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RESUMEN

PALABRAS CLAVE: Wickerhamomyces anomalus, zoonosis, hongos, factores de
virulencia, filogenia.

INTRODUCCION: Las zoonosis son enfermedades transmitidas de animales hacia
los seres humanos. Por ello, es importante realizar estudios que identifiquen

posibles patdégenos zoondticos que puedan afectar a la poblacién.

OBJETIVO: EI objetivo de esta investigacion fue caracterizar fenotipica y
molecularmente cepas de Wickerhamomyces anomalus aisladas a partir de mucosa

nasal de cuyes criados en granjas de la Provincia de Cafar (Ecuador).

MATERIALES Y METODOS: La metodologia se basé en procedimientos y técnicas
convencionales de microbiologia. Utilizamos distintos medios de cultivo, incluidos
Agar Sabouraud Dextrosa, Agar Papa Dextrosa y HiChrome Candida para evaluar
las caracteristicas morfologicas y fisiologicas de las cepas estudiadas. Realizamos
pruebas de actividades enzimaticas en medios suplementados con sangre ovina
(hemdlisis), yema de huevo (fosfolipasa) y leche (caseindlisis). Los ensayos de
penetracién se realizaron en medio ASD. Para medir la susceptibilidad de las cepas
frente a antifungicos utilizamos el equipo VITEK®2. La filogenia molecular de las
cepas se establecid con programas bioinformaticos como MEGA X, BLAST vy

secuencias nucleotidicas de GenBank.

RESULTADOS: Entre los resultados mas relevantes destacan la estimacion de la
temperatura 6ptima de crecimiento (23°C> t. 6pt. <37°C), la actividad hemolitica, la
capacidad de penetracion en medios solidos de todos los aislados con presencia de
hifas verdaderas (activacion de un switching fenotipico-dimorfismo), y la evaluacion
de las relaciones evolutivas con otras cepas de la misma especie (algunas
clinicamente importantes). La suma de estos resultados sugiere un potencial riesgo

para la salud de la poblacion.
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ABSTRACT

KEYWORDS: Wickerhamomyces anomalus, zoonoses, fungi, virulence factors,

phylogeny

INTRODUCTION: Zoonosis is a disease that has jumped from non-human animals
to humans. Therefore, conducting research to identify possible zoonotic pathogens
that may affect the population is essential.

OBJECTIVE: This research aimed to characterize phenotypically and molecularly
strains of Wickerhamomyces anomalous isolated from the nasal mucosa of guinea

pigs raised in farms in the Cafiar Province (Ecuador).

MATERIALS Y METHODS: The methodology was based on conventional
microbiology procedures and techniques. Different culture media, including
Sabouraud Dextrose Agar, Papa Dextrose Agar, and HiChrome Candida, were used
to evaluate the morphological and physiological characteristics of the strains studied.
Enzyme activity tests were performed on media supplemented with sheep blood
(hemolysis), egg yolk (phospholipase), and milk (caseinolysis). Penetration assays
were performed in the SDA medium. VITEK®2 equipment was used to measure the
susceptibility of the strains to antifungals. The molecular phylogeny of the strains
was established with bioinformatics programs such as MEGA X, BLAST, and
nucleotide sequences from GenBank.

RESULTS: The most relevant results include the estimation of the optimal growth
temperature (23 °C> opt. temp. <37 °C), the hemolytic activity, the ability to penetrate
solid media of all isolates with the presence of true hyphae (activation of a
phenotypic-dimorphism switching), and the evaluation of evolutionary associations
with other strains of the same species (some clinically significant). The sum of these
results suggests a potential health risk for the population.

Vii



iNDICE

(TR | N 1o 01U o3 o [0 1
(0N 2 1 1 U] 1K N S 4
PLANTEAMIENTO TEORICO. .......coieeireeceeetseeeasaeseessassesesassesesasssesssssssssssssssens 4
I.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION. ......cooeierreceenre e e 5
1.2.- JUSTIFICACION.. ...ttt et ees e seeesss et sas s eesas e e sasse e e sse e s snnseneees 6

"1 Novedad cientifica..........ccciiiiiiiiin s ————— 6

"1 Aporte cientifico: teérico, metodolégico y practico. ..........cccccumrrrrrrrrnnnnn. 6

"1 Beneficios: humanos, ambientales, econémicos, educativos y de

formacion profesional. ............. i ————— 7
1.2.1.- PREGUNTAS CIENTIFICAS: ......cceiierrirneeenssesesessenssesessessessssessssssssssssens 8
1.2.2.- OBJETIVOS.......coeeeeeeeicrrrerernssssssssssss s ssssssmns s ns s s s e s e s e s s s ssnsnnnss s snnsnnnnnns 8

1.2.2.1.- Objetivo General..........ccccommriiiiiiiii s 8

1.2.2.2.- Objetivos EsSpecifiCos: .......ccccviriiiiiiiiniiiiiiiissssenrr s 8
1.3.- MARCO TEORICO .......corueireeirrcercsnssesssesss s esssssssessssessssesssssssssesssssssssnans 9

1.3.1.- Antecedentes. ... 9
1.4.- MARCO REFERENCIAL .......ccoooiiiiiiiiiiciccsssmsmssnnsn s s s e s s e s e s s s s s s s s snsnns 10

1 Generalidades de las [evaduras. .............ccuuiiiiiiieiiiiiiiie s 10

(1 Phylum ASCOMYCOTA. ...cooiiiiiiiiiiiii e 11

1 Wickerhamomyces anomalus. ...............cc.uuuuuiieiiieiiiiiiiiaeeee e 11

11 Clasificacion taXonOmICa. ..........cceiiiiiiiiiiiieee e 12

"1 Caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y factores de virulencia. ......... 12

"1 Importancia clinica € INCIAENCIA. .........coeeiiiiiiiiiiiiee e 13
0N o I U | 14
11 = 10 110 1 0 1 14
I1.1.- Disefio de investigacCion. .........cccceeeiiinnssc s 15

viii



I1.2.- Universo de estudio, tratamiento muestral y muestra.............cccceeen. 15
11.3.- Definicién y clasificacion de las variables...........ccccovmmmrrrinriiniiiiciniinnn, 15

I.4.- Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencidén de datos.

............................................................................................................................ 18
I1.5.- Procedimientos estadisticos y analisis de datos..........cccccccvvvrriiriiiinnnn. 19
11.6.- Procedimientos y téCnicas. .......cccceeriiiiiiiiiiiniciinsssssee e 19

(1 Medios de CUIIVO. .....eeeeeee e 19

"1 Caracterizacion morfologica y fiSiol0giCa. .........eeeeveiiiieiiiiiiiiiiiiis 20

"1 Expresion de factores de virulencia. .............cceeiiiiiiiiiiiiiin 20

"1 Evaluacion de susceptibilidad antifungica. ..........cccccceieiiiiiiiiniiis 21

"1 Ubicacion filogenética de las cepas de W. anomalus. ...............ccccceeene... 21
11.7.- ASPectos EtICOS. .....cciiiiiiiiiiiieee e 22
(03N o I 1 | | 23
RESULTADOS Y DISCUSION. ..ottt eeess e e ens e essss e s sasseneessseaes 23
Ml RESULTADOS Y DISCUSION. ..ot eas e ensse e snens 24
HLA.- MOrfologia. ......cccommmmemeriirere e 24

lll.1.1.- Caracterizacion macroscépica de las colonias de W. anomalus. ...24

111.1.2.- Caracterizacion microscépica de las células levaduriformes de W.

ANOMAIUS. ... 27
1ll.1.3.- Estimacion de la temperatura éptima de crecimiento. ..................... 30
l11.2.- Factores de Virulencia. .........ccccoiiiiiiiiiininiissssne s 32
111.2.1.- Actividad hemolitica.........ccccceeeiiriiiii 32
1ll.2.2.- Actividad fosfolipasa y actividad proteolitica. .............cccevrrrrrrrnneeee. 33
111.2.3.- Capacidad de penetracion............cccooiiimmiimmimee e 33

lll.3.- Concentracion minima Inhibitoria de compuestos antifungicos

sistémicos frente @ W. anomalus. .........e.eeeeeeieeie e e e emceee e ememennes 35

iX



l11.3.- Analisis filogenético. ... —————— 36

111.3.1.- Andlisis de secuencias nucleotidicas. .........ccccevviimmmmmrrrminnnnnn, 36

111.3.2- Relaciones evolutivas de W. anomalus..............cccoovmmmrrrrnrnnnnnninnnnnnnnn, 37
L LI R 1= o ¥ L= ' o N 39
L0 N 2 1 1 U] 1 1 Y 45
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.........ccciiiiirrimrerrmre s 45
IV.1.- CONCLUSIONES. ........oooi e see s sss s sse s s mn e e s s mne s 46
IV.2.- RECOMENDACIONES. ... sss e s me e s smn e e 47
IV.3.- BIBLIOGRAFIA. ...ttt e st s se s se s ensas e e ns 48
T I0 17 O 53
] 0 54



LISTA DE TABLAS.
Tabla 1. Caracteristicas macroscopicas de las colonias de W. anomalus. ........... 25

Tabla 2. Caracteristicas morfologicas de células de las distintas cepas de W.

ANOMAIUS. ... e e e e e e e e 28

Tabla 3. Crecimiento de las distintas cepas de W. anomalus a diferentes
EEMPEIAtUIAS ... .ot e e e e s 31

Tabla 4. Dimensiones de halos y colonias. Actividad hemolitica. W. anomalus.... 32

Tabla 5. Resultados de la actividad de penetracion. W. anomalus. ...................... 34
Tabla 6. CMI de antifungicos sistémicos frente a W. anomalus. ........................... 35
Tabla 7. BLAST. Region ITS. W. anomalus................cccceeeeeaiiiiiiiiiiiiiieeeenn 36
Tabla 8. Resultados de Jung J Et Concentraciones vs # de cepas...........cccceueen.. 43
Tabla 9. Resultados de Pandey N Et al. Concentraciones vs # de cepas............. 43

Xi



LISTA DE FIGURAS.

Figura 1. Caracterizacion morfologica de las colonias en tres medios de cultivo.
Cepa F2.2. W. anomalus (ASD: Agar Sabouraud Dextrosa; PDA: Agar papa
dextrosa; CR: Chromoagar Candida)............ccoeeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 25

Figura 2. Aspecto de las células levaduriformes bajo el microscopio (aumento de
100 X). Cepa F2.2. W. @nomalus. ..............c.uuuuemeiiiiiiiiiiiiiiiie e 28

Figura 3. Crecimiento de las cepas de W. anomalus a diferentes temperaturas. Los

cultivos se fotografiaron a 1as 48 horas...........coooviiiiiiiiiiiiiii e 31
Figura 4. Actividad hemolitica de W. @anomalus ................cccccoiiiiiiiiiiiiiiniiiiieeeee 32
Figura 5. Actividad fosfolipasa. Actividad proteolitica. W. anomalus. ................... 33
Figura 6. Actividad de penetracion. Dimorfismo celular. W. anomalus. ................ 34

Figura 7. Relaciones evolutivas de cepas de W. anomalus con otras cepas y

ESPECIES AIfEIrENES ... 38

Xii



LISTA DE ANEXOS.

Anexo 1. Aval proyecto de iNVestigacion..............ceeeiiiiiieiiiiiiiiiieeccee e 55
Anexo 2. Composicion de medios de CUltiVO. ........cccoovviiiiiiiiiiiii e 56
Anexo 3. Caracterizacion morfoldgica de las colonias en tres medios de cultivo. 57

Anexo 4. Aspecto de las células levaduriformes bajo el microscopio (aumento de

00 TP 60
Anexo 5. Actividad de penetracion (aumento 10Xy 40X). .......ccooiiiiiiiiiiiiiiiieeeen. 62
Anexo 6. Resultados de los ensayos de susceptibilidad frente a antifungicos. ....64

Anexo 7. Secuencias nucleotidicas region ITS (cepas W. anomalus y cepas de
(=] (=TT g Lol = ) TR PP PPPPPPPPPPPP 72

Xiii



. INTRODUCCION.

Los hongos han estado presentes sobre el planeta Tierra mucho antes del
advenimiento de los seres humanos. Muchos de ellos forman parte de nuestra dieta,
pues se les utiliza como fermentos (pan, cerveza) o productos comestibles
(champifiones=Agaricus bisporus). Estos organismos eucariotas también han sido
protagonistas de grandes avances en la medicina, pues a partir de ellos se ha
obtenido uno de los antibidticos mas importantes: la penicilina, sintetizada por el
hongo Penicillium notatum. Por otro lado, también son los agentes causantes de
enfermedades en seres humanos y otra gran cantidad de seres vivos. Las
afecciones mas comunes (micosis) producidas por estos organismos son:

candidiasis, blastomicosis, aspergilosis, histoplasmosis, onicomicosis, entre otras

(1).

Una micosis es una infeccién causada por uno o varios hongos; pueden afectar
tanto a los seres humanos como a los animales. Las micosis se caracterizan por

invadir tejidos y ocasionar afecciones superficiales, subcutaneas 6 sistémicas (3).

Las infecciones superficiales fungicas son las que generalmente afectan a la piel y
se denominan dermatofitosis, son producidas por Epidermophyton, Microsporum o
Trichophyton. Como ejemplo de estas afecciones encontramos el pie de atleta, que
es ocasionado por Trichophyton o Epidermophyton. Suelen degradar la queratina
como uno de los mecanismos de virulencia. Asimismo, las infecciones subcutaneas
son aquellas que afectan los tejidos debajo de la piel y estructuras inmediatas como
organos y huesos. Por lo general no son comunes y se caracterizan por ser

cronicas(3).



En esta misma linea, las infecciones fungicas sistémicas pueden afectar tanto a
pacientes inmunodeprimidos como normales, por lo que a los hongos también se
les considera como patdgenos oportunistas. Se conocen algunas especies fungicas
capaces de generar infecciones sistémicas, entre las cuales se tienen a
Cryptococcus e Histoplasma (2) que son recurrentes en pacientes con SIDA.
Algunas especies de candidas también puede afectar de forma sistémica, pues se
ha observado que muchas especies invaden érganos importantes como los ojos y
rinones(2).

Cualquier persona en el mundo puede contraer una infeccién causada por hongos,
ya que todos los dias estamos en contacto con levaduras y esporas. Sin embargo,
los individuos que tienen mas probabilidades de contraer estas enfermedades son
aquellas con un sistema inmune debilitado. Los Centros de Control de
Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) constantemente rastrean casos de
brotes que se producen en ese pais. Como ejemplo de ellos tenemos a Candida
auris, que ha sido sefalada como un grave peligro para la salud mundial (4).

Al igual que las bacterias, los hongos conforman parte de la microflora de los
animales con los cuales muchas veces tienen una relacién comensal. Sin embargo,
muchos hongos pueden representar un riesgo para la salud humana, ya que pueden
producir eventos zoonoticos. Por lo general, estas enfermedades son
desencadenadas por cambios en un ecosistema o variaciones en el

comportamiento de los microorganismos(5).

Se ha descubierto que aproximadamente el 60% de las infecciones humanas son
de origen animal y el 75% de infecciones nuevas son producto de patdégenos que
han sido capaces de saltar entre especies (5). Las zoonosis siguen siendo poco
frecuentes y por lo general ocurren por la exposicion continua que tienen los seres
humanos con los animales que actuan como reservorios de estos microorganismos

patogenos.



En el 2001 se identificd 1415 especies de microorganismos que son un peligro para
la salud mundial, de los cuales el 61% son zoonoticos. De las especies fungicas
descubiertas en este grupo, aproximadamente 307 especies de hongos causan
algun tipo de micosis en los seres humanos (5). Wickerhamomyces anomalus ha
sido descrito como parte de la microflora de algunos animales incluyendo roedores
(34); sin embargo, no se ha detectado si ha sido protagonista de zoonosis. La
informacion Dbibliografica sugiere que es un microorganismo clinicamente
importante, pues ha sido causante de algunas infecciones nosocomiales en

pacientes inmunodeprimidos (18, 45).
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I.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

Las zoonosis son enfermedades que se transmiten desde animales vertebrados
hacia los seres los humanos (6). El contagio se produce cuando un animal infectado
con un parasito, virus, bacteria u hongo entra en contacto con una persona, de
manera accidental o por contacto frecuente (7). Este tipo de fenbmenos “naturales”
pueden presentarse a nivel global o unicamente pueden ser especificos para una
region determinada. Las infecciones zoondticas se producen sobre todo a
consecuencia de la domesticacion de animales para la alimentacién, debido a que

los granjeros o criadores toman pocas 0 ninguna precaucion para evitarlas (8).

En algunos paises de Latinoamérica, especificamente en la serrania ecuatoriana,
es tradicional la cria y consumo de cuyes (cobayo o conejillo de indias, Cavia
porcellus). Estudios anteriores han identificado diversos tipos de microorganismos
como parte de la microflora de las mucosas nasales de estos animales, que pueden
representar un riesgo microbiolégico para aquellos individuos que tienen contacto

directo y frecuente con estos roedores.

Pese a su importancia epidemioldgica, son muy pocas las investigaciones que hasta
la fecha han abordado el estudio de la presencia de microorganismos zoonoticos en
los tejidos de los cuyes. De alli que este sea el problema cientifico que constituye el
punto de partida de nuestra tesis de grado.

A través de la ejecucion de este proyecto de tesis nos planteamos profundizar en
relacion con la caracterizacion fenotipica y molecular de cepas de W. anomalus
aisladas a partir de cuyes criados en granjas de la Provincia del Cafiar. Para ello,
evaluamos aspectos como su morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas y
fisiologicas, factores de virulencia y relaciones filogenéticas con otras especies

relacionadas.
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1.2.- JUSTIFICACION.

— Novedad cientifica.

En esta investigacion nos centramos en cepas de una levadura en particular,
Wickerhamomyces anomalus, que han sido aisladas a partir de las mucosas de las
fosas nasales de cuyes criados en la provincia del Cahar-Ecuador. Hasta donde
hemos podido consultar, no se han publicado estudios relacionados con aislados de
cepas de W. anomalus a partir de muestras tomadas de un roedor y mucho menos
caracterizaciones morfologicas y fisioldgicas, ni tampoco informacion sobre las
condiciones de crecimiento de estas cepas en particular. Algunas investigaciones
han identificado a esta levadura como un patégeno emergente en la salud publica;
por ello, se buscara también identificar factores de virulencia y relaciones filogénicas

gue mantiene esta especie con otras relacionadas a nivel evolutivo.

Este proyecto es importante ya que contribuira con la generacién de nuevos
conocimientos acerca de esta levadura y aportara informacién relevante para otras
investigaciones que tengan el objetivo de encontrar herramientas en la prevencion

y cura de enfermedades zoondticas.

— Aporte cientifico: teérico, metodoloégico y practico.

Con esta investigacion pretendemos aportar teodricamente con nuevos
conocimientos en el campo de la micologia, diagndstico y medicina en general. La
investigacion de W. anomalus analizara las caracteristicas morfologicas, factores
de virulencia, condiciones de crecimiento y relaciones evolutivas con otras especies

por medio de un arbol filogenético.
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Los resultados obtenidos ayudaran a futuras investigaciones que busquen prevenir
la aparicién de nuevas enfermedades de origen zoondtico. A su vez, con el empleo
de distintas técnicas en la parte experimental de la investigacion, el estudiante
investigador y los demas autores de este proyecto desarrollaran nuevas habilidades
en el ambito practico del laboratorio microbiolégico.

— Beneficios: humanos, ambientales, econémicos, educativos y de

formacion profesional.

El principal beneficiario de este proyecto seré Yo, como estudiante investigador, ya
que este aporte cientifico a realizarse como trabajo de grado, al ser aprobado me
permitira obtener el titulo profesional de Quimico Farmaceuta. También seran
beneficiadas todas las personas involucradas que hayan contribuido con
conocimientos y destrezas a lo largo del desarrollo de este estudio (por ejemplo, mi
tutora y co-tutor, y sus colaboradores cientificos), debido a que la informacion
generada puede ser incluida en articulos cientificos, lo que implica derechos de
autoria. Como beneficiarios indirectos podemos mencionar a las personas que
estan involucradas con la crianza, venta y consumo de cuyes, puesto que los
resultados que se obtenga podrian servir como una herramienta de alerta ante
posibles enfermedades de riesgo por exposicion a agentes patogenos.

La Universidad Catdlica de Cuenca también se vera beneficiada en el caso que la
investigacion sea publicada en revistas de alto impacto, pues esto significaria mayor
prestigio para todos los participantes e instituciéon. Mediante la investigacion de la
levadura W. anomalus, y segun los resultados que se obtengan, se podra aportar
con nueva informacion enfocada al conocimiento, diagndstico, prevencion y cura de

futuras infecciones ocasionados por este microorganismo poco convencional.
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1.2.1.- PREGUNTAS CIENTIFICAS:

e ; Cuales son las caracteristicas morfologicas de las cepas de W. anomalus
aisladas a partir de mucosa nasal de cuyes?

e ; Qué factores de virulencia expresan estas cepas de W. anomalus?

e ;Cual es el grado de susceptibilidad de estas cepas a antifungicos de uso

terapéutico?

e ;Cuales son las relaciones evolutivas (filogenéticas) de estas cepas con
otras especies de levaduras?

1.2.2.- OBJETIVOS.

1.2.2.1.- Objetivo General:

Caracterizar fenotipica y molecularmente cepas de Wickerhamomyces anomalus
aisladas a partir de mucosa nasal de cuyes criados en granjas de la Provincia de
Canar (Ecuador).

1.2.2.2.- Objetivos Especificos:

1. Caracterizar, desde el punto de vista morfoldgico, cepas de origen animal de
W. anomalus aisladas a partir de mucosa nasal de cuyes (C. porcellus)
criados en granjas de la Provincia del Cafar (Ecuador);

2. Detectar la produccion de factores de virulencia por parte de dichas cepas;

3. Determinar la susceptibilidad de estas cepas de W. anomalus frente a

compuestos antifungicos;

4. Determinar la filogenia de las cepas utilizando herramientas moleculares y

bioinformaticas.
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1.3.- MARCO TEORICO

1.3.1.- Antecedentes.

Se ha realizado una exhaustiva busqueda de informacién relacionada al tema que
estamos proponiendo. Para ello, hemos utilizado diferentes buscadores y bases de
datos cientificas como: Google, Google académico, Scopus, Taylor & Francis, Web
Of Science y ProQuest. Para realizar la busqueda utilizamos operadores booleanos
(AND, OR y NOT) y palabras claves en espafiol y en inglés animals, zoonosis,
micosis, W. anomalus, Hansenula andémala, Pichia andmala, mycoses, pets,
characterization. Sin embargo, hasta el momento no hemos identificado estudios
que reporten la caracterizacion fenotipica y molecular a cepas de W. anomalus
aisladas a partir de fosas nasales de roedores. No obstante, hemos podido

identificar estudios relacionados, los cuales presentamos a continuacion.

Las aves, al igual que muchos animales, son hospederas de una microflora fungica
muy diversa, de las cual se han distinguido algunas especies con gran potencial
zoonotico. En Brasil, en la localidad de Cuiaba en el zoologico de UFMT
(Universidad Federal de Mato Groso), se realiz6 una investigacion sobre las
diferentes especies de levaduras que estan presentes en las excretas de aves de
rapifia, y que pueden causar micosis en los seres humanos(9). Entre las levaduras
oportunistas que se hallaron en las muestras se encontro a W. anomalus (9). El
estudio no indica si se realizd una caracterizacion fenotipica ni molecular de la
mencionada especie. Indicamos que esta investigacion no pertenece a una revista

cientifica, sino que es parte de un proyecto que sirvié como trabajo de titulacion.

Una de las principales enfermedades que afectan a los equinos son las infecciones
en las vias respiratorias. Una investigacion realizada en diferentes localidades de
Brasil identifico las levaduras mas comunes que habitan en las fosas nasales de los
equinos. Una de las especies halladas fue W. anomalus la cual, segun el estudio,
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puede causar infecciones en los seres humanos(10). El estudio identificd las
especies mediante el sistema VITEK®2;, no se indica si se realizd una
caracterizacion morfolégica ni fisiolégica de la unica cepa de W. anomalus que se
hall6. Sin embargo, se efectuaron pruebas de susceptibilidad frente a antifungicos,
cuyos resultados indican que la concentraciéon minima inhibitoria (MIC) que present6
W. anomalus para anfotericina B es de 0,125 ug/ml, para itraconazol 0,25 ug/ml, y
para fluconazol 1 pg/ml (10).

W. anomalus también ha sido identificada como parte de la flora microbiana que
habita y coloniza diferentes 6rganos en cerdos, criados en China. Fue a partir de
esos animales que se aislé y se sometid algunas cepas a experimentos de
identificacion y caracterizacion fenotipica. El estudio da a conocer los resultados
morfolégicos caracteristicos como color de las colonias (blanco lechoso), aspecto
(secas sin brillo con superficie opaca) (11), forma y tamaro (el centro de cada una
es convexo con borde aspero con un diametro de 3 mm). En el microscopio las
células levaduriformes presentaron forma redondeada y reproduccion por
gemacion. La temperatura 6ptima de crecimiento que indica este estudio para estas
cepas es de 28 °C (11).

1.4.- MARCO REFERENCIAL

— Generalidades de las levaduras.

Actualmente se conocen alrededor de 1500 especies de levaduras unicelulares. En
su mayoria estan ubicadas en el phylum Ascomycota del reino Fungi, y solo unas
cuantas son Basidiomycota. Estos organismos se encuentran en todo el mundo y
son capaces de adaptarse a las superficies que contengan los sustratos necesarios
para su desarrollo. Son organismos eucariotas, con un diametro aproximado de
0,075 mm. Por lo general las levaduras tienen forma esférica u ovalada, y algunas

pueden producir filamentos (hifas) (12).
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Se reproducen de forma asexual, biparticibn o gemacién; sin embargo, también
pueden multiplicarse de forma sexual (12). Cuando la division ocurre por gemacion,
la célula desarrolla una pequefia protuberancia que se agranda, madura y se
desprende. Otras levaduras se reproducen por fisién: durante el proceso, la célula
progenitora se divide y da como resultado dos células hijas idénticas. El phylum
Ascomycota es ampliamente estudiado ya que en su grupo podemos encontrar

hongos emergentes de interés clinico.

— Phylum Ascomycota.

El phylum Ascomycota se compone de tres subphyla. Pezizomycotina con 13
clases, 124 érdenes y 507 familias. Saccharomycona con una clase, una ordeny 13
familias y Taphrinomiotina con cinco clases, cinco ordenes y seis familias (13). A
nivel mundial, los hongos ascomicetos conforman el grupo mas amplio,
representando el 72% de géneros reconocidos y el 60% de las especies, dentro de

las cuales se incluye a W. anomalus.

Se distribuyen ampliamente en todos los habitats continentales ya sea como
saprobios, parasitos o simbiontes, lo cual les permite interactuar con la gran
diversidad de organismos que los rodean (14). La mayoria de hongos identificados
como patogenos pertenecen a esta divisibn que incluye al orden
Saccharomycetales, algunas de cuyas especies han sido protagonistas de micosis

en seres humanos en los ultimos afos (15).

— Wickerhamomyces anomalus.

Wickerhamomyces anomalus es una levadura unicelular que ha sido descubierta en
distintos tipos de habitats y organismos tales como plantas, animales, insectos y
alimentos fermentados (16). Clinicamente, la especie esta asociada a brotes

clonales y distintos tipos de patologias. Algunos estudios han demostrado que
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W. anomalus es causante de infecciones nosocomiales en pacientes

inmunodeprimidos o inmunosuprimidos (17).

Hasta el momento no se ha publicado evidencia experimental que indique que W.
anomalus se transmita de animales a los seres humanos; sin embargo, por estar
relacionada con enfermedades infecciosas, podria ser considerada como un

microorganismo zoonatico (18).

— Clasificacion taxonémica.

W. anomalus es un organismo celular eucariota, Opistoconta. Pertenece al reino
Fungi y sub reino Dikarya; filo Ascomicota; subfilo Saccaromyceta; clase
Saccharomicetes; orden Saccharomycetales; familia Phaffomycetaceae; género

Wickerhamomyces y especie Wickerhamomyces anomalus (19).

— Caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y factores de virulencia.

W. anomalus se reproduce sexualmente con la formacion de ascosporas, y
asexualmente por medio de gemacioén (20). En agar con extracto de malta al 5% las
células levaduriformes que se desarrollan son ovoides, se presentan tanto solas o
en parejas y en pequenos grupos (21). Las colonias son de color blanco marfil con
margenes levemente aserrados y superficies lisas (22, 23). La temperatura 6ptima
de crecimiento oscila en un rango de 25 °C a 30 °C. Cuando la temperatura es

mayor a los 40 °C, puede ser letal para ciertas cepas.

El pH éptimo de crecimiento es de 4,5 y cuando aumenta a 6,5 se registra descenso
en el crecimiento. Algunas cepas son capaces de expresar algunos factores de
virulencia, como formacion de pseudohifas y produccion de fosfolipasas (23). W.
anomalus puede crecer en medios que contengan glucosa, sacarosa, rafinosa,

trehalosa, malatosa, melezitosa, metil-a- d — glucésido, almiddn soluble, celobiosa,
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salicina, etanol, glicerol, eritritol, d-manitol, d-glucitol, dl-lactato, succinato, citrato y
nitratos (21).

— Importancia clinica e incidencia.

Alrededor del mundo se producen muchas enfermedades por microorganismos
poco comunes. Las micosis han sido protagonistas de infecciones, que en algunas
ocasiones son producidas por levaduras no convencionales, como es el caso de W.
anomalus. Por tal razon, ciertas investigaciones han clasificado a este
microorganismo como parte de aquellos agentes bioldgicos de interés clinico (24).
Existen evidencias que demuestran que W. anomalus puede colonizar diferentes
organos en los seres humanos, debido a que diferentes cepas han sido aisladas a
partir de muestras de pulmon (21).

En Brasil una paciente de 19 meses de edad presento una sepsis fungica causada
por una levadura desconocida; la nifia ingresé a cuidados intensivos con neumonia
grave, displacia broncopulmonar y problemas en su desarrollo. El causante fue una
cepa de W. anomalus. La identificacion se realizO mediante métodos
microbioldgicos clasicos y secuenciacion de la region ITS. Los aislados exhibieron
susceptibilidad a la anfotericina B, ketoconazol, itraconazol, voriconazol y fluconazol
(17).

Hasta donde hemos podido consultar, no se han publicado datos sobre tasas de
incidencia y prevalencia de micosis causadas por W. anomalus a nivel nacional ni
local en Sudamérica; sin embargo, en paises como Espana se ha reportado
informacion epidemiologica sobre W. anomalus. Un estudio refiere datos de
vigilancia poblacional de fungemias raras, donde se registr6 788 pacientes
infectados por levaduras, de los cuales 767 aceptaron participar en el estudio. La
especie W. anomalus fue aislada a partir de dos casos, que representan el 14,3%

de todos los casos analizados (24).
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Il.1.- Diseio de investigacion.

La investigacion es mixta, empirica, observacional y descriptiva con corte

transversal.

Il.2.- Universo de estudio, tratamiento muestral y muestra.

Este proyecto esta basado en una investigacion previa que fue dirigida por el Dr.
Andrés Yarzabal, docente investigador de la Universidad Catolica de Cuenca (34).
Por lo que el universo de estudio, el tratamiento muestral y la muestra ya fueron
trabajadas, analizadas y expuestas; y se encuentran disponibles para nuestra
investigacion. En total, la muestra con la que se trabajé consta de ocho cepas de
W. anomalus, disponibles en una coleccion creada para tal fin.

11.3.- Definicién y clasificacion de las variables.

1. Medios de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar Sabouraud Dextrosa (ASD),

HiChrome Candida, ASD suplementado con sangre desfibrinada, ASD

suplementado con yema de huevo vy ASD suplementado con caseina (leche):

Cualitativa.

Definicion: Es un gel o una solucion que contiene los nutrientes necesarios para

permitir el desarrollo de microorganismos.

Escala de medicion:

— Crecimiento o ausencia de crecimiento del microorganismo.
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2. Morfologia de las colonias: Cualitativa nominal-discreta.

Definicién: Conjunto de caracteristicas fisicas que presentan las colonias
levaduriformes. Generalmente indica el color, superficie, brillo, borde, elevacién,

forma, textura y aspecto.

Escala de medicion:

— Azul, rojo, verde, magenta, amarillo, naranja, blanco, celeste vy lila.
— Lisa, rugosa y plegada.

— Intenso, opaco, apagado o ausente.

— Entero, ondulado, lobulado, erosionado, filamentoso y rizado.

— Plana, elevado, convexo, pulvinada y umbonada.

— Puntiforme, circular, rizoide, irregular y filamentoso.

— Suave, rugosa, arrugada, secas con aspecto polvoriento.

— Humedo o seco.

3. Morfologia celular: Cualitativa nominal-ordinal.

Definicion: Conjunto de caracteristicas estructurales especificas como: forma,

presentacion celular, presencia de hifas, pseudohifas y forma de reproduccion.

Escala de medicion:

Fusiformes, estrelladas, prismaticas, aplanadas, elipticas, globosas o
redondeadas.

— Unicelular o pluricelular.
— Presencia o ausencia.

— Gemacion o ascosporas.
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4. Temperatura 6ptima de crecimiento: Cuantitativa-continua.

Definicidon: Es aquella temperatura en la que las células se multiplican a una tasa

maxima.

Escala de medicion:

— Grados centigrados.

5. Actividad fosfolipasa: Cualitativa-Continua.

Definicion: Produccion de enzimas capaces de hidrolizar el enlace éster de los

glicerofosfolipidos.

Escala de medicion:

— Presencia o ausencia de la formacion de halos alrededor de cada in6culo.

6. Actividad hemolitica: Cualitativa-ordinal.

Definicidon: Capacidad de promover la lisis de la membrana de los eritrocitos.

Escala de medicion:

— Presencia o ausencia de un halo alrededor del indculo.

7. Actividad proteolitica: Cualitativa-ordinal.

Definicion: Capacidad de causar la hidrdlisis de los enlaces peptidicos.

Escala de medicion:

— Presencia o ausencia de un halo alrededor del indculo.
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8. Capacidad de penetracion de superficies semi-solidas: Cualitativa-ordinal.

Definicién: Es una condicion que establece el microorganismo con los tejidos
invadidos (espacio vascular o medio de cultivo) para una colonizacion y un paso
necesario para una infeccién. Generalmente estan involucradas diversas proteinas

secretadas por la pared celular (levadura).

Escala de medicion:

— Presencia o ausencia de estructuras levaduriformes dentro del medio que se

cultiva.

9. CMI frente al Fluconazol, Caspofungina, Micafungina, Anfotericina B vy

Voriconazol: Cuantitativa-continua.

Definicidn: Es la minima concentracién de los antifungicos (en ug/ml) que inhibe el

crecimiento de las levaduras.

Escala de medicion:

— CMI en pg/ml.

I.4.- Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencidén de datos.

Los métodos y técnicas que se implementaron durante la fase de experimentacion
de este proyecto fueron aquellos convencionales utilizados en el area de la
microbiologia-micologia; de igual manera los instrumentos que se utilizaron son
tipicos como: asas bacteriologicas, mecheros, cajas Petri, laminas porta objetos y
cubre objetos, cabina flujo laminar y espectrofotometro, entre otros.
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I1.5.- Procedimientos estadisticos y analisis de datos.

En esta investigacion empleamos programas bioinformaticos que nos permitieron
armar un arbol filogenético. El software MEGA X realiza una gran cantidad de
analisis estadisticos de la evolucion molecular de una o varias especies. Esto nos
permitié evaluar las relaciones evolutivas que mantienen las cepas de W. anomalus
entre si y con otras especies. Los resultados que el programa arroja son de manera

grafica.

También empleamos como software de analisis de datos a BLAST-N. Es un
programa bioinformatico de alineamiento de secuencias que permite comparar una
secuencia problema con otras disponibles en su banco de datos. Para la exposicion
y recoleccidn de los resultados elaboramos una base de datos en Microsoft Excel
version 2019. La informacion generada es expuesta en forma de tablas y matrices.

11.6.- Procedimientos y técnicas.

— Medios de cultivo.

Los medios de cultivos que se utilizaron durante todas las fases experimentales
fueron: Agar Papa Dextrosa (PDA), Agar Sabouraud Dextrosa (ASD), HiChrome
Candida (CR), ASD suplementado con sangre desfibrinada, ASD suplementado con

yema de huevo y ASD suplementado con caseina (leche).
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— Caracterizacion morfolégica y fisiolégica.

Para la caracterizacion macroscopica se implementaron técnicas que permitieron
evaluar de forma visual las caracteristicas tipicas de las colonias levaduriformes
como: color, superficie, brillo, borde, elevacion, forma, textura y aspecto. En la
valoracion de la morfologia microscépica se implementaron técnicas
convencionales de fijacion de la muestra sobre una placa porta objetos, con el
objetivo de ver las caracteristicas de la levadura que se estudié bajo un microscopio,
con aumento de 100X y 400X. También se estableci6 la temperatura 6ptima de

crecimiento basada en métodos ya implementados previamente (25).

— Expresion de factores de virulencia.

Las técnicas y métodos que se implementd durante esta fase fueron basadas en
otras investigaciones realizadas con levaduras con comportamientos semejantes a
W. anomalus (26). Para ello, se implementé medios que permitan evidenciar la
presencia o no de un factor de virulencia. En la determinacion de fosfolipasas se
trabajo con el medio de cultivo ASD suplementado con yema de huevo liofilizada
1,44% v/v. Para determinar la presencia de hemolisinas, el medio ASD fue
suplementado con sangre de cordero desfibrinada 2,04 % v/v.

En la identificacion de las actividades proteoliticas, el medio AN fue enriquecido con
caseina (leche semidescremada pasteurizada al 10 % v/v) (27, 28). El experimento
de actividad de penetracion se realizé mediante el cultivo de las cepas en un medio
agarizado para luego mediante cortes en las areas de interés y haber sido
observadas en el microscopio se confirmé o no si existe penetracion de las células

levaduriformes.
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— [Evaluacion de susceptibilidad antifungica.

Para este ensayo se emple6 compuestos antifungicos que son utilizados en
tratamientos de ciertos tipos de micosis, como el Fluconazol, Voriconazol (30),
Caspofungina (31), Micafungina y Anfotericina B. Los métodos y técnicas que se
utilizaron fueron en base al sistema VITEK®2 (32) -Realizado en el Hospital
Universitario del Rio de la ciudad de Cuenca-Ecuador-; a su vez, los resultados que
obtenidos fueron comparados de acuerdo a los estandares clinicos de laboratorio
(33).

— Ubicacién filogenética de las cepas de W. anomalus.

Para esta prueba experimental se partié de resultados obtenidos en trabajos
investigativos anteriores (34). Las secuencias nucleotidicas con las que
trabajaremos pertenecen a la region ITS (Internal Transcribed Spacer en inglés); se
trata de un marcador molecular empleado ampliamente para la identificacion de
hongos a nivel de especie. Las secuencias de la region ITS de las cepas de W.
anomalus y fueron comparadas con otras que son de la misma especie y de
especies mas lejanas, filogenéticamente hablando (29). El arbol filogenético fue
construido con el programa bioinformatico MegaX, BLAST, y secuencias

nucleotidicas obtenidas a partir de la base de datos GenBank (29).
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11.7.- Aspectos éticos.

Este proyecto esta elaborado en base una investigacion anterior (34) realizada en
la Universidad Catolica de Cuenca, donde las muestras obtenidas fueron de origen
animal. Las mismas se obtuvieron, previa autorizacion de parte de los propietarios
de las fincas dedicadas a la cria de cuyes para consumo humano. Se aislaron
diferentes tipos de levaduras, incluyendo W. anomalus, que habitan en las fosas
nasales de los cuyes en granjas de la provincia del Cafiar-Ecuador. Por no tratarse
de investigacion con seres humanos, no es necesaria la obtencion de un permiso

especial por parte de un CEISH.
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lll. RESULTADOS Y DISCUSION.

lll.1.- Morfologia.

lll.1.1.- Caracterizacion macroscépica de las colonias de W. anomalus.

La siembra por agotamiento de las distintas cepas de W. anomalus incluidas en este
trabajo en los tres medios de cultivo empleados (Agar PDA, Sabouraud Dextrosa y
CHROMAGAR CANDIDA) permiti¢ identificar las caracteristicas propias de sus
colonias. Como podemos ver en la Figura 1, Tabla 1 y Anexo 3 estos rasgos son
muy semejantes entre si y coinciden, dependiendo del medio agarizado en el que
han sido cultivadas. Las caracteristicas comunes identificadas son: el color (blanco),
la superficie (lisa), brillo (apagado), margen (entero), elevacién (convexo), forma
(circular), textura (suave) y aspecto (seco). Las particularidades distinguidas segun
el medio de cultivo fueron en cuanto al color (CR-lila), brillo (PDA-intenso), margen

(CR-ondulado), elevacién (CR-plana) y textura (CR- seca).
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ASD

PDA

CR

Figura 1. Caracterizacion morfoldgica de las colonias en tres medios de cultivo. Cepa F2.2. W. anomalus
(ASD: Agar Sabouraud Dextrosa; PDA: Agar papa dextrosa; CR: Chromoagar Candida)

Tabla 1. Caracteristicas macroscopicas de las colonias de W. anomalus.

Cepa F2.2
Caracteristicas ASD PDA CR
Medio
Color Blanco Blanco Lila
Superficie Lisa Lisa Lisa
Brillo Apagado Intenso Apagado
Margen Entero Entero Ondulado
Elevacion Convexo Convexo Plana
Forma Circular Circular Circular
Textura Suave Suave Secas con aspecto
pulverulento o
algodonoso
Aspecto Seco Seco Seco
Cepa F4.1
Color Blanco Blanco Lila
Superficie Lisa Lisa Lisa
Brillo Apagado Intenso Apagado
Margen Entero Entero Ondulado
Elevacion Convexo Convexo Plana
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Forma Circular Circular Circular
Textura Suave Suave Secas
Aspecto Seco Seco Seco
Cepa G2.1
Color Blanco Blanco Lila
Superficie Lisa Lisa Lisa
Brillo Apagado Intenso Apagado
Margen Entero Entero Ondulado
Elevacion Convexo Convexo Plana
Forma Circular Circular Circular
Textura Suave Suave Secas con aspecto
pulverulento o
algodonoso
Aspecto Seco Seco Seco
Cepa G3.1
Color Blanco Blanco Lila
Superficie Lisa Lisa Lisa
Brillo Apagado Intenso Apagado
Margen Entero Entero Ondulado
Elevacion Convexo Convexo Plana
Forma Circular Circular Circular
Textura Suave Suave Secas
Aspecto Seco Seco Seco
Cepa G6.2
Color Blanco Blanco Lila
Superficie Lisa Lisa Lisa
Brillo Apagado Intenso Apagado
Margen Entero Entero Ondulado
Elevacion Convexo Convexo Plana
Forma Circular Circular Circular
Textura Suave Suave Secas
Aspecto Seco Seco Seco
Cepa G7.2
Color Blanco Blanco Lila
Superficie Lisa Lisa Lisa
Brillo Apagado Intenso Apagado
Margen Entero Entero Ondulado
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Elevacion Convexo Convexo Plana
Forma Circular Circular Circular
Textura Suave Suave Secas
Aspecto Seco Seco Seco
Cepa G8.1
Color Blanco Blanco Lila
Superficie Lisa Lisa Lisa
Brillo Apagado Intenso Apagado
Margen Entero Entero Ondulado
Elevacion Convexo Convexo Plana
Forma Circular Circular Circular
Textura Suave Suave Secas
Aspecto Seco Seco Seco
Cepa G9.1
Color Blanco Blanco Lila
Superficie Lisa Lisa Lisa
Brillo Apagado Intenso Apagado
Margen Entero Entero Ondulado
Elevacion Convexo Convexo Plana
Forma Circular Circular Circular
Textura Suave Suave Secas
Aspecto Seco Seco Seco

lll.1.2.- Caracterizacion microscopica de las células levaduriformes de W.

anomalus.

Como se reporta en la Figura 2, Tabla2 y Anexo 4 la morfologia de las células de

las distintas cepas de W. anomalus también es muy similar. En general, se trata de

células con forma eliptica y se presentan de forma unicelular. En este ensayo no

evidenciamos la presencia de hifas ni de pseudohifas. La forma de reproduccion

que tiene W. anomalus es por gemacion (asexual).
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Figura 2. Aspecto de las células levaduriformes bajo el microscopio (aumento de 100 X). Cepa F2.2. W.

anomalus.

Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas de células de las distintas cepas de W. anomalus.

Caracteristicas SD PDA CR
Medio

Forma celular Eliptica Eliptica Eliptica

Presentacion celular Unicelulares Unicelulares Unicelulares

Hifas Ausencia Ausencia Ausencia

Pseudohifas Ausencia Ausencia Ausencia

Gemacion Presencia Presencia Presencia

Ascoesioras Ausencia Ausencia Ausencia

Forma celular Eliptica Eliptica Eliptica
Presentacion celular Unicelulares Unicelulares Unicelulares
Hifas Ausencia Ausencia Ausencia
Pseudohifas Ausencia Ausencia Ausencia
Gemacion Presencia Presencia Presencia

Ascoesioras Ausencia Ausencia Ausencia

Forma celular Eliptica Eliptica Eliptica
Presentacion celular Unicelulares Unicelulares Unicelulares
Hifas Ausencia Ausencia Ausencia
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Pseudohifas Ausencia Ausencia Ausencia
Gemacion Presencia Presencia Presencia
Ascoesporas Ausencia Ausencia Ausencia
Cepa G3.1
Forma celular Eliptica Eliptica Eliptica
Presentacién celular Unicelulares Unicelulares Unicelulares
Hifas Ausencia Ausencia Ausencia
Pseudohifas Ausencia Ausencia Ausencia
Gemacion Presencia Presencia Presencia
Ascoesporas Ausencia Ausencia Ausencia
Cepa G6.2
Forma celular Eliptica Eliptica Eliptica
Presentacién celular Unicelulares Unicelulares Unicelulares
Hifas Ausencia Ausencia Ausencia
Pseudohifas Ausencia Ausencia Ausencia
Gemacion Presencia Presencia Presencia
Ascoesporas Ausencia Ausencia Ausencia
Cepa G7.2
Forma celular Eliptica Eliptica Eliptica
Presentacion celular Unicelulares Unicelulares Unicelulares
Hifas Ausencia Ausencia Ausencia
Pseudohifas Ausencia Ausencia Ausencia
Gemacion Presencia Presencia Presencia
Ascoesporas Ausencia Ausencia Ausencia
Cepa G8.1
Forma celular Eliptica Eliptica Eliptica
Presentacién celular Unicelulares Unicelulares Unicelulares
Hifas Ausencia Ausencia Ausencia
Pseudohifas Ausencia Ausencia Ausencia
Gemacion Presencia Presencia Presencia
Ascoesporas Ausencia Ausencia Ausencia
Cepa G9.1
Forma celular Eliptica Eliptica Eliptica
Presentacion celular Unicelulares Unicelulares Unicelulares
Hifas Ausencia Ausencia Ausencia
Pseudohifas Ausencia Ausencia Ausencia
Gemacion Presencia Presencia Presencia
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Ascoesporas Ausencia Ausencia ‘ Ausencia

llI1.1.3.- Estimacién de la temperatura 6ptima de crecimiento.

Los resultados que obtuvimos a las 48 horas de cultivo muestran que todas las
cepas incluidas en el estudio fueron capaces de multiplicarse (“crecer”) a 23°C. A
los 25°C observamos un menor crecimiento de las cepas G3.1y G7.1, mientras que
las demas cepas no presentaron cambios. A 37°C el 100% de las cepas presentaron
un crecimiento escaso; sin embargo, las cepas con mayor crecimiento a esta
temperatura fueron G2.1, G6.2, G9.1, F2.2 y F4.1. Finalmente, no observamos
crecimiento de ninguna cepa a 39°C. De forma general podemos destacar que el
mayor crecimiento se produce a los 23°C y disminuye a los 36°C. Por ello,
podriamos considerar a estas cepas de W. anomalus como mesodfilas.
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48 horas de crecimiento

39°C

Figura 3. Crecimiento de las cepas de W. anomalus a diferentes temperaturas. Los cultivos se fotografiaron a

las 48 horas

Tabla 3. Crecimiento de las distintas cepas de W. anomalus a diferentes temperaturas

Crecimiento de diferentes temperaturas (48 h de cultivo)

Cepas/ G2.1 G3.1 G6.2 G741 G8.1 G9.1 F2.2 F4.1
Temperatura
23°C ++++ ++++ ++++ +H++ +H++ +H++ +H++ +H++
25°C ++++ + ++++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++
37°C ++ + ++ + + ++ ++ ++
39°C === o= === === === === == ===
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IIl.2.- Factores de virulencia.

lll.2.1.- Actividad hemolitica.

El experimento permitié evidenciar que el 100 % de las cepas estudiadas producen
sustancias capaces de lisar glébulos rojos (Figura 4, Tabla 4). En efecto, alrededor
de cada colonia se formaron halos translucidos, los mismos que son propios de una
beta hemodlisis. El halo de mayor dimensién fue formado por la cepa G2.1 (22,2 mm),
mientras que el de menor tamafo fue el que se formo alrededor de la cepa G6.2
(16.6 mm).

Figura 4. Actividad hemolitica de W. anomalus

Tabla 4. Dimensiones de halos y colonias. Actividad hemolitica. W. anomalus

Cepas G2.1 G3.1 G6.2 G7.2 G8.1 G9.1 F2.2 F4.1
Colonia 10,8mm  11,1mm 10,3mm 10,6 11,4mm 12,7mm  11,1mm 12,1mm
Halos 22,2mm  15,8mm 16,6mm  18,6mm 17,1mm 17,4mm  19,4mm  20,2mm
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11l.2.2.- Actividad fosfolipasa y actividad proteolitica.

Ninguna de las ocho cepas de W. anomalus secretaron fosfolipasas o proteasas.
Por ello, no observamos la formacién de halos alrededor de las colonias en los

experimentos respectivos (Figura 5).

Actividad fosfolipasa Actividad proteolitica

Figura 5. Actividad fosfolipasa. Actividad proteolitica. W. anomalus.

1ll.2.3.- Capacidad de penetracion.

El experimento con el que evaluamos la capacidad de penetracion, de las cepas de
W. anomalus, en sustrato semi-sélido nos permitié observar que todas ellas son
capaces de hacerlo (Figura 6, Tabla 5 y Anexo 5). Como vemos en las imagenes
microscopicas (Figura 6 y Anexo 5), todas las cepas tienen la capacidad de formar
hifas verdaderas (dimorfismo), que contienen una gran cantidad de células y cuya

longitud puede alcanzar varias micras de distancia.
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Cepa G3.1

Presencia de hifas verdaderas en el medio

Penetracion de hifas (aumento 10X). agarizado (aumento 40X)

Figura 6. Actividad de penetracion. Dimorfismo celular. W. anomalus.

Tabla 5. Resultados de la actividad de penetracion. W. anomalus.

Cepas Actividad de penetracion Hifas verdaderas
F2.2 Si Presencia
F4.1 Si Presencia
G2.1 Si Presencia
G3.1 Si Presencia
G6.1 Si Presencia
G7.2 Si Presencia
G8.1 Si Presencia
G9.1 Si Presencia
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lll.3.- Concentracion minima Inhibitoria de compuestos antifungicos

sistémicos frente a W. anomalus.

Las pruebas de sensibilidad realizadas en el equipo VITEK®2 nos permitieron
cuantificar la concentracion minima inhibitoria de distintos antifungicos de uso
sistémico (triazoles, equinocandinas y polienos) al evaluarlos frente a las distintas
cepas de W. anomalus de origen animal. En el caso del voriconazol, para todas las
cepas la CMI fue inferior a 0,12 pg/ml; con respecto al fluconazol la mayoria de las
cepas fueron inhibidas por encima de 2 ug/ml, con la excepcion de dos cepas, una
de las cuales requiri6 el doble de esta concentracion para ser inhibida. La CMI para
la caspofungina fue de 0,12 ug/ml frente a seis aislados (F4.1; G2.1; G3.1; G6.2;
G7.2;y G9.1), mientras que para las dos restantes (F2.2 y G8.1) la CMI fue de 0,25
pug/ml. La micafungina y anfotericina B fueron efectivas con todas las cepas al igual
que los otros antifungicos con CMIs de 0,06 ug/ml y 0,25 ug/ml, respectivamente.
Todos los valores obtenidos en este ensayo son inferiores a los puntos de corte de
la resistencia reportados por el CLSI (47) para una cepa de referencia de Candida
albicans. (Tabla 6).

Tabla 6. CMI de antifungicos sistémicos frente a W. anomalus.

Cepas F22 F41 G21 G31 G6.2 G7.2 G8.1 G9.1 Puntos de corte
CMIl en pg/ml —
CLSI para C.

albicans

Antifangicos S R

en pg/ml

Voriconazol <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 <0,12 21

Fluconazol 2 2 2 <2 2 4 2 2 <2 28

Caspofungina 025 0,12 012 0,12 012 0,42 0,25 0,12 <0.25 =1
Micafungina 0,06 006 006 006 006 006 0,06 0,06 <0.25 =1

Anfotericina <0,25 <0,25 <0,25 <025 <025 <025 <025 <0,25 2
B
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lll.3.- Analisis filogenético.

111.3.1.- Analisis de secuencias nucleotidicas.

Con el fin de comprobar, mediante comparacion de secuencias nucleotidicas de

marcadores moleculares especificos, la identificacién de las cepas incluidas en este

estudio, empleamos el programa Blast-N (48). El analisis de similitud lo llevamos a

efecto con una secuencia nucleotidica correspondiente a la region ITS. Los

resultados obtenidos confirman que

las ocho secuencias amplificadas y

secuenciadas a partir del genoma las cepas incluidas en el estudio tienen un

porcentaje de similitud igual o mayor al 90 %, al compararlas con la de una cepa de

referencia de W. anomalus. Los resultados detallados se encuentran en la Tabla 7.

Aislados

F2.2

F4.1

G2.1

G3.1

G6.2

G7.2

G8.1

G9.1

NiUmero de

acceso al

GenBank

ON706031

ON706034

ON706039

ON706040

ON706042

ON706044

ON706045

ON706047

Especie
filogenética
mas cercana

W. anomalus
5759

W. anomalus
5759

W. anomalus
5759

W. anomalus
5759

W. anomalus
5759

W. anomalus
5759

W. anomalus
5759

W. anomalus
5759

Tabla 7. BLAST. Region ITS. W. anomalus

% de
identidad

98,88 %

99,26 %

99,44 %

99,53 %

99,26 %

99.29 %

99.29 %

99.30 %

% de
Cobertura

98,88 %

90 %

90 %

100 %

92 %

100 %

100 %

100 %

Longitud -
Secuencias

573

573

573

573

573

573

573

573
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111.3.2- Relaciones evolutivas de W. anomalus.

En la Figura 7 observamos las relaciones filogenéticas que mantienen las cepas de
W. anomalus incluidas en este estudio con otras cepas de la misma especie y con
especies diferentes de levaduras. Como se puede ver, todas forman parte de un
mismo clado vy, por lo tanto, parecieran descender de un ancestro comun. Esto

sugiere que evolutivamente estan muy relacionados.
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Arbol filogenético

241 ON706045 W. anomalus G8.1
MT754396.1 W. anomalus UFTM 08.02
ON706040 W.anomalus G3.1
ON706044 W. anomalus G7.2
100 ON706047 W. anomalus G9.1
| MT754395.1 W. anomalus UFTM 08.01
ON706031 W. anomalus F2.2

o7 | | ON706039 W. anomalus G2.1

ON706034 W. anomalus F4.1

ON706042 W. anomalus G6.2

KY105898.1 W. bovis CBS:2616
L
s L KY105914.1 W. rabaulensis CBS:6797

KX424387.1 R. glutinis 418

MW624477.1 D. catenulata 17HLJ6025

—

0.050

El arbol filogenético se construy6 utilizando el método de Maxima Verosimilitud y el modelo
(45) de 3 parametros de Tamura. Mostramos el arbol con la probabilidad logaritmica mas alta
(-2325,36). El porcentaje de arboles en los que los taxones asociados se agruparon se
muestran junto a las ramas. Los arboles iniciales para la blusqueda heuristica se obtuvieron
automaticamente aplicando los algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz de distancias
por pares estimadas utilizando el modelo de parametros Tamura 3 y luego seleccionando la
topologia con un valor logaritmico de verosimilitud superior. El arbol esta dibujado a escala,
con las longitudes de las ramas medidas en numero de sustituciones por sitio. Este analisis
involucré 14 secuencias de nucleétidos. Hubo un total de 807 posiciones en el conjunto de

datos final. Los andlisis evolutivos se realizaron en MEGA11 (46).

Figura 7. Relaciones evolutivas de cepas de W. anomalus con otras cepas y especies diferentes
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11l.4.- Discusion.

Como planteamos en la parte introductoria de este trabajo de investigacion, el
propésito fundamental del mismo era profundizar en los caracteres fenotipicos y
moleculares de cepas de W. anomalus aisladas a partir de mucosa nasal de cuyes
criados en granjas de la Provincia de Canar (Ecuador). Destacaba en nuestro
interés el deseo de evaluar la expresion de factores de virulencia por parte de las
distintas cepas incluidas en el estudio. Como hemos visto, algunas de las cepas
evaluadas expresan, efectivamente, algunos factores de virulencia que las
convierten en posibles patégenos oportunistas para los seres humanos. Entre estos
factores, destaca la produccidon de hemolisinas y la capacidad de penetrar
activamente sustratos semi-solidos, mediante la formaciéon de hifas de longitud
variable, capaces de alcanzar distancias considerables a partir del punto de

inoculacion.

Para clasificar a W. anomalus segun su modo de vida, primero establecimos cual
es el rango de temperatura 6ptima de crecimiento de las distintas cepas incluidas
en el estudio. Los datos que obtuvimos indican que las mismas pueden
desarrollarse a temperaturas mayores a 23°C y menores a 37°C, lo cual nos permite
clasificarlas como mesdfilas. Ma et al (11) sefalan en su estudio que cepas de W.
anomalus aisladas a partir de tejido porcino pueden crecer en un rango de 20°C a
32°C, caracteristica que la atribuyen a su gran capacidad de supervivencia. Se ha
observado que esta peculiaridad adaptativa esta presente en organismos

patogenos.
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Por otro lado, la mayoria de las cepas evaluadas también han demostrado
capacidad para lisar eritrocitos. Se ha observado que este factor de virulencia
también esta presente en otras especies de hongos patégenos oportunistas que
pertenecen al phylum Ascomycota. Por ejemplo, Singh et al (35) aislaron cepas de
Candida albicans de muestras de orina de perros y gatos (animales de compafiia)
y evaluaron la actividad hemolitica de esta especie con riesgo zoondtico. Sus
resultados indican que todos los aislados son capaces de producir hemolisinas.

En el presente caso, las cepas produjeron halos caracteristicos de una enzima beta
hemolitica. Estas enzimas se distinguen por formar poros en la superficie del
eritrocito y lisarlo. La formacion de estos dependera de la conformacion y despliegue
molecular de la enzima. Es un mecanismo muy utilizado por levaduras oportunistas
para obtener el hierro que requieren a partir de los glébulos rojos, un factor de
crecimiento importante durante la infeccion. Candida spp emplea este mecanismo
junto con la captacién de hierro para desarrollar hifas durante una candidiasis
diseminada (36).

En relacién con el crecimiento filamentoso observado en medio agarizado, los
resultados de nuestro trabajo evidencian un dimorfismo evidente en las cepas de
W. anomalus de origen animal, pues todas los aislados evaluados desarrollaron
verdaderas hifas, de decenas de células de longitud, que penetraron e invadieron el
medio semi-solido. Presumiblemente este fendmeno se da por la activacion de un
“switching” fenotipico que puede ser modulado por el entorno y que esta presente

en otras especies como C. albicans.
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El dimorfismo es una respuesta morfogenética de muchas especies de hongos,
incluyendo aquellas que son patégenas. En el caso de C. albicans y la relacion que
existe entre el dimorfismo y su capacidad de penetrar tejidos, se debe a la necesidad
que tiene esta levadura por la busqueda de nutrientes (estrés nutricional) y
colonizacion del tejido epitelial del huésped para asi lograr la supervivencia (38).

El dimorfismo que posee C. albicans observado en tejidos vivos, desencadena una
mayor expresion de otros factores de virulencia (39) como: la produccion de
adhesinas (proteinas que promueven la formacién de biopeliculas), enzimas con
funcién protectora del ataque oxidativo del sistema inmunitario del huésped (SODS)
(38) y produccion de candidalisina (proteina citolitica descubierta en C. albicans que
tiene la capacidad de dafar las membranas celulares del huésped) (39).

Calle et al. (40) sugieren que el dimorfismo en C. albicans se encuentra regularizado
por factores tanto ambientales como genéticos. En el primer caso esta la
concentracion de nutrientes en el entorno (el nivel de glucosa determina la
formacion o no de hifas-estrés nutricional), la presencia de suero a 37 °C, el pH de
7 y la concentracion de CO2 a 5,5%. En el segundo caso se tiene al sistema
“Quorum sensing” (mecanismo de regulacion de la expresion genética en respuesta
a la densidad de la poblacién celular) con la expresién de los genes SAP 4, 5y 6;
HWP1; ALS3 y ALS, especificos para la formacion de hifas.

En las levaduras patdgenas el dimorfismo es esencial para la union del patégeno a
las células del hospedador. Este fendmeno esta regulado y conservado
evolutivamente por una via de proteina quinasa activada por el mitogeno MAPK
(Mitogen-activated protein kinase en inglés) (41), que a su vez esta compuesto
generalmente por tres quinasas activadas secuencialmente. Intervienen en una
serie de vias de transduccion de sefiales vitalmente importantes que regulan la

proliferacion, diferenciacion v muerte celular (42).
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Chow et al. (37) también explican que el crecimiento filamentoso fungico puede
deberse a una respuesta morfogenética que es critica para la virulencia de algunas
levaduras y que puede estar regularizados por distintos aspectos. En su
investigacion realizaron ensayos de crecimiento filamentoso con dos especies de
levaduras, la primera Saccharomyces cerevisiae y la segunda C. albicans, mismas
que fueron estudiadas de forma separadas. Los resultados que obtuvieron sugieren
que uno de los aspectos para crecimiento filamentoso se da en respuesta a un
comportamiento colectivo de todas las células para invadir los tejidos.

El experimento de Chow et al (37) fue realizado con grupos de células o agregados
de las especies mencionadas a las cuales se las estimularon para que produzcan
una invasion al medio (invasién agregada). En ambos casos se observaron que este
fendbmeno se produce por vias de sefializacion convencionales que regularizan el
crecimiento filamentoso (fMAPK, RAS, RIM101, RTG, SNF1 y SAGA).

Con respecto a las pruebas de sensibilidad frente a compuestos antifungicos que
realizamos en nuestro estudio indican ciertas peculiaridades. En general, no existen
puntos de corte para sensibilidad ni resistencia en el caso de W. anomalus en los
manuales de EUCAST o CLSI. Los resultados que hemos obtenido con respecto a
este ensayo muestran que, cuando tomamos como referencia los valores que estan
reportados por el CLSI (47) para una cepa de referencia de Candida albicans como
punto de comparacion, no detectamos ninguna cepa de W. anomalus de origen
animal -Cavia porcellus- resistente a ningun antifungico (voriconazol, fluconazol,

caspofungina, micafungina y anfotericina B).
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Con respecto al fluconazol, siete de las ocho cepas son claramente sensibles y una
cepa presenta un valor intermedio entre lo que se considera sensible y resistente.
Nuestros resultados (Tabla 6) fueron similares a los que ya han sido reportados
previamente por Jung et al (43) (Tabla 8) y Pandey et al (44) (Tabla 9) quienes
trabajaron con cepas de W. anomalus aisladas a partir de tejido humano.

Tabla 8. Resultados de Jung J Et Concentraciones vs # de cepas

30 cepas de W. anomalus de origen de tejido humano Puntos de corte
CMI en pg/ml —
CLSI para C.
albicans
# de aislados con CMI (pg/ml) S R
Antifungicos < 0,06 <0,12 <25 0,5 <1 2
Voriconazol 0 30 0 0 0 0 <0,12 >1
Fluconazol 0 0 0 0 2 28 <2 28
Caspofungina 0 0 30 0 0 0 <0.25 21
Micafungina 30 0 0 0 0 0 <0.25 21
Anfotericina 0 0 28 2 0 0 2

B

Tabla 9. Resultados de Pandey N Et al. Concentraciones vs # de cepas

15 cepas de W. anomalus de origen de tejido humano Puntos de corte
CMI en pg/ml —
CLSI para C.
albicans
# de aislados con CMI (ug/ml) S R
Antifungicos <006 012 025 05 1 2 4 8 16 32 =64
Voriconazol 1 2 6 6 0 0 0 O 0 0 <0,12 >1
Fluconazol 0 0 0 0 0 2 8 5 <2 >8
Caspofungina 15 0 0 0O 0 O O O <0.25 21
Micafungina <0.25 =1
Anfotericina 6 0 3 3 2 1 0 0 O 0 0 2
B
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En cuanto a los resultados que se derivan del analisis del arbol filogenético en base
a la utilizacién de softwares bioinformaticos Mega X y BLAST-N confirman que
estamos en presencia de cepas que pertenecen a la especie W. anomalus.
Adicionalmente, se destaca claramente que en el grupo de cepas incluidas en
nuestro estudio y que forman parte de un mismo clado estan presentes dos cepas -
UFTM 08.01 y UFTM 08.02- de origen clinico cuya patogenicidad ha sido
demostrada previamente (17).

Al igual que muchas investigaciones nuestro trabajo presenta algunas limitaciones,
entre ellas podemos incluir las siguientes: El escaso numero de cepas con las que
trabajamos y el limitado numero de ensayos experimentales de los factores de
virulencia, los mismos que no fueron aplicados en modelos animales, sino que han
sido empleados de forma in vitro. Sin embargo, no dejamos de resaltar la
importancia de nuestro estudio, pues segun la revision exhaustiva de la literatura
especializada, es la primera vez que se realiza una caracterizacién de tal nivel y
profundidad con cepas de levaduras potencialmente patdgenas aisladas a partir de
mucosa nasal de C. porcellus.

También destacamos la combinacion de las técnicas tradicionales y moleculares
que empleamos. La generacion de nuevo conocimiento que se produjo en esta
investigacion podria ser util para impulsar avances en el campo del diagnéstico y
tratamiento de enfermedades micoticas actuales y futuras. Hasta donde hemos
podido investigar, muy pocos estudios en el Ecuador se relacionan con
enfermedades zoondticas que afectan a las personas que estan en continuo
contacto con animales colonizados con W. anomalus, por lo que nuestra
investigacion también pudiera tener un impacto positivo y significativo sobre la salud

de la poblacion en general.
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IV.1.- CONCLUSIONES.

Las ocho cepas identificadas como W. anomalus obtenidas de muestras
nasales de roedores presentan una morfologia celular y caracteristicas
coloniales propias de los hongos levaduriformes. No existen variaciones en

las cualidades morfolégicas observables entre las cepas.

Los ensayos de los factores de virulencia muestran que los aislados de W.
anomalus con los que trabajamos no presentan actividad enzimatica para
fosfolipasas y proteasas. Sin embargo, tienen actividad enzimatica hemolitica
y capacidad para penetrar un medio de crecimiento sélido con la formacion
de hifas, presumiblemente por la activacion de un switching fenotipico
(dimorfismo).

Los resultados obtenidos de los ensayos de susceptibilidad frente a
antifungicos de uso sistémico sugieren que las cepas de W. anomalus de

origen animal son sensibles frente a estas sustancias.

Las ocho cepas de W. anomalus incluidas en el estudio son
filogenéticamente muy cercanas a otras cepas de la misma especie, de

interés clinico.

Esta investigacion expone algunas caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y

moleculares (capacidad de adaptacion, factores de virulencia, relaciones evolutivas

con especies emergentes) de W. anomalus que los consideramos importantes; por

ello, calificamos a este microorganismo como un riesgo potencial para la salud de

la poblacion que esta en contacto —frecuente u ocasional- con los animales que las

portan, en especial para aquellos individuos con un sistema inmune debilitado o

disminuido.

Adrian Esteban Chimbo Granda
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IV.2.- RECOMENDACIONES.

— Comunicar a las autoridades sanitarias los resultados que obtuvimos en esta
investigacion. A su vez, insistir sobre la importancia que tiene realizar
estudios sobre los hongos con riesgo zoondtico y como pueden afectar a la
poblacidén, en especial aquellos individuos con riesgo por exposicion.

— Vigilancia constante a nivel epidemiolégico que permita detectar cualquier

infeccion humana causada por W. anomalus de origen zoonatico.

— Realizar estudios donde se involucren muestras humanas de pacientes con
algun tipo de micosis adquirido por riesgo de exposicion y relacionar con

muestras de tejidos animales colonizados con W. anomalus.

— Publicar estos datos en revistas cientificas indexadas y arbitradas.
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GLOSARIO

AN: Agar nutritivo.

ASD: Agar Sabouraud Dextrosa.

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool.

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

ITS: Internal Transcribed Spacer.

MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis.

PDA: Agar Papa Dextrosa.

UFC/ml: Unidad Formadora de Colonias por mililitro.

pg/ml: Microgramos por mililitros.
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Anexo 1. Aval proyecto de investigacion.
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Anexo 2. Composicion de medios de cultivo.

— Férmula de medio PDA en gramos por litro
Agar 15g, extracto de papa 4g y dextrosa 20g
— Férmula de medio ASD en gramos por litro

Agar 15¢g, dextrosa40g, digerido pancreatico de caseina 5g y digerido péptico de
tejido animal 5g.

— Férmula de medio HiChrome Candida en gramos por litro
Agar 23,69, peptona 4g, mezcla cromogénica 13,6g, el pH final a 25 °C 6.0+0.2.

— Férrmula de medio ASD suplementado con sangre desfibrinada en gramos
por litro

13g de sabouraud dextrosa, 11,7g de cloruro de sodio, 0,11g de cloruro de calcio y
sangre ovina desfibrinada.

— Férmula de medio ASD suplementado con yema de huevo en gramos por
litro

13g de sabouraud dextrosa y 3ml de yema de huevo.
— Férmula de medio ASD suplementado con caseina en gramos por litro

13g de sabouraud dextrosa y leche liofilizada pasteurizada
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Anexo 3. Caracterizaciéon morfolégica de las colonias en tres medios de cultivo.
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Anexo 4. Aspecto de las células levaduriformes bajo el microscopio (aumento de
100X).

G2.1

G3.1




G7.2
G8.1
G9.1




Anexo 5. Actividad de penetracion (aumento 10X y 40X).
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Anexo 6. Resultados de los ensayos de susceptibilidad frente a antifungicos.

GB HOSPITAL
@ |DeL R HOSPITAL DEL RIO HOSPIRIO SA
AVE. 24 DE MAYO Y LAS AMERICAS
RESULTADQOS DE EXAMENES
Fecha: 30-DIC-2022 15:13:23 Piginaldel
EXAMEN: 1058750 HISTORIA CLINICA: 160784 Cédula: 0190032981001
Apellido Paterno Apellido Materno Primer Nombre Segundo Nombre
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA FACULTAD DE BIOQUIMICA Y FARM
MICROBIOLOGIA
Edad : anos  Fecha Solicitud : 16-DIC-2022 Fecha Resultados :30-DIC-2022 00:00 No. CAMA :
Sexo : Masculino
Dep. Solicitante Meédico Solicitante MEDICO EXTERNO
Datos Clinicos: CEPA F2.2
CULTIVOS
OTROS CULTIVOS (CULTIVO)

Concentracién minima inhibitoria.

Voriconazol:  <0.12 ug/ml

Fluconazol: 2ug/ml

Caspofungina:  0.25 ug/ml

Micafungina: 0.06 ug/ml

Anfotericina B:  <0.25 ug/ml

NOTA:

Meétodo empleado: equipo VITEK 2 compact y Cromo Candida.

Identificacion confirmada por espectometria de masas y sensibilidad por microdilucion con sensi Quatro.
No existen puntos de corte para la sensibilidad en el EUCAST ni CLSIL.

Germen Unidad Unidades Formadoras
CANDIDA PELICULOSA

SENSIBLE

VALIDADO POR

Leda. Solmayra Agreda O.
Esp. Microbiologia Médica.
No Senescyt: 17013098

TCNLG.MED. AGREDA ORELLANA IVANNA SOLMAYRA

Escaneado con CamScanner
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PlresrraL
€ IDEL RIO HOSPITAL DEL RIO HOSPIRIO SA

AVE. 24 DE MAYO Y LAS AMERICAS

RESULTADOS DE EXAMENES

Fecha: 30-DIC-2022 15:09:03 Piginaldel
EXAMEN: 1058747 HISTORIA CLINICA: 160784 Cédula: 0190032981001
Apellido Paterno Apellido Materno Primer Nombre Segundo Nombre
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA FACULTAD DE BIOQUIMICA Y FARM
MICROBIOLOGIA
Edad : anos  Fecha Solicitud : 16-DIC-2022 Fecha Resultados :30-DIC-2022 00:00 No. CAMA :
Sexo : Masculino
Dep. Solicitante Meédico Solicitante MEDICO EXTERNO
Datos Clinicos: CEPA F4.1
CULTIVOS
OTROS CULTIVOS (CULTIVO)

Concentracién minima inhibitoria.

Voriconazol:  <0.12 ug/ml

Fluconazol: 2ug/ml

Caspofungina:  0.12 ug/ml

Micafungina: 0.06 ug/ml

Anfotericina B: <0.25 ug/ml

NOTA:

Metodo empleado: equipo VITEK 2 compact y Cromo Candida.

Identificacion confirmada por espectometria de masas y sensibilidad por microdilucion con sensi Quatro.
No existen puntos de corte para la sensibilidad en el EUCAST ni CLSIL.

Germen Unidad Unidades Formadoras
CANDIDA PELICULOSA

SENSIBLE

VALIDADO POR

Lcda. Solmayra Agreda O,
Esp. Microbiologia Médica.
No Senescyt: 17013098

TCNLG.MED. AGREDA ORELLANA IVANNA SOLMAYRA

Escaneado con CamScanner
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€ IDEL RIO HOSPITAL DEL RIO HOSPIRIO SA

AVE. 24 DE MAYO Y LAS AMERICAS

RESULTADOS DE EXAMENES

Fecha: 30-DIC-2022 15:10:36 Piginaldel
EXAMEN: 1058749 HISTORIA CLINICA: 160784 Cédula: 0190032981001
Apellido Paterno Apellido Materno Primer Nombre Segundo Nombre
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA FACULTAD DE BIOQUIMICA Y FARM
MICROBIOLOGIA
Edad : anos  Fecha Solicitud : 16-DIC-2022 Fecha Resultados :30-DIC-2022 00:00 No. CAMA :
Sexo : Masculino
Dep. Solicitante Meédico Solicitante MEDICO EXTERNO
Datos Clinicos: CEPA G2.1
CULTIVOS
OTROS CULTIVOS (CULTIVO)

Concentracién minima inhibitoria.

Voriconazol:  <0.12 ug/ml

Fluconazol: 2ug/ml

Caspofungina:  0.12 ug/ml

Micafungina: 0.06 ug/ml

Anfotericina B: <0.25 ug/ml

NOTA:

Metodo empleado: equipo VITEK 2 compact y Cromo Candida.

Identificacion confirmada por espectometria de masas y sensibilidad por microdilucion con sensi Quatro.
No existen puntos de corte para la sensibilidad en el EUCAST ni CLSIL.

Germen Unidad Unidades Formadoras
CANDIDA PELICULOSA

SENSIBLE

VALIDADO POR

Lcda. Solmayra Agreda O,
Esp. Microbiologia Médica.
No Senescyt: 17013098

TCNLG.MED. AGREDA ORELLANA IVANNA SOLMAYRA

Escaneado con CamScanner
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€ IDEL RIO HOSPITAL DEL RIO HOSPIRIO SA

AVE. 24 DE MAYO Y LAS AMERICAS

RESULTADOS DE EXAMENES

Fecha: 30-DIC-2022 15:06:52 Piginaldel
EXAMEN: 1058744 HISTORIA CLINICA: 160784 Cédula: 0190032981001
Apellido Paterno Apellido Materno Primer Nombre Segundo Nombre
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA FACULTAD DE BIOQUIMICA Y FARM
MICROBIOLOGIA
Edad : anos  Fecha Solicitud : 16-DIC-2022 Fecha Resultados :30-DIC-2022 00:00 No. CAMA :
Sexo : Masculino
Dep. Solicitante Meédico Solicitante MEDICO EXTERNO
Datos Clinicos: CEPA G3.1
CULTIVOS
OTROS CULTIVOS (CULTIVO)

Concentracién minima inhibitoria.

Voriconazol:  <0.12 ug/ml

Fluconazol: <2ug/ml

Caspofungina:  0.12 ug/ml

Micafungina: 0.06 ug/ml

Anfotericina B: <0.25 ug/ml

NOTA:

Metodo empleado: equipo VITEK 2 compact y Cromo Candida.

Identificacion confirmada por espectometria de masas y sensibilidad por microdilucion con sensi Quatro.
No existen puntos de corte para la sensibilidad en el EUCAST ni CLSIL.

Germen Unidad Unidades Formadoras
CANDIDA PELICULOSA

SENSIBLE

VALIDADO POR

Lcda. Solmayra Agreda O,
Esp. Microbiologia Médica.
No Senescyt: 17013098

TCNLG.MED. AGREDA ORELLANA IVANNA SOLMAYRA

Escaneado con CamScanner

67



PlresrraL
€ IDEL RIO HOSPITAL DEL RIO HOSPIRIO SA

AVE. 24 DE MAYO Y LAS AMERICAS

RESULTADOS DE EXAMENES

Fecha: 30-DIC-2022 15:19:12 Piginaldel
EXAMEN: 1058757 HISTORIA CLINICA: 160784 Cédula: 0190032981001
Apellido Paterno Apellido Materno Primer Nombre Segundo Nombre
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA FACULTAD DE BIOQUIMICA Y FARM
MICROBIOLOGIA
Edad : anos  Fecha Solicitud : 16-DIC-2022 Fecha Resultados :30-DIC-2022 00:00 No. CAMA :
Sexo : Masculino
Dep. Solicitante Meédico Solicitante MEDICO EXTERNO
Datos Clinicos: CEPA G6.2
CULTIVOS
OTROS CULTIVOS (CULTIVO)

Concentracién minima inhibitoria.

Voriconazol:  <0.12 ug/ml

Fluconazol: 2ug/ml

Caspofungina:  0.12 ug/ml

Micafungina: 0.06 ug/ml

Anfotericina B: <0.25 ug/ml

NOTA:

Metodo empleado: equipo VITEK 2 compact y Cromo Candida.

Identificacion confirmada por espectometria de masas y sensibilidad por microdilucion con sensi Quatro.
No existen puntos de corte para la sensibilidad en el EUCAST ni CLSIL.

Germen Unidad Unidades Formadoras
CANDIDA PELICULOSA

SENSIBLE

VALIDADO POR

Lcda. Solmayra Agreda O,
Esp. Microbiologia Médica.
No Senescyt: 17013098

TCNLG.MED. AGREDA ORELLANA IVANNA SOLMAYRA

Escaneado con CamScanner
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PlresrraL
€ IDEL RIO HOSPITAL DEL RIO HOSPIRIO SA

AVE. 24 DE MAYO Y LAS AMERICAS

RESULTADOS DE EXAMENES

Fecha: 30-DIC-2022 15:08:14 Piginaldel
EXAMEN: 1058746 HISTORIA CLINICA: 160784 Cédula: 0190032981001
Apellido Paterno Apellido Materno Primer Nombre Segundo Nombre
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA FACULTAD DE BIOQUIMICA Y FARM
MICROBIOLOGIA
Edad : anos  Fecha Solicitud : 16-DIC-2022 Fecha Resultados :30-DIC-2022 00:00 No. CAMA :
Sexo : Masculino
Dep. Solicitante Meédico Solicitante MEDICO EXTERNO
Datos Clinicos: CEPA G7.2
CULTIVOS
OTROS CULTIVOS (CULTIVO)

Concentracién minima inhibitoria.

Voriconazol: < 0.12 ug/ml

Fluconazol: 4ug/ml

Caspofungina:  0.12 ug/ml

Micafungina: 0.06 ug/ml

Anfotericina B: <0.25 ug/ml

NOTA:

Metodo empleado: equipo VITEK 2 compact y Cromo Candida.

Identificacion confirmada por espectometria de masas y sensibilidad por microdilucion con sensi Quatro.
No existen puntos de corte para la sensibilidad en el EUCAST ni CLSIL.

Germen Unidad Unidades Formadoras
CANDIDA PELICULOSA

SENSIBLE

VALIDADO POR

Lcda. Solmayra Agreda O,
Esp. Microbiologia Médica.
No Senescyt: 17013098

TCNLG.MED. AGREDA ORELLANA IVANNA SOLMAYRA

Escaneado con CamScanner
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PlresrraL
€ IDEL RIO HOSPITAL DEL RIO HOSPIRIO SA

AVE. 24 DE MAYO Y LAS AMERICAS

RESULTADOS DE EXAMENES

Fecha: 30-DIC-2022 15:18:37 Piginaldel
EXAMEN: 1058756 HISTORIA CLINICA: 160784 Cédula: 0190032981001
Apellido Paterno Apellido Materno Primer Nombre Segundo Nombre
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA FACULTAD DE BIOQUIMICA Y FARM
MICROBIOLOGIA
Edad : anos  Fecha Solicitud : 16-DIC-2022 Fecha Resultados :30-DIC-2022 00:00 No. CAMA :
Sexo : Masculino
Dep. Solicitante Meédico Solicitante MEDICO EXTERNO
Datos Clinicos: CEPA G8.1
CULTIVOS
OTROS CULTIVOS (CULTIVO)

Concentracién minima inhibitoria.

Voriconazol:  <0.12 ug/ml

Fluconazol: 2ug/ml

Caspofungina: ~ 0.25 ug/ml

Micafungina: 0.06 ug/ml

Anfotericina B: <0.25 ug/ml

NOTA:

Metodo empleado: equipo VITEK 2 compact y Cromo Candida.

Identificacion confirmada por espectometria de masas y sensibilidad por microdilucion con sensi Quatro.
No existen puntos de corte para la sensibilidad en el EUCAST ni CLSIL.

Germen Unidad Unidades Formadoras
CANDIDA PELICULOSA

SENSIBLE

VALIDADO POR

Lcda. Solmayra Agreda O,
Esp. Microbiologia Médica.
No Senescyt: 17013098

TCNLG.MED. AGREDA ORELLANA IVANNA SOLMAYRA

Escaneado con CamScanner
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PlresrraL
€ IDEL RIO HOSPITAL DEL RIO HOSPIRIO SA

AVE. 24 DE MAYO Y LAS AMERICAS

RESULTADOS DE EXAMENES

Fecha: 30-DIC-2022 15:14:15 Piginaldel
EXAMEN: 1058752 HISTORIA CLINICA: 160784 Cédula: 0190032981001
Apellido Paterno Apellido Materno Primer Nombre Segundo Nombre
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA FACULTAD DE BIOQUIMICA Y FARM
MICROBIOLOGIA
Edad : anos  Fecha Solicitud : 16-DIC-2022 Fecha Resultados :30-DIC-2022 00:00 No. CAMA :
Sexo : Masculino
Dep. Solicitante Meédico Solicitante MEDICO EXTERNO
Datos Clinicos: CEPA G9.1
CULTIVOS
OTROS CULTIVOS (CULTIVO)

Concentracién minima inhibitoria.

Voriconazol:  <0.12 ug/ml

Fluconazol: 2ug/ml

Caspofungina:  0.12 ug/ml

Micafungina: 0.06 ug/ml

Anfotericina B: <0.25 ug/ml

NOTA:

Metodo empleado: equipo VITEK 2 compact y Cromo Candida.

Identificacion confirmada por espectometria de masas y sensibilidad por microdilucion con sensi Quatro.
No existen puntos de corte para la sensibilidad en el EUCAST ni CLSIL.

Germen Unidad Unidades Formadoras
CANDIDA PELICULOSA

SENSIBLE

VALIDADO POR

Lcda. Solmayra Agreda O,
Esp. Microbiologia Médica.
No Senescyt: 17013098

TCNLG.MED. AGREDA ORELLANA IVANNA SOLMAYRA

Escaneado con CamScanner
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Anexo 7. Secuencias nucleotidicas region ITS (cepas W. anomalus y cepas de

referencia).

>Yeast_Isolate F2.2

AAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATAGTATTCTATTGCCAGCGCTTAATTGCG
CGGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGTTTTTTTGAACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCCAAAGGTCT
AAACACATTTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCT
TCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTT
TCTGAAATAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAAC
AATAAACTAAAAGTTGACCTCAAA

>Yeast_Isolate F4.1

AGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATAGTATTCTATTGCCAGCGCTTAATTGCGC
GGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGTTTTTTTGAACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCCAAAGGTCTA
AACACATTTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTT
CGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTT
CTGAAATAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACA
ATAAACTAAAAGTTGACCTCAAA

>Yeast_Isolate G2.1

AAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATAGTATTCTATTGCCAGCGCTTAATTGCG
CGGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGTTTTTTTGAACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCCAAAGGTCT
AAACACATTTTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACC
TTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCT
TTCTGAAATAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAA
CAATAAACTAAAAGTTGACCTCA

>Yeast_Isolate G3.1

TTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTCGGGTTTG
GTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTGAAATA
ATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAACTA
AAAGTTTGACCTCAAAT

>Yeast_Isolate G6.2

GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATAGTATTCTATTGCCAGCGCTTAATTGCGCGGCGATAAAC
CTTACACACATTGTCTAGTTTTTTTGAACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCCAAAGGTCTAAACACATTTT
TTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTCGGGTTTGGT
ATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTGAAATAAT
GTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAACTAAA
AGTTGACCTCAAA
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>Yeast_Isolate G7.2

TTTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTCGGGTT
TGGTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTGAAA
TAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAAC
TAAAAGTTGACCTCA

>Yeast_Isolate G8.1

TTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTCGGGTTT
GGTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTGAAAT
AATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAACT
AAAAGTTGACCTCAAAT

>Yeast_Isolate G9.1

TTTTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTCGGGT
TTGGTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTGAA
ATAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTAACAACAATAAA
CTAAAAGTTGACCTCAAATC

>MT754396.1 Wickerhamomyces anomalus aislado UFTM 08.02

CTTATTGCGCGGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGTTTTTTTGAACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCT
GGCTTACTGCCCAAAGGTCTAAACACATTTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTT
TTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACC
CTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTCGGGTTTGGTATTGAG
TGATACTCTGTCAAAGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTGAA
ATAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTA
ACAACAATAAACTAAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGC

>MT754395.1 Wickerhamomyces anomalus aislado UFTM 08.01

GCTTATTGCGCGGCGATAAACCTTACACACATTGTCTAGTTTTTTTGAACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCC
TGGCTTACTGCCCAAAGGTCTAAACACATTTTTTTAATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATGAAAATT
TTTAACAAAAATTAAAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATACGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCAC
CCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCAAACCTTCGGGTTTGGTATTGA
GTGATACTCTGTCAAGGGGTTAACTTGAAATATTGACTTAGCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTGA
AATAATGTATTAGGTTCTTCCAACTCGTTATATCAGCTAGGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTT
AACAACAATAAACTAAAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATAT
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>KY105898.1 Cultivo de Wickerhamomyces bovis CBS:2616

TGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATAGTTCTGTTGCCAGCGCTTGGGTGCGC
GGCGATTCCTTTACACTTGTCTATTTTTACAGATATTGCTTTGGGTTGCCCTGCCTAGGCTCTGCCTAGG
CCCCAGCCCAGAGATTTAAACACCAGAGATTAATTCTTTCTAACCACAGTCAATTTTAACCAAATTACAA
TATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTA
TTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGG
GTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTCTCGAGCCCCTGCCTAGCTGTGCCTAGCTGTGGGCCCGGTATT
GAGTGATACTCTCCCCAGGGTTAACTTGAAATAGGATTTTTGGCAAGAGTGTGCTAGGCAAAGCCTGGGC
TTGTGTAATGTATTAGGTTCTACCAACTCATTAGACTACCCTACGGCGATCCTGCCTAGCATCAGGCTCG
GCCTAAGAACATCCCCCTAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACT

>KY105914.1 Cultivo de Wickerhamomyces rabaulensis CBS:6797

CCTCTACGATTGATGGCTTAGTGAGGCTTCCGGATTGGCTTAAAGCAGGGGGCAACTCCAGCTTGGAGCC
GAGAAGCTAGTCAAACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGC
GGAAGGATCATTATAGTATTCTATTGCCAGCGCTTAATTGCGCGGCGATAAACCTTCTACACACATTGCT
TATTCTTTTTGAATATTGCTTTGGGTTGAGCCTAGCTCAGCCCAGAGGTCTTAAACACAAAGATTTATTC
TTTTTTTTTTAAACCATAGTCATGAAAATTTTAACAAAATTAAAATATTCAAAACTTTCAACAACGGATC
TCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTATTGTGAATTGCAGATTTTCGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGTATGCCTGTTTGAGCGTCATTTC
TCTCTCAAAGCTTCGGTTTTGGTATTGAGTGATACTCTGCTCTCCAGGGTTAACTTGAAATAAGATATGG
CAAGAGTGTGCTAGGCGCAGCTTGAGCTTGTGTAATGTATTAGGTTCTACCAACTCATTAAACGACTCTT
GTGAAACCCAGCATATTTGGCTCGGCCTAACAACATCTCATAAAGTTGACCTCAAATCAGTGAAACC

>MW624477.1 Gen de ARN ribosémico de subunidad pequefia 17HLJ6025 aislado de

Diutina catenulata

ACCTGCGGAAGGATCATAAAAAACTAATTTACACGCGATTTAAAATTGCTTACTTCAATAACCTATTAAA
CAATCAACCAACTAATACCAAAAACTTCCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATACGTAATATGAATTGCAGATTTTGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCG
TGGGTATTCCCGCGGGCATGCGTGTGTGAGCGGTTATCTCCCTCGCAGGTAATGGACATACGGCGTCAGC
TGTTCCTCCAAAAAGTGATTGGTGTAGTATTACAGTTTACTCACAACCATACTTTTTCCCCTCACACACGT
AAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA

>KX424387.1 Rhodotorula glutinis aislado 418

CACCATTCACTTATAAAACACAAAGTCTATGAATGTATACAAATTTATAACAAAACAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTC
AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGT
CATGAAATCTTCAACCCACCTCTTTCTTAGTGAATCTGGTGGTGCTTGGTTTCTGAGCGCTGCTCTGCTT
CGGCTTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAACCGAACTTCGGATTGACTTGGCGTAATAGACTAT
TCGCTGAGGATTCTAGTTTACTAGAGCCGAGTTGGGTTAAAGGAAGCTCCTAA
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AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Yo, Adrian Esteban Chimbo Granda portador de la cédula de ciudadania N°
0105812317. En calidad de autor y titular de los derechos patrimoniales del proyecto
de titulacion “Caracterizacion fenotipica y molecular de cepas de
Wickerhamomyces anomalus que colonizan la mucosa nasal de cuyes
domésticos (Cavia porcellus) en granjas de la Provincia de Canar (Ecuador)”
de conformidad a lo establecido en el articulo 114 Cédigo Organico de la Economia
Social de los Conocimientos, Creatividad e Innovacion, reconozco a favor de la
Universidad Catdlica de Cuenca una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva
para el uso no comercial de la obra, con fines estrictamente académicos y no
comerciales. Autorizo ademas a la Universidad Catélica de Cuenca, para que realice
la publicacién de este proyecto de titulacion en el Repositorio Institucional de
conformidad a lo dispuesto en el articulo 144 de la Ley Organica de Educacion

Superior.

Cuenca, 09 de junio del 2023.

Adrian Esteban Chimbo Granda

0105812317
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