arenas Guzman, R., 2014. Micologia médica ilustrada. 5a ed. Ciudad de México: McGrawHill Education.
* Kurtzman, C., Fell, J., Boekhout, T., 2011. The yeast. A taxonomic study. Fifth ed. ELSEVIER.

* Lopez, R., Méndez, L. J., Hernandez, F., Castafion, L. R., 2012. Micologia médica. Procedimientos para el diagnostico de laboratorio. 3a ed. Ciudad de México: Trillas.
* St-Germain, G., Summerbell, R., 2011. Identifying fungi. A clinical laboratory handbook. second ed. Belmont: Star publishing company, Inc.
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