UNIVERSIDAD
CATOLICA
DE CUENCA

UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA
Comunidad Educativa al Servicio del Pueblo
UNIDAD ACADEMICA DE SALUD Y BIENESTAR

CARRERA DE BIOFARMACIA

CARACTERIZACION DE LA VIRULENCIA Y RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA DE CEPAS DE Diutina catenulata QUE
CIRCULAN ENTRE CUYES (Cavia porcellus) CRIADOS PARA
CONSUMO EN LA PROVINCIA DEL CANAR (ECUADOR)

PROYECTO DE TITULACION PREVIO A LA OBTENCION DEL
TITULO DE QUIMICO FARMACEUTA

AUTORES: JUAN SEBASTIAN BARREZUETA VASQUEZ
ROMULO ADRIAN CARRENO PARRA
DIRECTORA: DRA. LENYS MARGARITA BUELA SALAZAR
CUENCA - ECUADOR

2023

DIOS, PATRIA, CULTURA'Y DESARROLLO



UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA
Comunidad Educativa al Servicio del Pueblo
UNIDAD ACADEMICA DE SALUD Y BIENESTAR
CARRERA DE BIOFARMACIA

CARACTERIZACION DE LA VIRULENCIA Y RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA DE CEPAS DE Diutina catenulata QUE CIRCULAN
ENTRE CUYES (Cavia porcellus) CRIADOS PARA CONSUMO EN LA
PROVINCIA DEL CANAR (ECUADOR)

PROYECTO DE TITULACION PREVIO A LA OBTENCION DEL
TITULO DE QUIMICO FARMACEUTA

AUTORES: JUAN SEBASTIAN BARREZUETA VASQUEZ
ROMULO ADRIAN CARRENO PARRA
DIRECTORA: DRA. LENYS MARARITA BUELA SALAZAR
CUENA - ECUADOR
2023

DIOS, PATRIA, CULTURA'Y DESARROLLO



Declaratoria de Autoria y Responsabilidad

Nosotros, Juan Sebastian Barrezueta Vasquez y Romulo Adrian Carrefio Parra
portadores de las cédulas de ciudadania N.°© 0106849904 y 1400617468. Declaramos
ser autores de la obra: “CARACTERIZACION DE LA VIRULENCIA Y RESISTENCIA
ANTIMICROBINA DE CEPAS DE Diutina catenulata QUE CIRCULAN ENTRE
CUYES (Cavia porcellus) CRIADOS PARA CONSUMO EN LA PROVINCIA DEL
CANAR (ECUADOR)”, sobre la cual nos hacemos responsables sobre las opiniones,
versiones e ideas expresadas. Declaramos que la misma ha sido elaborada
respetando los derechos de propiedad intelectual de terceros y eximimos a la
Universidad Catdlica de Cuenca sobre cualquier reclamacion que pudiera existir al
respecto. Declaramos finalmente que nuestra obra ha sido realizada cumpliendo con
todos los requisitos legales, éticos y bioéticos de investigacion, que la misma no
incumple con la normativa nacional e internacional en el area especifica de
investigacion, sobre la que también nos responsabilizamos y eximimos a la

Universidad Catdlica de Cuenca de toda reclamacioén al respecto.

Cuenca, 30 de mayo del 2023

Pat

F 4 ".I
j#r /

Juan Sebastian Barrezueta Vasquez Rémulo Adrian Carrefio Parra

0106849904 1400617468



CERTIFICACION DEL DIRECTOR / TUTOR

Certifico que el presente trabajo de titulacion denominado "CARACTERIZACION DE
LA VIRULENCIA Y RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE CEPAS DE Diutina
catenulata QUE CIRCULAN ENTRE CUYES (Cavia porcellus) CRIADOS PARA
EL CONSUMO EN LA PROVINCIA DEL CANAR (ECUADOR)" realizado por JUAN
SEBASTIAN BARREZUETA VASQUEZ Y ROMULO ADRIAN CARRENO PARRA
con documentos de identidad No. 0106849904 y 1400617468, ha sido revisado y
orientado durante su ejecucion bajo el asesoramiento permanente de mi persona en
calidad de Tutora. Por lo que, certifico que el presente documento fue desarrollado
siguiendo los parametros del método cientifico, se sujeta a las normas éticas de

investigacion. Por lo tanto, esta expedito para su sustentacion.

Cuenca, 30 de mayo del 2023

DRA. LENYS MARGARITA BUELA SALAZAR



DEDICATORIA.

Quisiera dedicar este logro primero y principalmente a mi abuelita. La afable y siempre
esperanzadora RUTH IRENE AYORA GUALPA. Esto jamas hubiera sido posible sin
su confianza, sin sus consejos y sin el amor que me dié desde pequefio. Usted logré
rescatarme de una posible vida de ignorancia, me otorgé una oportunidad y con esto
espero retribuirle como se debe. El camino fue tormentoso, pero usted siempre estuvo
para mostrarme el que era correcto. Por ello, este trabajo no es solo mio, es suyo.

Pues usted lo hizo posible.

JUAN SEBASTIAN BARREZUETA VASQUEZ.



AGRADECIMIENTOS:

Queremos agradecer primero y principalmente a nuestras familias, las mismas que
han sido nuestro catalizador y soporte para seguir adelante. También es importante
reconocer a nuestros tutores, al doctor Andrés Yarzabal y a la doctora Lenys Buela
guienes supieron guiarnos e impartirnos sus conocimientos, de tal manera que nos
fue posible pulir nuestras fortalezas y superar nuestras debilidades. Por otra parte,
también es necesario expresar nuestro agradecimiento a las autoridades de la
Universidad Catolica de Cuenca y docentes que despertaron nuestro interés cientifico

y permitieron la realizacion de nuestra investigacion.



RESUMEN.

Palabras clave: Candida catenulata, Diutina catenulata, zoonosis, virulencia y filogenia.

Introduccidn: Diutina catenulata es un ascomiceto que pertenece a los Saccharomycetales,

esta ha sido aislada de animales domésticos y humanos.

Objetivo: El objetivo de la presente investigacion fue determinar la expresion de factores de
virulencia y la susceptibilidad antifingica en cuatro cepas de Diutina catenulata, aisladas de

la mucosa nasal de cuyes criados para consumo humano.

Materiales y métodos: Se incluyeron métodos microbiolégicos y bioinforméaticos: analisis
macro y micro-morfolégicos, temperatura éptima de crecimiento, produccién de enzimas

hidroliticas, capacidad de penetracion, susceptibilidad antifingica y andlisis filogenético.

La produccién de proteasas, hemolisinas y fosfolipasas se determiné al cabo de 72 horas a
30 °C en medio SD. La susceptibilidad antifingica se evalu6 en presencia de cinco
antimicoticos: voriconazol, fluconazol, caspofungina, micafungina y anfotericina B. Las CMI
se cuantificaron con un equipo VITEK 2. Para establecer la filogenia de las cepas utilizamos

el programa “MEGA 11” con el método de “maxima similitud”.

Resultados: Las células de las cuatro cepas se multiplicaron de manera 6ptima a 30°C y
resultaron ser ovaladas, con presencia de gemas y pseudohifas. Todas las cepas produjeron
hemolisinas de tipo alfa y penetraron activamente el sustrato agarizado, con producciéon de
hifas verdaderas. Se detectaron CMI > 8 pg/mL para fluconazol, lo cual sugiere una posible
resistencia. Las cuatro cepas pertenecen a un mismo clado monofilético y se relacionan

evolutivamente con una cepa clinica de D. catenulata.

Conclusion: Las cuatro cepas de D. catenulata demostraron poseer potencial patogénico

para las personas que estén en contacto directo con estos animales.
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ABSTRACT.

Keywords: Candida catenulata, Diutina catenulata, zoonosis, virulence and
phylogeny.

Introduction: Diutina catenulata is an ascomycete belonging to the

Saccharomycetales and has been isolated from domestic animals and humans.

Objective: The aim of this investigation was to determine the expression of virulence
factors and antifungal susceptibility in four strains of Diutina catenulata isolated from

the nasal mucosa of guinea pigs raised for human consumption.

Materials and Methods: Microbiological and bioinformatic methods were used:
macro- and micromorphological analysis, optimal growth temperature, hydrolytic
enzyme production, penetration capacity, antifungal susceptibility, and phylogenetic

analysis.

Protease, hemolysin, and phospholipase production were determined after 72 hours
at 30°C in the SD medium. Antifungal susceptibility was evaluated in the presence of
five antifungal agents: voriconazole, fluconazole, caspofungin, micafungin, and
amphotericin B. MICs were quantified using a VITEK 2 kit. To establish the strains
phylogeny, the "MEGA 11" program was used with the "maximum similarity” method.

Results: The cells of the four strains multiplied optimally at 30°C and were oval, with
the presence of gems and pseudohyphae. All strains produced alpha-type hemolysins
and actively penetrated the agar substrate with the production of true hyphae. MICs >
8 ug/mL were detected for fluconazole, indicating possible resistance. All four strains
belong to the same monophyletic clade and are evolutionarily related to a clinical strain

of D. catenulata.

Conclusion: All four strains of D. catenulata were shown to have pathogenic potential

for humans in direct contact with these animals.
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INTRODUCCION

Las infecciones causadas por microrganismos son un tema muy relevante para
la salud publica. Pueden definirse como el ingreso y la multiplicacion de un
microorganismo patégeno en un hospedero humano o animal, proceso
favorecido por ciertos factores exdégenos, como las condiciones ambientales, o

por factores endégenos, como las propiedades intrinsecas del microorganismo
(1).

Por otro lado, las zoonosis, son infecciones causadas por microorganismos que
pueden transmitirse de forma natural entre animales vertebrados y el hombre; o,
se desplazan entre diferentes animales hospedadores hasta llegar al ser
humano. Por lo general, los animales y los seres humanos comparten
microorganismos y enfermedades como inevitable consecuencia de una

coexistencia natural (2).

Hasta la actualidad, se conocen miles de especies de microrganismos en nuestro
planeta; pero sélo se han identificado alrededor de 1.400 microrganismos
capaces de producir infecciones en el ser humano. Segun un informe del
Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) se estima
qgue el 60% de las infecciones humanas son de origen animal y el 75% de las

enfermedades infecciosas emergentes en humanos son zoonoticas(2).

Los hongos son microrganismos que juegan un papel fundamental en la
descomposicion de materia organica y el reciclado de materiales. No obstante,
existen especies que se catalogan como patdgenos verdaderos o como
patbgenos oportunistas y son capaces de causar enfermedades tanto en

humanos, como en animales y plantas (3).

En humanos, las infecciones por hongos pueden ser de tipo superficial o
sistémica; estas ultimas se deben a la diseminacién de los mismos por todo el
organismo, la colonizacion y afectacion de tejidos u érganos internos. Segun la
Revista Cubana de Higiene y Epidemiologia, las especies de hongos
pertenecientes a los géneros Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Pneumocytis
e Histoplasma son responsables del 90% de aproximadamente un millén y medio

de muertes anuales asociadas con micosis invasoras (3).



Por otra parte, las infecciones zoondticas en su mayoria son de tipo bacteriana,
viral y parasitaria. En contraparte, las micosis zoonoticas son minoritarias y en la

mayoria de los casos son frecuentes en pacientes inmunocomprometidos (4).

Un estudio realizado en México demostré que varias especies del género
Sporothrix schenckii, causantes de esporotricosis en humanos, tienen un
potencial de micosis zoon6tica para la transmisién en humanos. Asimismo, dicha

micosis subcutanea es la mas prevalente en la poblacién mexicana. (5).

Otro estudio realizado en Argentina, explico que los dermatofitos (tifias) en los
caninos son una micosis zoongética que se distribuye en todo el mundo. Esta
infeccion es dada por hongos dermatofitos como Microsporum canis y Nannizzia
gypsea que tienen la capacidad de utilizar la queratina o tejidos queratinizados

de animales y humanos como un nutriente (6).

En la actualidad se han descubierto una gran variedad levaduras patégenas
emergentes. Dentro de este grupo se encuentra Diutina catenulata, levadura
ascomiceta perteneciente a los Saccharomycetales. Entre las caracteristicas de
este hongo destaca la capacidad de contaminar productos lacteos y de degradar

hidrocarburos (7).

Su importancia clinica radica en la capacidad de ser un patégeno oportunista
gue coloniza especies animales como perros, aves de corral, cuyes, aves
silvestres, lechones, animales vacunos y varias fuentes ambientales (8).

Ocasionalmente puede infectar también a seres humanos.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO TEORICO.



l.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

A nivel mundial, las infecciones causadas por microorganismos desempefian un
papel fundamental en la afectacion de la salud de los seres vivos, convirtiéndose
desde hace milenios en un problema de salud publica. Una de las maneras mas
comunes para adquirir una infeccion es a través del contacto directo o indirecto,
con animales colonizados o infectados por microorganismos patdgenos, dando
origen a las denominadas “zoonosis”. Este término puede definirse como
aguellas enfermedades en las cuales un agente infeccioso se transmite desde
un animal hacia un hospedador humano que desarrollara una patologia. La
adquisicién del patdgeno puede ocurrir a través del consumo de alimentos de
origen animal contaminados (9)(10).

De manera global, se estima que el 61% de los patdogenos del ser humano
poseen caracteristicas zoonagticas y de acuerdo a un articulo publicado en 2020,
alrededor de 2,7 millones de personas mueren por este tipo de enfermedades
cada afio (11). Las zoonosis pueden tener diferentes agentes etiolégicos, que
abarcan desde estructuras abidticas como los priones, hasta microorganismos

como virus, bacterias, parasitos y hongos (9)(10).

Los hongos pertenecientes al género Candida se asocian con muchas patologias
en el ser humano. Su representante mas importante, desde el punto de vista
clinico, es Candida albicans. No obstante, también existen otras especies de
hongos levaduriformes de importancia clinica, muchas de las cuales aun no han

sido estudiadas de forma exhaustiva.

Entre este grupo de especies resalta Diutina catenulata, anteriormente conocida
como Candida catenulata, Candida ravautii y Candida brumptii (11)(12). En
animales, esta especie de levadura ha sido aislada a partir de las heces y huevos
producidos por algunas gallinas(8). Asi como también, algunos investigadores
han demostrado su presencia asociada a caninos con halitosis y su identificacion

como agente causal de enfermedades crénicas, como la neumonia (13)(14).

Adicionalmente, D. catenulata actuando en sinergia con Candida famata ha sido
responsable de la primera infeccidbn doble adquirida de forma natural en un

criadero de ratas albinas (15).0tros articulos indican su presencia en la leche de



algunas vacas e inclusive se ha asociado a esta especie con el desarrollo de
mastitis (16).

Por otro lado, también se han reportado infecciones producidas por este
patdogeno en humanos. Segun Kopsa et.al, se ha evidenciado su presencia en
un caso de dermatomicosis. Adicionalmente, D. catenulata ha sido obtenida de
muestras de pacientes con cancer gastrico, endocarditis e infecciones
vulvovaginales (11)(17). Generalmente los pacientes infectados presentaron
sintomas como dolor abdominal, fiebre, fatiga, hepatomegalia entre otros
(11)(17). En cuanto a parametros de laboratorio, la sumatoria de casos
encontrados en la literatura describen la presencia de leucocitosis, pancitopenia,

anemia y disminucion en los niveles de enzimas hepéaticas (11)(17).

Con estos antecedentes se puede presumir que D. catenulata es una especie de
importancia desde un punto de vista clinico, ya que, al estar presente en
animales domésticos -como los perros- y de granja -como las vacas- sumado a
las infecciones reportadas en personas, hacen de esta levadura un potencial

agente zoonotico.

Por lo tanto, el control y estudio riguroso en el cuidado de los animales
domésticos y de ganado bovino es fundamental, para limitar los riesgos
asociados con este hongo. No obstante, a nivel mundial y local hay pocos o nulos
estudios que se centren en esta levadura. Esto no indica que en Ecuador no
exista la presencia de D. catenulata puesto que, en un reciente estudio,
investigadores de la Universidad Catodlica de Cuenca han aislado e identificado
4 cepas de dicha especie a partir de fosas nasales de cuyes (Cavia porcellus)

criados en la region de Cafar para consumo humano (18).



.2.- JUSTIFICACION

En las regiones andinas, la comercializacion de cuyes tiene gran importancia.
Esto se debe a la alta demanda de los consumidores, debido a su apreciada
carne. Si bien, esto refuerza la economia de los pequefios y medianos
productores, las practicas aplicadas en la alimentacion y cuidado de estos
animales muchas veces no es la ideal (19). En Ecuador se usan técnicas de cria
de cuyes similares a las de paises vecinos, como el Peru, especialmente en lo
referente a la alimentacion; pero, en general, estas técnicas no son eficientes y

por tanto facilitan la adquisicion de una infeccion (19).

Por consecuente, debido a la capacidad de los cuyes de actuar como reservorios
de patégenos, pueden convertirse en fuentes de infeccion para el criador, el
intermediario, el vendedor, e —inclusive- el consumidor. Su capacidad patogénica
estd determinada por sus factores de virulencia (ver mas abajo). En una
investigacion realizada en gallinas, se demostr6 que algunas cepas de D.
catenulata eran productoras de fosfolipasas y hemolisinas (8). Este aspecto tiene
importancia clinica, pues la produccion de hemolisinas le confiere a la levadura
la capacidad de hemolizar los globulos rojos y, por ende, podria migrar por la
sangre hacia otros 6rganos y tejidos. Por otro lado, las fosfolipasas, ademas de
favorecer la degradacion de tejidos y células, han sido vinculadas a la resistencia

frente a algunos compuestos anti-fungicos como el fluconazol (8).

Por consiguiente, la presente investigacion busca aportar al conocimiento
cientifico en este &mbito, mediante la generacion y divulgacion de informacion.
En efecto, con la caracterizacion fenotipica y filogenética de cepas de origen
animal de D. catenulata, se pueden obtener datos utiles que indiquen su grado

de virulencia y resistencia.

De esta manera, considerando que estos rasgos estan estrechamente
relacionados con la patogenicidad de estas cepas, se puede identificar
potenciales peligros a los que pueden estar expuestos los seres humanos que
interactdan con estos animales (por ejemplo, los criadores y los consumidores)

y por ende sugerir medidas de prevencion y control.

La investigacion es novedosa, ya que, hasta donde hemos podido averiguar
consultando la bibliografia, en el territorio ecuatoriano no se han publicado



estudios sobre esta especie de levadura, considerada un patdégeno emergente
responsable, ocasionalmente causante de infecciones sistémicas y resistentes a

algunos anti fungicos (7).

Por otra parte, entre los principales beneficiarios de esta investigacion se

encuentran:

Los tesistas, que seremos beneficiados mediante el aprendizaje experimental y
tedrico que lleguemos a adquirir durante la realizacidon de la investigacion la cual,

ademas, nos permitird graduarnos.

La Universidad Catdlica de Cuenca, también se vera beneficiada, ya que

incorporara en sus archivos datos que aporten a la comunidad cientifica.

Los tutores investigadores de la Universidad Catdlica de Cuenca, puesto que con
la investigacion a realizar obtendran mas datos para fortalecer uno de sus

proyectos de investigacion.

Otros beneficiados de manera indirecta son aquellos trabajadores del campo
debido a que la informacién obtenida, ser4 de utilidad para en un futuro

establecer medidas preventivas que salvaguarden su salud.

Finalmente, en cuanto a la factibilidad de recursos (equipos, instrumentos y
reactivos), estos seran dispuestos por el laboratorio de Genética y Biologia
Molecular de la Universidad Catolica de Cuenca a partir de un proyecto titulado
“Diversidad de cepas del género Candida que colonizan mucosas y tejidos de
animales de granja en la provincia del Cafar (Ecuador 2021): Resistencia a
compuestos antifungicos y factores de virulencia”, cuyo coordinador es el Dr.

Andrés Yarzabal.

1.2.1.- PREGUNTAS CIENTIFICAS:

e ¢ Qué caracteristicas fenotipicas y morfolégicas presentan las colonias y
las células de las cepas de D. catenulata aisladas a partir de mucosa nasal
de cuyes?

e Las cepas en estudio de D. catenulata ¢, son capaces de producir factores
de virulencia como fosfolipasas, hemolisinas y proteasas?

e ¢ Cual es la susceptibilidad que presentan las cepas de D. catenulata en
estudio a antifungicos de relevancia clinica como el fluconazol y
caspofungina?

e ¢ Cual esla ubicacion filogenética de las diferentes cepas de D. catenulata
en estudio?



[.2.2.- HIPOTESIS: Aunque se trata de un estudio de tipo observacional y
descriptivo (no experimental), podemos aventurarnos a plantear la siguiente
hipotesis: las cepas de D. catenulata aisladas a partir de mucosa nasal de cuyes

tienen el potencial patogénico para convertirse en especies de relevancia clinica.

[.3.- OBJETIVOS
[.3.1.-Objetivo General:

e Determinar la produccion de factores de virulencia y la resistencia
antimicrobiana en cepas de Diutina catenulata aisladas a partir de las

fosas nasales de cuyes (Cavia porcellus) en la provincia del Cafar.

[.3.2.-Objetivos Especificos:

e Caracterizar morfologicamente cepas de D. catenulata aisladas a partir
de cuyes criados para consumo humanao.

e Determinar la expresion de factores de virulencia (hemolisinas,
fosfolipasas, proteasas y capacidad de penetracion) de cepas de D.
catenulata de origen animal.

e Evaluar la susceptibilidad de cepas de D. catenulata frente a
compuestos antifingicos de uso terapéutico.

e Ubicar filogenéticamente, mediante técnicas moleculares y

bioinforméticas a las cepas de Diutina catenulata aisladas de las fosas

nasales de cuyes en la provincia del Cafar.

l.4.- MARCO TEORICO

I.4.1.- Antecedentes: Al ser un patdgeno emergente que no ha recibido
demasiada atencion en los ultimos afios, la literatura disponible sobre D.
catenulata es escasa a nivel mundial y casi nula a nivel latinoamericano. Asi lo
reflejan los resultados de la busqueda bibliografica que hemos realizado en
revistas cientificas indexadas en plataformas como: Pubmed, Scopus, ProQuest,
Scielo, Latindex y Redalyc. La evidencia que hemos obtenido se presenta a

continuacion.

En Corea del Sur, un perro de raza Shih-Tzu fue tratado con antibioticos y
corticoides para reducir los sintomas de la dermatitis atépica. Tras varias
semanas se realizO un examen de torax revelando opacidades en vidrio
esmerilado en todo el parénquima pulmonar sugiriendo una neumonia
generalizada, tras el lavado traqueal los fluidos se sometieron a cultivo

bacteriano/fungico. Tras la identificacion de D. catenulata, posteriormente, al



aislado se le realizaron pruebas moleculares, una de ellas fue la amplificacion de
la region ITS1, 5.8S e ITS2. Al momento de comparar con las secuencias de la
base de datos de GenBank, la secuencia deducida fue 100% idéntica a la de

Candida catenulata (14).

En un criadero de ratas albinas en la India, 200 ejemplares contrajeron
infecciones por C. famata y C, catenulata en el cerebro, corazon, pulmones,
higado, rifiones, bazo y estdbmago. De los 200 roedores examinados, 40
revelaron una infeccion diseminada, 10 presentaron colonizacion a nivel
cerebral. De esta manera, C. catenulata estuvo involucrada en el primer caso de

doble infeccién adquirida de forma natural en ratas albinas (15).

En Rusia, un estudio evalu6 el numero de levaduras y la diversidad de
especies en heces de palomas (Columba livia) en varios parques, patios
recreativos y recintos escolares de la ciudad de Moscu. Las cepas se
identificaron mediante analisis bioinforméatico mediante BLAST. Los criterios de
similitud para la identificacion se basaron en porcentajes de identidad entre
99,8 al 100%. En total, se encontraron 13 especies de levaduras: ocho
ascomicetos y cinco basidiomicetos. D. catenulata fue aislada como patdgeno

oportunista con una frecuencia del 50% (20).

Un estudio realizado en Polonia mostrd la prevalencia de ciertas especies
levaduriformes en el tracto gastrointestinal de pavos de cinco semanas de edad.
Las muestras recolectadas pertenecieron a la cavidad oral, buche y la cloaca,
estas se cultivaron y se clasificaron usando andlisis morfoldgicos, bioquimicos y
genéticos basados en la secuenciacion del fragmento ITS1-5.8rRNA-ITS2. El
tipo de levadura aislada con mayor frecuencia fue D. catenulata (30,7%) en las

muestras del tracto gastrointestinal de los pavos (21).

En Brasil, un estudio de analisis clinico y micolégico en la cavidad bucal de
caninos mostré que 59 hembras presentaron infecciones por 11 tipos de
especies levaduriformes; entre estas se encontraba C. catenulata, cuyos
aislados fueron mas prevalentes en los perros con halitosis (85,7%) en

comparacion a los perros sin halitosis (46,2%) (13).

En Colombia, se realiz6 un estudio en el que se analizaron muestras Oticas

provenientes de cerdos para evidenciar la presencia de microorganismos. Los
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resultados mostraron la presencia de 6 asilados de Candida spp. Estos fueron
caracterizados de forma macroscépica y microscépica, de los cuales un aislado

correspondio a Candida catenulata (22).

Por otra parte, en México una investigacion identificd varios tipos de levaduras
procedentes de aves de corral. Para la identificacion de estas se realizaron
analisis morfologicos y moleculares en los que se incluyo la amplificacion de la
subunidad larga D1/D2 por PCR. Luego de comparar las secuencias en el
GenBank, los resultados arrojaron una identidad del 100% de cuatro aislados
con C. catenulata. Por tal motivo fueron identificados y reportados de esa forma
(23).

[.4.2.- Marco referencial:

Zoonosis

En la actualidad, las enfermedades infecciosas emergentes son de gran
preocupacion para la comunidad cientifica, puesto que las nuevas infecciones
son producto de la evolucidn de los microorganismos existentes y se extienden
a nuevas areas geograficas o poblaciones. De tal forma que muchas de estas

enfermedades son de tipo zoondticas (24).

Para que exista la propagacion de patdgenos entre diferentes especies es
necesario la interaccién en conjunto de procesos genéticos y ecosistémicos (24).

La incidencia de las zoonosis aumenta cuando el ser humano vive en estrecho
contacto con los animales y cuando entra en contacto con los mismos en nuevas
regiones geogréficas (10). Es asi que las infecciones aparecen en areas que
estan sufriendo una transformacion ecoldgica, o algunas reemergen debido a

una resistencia a los antimicrobianos(10).

Alrededor del 60% de todas las enfermedades infecciosas humanas provienen
de animales vertebrados (9).Se estima que el 75% de los agentes patégenos
considerados emergentes en la especie humana contagian a otro hospedador
animal (24). El contacto humano directo con los animales se ha ampliado con la
domesticacién de animales vertebrados, por tal razén, se incrementan las

enfermedades infecciosas producidas por zoonosis (9).
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Enfermedades infecciosas causadas por microorganismos.

Una enfermedad infecciosa puede ser provocada por la accion de varios agentes
microbianos sobre un organismo que actia como hospedador. Dichos agentes
son hongos, bacterias, micoplasmas, chlamydias, rickettsias, virus, priones y

protozoarios (1).

Las infecciones de etiologia virica son las mas frecuentes a nivel mundial.
Existe una amplia variedad de virus causantes de infecciones, como los de la
gripe Ay B, Ebola, Hepatitis, SIDA, entre otros. La mayoria de estos virus
poseen una alta variabilidad genética, que determina una evolucién constante,
que afecta aspectos como su tropismo, su capacidad de transmision, su
virulencia, su capacidad de evadir la respuesta inmune y su resistencia a los

farmacos antivirales (1).

Las infecciones bacterianas son responsables de otra gran cantidad de
enfermedades que perjudican a un gran numero de personas. Estas se producen
cuando las bacterias colonizan 6rganos o tejidos que no son sus habitats
naturales; un claro ejemplo de esto son aquellas especies de bacterias que
afectan el tracto urinario, principalmente en mujeres. Otros ejemplos incluyen
invasiones al tejido respiratorio por agentes bacterianos como Streptococcus

pneumoniae, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa (25).

Por otra parte, las infecciones fungicas son ubicuas. De acuerdo a datos de la
OMS afectan del 20% al 25% de la poblacion mundial. Los agentes micéticos

aumentan drasticamente en criaderos de animales y el trabajo agricola (26).

Levaduras y mohos.

La clasificacion mas sencilla para el reino fungi se basa en la morfologia
microscopica de las células; de esta manera, los hongos se dividen en Levaduras
y Mohos. Los segundos se caracterizan por ser multicelulares y producir hifas
(largas cadenas de células que permanecen unidas luego de la division) que, en
conjunto, forman una compleja estructura en red llamada micelio. Por otro lado,
las levaduras son microorganismos unicelulares que tienen la particularidad de
reproducirse por gemacion o fisibn binaria, aunque algunas producen
pseudohifas o hifas. Esto ultimo es un fendmeno conocido como “cambios en el

fenotipo inducidos por el entorno o ambiente” (“‘phenotypic switch”). Esta
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capacidad de cambiar su morfologia es caracteristica de algunas levaduras, que
la utilizan para producir hifas e invadir tejidos (27).

Levaduras patdgenas.

De manera general, algunas levaduras actian como patégenos oportunistas
frente a pacientes inmunosuprimidos. Por tanto, en ambientes hospitalarios
pueden ser responsables de infecciones nosocomiales. Las especies de
levaduras patdgenas mas prevalentes incluyen a las pertenecientes al género
Candida, puesto que, de acuerdo a una lista emitida por la OMS en 2020, C.
albicans y C. auris se encuentran dentro del grupo de patégenos de prioridad
critica(28).

También otras especies como C. glabrata y C. krusei pertenecen a grupos de
alta y mediana prioridad, respectivamente (28). La importancia clinica de estos
agentes infecciosos radica en su alta incidencia por afio, el nUmero de muertes
producidas por sus infecciones y la resistencia a los tratamientos antifungicos
(28). Por ejemplo, algunas cepas de C. glabrata y C. auris han demostrado

poseer resistencia a azoles, anfotericina B y equinocandinas (29).

Por otro lado, también son de importancia médica especies de levaduras
pertenecientes a géneros como Cryptococcus, Malazessia, Rhodotorula y
Trichosporon. Tal es el caso de Cryptococcus neoformans, un patégeno

oportunista en pacientes con SIDA (30).

Diutina catenulata.

Diutina catenulata es una levadura perteneciente al filo ascomycota.
Originalmente ha sido considerada un contaminante comun de productos
lacteos, como el queso de origen australiano; también es utilizada por su
capacidad para degradar hidrocarburos. Su importancia clinica radica en su
naturaleza de patégeno oportunista en pacientes inmunodeprimidos. También
ha sido aislada de la cavidad oral de perros, heces de aves de corral, aves
silvestres, cuyes, lechones y fuentes ambientales. Hasta la actualidad, existen

pocos estudios sobre D. catenulata (31).
Taxonomia.

De manera general, las especies pertenecientes al género Diutina se

caracterizan por presentar células unicelulares, ovoides o elipsoidales. Tiene la
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particularidad de crecer de forma multilateral mediante pseudohifas y sin formar
ascosporas (31)(32). D. catenulata en wun inicio perteneci6 a los
Saccharomycetales. No obstante, posteriores analisis la ubicaron en los

Debaryomycetaceae/Metschnikowiaceae.

Fisiologia.

La literatura sugiere que D. catenulata es capaz de metabolizar monosacaridos
como la glucosa y galactosa, aunque también puede fermentar alcoholes como
el etanol y glucitol. Ademas, es importante mencionar que para su crecimiento
no requiere de aminoacidos, y su temperatura Optima oscila entre los 28 y 33 °C
y, un pH acido de alrededor de 2,5 (32). No obstante, existen compuestos que
no puede asimilar: un par de ejemplos son carbohidratos como la lactosa, L-

arabinosa, D-arabinosa entre otros (32).

Por otra parte, cabe mencionar que es capaz de hidrolizar proteinas como la

caseina (32).

Aspectos genéticos.

En 1926, se aislo en Puerto Rico. la primera cepa de D. catenulata, a partir de
las heces de un paciente con disenteria, que fue identificada como “CBS565”.
Su genoma posteriormente fue secuenciado y esta conformado por 14.464.696

pares de bases, que contienen 5.209 genes (7).

Por tal motivo, esta cepa es usada como base para comparaciones genéticas
con otras cepas, de tal forma que se permita evidenciar semejanzas y diferencias
entre genomas. Tal es el caso de un estudio, que compard las secuencias
genéticas de dos cepas de D. catenulata (CBS565 y WY3-10-4). Los analisis
reflejaron un promedio de identidad de nucle6tidos del 98% (7).

Genes asociados con factores de virulencia.

En la literatura cientifica, se han encontrado genes que codifican factores de
virulencia, como es el caso de las proteasas (7)(32). Otros estudios han
evidenciado alteraciones en la secuencia de aminoacidos codificados por genes
especificos como el ERG11P y FKS1P, los cuales han sido vinculados con
resistencia a antimicéticos, como los azoles y equinocandinas (33). Por lo que,

con la ayuda de herramientas bioinformaticas fue posible secuenciar ambos
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genes. Se estima que ERG11 contiene 1.563 pares de bases y FKS1 5.652. Las

mutaciones en ambos derivan en algunos casos en cepas con resistencia (33) .

En un articulo publicado en 2021, los polimorfismos de ERG11, tales como
C378G, C681T, C888A y C999T estaban asociados a cepas con
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) superiores a los 32 microgramos por
mililitro (ug/mL) para fluconazol. Ademas, las sustituciones de aminoacidos como
el K143R han sido vinculadas con CMI superiores a 256 ug/mL para el mismo
antifangico (33). Por otra parte, en FKS1 los cambios en su composicion
nucleotidica también han producido resistencia a equinocandinas como la
caspofungina. Un claro ejemplo es la sustitucion del aminoacido F6211 que deriva

en una CMI superior a los 8 ug/mL (33).

Ubicacién filogenética.

Este apartado ha tenido gran controversia, pues desde los inicios los primeros
analisis filogenéticos posicionaban a (la en ese entonces denominada) Candida
catenulata dentro de la familia de los Saccharomycetales. No obstante, con el
pasar del tiempo y con las nuevas reglas de la nomenclatura para especies que
pertenezcan al género Candida, se establecié que Unicamente aquellas especies
asexuales y con parentesco en el mismo clado de C. tropicalis podrian llevar el
nombre como tal. Por lo que, al no cumplir esos requisitos se propuso el género
Diutina (31).

En dicho género se posicion6 a D. catenulata en conjunto con otras especies
anteriormente conocidas como C. rugosa, C. neorugosa y C. pseudorugosa.
También, es importante dar a conocer que para en ese entonces, ninguno de los

autores pudo ubicar con exactitud a D. catenulata en el filo de los fungi (12)(31).

Posteriores analisis demostraron que D. catenulata tiene relacién con la familia
de los Debaryomycetaceae/Metschnikowiaceae. Esto mediante la elaboracion
de arboles filogenéticos que compararon el genoma de una cepa de D.

catenulata con el de algunas especies de la familia Saccharomycetales (31).

Aspectos de relevancia clinica.
De manera general, algunos hongos filamentosos y levaduriformes son
patdgenos oportunistas, es decir, causan enfermedad a una persona cuando su

sistema inmunolégico esta deprimido o suprimido, ya sea por la administracion
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de medicamentos o por causa de enfermedades autoinmunes. De esta manera
y dependiendo del entorno que rodee al microorganismo, este puede inducir
cambios en la expresion de algunos genes de su genoma. Por tal motivo, puede
sintetizar factores de virulencia, los cuales tienen importancia clinica, ya que
muchos de estos determinan el peligro al que se enfrentan los pacientes y sus
probabilidades de supervivencia.

Factores de virulencia de D. catenulata.

La produccion de enzimas extracelulares como las fosfolipasas, hemolisinas y
proteasas conllevan a un mayor grado de patogenicidad de las cepas de distintas
especies de levaduras. En el caso de D. catenulata en la literatura se ha descrito

la presencia de estas enzimas (8).

En una investigacidon realizada en gallinas de corral en 2020, se aislaron 17
cepas de D. catenulata, de las cuales el 23% produjo hemolisinas y fosfolipasas
(8).

Por otra parte, en otro estudio realizado sobre la cepa QD16 de D. catenulata,
se encontrd la produccion de lipasas inducida por una exposicion previa de la
cepa a antifungicos como el fluconazol e itraconazol. Adicionalmente mediante
otros experimentos se determiné que el pH éptimo y la temperatura ideal para la
produccion de esta enzima es de 5,5 y 37°C respectivamente. Cualquier
aumento o descenso extremos tanto en la temperatura como en el pH disminuye

la actividad enzimatica (34).

Sensibilidad antifungica de D. catenulata.

Un ensayo de sensibilidad antifngica puede definirse como la capacidad que
tiene un determinado antimicotico para inhibir el crecimiento de un hongo. Para
ello se determina una concentracion minima inhibitoria (CIM), es decir la menor

concentracion que produce una inhibicién considerable.

En el caso de D. catenulata las investigaciones han provisto datos en los que la
levadura ha demostrado poseer resistencia a antifungicos como el fluconazol,
voriconazol e itraconazol. Curiosamente, de acuerdo a un estudio hecho en
gallinas, los aislados obtenidos de las heces demostraron poseer una mayor
resistencia que aquellos de provenientes de los huevos de las aves (8). Por otro

lado, también se ha evidenciado una susceptibilidad dependiente de la dosis
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para itraconazol, pues asi lo sustenta un articulo en el que los investigadores

presenciaron dicho fenomeno en 7 de 10 aislados de D.catenulata (35).

Los valores de corte o CIM de acuerdo a la literatura pueden comprender para
el fluconazol una inhibicién del 50 % a concentraciones de 8 mg/L. Por otra parte,
para itraconazol es de 0,5 mg/L. En cuanto a porcentajes, otros estudios han
encontrado que de 6 aislados de D. catenulata el 50% eran resistentes y de 4

aislados, el 25% presentaron resistencia al voriconazol (36).
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II.1.- Disefio de investigacion.

La presente investigacion tiene un enfoque mixto, es decir cuantitativo y

cualitativo. Es de tipo descriptiva, observacional, empirica y de corte transversal.

[I.2.- Poblacion y muestra.

[1.2.1. Universo - Poblacion: La poblacion parte de una coleccion de cepas

(1114

obtenidas en un proyecto titulado ““Diversidad de cepas del género Candida que
colonizan mucosas Yy tejidos de animales de granja en la provincia del Cafar

(Ecuador 2021): Resistencia a compuestos antifungicos y factores de virulencia”.

[1.2.2 Muestreo y muestra: Debido a que las cepas del conjunto poblacion ya
estaban asiladas de los animales diana, Unicamente se procedi6 a reactivar cinco
cepas de D. catenulata. Sin embargo, para el analisis y realizacion del trabajo se
escogieron Unicamente cuatro cepas de la levadura.

II.4.- Definicién y clasificacion de las variables

[1.4.1- Medios de cultivo.

Definicidon: Son el sustrato que contiene los nutrientes necesarios para el

crecimiento microbiano.
Escala: Agar Sabouraud Dextrosa; Chromoagar Candida; PDA.

[1.4.2-Temperatura de cultivo.
Definicién: El valor de la temperatura con la que se inoculan los cultivos en

medio agarizado.
Escala: °C.

[1.4.3- Formacién de colonias.
Definicion: Acumulacion de millones de células microbianas, idénticas entre si,
que se derivan de una Unica célula parental y forman una estructura

macroscopica caracteristica.
Escala: Presencia/Ausencia

[1.4.4- Color de colonias.
Definicion: Coloracion que adquiere una colonia por accion de un cromégeno o

un pigmento.

Escala: Observaciéon de colores como lila, celeste o sin color.
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[1.4.5- Aspecto de colonias.

Definicidén: Manifestacion fenotipica de la proliferacion microbiana.

Escala: Observacion de la forma de las colonias que pueden presentar formas

lisas, cremosas, concavas, convexas, brillosas u opacas.

I1.5.- Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencion de datos.
CARACTERIZACION FENOTIPICA Y MORFOLOGICA.

Andlisis morfoldgico, celular y fenotipico de las colonias producidas por
las cepas de Diutina catenulata.

Para este analisis empleamos tres medios de cultivo: agar Sauboraud Dextrosa
(SD), PDA y Chromogar Candida. Las cuatro cepas de D. catenulata fueron
inoculadas mediante la técnica de siembra por agotamiento en los tres medios.
También se incluyd a una cepa de Candida albicans como control.

Posteriormente los cultivos fueron llevados a incubacion por 48 horas a 30°C.

Para la visualizacion de la morfologia celular preparamos suspensiones de cada
cepa y control con suero fisiolégico al 0,9 %. Posteriormente, las células
levaduriformes fueron observadas mediante el microscopio.

Temperatura ideal de crecimiento en cepas de D. catenulata.

Para este ensayo, los experimentos se hicieron por duplicado. En cada uno
preparamos suspensiones de levadura de las 4 cepas de D. catenulata y una
cepa control de C. albicans con solucion salina, mismas que fueron
homogeneizadas. Posteriormente, depositamos 5uL de suspensién en la
superficie de cuatro medios del agar SD. Los inéculos fueron colocados en
puntos estratégicos y llevados a incubacion. Las temperaturas empleadas para
los experimentos fueron: 23°C, 25°C, 30°C, 35°C, 37°Cy 39°C.

PRODUCCION DE FACTORES DE VIRULENCIA.

Actividad Fosfolitica.

Para el ensayo de la actividad fosfolipasa, tomamos como referencia el estudio
de Ellepola et. al (37). En primer lugar, preparamos suspensiones de levadura
con solucion salina al 0.9 %. La densidad oOptica alcanzada fue de 1,3 mediada
por un espectrofotbmetro ajustado a 600 nandmetros. Posteriormente, se
inocularon 10 L de suspension de cada cepa y 3 controles (Candida albicans,

Rhodotorula glutinis y Staphylococcus aureus) sobre puntos especificos en Agar
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SD + Yema de huevo al 1,44% v/v. Las placas se llevaron a incubar a 30°C por
72 horas.

La evaluacion de actividad enzimatica, se llevd a cabo mediante la identificacion

de halos de con actividad fosfolipasa.

Actividad Hemolitica.

Para este ensayo tomamos como guia la investigacion de Rhimi et. al(8).
Primero, preparamos un medio agarizado (SD) y suplementado con sangre de
cordero al 2,04% v/v y glucosa al 3%. De igual manera, elaboramos
suspensiones de las 4 cepas y los mismos 3 controles con una densidad Optica
de 1,3. EL volumen del inoculo depositado sobre la superficie del medio fue de
10uL sobre puntos especificos. Los cultivos fueron llevados a incubacion a 30°C
por 72 horas. Para evaluar la actividad hemolitica se identificd la presencia de

halos de hemolisis.

Actividad proteolitica.

Para evaluar la capacidad de produccion de caseinasa, nos basamos en el
ensayo de Merchan et. al (38). Preparamos un medio de agar nutritivo con leche
semidescremada al 10% previamente pasteurizada. Posteriormente,
elaboramos inoculos y depositamos 5 uL de suspension sobre la superficie del
Agar leche. Finalmente, los cultivos fueron llevados a incubacién a 30°C por 72
horas.

Capacidad invasora o penetrancia levaduriforme.

Para la evaluacion de la capacidad invasora de las cepas de D. catenulata
utilizamos como referencia el protocolo de Cullens et. al(39). Preparamos
suspensiones de levadura con solucién salina alcanzando una densidad 6ptica
de 0,8. Posteriormente, para cada cepa de D. catenulata y los controles (C.
albicans y R. glutinis) se elaboraron diluciones de 107, 1072, 1073y 10~*
respectivamente. Finalmente se depositaron 5uL de cada disolucion sobre la

superficie de un medio de cultivo SD, en puntos especificos.

Los cultivos se incubaron a 30°C por 5 dias. Luego del crecimiento de cada cepa,
procedimos con el lavado de las mismas con ayuda de agua destilada. Para
retirar la biomasa restante que no habia penetrado en el agar, frotamos

suavemente la superficie de cada inoculo con un dedo hiumedo (usando guantes
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estériles). Posteriormente, comparamos el aspecto del medio antes y después
del lavado. Por ultimo, se observé la penetracion de las levaduras en el medio

mediante un microscopio.

SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA.

Para este experimento enviamos clones de las cepas originales de D. catenulata
al Hospital Vicente Corral Moscoso. Se utilizé un sistema automatizado llamado
VITEK 2 compact y Cromo Candida. Este sistema determina la CMI mediante el
empleo de una sola tarjeta AST que posee pocillos para un control positivo y
para las diluciones con los antifungicos. El sistema evalué el desarrollo
microbiano mediante curvas de crecimiento para determinar una CMI. Para este
ensayo, los antifungicos usados fueron: voriconazol, fluconazol, caspofungina,

micafungina y anfotericina B.

UICACION FILOGENETICA DE LAS CEPAS DE D. CATENULATA.

Para este ensayo se utilizaron programas bioinformaticos disponibles de forma
gratuita. Primero, utilizamos el programa BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificar el porcentaje de
identidad que presentaba la region ITS de nuestras cepas frente a otras ya
existentes y disponibles en bancos de secuencias nucleotidicas como el
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). El porcentaje de identidad,
de cobertura y la longitud de pares de bases fueron escogidos como parametros

para el analisis del BLAST.

Por otro lado, una vez hecho el primer andlisis, elaboramos un arbol filogenético
con ayuda de un programa llamado MEGA 11(https://www.megasoftware.net/). Las
secuencias nucleotidicas de la region ITS de las cuatro cepas de D. catenulata
fueron alineadas por la herramienta MUSCLE
(https:/lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) y comparadas con otras cepas de la
misma especie, con cepas del mismo género, pero diferente especie y con cepas
de diferente género y especie. El arbol filogenético fue construido mediante el

modelo matematico “maxima similitud”, con Bootstrap y 500 repeticiones.
[1.5.1.- Procedimientos estadisticos y analisis de datos

Técnicas estadisticas: Para esta investigacion al no ser una revision sistematica

de la literatura cientifica, no fue necesario utilizar un software estadistico.
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I1.6.- Aspectos éticos.

Debido a que trabajaremos con cepas previamente aisladas en otro proyecto y
que forman parte de una coleccion microbiana de origen animal, este proyecto
no incumple ninguna norma bioética. En adicién, toda la informacion y datos
obtenidos estan expuestos de manera veras, es decir sin manipulaciones que

tengan como fin enmascarar nuestras limitaciones.
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Andlisis morfoldgico de las colonias y células de las cepas de D.
catenulata.

Para caracterizar la morfologia de las colonias, se tomaron en cuenta 8 criterios:
forma, color, superficie, brillo, margen, elevacion, textura y aspecto. Los

resultados que obtuvimos estan resumidos en las Tablas No. 1, 2, 3y 4:

Tabla No. 1: Caracteristicas morfolégicas y fenotipicas de las colonias producidas por la cepa E 6.2

CEPAEG.2
FORMA Circular Circular Circular
COLOR Blanco Blanco Verde
SUPERFICIE Lisa Lisa Lisa
BRILLO Brillante Brillante Brillante
BORDE Liso Liso Lisa
ELEVACION Convexa Convexa Convexa
TEXTURA Cremosa Cremosa Cremosa
DIAMETRO 1,8mm 1,8 mm Imm

SD: Medio Sabouraud Dextrosa; PDA: medio agar papa dextrosa; CR: medio Chromoagar
Candida

CEPAF 4.2

Tabla No. 2: Caracteristicas morfoldgicas y fenotipicas de las colonias producidas por la cepa F 4.2

FORMA Circular Circular Circular

COLOR Blanco Blanco Verde
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SUPERFICIE Lisa Lisa Lisa
BRILLO Brillante Brillante Brillante
BORDE Liso Liso Lisa
ELEVACION Convexa Convexa Convexa
TEXTURA Cremosa Cremosa Cremosa
DIAMETRO

SD: Medio Sabouraud Dextrosa; PDA: medio agar papa dextrosa; CR: medio Chromoagar

Candida

CEPAF 2.1

Tabla No. 3: Caracteristicas morfolégicas y fenotipicas de las colonias producidas por la cepa F 2.1

FORMA Circular Circular Circular
COLOR Blanco Blanco Morado
SUPERFICIE Lisa Lisa Lisa
BRILLO Brillante Brillante Brillante
BORDE Liso Liso Lisa
ELEVACION Convexa Convexa Convexa
TEXTURA Cremosa Cremosa Cremosa
DIAMETRO 2mm 2mm 2mm

SD: Medio Sabouraud Dextrosa; PDA: medio agar papa dextrosa; CR: medio Chromoagar

Candida
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CEPA PCA8

Tabla No. 4: Caracteristicas morfoldgicas y fenotipicas de las colonias producidas por la cepa PCAS.

FORMA Circular Circular Circular
COLOR Blanco Blanco Verde
SUPERFICIE Lisa Lisa Lisa
BRILLO Brillante Brillante Brillante
BORDE Liso Liso Lisa
ELEVACION Convexa Convexa Convexa
TEXTURA Cremosa Cremosa Cremosa
DIAMETRO 1,5mm 1,5mm 1,5mm

SD: Medio Sabouraud Dextrosa; PDA: medio agar papa dextrosa; CR: medio Chromoagar

Candida

De acuerdo a los resultados presentados en las tablas anteriores, algunas cepas
de D. catenulata presentaron un color caracteristico en el medio Chromoagar
Candida, que varié entre blanco, verde y morado, dependiendo de la cepa. En
las cepas PCAS8, E 6.2 y F4.2 (Ver Figuras 1y 2) se observo un color verde. Por

otro lado, la cepa F 2.1 exhibi6 una coloracién morada (Ver Figura 1).
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Figura 1: Analisis morfologico de las cepas PCA8y F 2.1

ANALISIS MORFOLOGICO

Cepa PCA8 (Medio Chromogar Candida): |Cepa F 2.1 (Medio Chromogar Candida): Presencia de
Presencia de brillo color verde. brillo color morado.

Figura 2: Analisis morofologico de las cepas E6.2y F 4.2

ANALISIS MORFOLOGICO

Cepa E 6.2 (Medio Chromogar Candida):|CepaF 4.2 (Medio Chromogar Candida): Presencia de

Presencia de brillo color verde. brillo color verde.
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Por otra parte, el andlisis microscépico reveld que las cuatro cepas presentaron
células con forma ovalada, formacion de pseudohifas y estructuras en gemacién
(Ver Figuras 3, 4,5y 6).

Figura 3: Morfologia celular de la cepa F 2.1

ANALISIS MICROSCOPICO DE LA CEPAF 2.1

Presencia de células en gemacién (Medio PDA). Presencia de pseudohifas (Medio CR).

Figura 4: Morfologia celular de la cepa PCA8

ANALISIS MICROSCOPICO DE LA CEPA PCA8

Presencia de células en gemacion (Medio SD). Presencia de pseudohifas (Medio CR).




Figura 5: Morfologia celular de la cepa E 6.2

ANALISIS MICROSCOPICO DE LA CEPA E 6.2

Presencia de células en gemacién (Medio PDA). Presencia de pseudohifas (Medio CR).

Figura 6: Morfologia celular de la cepa F 4.2

ANALISIS MICROSCOPICO DE LA CEPAF 4.2

Presencia de células en gemacién (Medio PDA). Presencia de pseudohifas (Medio CR).

Temperatura 6ptima de crecimiento de las cepas de D. catenulata

Con el objetivo de determinar la temperatura 6ptima de crecimiento para
posteriores ensayos, comparamos la cantidad de biomasa de las colonias y las
clasificamos, de manera cualitativa en 4 grupos (Ver tabla No 5 y Figura 7).

Tras el analisis empirico, pudimos observar que las cepas no crecieron a
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temperaturas iguales o mayores a 39°C. No obstante, todas presentaron una
mayor cantidad de biomasa entre los 23y 37°C.

Tabla No 5: Temperatura 6ptima de crecimiento de las cepas

CEPAS/ 23 °C 25°C 30°C

°T

E6.2 +++ ++ +++ +++ ++ -
F21 ++ +++ +++ +++ + -
Fa4.2 +++ ++ +++ +++ + -
PCAS8 +++ +++ ++++ ++++ ++ -
ATCC +++ +++ ++++ ++++ + -
90028 C.

albicans

Por consiguiente, optamos por considerar a 30°C como temperatura éptima de

crecimiento para los siguientes ensayos.

Figura 7: Estimacion de la temperatura 6ptima de crecimiento de las diferentes cepas

TEMPERATURA OPTIMA DE CRECIMIENTO

Aspecto de las colonias (biomasa total) de las cepas de D. catenulata tras 48 horas de

incubacién en medio agarizado SD
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Actividad lipolitica.

Con el objetivo de determinar la presencia de enzimas con la capacidad de
degradar fosfolipidos realizamos un ensayo de crecimiento en presencia de
lecitina de huevo (fosfatidilcolina, un lipido abundante en la yema de huevo).
Después de 72 horas de incubacion, de las 4 cepas de D. catenulata inoculadas
en Agar SD + Yema de huevo, ninguna de ellas produjo un halo de lipdlisis. C.
albicans y S. aureus tampoco presentaron este tipo de halos, el cual si se reveld

en el caso de la cepa de Rhodotorula glutinis (Figura 8).

Figura 8: Actividad lipolitica

ACTIVIDAD FOSFOLITICA

Ausencia de halos de produccion de fosfolipasa.

Actividad hemolitica.

Para determinar la produccién de hemolisinas, las cepas de D. catenulata se
inocularon en un medio agarizado y suplementado con sangre de cordero. Una
vez transcurridas 72 horas de incubacion, evidenciamos que alrededor de las
colonias de las cuatro cepas de D. catenulata se formaron halos de hemolisis
tipo alfa. Por otra parte, las 3 cepas empleadas como controles positivos
también produjeron hemolisinas de tipo alfa (Figura 9). Los valores de los

diametros de los halos de hemdlisis se pueden ver en la tabla 6.
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Tabla No 6: Actividad hemolitica

Diametro Diametro TIPO D)=
colonia coloniat+haloCon HEMOLISIS
halo

E6.2 13mm 17,3 mm Alfa 0,75
F21 12 mm 17,4 mm Alfa 0,68
F4.2 9,1 mm 16,2 mm Alfa 0,56
PCAS8 11,3 mm 18,2 mm Alfa 0,62
ATCC 90028 | 10,2 mm 17,2 mm Alfa 0,58

Candida albicans

ATCC 9,2 mm 14,2 mm Alfa 0,64
Rhodotorula

ATCC 8,1 8,1 Alfa 1
Staphylococcus

aureus

Figura 9: Actividad hemolitica

ACTIVIDAD HEMOLITICA

ATCCRodo

o \ % C.albicans > v

Presencia de halos de hemolisis tipo alfa.
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Actividad proteolitica.

La valoracion de la produccion de enzimas proteliticas se llevo a cabo mediante
cultivo de las cepas de D. catenulata en medio agar leche. Concluidas 72 horas
de incubacion, observamos que ninguna de las cuatro cepas produjo un halo de
caseinolisis. R. glutinis y C. albicans tampoco presentaron un halo. Por otra
parte, y como era de esperarse, el control positivo (contaminante propio de la
leche sin identificar) presentd un halo de caseinolisis cuyo didmetro alcanzo los
23 mm (Figura 10).

Figura 10: Actividad proteolitica

ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Ausencia de halos de caseinolisis.

Capacidad de penetracion de sustrato semi-sélido.

Con el propdésito de evidenciar la capacidad de las cuatro cepas de D. catenulata
para penetrar activamente un medio semisolido como el agar SD, llevamos a
cabo este ensayo in vitro. Al finalizar el periodo de incubacién, y una vez
eliminada la biomasa superficial, observamos que todas las cepas de fueron
capaces de penetrar activamente el medio agarizado . Como puede verse en las
Figuras 11 y 12, las cuatro cepas modificaron su patron de crecimiento,
penetrando hacia el interior del sustrato semi-solido bajo la forma de hifas
verdaderas, de varias decenas de células de longitud.

Pese a que no fue uno de nuestros objetivos, se logré determinar las longitudes
de penetracion al cabo de 5 dias, a 30 °C. La cepa E 6.2 alcanz6 los 562
micrometros (um), la cepa F 4.2 957 ym, la cepa PCA8 alcanz6 473 umyla F
2.1 411 um.



34

Figura 11: Capacidad de penetracion de las cepas E 6.2, F 4.2, PCA8 y F 2.1 con aumento de 10X.

CAPACIDAD DE PENETRACION CON AUMENTO DE 10X.

A

3 . Z;g 3
LN

0 e

- A o

Penetracion cepa F 4.2

Penetracion cepa PCA8 Penetracion cepa F 2.1

Figura 12: Capacidad de penetrancion de las cepas E 6.2, F 4.2 y PCA8 con aumento de 40X.

CAPACIDAD DE PENETRACION CON AUMENTO DE 40X.

Penetracion cepa E 6.2 Penetracion cepa F 4.2
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Penetracion cepa PCAS.

Susceptibilidad antifungica.

Con el objetivo de determinar la susceptibilidad antifungica frente a cinco
antimicoticos de relevancia clinica, llevamos a cabo el siguiente ensayo. Cabe
mencionar que se incluyeron las CMI de C. albicans presentes en el Manual del
CLSI para tener valores de referencia, ya que estos datos no existen para la
especie D. catenulata.

Por otro lado, los resultados obtenidos nos permitieron determinar que las
cepas PCAS8, E 6.2 y F 4.2 presentaron valores de CMI idénticos para un

mismo antimicético, destacando los valores de aquellas cepas que obtuvieron
un valor de 8 ug/mL como CMI para el fluconazol.

Por otra parte, la cepa F 2.1 present6 un valor menor de CMI para fluconazol (2
pg/mL), mientras que reflejo valores elevados de CMI para para caspofungina (2

pMg/mL) y micafungina (1 pg/mL) con respecto a las CMI de C.albicans.

Los demas valores de CMI se presentan en la siguiente tabla:

Tabla No 7: Valores de CMI para Fluconazol, voriconazol, caspofungina, micafunginca y anfoterecina B.

<0,5 pg/mL

<0,5 pg/mL
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<0,5 ug/mL

Puntos de corte o CMI de D.catenulata y C. albicans para fluconazol, voriconazol, caspofungina y
micafungina. Los cuadros de color verden indican CMI debajo de los valores de referencia; los cuadros rojos
indican CMI elevadas segun los valores de referencia.

Fuente: CLSI. Perfomance Standars for Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts. 1 st ed. CLSI supplement
M60. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standars Institute; 2017.

Identificacién y filogenia molecular
Con el fin de confirmar la identificacion molecular de las cuatro cepas y su

ubicacion filogenética, llevamos a cabo analisis de la secuencia nucleotidica de

la region ITS. Los resultados se presentan en la Tabla No. 8.

Tabla No 8: Andlisis de las secuencias nucleotidicas de la region ITS mediante BLAST.

% de identidad Cepa

mas cercana

filogenéticamente

E6.2 99.48% 96% 428 D. catenulata CBS
565

F2.1 99.49% 96% 428 D. catenulata CBS
565

F4.2 99.48% 96% 428 D. catenulata CBS
565

PCAS8 99.47% 100% 428 D. catenulata CBS
565
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Se observa claramente que el porcentaje de identidad de las secuencias de las
cuatro cepas incluidas en este estudio se aproxima al 99.5%, al compararlas con
las de secuencias de cepas de D. catenulata disponibles en el GenBank. Esto

permite ubicarlas como miembros de esta especie.

Por otra parte, los resultados del estudio filogenético mediante la plataforma
MEGA 11, nos permitio generar el arbol filogenético que se presenta en la Figura
13. En el mismo se observa claramente que las cepas en estudio comparten el
mismo clado con otras cepas, previamente identificadas, de D. catenulata. Se
observa igualmente que estan filogenéticamente cercanas con otras especies
del mismo género como D. rugosa y D. mesorugosa. En contraposicion, la

relacion evolutiva

de las cepas con W. anomalus (una especie perteneciente al género

Wickerhamomyces) es mas lejana.
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Figura 13: Arbol filogenético

ARBOL FILOGENETICO

KY103376.1 D. catenulata CBS:565

KY103374.1 D. catenulata CBS:6824
26

ON706053 D. catenulata PCA8

62 | ON706030 D. catenulata F2.1

ON706035 D. catenulata F4.2
100

ON706027 D. catenulata E6.2

— KY103375.1 D. catenulata CBS:7230

r MH779835.1 D. rugosa SLDY-235

00| MH782056.1 D. mesorugosa SLDY-287

JNS44023.1 W. anomalus WM 03.6

0.050

Andlisis evolutivo por el método de Maxima Verosimilitud

La historia evolutiva se infirié utilizando el método de Maxima Verosimilitud y el modelo de 3 parametros de Tamura [1]. Se muestra el arbol con la
probabilidad logaritmica mas alta (-1842,38). El porcentaje de arboles en los que los taxones asociados se agruparon se muestra junto a las ramas.
Los arboles iniciales para la bisqueda heuristica se obtuvieron automéaticamente 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 nimero de sustituciones por sitio. Este analisis
involucré 10 secuencias de nucleétidos. Hubo un total de 714 posiciones en el conjunto de datos final. Los andlisis evolutivos se realizaron en
MEGA11 [2]
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Discusion.

El propdsito de este trabajo de investigacion era profundizar en relacion con la
expresion de ciertos factores de virulencia, en cepas de D. catenulata aisladas a
partir de cuyes criados para consumo humano en la Provincia de Cafar. Los
resultados obtenidos muestran que algunas de estas cepas expresan factores
de virulencia (como la produccién de hemolisinas y la capacidad de penetrar
activamente sustratos semi-sélidos) que sugieren un potencial patogénico que

no debe ser descuidado.

En relacion con el primer aspecto, los resultados reflejaron la produccion de
enzimas con actividad hemolitica de tipo alfa en todas las cepas de D. catenulata.
Esto es similar a los resultados previamente reportados por Rhimi et al., en los
que el 23% de 17 aislados de D. catenulada obtenidas de las cloacas, heces y
huevos de gallinas present6 actividad hemolitica (8). Ese aspecto es importante,
ya que la hemolisis de eritrocitos facilita la captacion del hierro como nutriente
para las levaduras, de tal manera que ayuda a su proliferacion y diseminacion
por el torrente sanguineo, pudiendo causar infecciones sistémicas en sus

hospedadores (40).

Por ejemplo, C. albicans, un patégeno oportunista bien conocido, se caracteriza
por producir hemolisis de tipo beta en pacientes con infecciones del tracto
respiratorio y en otros con onicomicosis. Adicionalmente, la presencia de D.
catenulata en sangre de seres humanos ya ha sido demostrada en un paciente
con endocarditis, lo cual refuerza su caracterizacion como patégeno oportunista
(40)(41).

De igual manera, logramos comprobar que todas las cepas fueron capaces de
penetrar activamente medio agarizado, semi-solido. En tal sentido, destaca la
formacion de verdaderas hifas, de una longitud considerable. A este fenémeno
de variacion de la morfologia celular, se le conoce como cambios en el fenotipo

o “phenotype switching”. Se trata de una condicion en la que una levadura es
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capaz de responder de esta manera, mediante la induccion de cambios en la
expresion de algunos genes, al recibir sefiales del entorno que la rodea (27).
Esto conlleva a un dimorfismo célular, el cual se caracteriza por presentar
cambios en la forma y la agrupacion de sus células, de forma que una levadura
puede pasar de producir células individuales, a pseudohifas o hifas verdaderas,

lo cual se considera como un verdadero factor de virulencia(27).

En la bibliografia consultada no hemos logrado encontrar informacién que refleje
la capacidad invasora de cepas de D. catenulata o de otras especies del mismo
género. Por tal razon, este hallazgo tiene gran importancia. Se trata de un
fenémeno que ha sido ampliamente descrito en una especie de levadura bien
conocida por comportarse como un patégeno oportunista: C. albicans. Esta
especie es capaz de cambiar su morfologia como mecanismo de respuesta a
factores exdgenos para invadir tejidos o medios semi-sélidos como el agar. Asi
lo avalan los estudios de Ling Ke et. al y Naseem et al (42)(43).

En contraparte, no pudimos determinar que las cepas produzcan fosfolipasas y
proteasas, resultados que difieren con los obtenidos por Rhami et. al y
Khunnamwong et. al respectivamente (8)(32). Esto puede deberse a las
variaciones genéticas que existen entre cepas de una misma especie y la
expresion de ciertos genes inducidos por condiciones externas. Por ejemplo, de
acuerdo al trabajo de Hafez et. al., la cepa QD16 de D. catenulata expresé una
mayor actividad lipasa, una vez que fue tratada previamente con fluconazol (34).
Ademas, en el mismo estudio de Rhimi et. al, algunos aislados provenientes de
los huevos de gallinas, tampoco produjeron cantidades significativas de
fosfolipasas (8). Por tanto, el entorno que rodea a las células y la presion
selectiva que se ejerza sobre ellas, influye de cierta manera en la secrecion de

estas enzimas.

Por otro lado, los ensayos de suceptibilidad antifingica evidenciaron valores
altos de CMI para fluconazol con respecto a los valores de referencia
establecidos para C. albicans. En base a este resultado, y tomando en cuenta
las limitaciones de nuestro estudio y la ausencia de valores de referencia para
cepas de la misma especie, podriamos suponer que las cepas PCA8, F4.2y E

6.2 son resistentes al fluconazol.
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Por otra parte, determinamos valores de CMI elevados para caspofungina y
micafungina por parte de la cepa F 2.1. una vez mas, comparando con los
valores de referencia para una cepa de C. albicans, podriamos presumir que esta

cepa es resistente a dichos antifungicos.

Como hemos dicho, la ausencia de valores de referencia impone grandes
limitaciones a la hora de estimar susceptibilidad frente a compuestos
antifangicos. A pesar de ello, y al igual que hemos hecho en este trabajo, Rhimi
et al, Sukol et al, Borman et al y Chen et al., han utilizado como base para sus
andlisis los puntos de corte preestablecidos para las especies del género

Candida, en sus estudios con otros aislados de D. catenulata(8)(33)(35)(36).

Aislados de D. catenulata reportados en el articulo de Sokol et. al algunos fueron
resistentes al fluconazol con valores de CMI de 16 ug/mL (35). Por otro lado,
Cheng et. al y Rhimi et. al también reportaron aislados resistentes al mismo
antifungico con valores de CMI de 8 ug/mL (8)(35). Por lo tanto, si comparamos
esos ultimos valores con los resultados que obtuvimos con las cepas PCA8, E
6.2y F 4.2 (CMI de 8 ug/mL), podemos notar que son similares. Por lo tanto, muy
problemente se trata de cepas resistentes. Para ilustrar de mejor manera esta
comparacién presentamos la Tabla No 9.

Tabla No: 9 Cuadro comparativo entre las CMI para fluconazol de las cepas PCAS8, E 6.2y F 4.2 frente a
las CMI de Cheng, Rhimi y Sokol.

CMI para fluconazol | CMI para fluconazol | CMI para | CMI para

en las cepas PCAS, | en los aislados de | fluconazol en | fluconazol en

E6.2yF4.2. Chen et.al . aislados de Rhimi | aislados  de
et. al Sokol et. al

8 ug/mL 8 ug/mL 8 ug/mL 16 pg/mL

Valores obtenidos de: Rhimi W, Aneke CI, Annoscia G, Camarda A, Mosca A, Cantacessi C, et al. Virulence
and in vitro antifungal susceptibility of Candida albicans and Candida catenulata from laying hens. Int
Microbiol. 2021;24(1):57-63.; Chen XF, Zhang W, Fan X, Hou X, Liu XY, Huang JJ, et al. Antifungal
Susceptibility Profiles and Resistance Mechanisms of Clinical Diutina catenulata Isolates With High MIC
Values. Front Cell Infect Microbiol. 2021;11(October):1-8 y Sokét I, Tokarzewski S, Bobrek K, Gawet A et
al. E-test determination of antifungal susceptibility of Candida species isolated from turkeys. J Vet Res.
2020;64(4):517-21.
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Por otro lado, Sokol et al en su estudio también determind sensibilidad al
voriconazol y anfoterecina B en los aislados de D.catenulata. Los valores de MIC
fueron de 0,19 pg/mL (voriconazol) y 1 ug/mL (anfoterecina B) (35) (Tabla No
10). Por lo cual, si nuevamente comparamos estos valores con los resultados de
las cepas PCA8, E 6.2y F 4.2 (MIC de 0,12 ug/mL para voriconazol y 0,5 para
anfoterecina B), podemos presumir una muy posible sensibilidad a dichos
antifangicos.

Tabla 10: Cuadro comparativo de las CMI para voriconazol y anfoterecina B entre las cepas PCA8, E 6.2y
F 4.2 frente a los valores de CMI de Sokol

MIC para voriconazol y anfotericina B | MIC para voriconazol y anfotericina B
en las cepas PCA8, E6.2y F 4.2. en los aislados de Sokol.

0,12 pg/mL (voriconazol) 0,19 pg/mL (voriconazol)

0,5 ug/mL (anfoterecina B) 1 pg/mL (voriconazol)

Valores obtenidos de: Sokot I, Tokarzewski S, Bobrek K, Gawet A et al. E-test determination of antifungal
susceptibility of Candida species isolated from turkeys. J Vet Res. 2020;64(4):517-21.

En cuanto a las relaciones evolutivas que se pueden presentar entre nuestras
cepas con otras cepas de la misma especie, asi como con cepas de especies
diferentes, logramos aclarar algunos aspectos. En primer lugar, las secuencias
nucleotidicas de la regién ITS de las cuatro cepas de D. catenulata presentan
un porcentaje de identidad de mas del 99% con respecto a la misma secuencia
de una cepa de D. catenulata aislada de un paciente con disenteria en Puerto
Rico (7). Ademas, la construccion del arbol filogenetico nos permitié evidenciar
gue las cepas forman parte de un mismo clado, que desciende de un ancestro
comun, y por lo tanto estan estrechamente relacionadas. En conjunto, estos
resultados coinciden en permitirnos afirmar que, efectivamente, se trata de cepas

que pertenecen a esta especie.
Es importante dar a conocer algunas de las limitaciones de nuestro estudio.

En primer lugar, es necesario comentar que, para determinar con exactitud la
patogenicidad de estas cepas, se requiere de ensayos in vivo. Sin embargo,
desde un punto de vista ético, esto presenta serias dificultades. En segundo
lugar, la estimacion de la susceptibilidad frente a distintos antifangicos se

hubiese beneficiado de ensayos por duplicado o por triplicado. Esto no fue
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posible, debido a limitaciones financieras. Finalmente, hubiese sido conveniente
incluir un mayor niumero de cepas en el estudio, para tener una vision mas amplia
de la diversidad de las mismas en la regidn a partir de la cual se aislaron

originalmente.

Sin embargo, queremos destacar que, en el presente proyecto, hemos
combinado analisis de microbiologia clasica con ensayos bioquimicos y
moleculares para fortalecer y darle una mayor consistencia a nuestro estudio.
Ademas, hemos incluido un ensayo de penetracién de sustratos semi-soélidos
que no habia sido incluido en estudios simialres publicados con anterioridad. Por
lo que, con los datos que hemos obtenido podemos presumir que las cepas
estudiadas tienen caracteristicas que sugieren una potencial patogenicidad que

las hace virulentas.

En sintesis, en el que es el primer estudio en su tipo, hemos puesto en evidencia
la expresion de, al menos, dos factores de virulencia en cepas de D. catenulata
aisladas a partir de la fosa nasal de cuyes criados para consumo humano. Estos
resultados sugieren que dichas cepas (y otras similares) podrian representar un
riesgo importante para todas aquellas personas que se entran en contacto de
manera frecuente con estos animales: criadores, transportistas, comerciantes y
consumidores. Por esta razén es necesario profundizar alin mas en su estudio

para aclarar esta situacion.



CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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IV.1.- CONCLUSIONES

Las cuatro cepas de D. catenulata incluidas en este estudio producen
hemolisinas de tipo alfa y son capaces de penetrar activamente sustratos

semi-solidos

Estas cepas manifiestan un marcado dimorfismo, alternando entre células
individuales (levaduras) y largos filamentos (hifas), al momento de

penetrar en el sustrato.

Las elevadas concentraciones inhibitorias minimas frente al fluconazol,
indican que las cepas de D. catenulata podrian ser resistentes a este

compuesto antifungico.

Las cuatro cepas forman parte de un clado monofilético, en el que también
esta presente una cepa clinica de la misma especie, aislada a partir de un

paciente.
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IV.2.- RECOMENDACIONES

— Sugerimos realizar estudios de cinética y velocidad de penetracion de
sustrato semi-solido con estas cepas de D. catenulata.

— Recomendamos ampliar los parametros de caracterizacion para cepas de
D. catenulata, es decir incluir mas pruebas enzimaticas.

— Recomendamos realizar un estudio donde se evidencien la presencia de
genes de resistencia en el genoma de las cepas de D.catenulata.

— Sugerimos informar y concientizar a los trabajadores del sector, acerca
del posible rol de los cuyes como reservorio de microorganismos

potencialmente patdgenos.
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CIM: Concentracion Minima Inhibitoria.

OMS: Organizacion mundial de la salud.

SD: Sabouraud Dextrosa.

PDA: Agar papa dextrosa
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Capacidad de penetracion de los controles.

C. albicans 10 x C. albicans 40x

R. glutinis 4 x R. glutinis 40x

Secuencias nucleotidicas de laregion ITS usadas para la construccion del

arbol filogenético.
>0ON706027 D. catenulata E6.2

TCTTGGTTCAATTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGA
ACCTGCGGAAGGATCATAAAAAACTAATTTACACGCGATTTAAAATTGCTTA
CTTCAATAACCTATTAAACAATCAACCAACTAATACCAAAAACTTCCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
TAATATGAATTGCAGATTTTGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCG
CCCGTGGGTATTCCCGCGGGCATGCGTGTGTGAGCGGTTATCTCCCTCGC
AGGTAATGGACATACGGCGTCAGCTGTTCCTCCAAAAAGTGATTGGTGTA
GTATTACAGTTTACTCACAACCATACTTTCCCTCACACAC
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>0ON706030 D. catenulata F2.1

TTCTTGGTTTAAATTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT
GAACCTGCGGAAGGATCATAAAAAACTAATTTACACGCGATTTAAAATTGC
TTACTTCAATAACCTATTAAACAATCAACCAACTAATACCAAAAACTTCCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
ACGTAATATGAATTGCAGATTTTGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGTGGGTATTCCCGCGGGCATGCGTGTGTGAGCGGTTATCTCCC
TCGCAGGTAATGGACATACGGCGTCAGCTGTTCCTCCAAAAAGTGATTGG
TGTAGTATTACAGTTTACTCACAACCATACTTTCCCTCACACACGTAAGA

>0ON706035 D. catenulata F4.2

TTGGTCCAATTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAAC
CTGCGGAAGGATCATAAAAAACTAATTTACACGCGATTTAAAATTGCTTACT
TCAATAACCTATTAAACAATCAACCAACTAATACCAAAAACTTCCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAA
TATGAATTGCAGATTTTGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CGTGGGTATTCCCGCGGGCATGCGTGTGTGAGCGGTTATCTCCCTCGCAG
GTAATGGACATACGGCGTCAGCTGTTCCTCCAAAAAGTGATTGGTGTAGTA
TTACAGTTTACTCACAACCATACTTTCCCTCACACACGTA

>0ON706053 D. catenulata PCA8

TAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATAAAA
AACTAATTTACACGCGATTTAAAATTGCTTACTTCAATAACCTATTAAACAAT
CAACCAACTAATACCAAAAACTTCCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAT
CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATATGAATTGCAGATTTTGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTGGGTATTCCCGCGGG
CATGCGTGTGTGAGCGGTTATCTCCCTCGCAGGTAATGGACATACGGCGT
CAGCTGTTCCTCCAAAAAGTGATTGGTGTAGTATTACAGTTTACTCACAAC
CATACTTTCCCTCAC

>KY103376.1 D. catenulata CBS:565

TGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT
CATAAAAAACTAATTTACAC
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GCGATTTAAAATTGCTTACTTCAATAACCTATTAAACAATCAACCAACTAATA
CCAAAAACTTCCAACAA

CGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
TAATATGAATTGCAGATTTT

GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTGGGTATTCCCGCG
GGCATGCGTGTGTGAGCGGT

TATCTCCCTCGCAGGTAATGGACATACGGCGTCAGCTGTTCCTCCAAAAAG
TGATTGGTGTAGTATTACA

GTTTACTCACAACCATACTTTTTCCCTCACACACGTAAGACTACCCGCTGA
ACTTAAGCATATCATAA

>KY103375.1 D. catenulata CBS:7230

TGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGA
GGTATCGGGACCGACCAGA

AGGGGTGACCTTTCGGGTTGGAAACCTTATCAAACTTGGTCATTTAGAGGA
AGTAAAAGTCGTAACAAGG

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATAAAAAACTAATTTACACGCGA
TTTAAAATTGCTTACTTCA

ATAACCTATTAAACAATCAACCAACTAATACCAAAAACTTCCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCTCGCATCG

ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATATGAATTGCAGATTTTGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACG

CACATTGCGCCCGTGGGTATTCCCGCGGGCATGCGTGTGTGAGCGGTTAT
CTCCCTCGCAGGTAATGGAC

ATACGGCGTCAGCTGTTCCTCCAAAAAGTGATTGGTGTAGTATTACAGTTT
ACTCACAACCATACTTTTT

CCCTCACACACGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAA
>KY103374.1 D. catenulata CBS:6824

TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATAAAAAACTAA
TTTACACGCGATTTAAAAT
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TGCTTACTTCAATAACCTATTAAACAATCAACCAACTAATACCAAAAACTTC
CAACAACGGATCTCTTGG

TTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATATGAATTGC
AGATTTTGTGAATCATCGA

ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGTGGGTATTCCCGCGGGCATGCGTGTG
TGAGCGGTTATCTCCCTCGC

AGGTAATGGACATACGGCGTCAGCTGTTCCTCCAAAAAGTGATTGGTGTA
GTATTACAGTTTACTCACAA

CCATACTTTTTCCCTCACACACGTAAGACTACCCGCTGAACTTAAGCATAT
CAT

>MH779835.1 D. rugosa SLDY-235

GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACAACAACAAT
ACAACTTTGTGTCTGAACA

ATAACTTCAAGTACCGATCATCAAATTGTTAAAACAAAACTTTCAACAACGG
ATCTCTAGGTTTCGCAT

CGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTACGAAACGCAAGTCGTG
AATCATCGAATCTTTGAACG

CACATTGCGCTGTGTGGCATTCCGCACAGCATGCCTGTTTGAGCAATATTT
CTCTCGCAAGGTGTTGG

GCACCACGCCGGCAGGCGTCTGCCCGAAACGCGACCGTCTAAAACAGTT
AAGCTTGTTACAGGACTCACG

ATCTTATTCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCT
>MH782056.1 D. mesorugosa SLDY-287

GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAGAACACTGTT
TAACACTGTGTCTGAGCAC

GATACACGCAAACCGATCATCAACACGCTAAACAAAACTTTCAACAACGGA
TCTCTAGGTTCTCGCATCG
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ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAGTACGAAACGCAAGTCGTGAA

TCATCGAATCTTTGAACGCA

CATTGCGCTTGCGGCATTCCGCACAGCATGCCTGTTTGAGCAATATTTCTC
TCTCGCAAGGTGTTGGGC

ACCACGCCGGCAGGCGTCTGTCCGAAACGCAGCCGTCCAAAACAGTTAAG
CTTGTTACGGACCCTTTGAC

GTTATTCTCAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

>JN944023.1 W. anomalus WM 03.6

AAGGATCATTATAGTATTCTATTGCCAGCGCTTAATTGCGCGGCGATAAAC
CTTACACACATTGTCTAGT

TTTTTTGAACTTTGCTTTGGGTGGTGAGCCTGGCTTACTGCCCAAAGGTCT
AAACACATTTTTTTAATGT

TAAAACCCTTTAACCAATAGTCATGAAAATTTTTAACAAAAATTAAAATCTTC
AAAACTTTCAACAACGG

ATCTCTTGGTTCTCGCAACGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTATT
GTGAATTGCAGATTTTCGT

GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCACCCTCTGGTATTCCAGAGGGT
ATGCCTGTTTGAGCGTCAT

TTCTCTCTCAAACCTTCGGGTTTGGTATTGAGTGATACTCTGTCAAGGGTT
AACTTGAAATATTGACTTA

GCAAGAGTGTACTAATAAGCAGTCTTTCTGAAATAATGTATTAGGTTCTTCC
AACTCGTTATATCAGCTA

GGCAGGTTTAGAAGTATTTTAGGCTCGGCTTACAACAATAAACTAAAAGTTT
GACCTAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTA
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