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RESUMEN

Introduccioén: Las levaduras psicrotolerantes en ambientes domésticos extremos
han sido poco estudiadas en Latinoamérica, y particularmente en Ecuador. La falta
de conocimiento acerca de las mismas podria representar un problema de salud
publica, pues las medidas de prevencién e higiene para evitar infecciones
causadas por este tipo de levaduras no han sido establecidas.

Objetivo general: Determinar la diversidad de levaduras psicrotolerantes que
estan presentes en ambientes domésticos extremos en la region de la sierra
ecuatoriana.

Metodologia: Los métodos a utilizar incluyen el cultivo y evaluacion macroscopica
y microscopica de las levaduras cultivadas, la estimacion de la temperatura 6ptima
de crecimiento, expresion de factores de virulencia, extraccion de ADN,
amplificacion de la regiéon ITS, electroforesis de ADN en geles de agarosa,
secuenciacion y analisis de secuencias con BLAST-N vy filogenia molecular.
Aislaremos, caracterizaremos e identificaremos cepas de levaduras extremofilas
domésticas. Esto incluirda, muy probablemente, especies potencialmente
patogenas.

Resultados: Se llevd a cabo una seleccion minuciosa de 12 morfotipos de
levaduras que presentan claras diferencias después de ser sometidos a procesos
de purificaciéon. Entre los aislados estudiados estan presentes cepas
filogenéticamente muy cercanas a las especies Rhodotorula mucilaginosa,
Yamadazyma takamatsuzukensis, Barnettozyma.

Conclusiones: Los lavaplatos de los departamentos de la ciudad de Cafar
presentan una amplia diversidad de levaduras psicrotolerantes, capaces de
desarrollarse tanto a bajas temperaturas como a 37 grados centigrados. Este
hallazgo sugiere que estas levaduras han adquirido adaptaciones metabdlicas que

les permiten sobrevivir en condiciones ambientales extremas

PALABRAS CLAVE: Levaduras, Psicrotolerantes, Sierra
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Abstract

Introduction: Psychrotolerant yeasts in extreme domestic environments have
been little studied in Latin America, particularly in Ecuador. The lack of knowledge
about them could represent a public health problem, as prevention and hygiene
measures have not been established to avoid infections caused by this type of

yeast.

Objective: To determine the diversity of psychrotolerant yeasts in extreme

domestic environments in the Ecuadorian highlands.

Methodology: The methods to be used include culture and macroscopic and
microscopic evaluation of the cultured yeasts, estimation of optimal growth
temperature, expression of virulence factors, DNA extraction, amplification of the
internal transcribed spacer (ITS) region, DNA electrophoresis in agarose gels,
sequencing, and sequence analysis with BLAST-N and molecular phylogeny.
Isolate, characterize, and identify strains of domestic extremophilic yeasts. This will

likely include potentially pathogenic species.

Results: An exhaustive selection of 12 yeast morphotypes , which showed clear
differences after undergoing purification processes, was carried out. Among the
isolates studied, some strains are phylogenetically very close to Rhodotorula

mucilaginosa, Yamadazyma takamatsuzukensis, and Barnettozyma species.

Conclusion: The sinks in the apartments in the city of Cafar show a wide diversity
of psychrotolerant yeasts, capable of developing at low temperatures and at 37
degrees Celsius. This finding suggests these yeasts have acquired metabolic

adaptations to survive extreme environmental conditions.

Keywords: Yeast, Psicrotolerants, Highlands
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. INTRODUCCION

Nuestro entorno tiene el potencial de impactar directamente el microbioma
humano y la salud inmunoldgica, ya que en la actualidad pasamos la mayor parte
del tiempo en ambientes interiores y por ende en contacto con las diferentes areas
del hogar. Un alto porcentaje de microorganismos encontrados en las superficies
con las que tenemos contacto se asocian con la piel humana,teniendo un aporte el
aire exterior, el agua y el suelo, resultando en un punto de encuentro microbiano

unico y diverso (1).

Entre estos microorganismos se encuentran las levaduras, un grupo del dominio
Eukarya perteneciente al Reino Fungi. Las levaduras muestran perfiles
nutricionales heterogéneos y una alta capacidad de colonizar una gran variedad
de ecosistemas, adaptandose a diferentes temperaturas, sustratos, altitudes y

ubicaciones geograficas (2).

Particularmente notables son las levaduras psicrotolerantes que pueden crecer a 0
°C, pero su temperatura 6ptima esta entre los 20 y 30 °C, proliferando en un
amplio rango de temperaturas que les permite encontrarse en muchos habitats
frios, ya que resisten grandes cambios de temperatura como aquellas presentes
en la region de Canar, una zona fria con temperaturas que oscilan entre 2-15 °C.
Las levaduras psicrotolerantes pueden considerarse microorganismos
extremdfilos, adaptados no so6lo a bajas temperaturas, sino también a otros
factores ambientales como en el presente estudio donde los lavaplatos
representan ambientes extremos debido a la presencia de compuestos
desinfectantes y detergentes, estos ambientes constituyen un desafio para la
supervivencia de muchos microorganismos (3). Algunos de estos pueden
representar una amenaza para la salud humana expuesta a los mismos ya que

podrian ser patdgenos u oportunistas. Es por ello que este trabajo busca
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comprender como estas levaduras sobreviven, determinar sus factores de

virulencia y determinar su espécimen.



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO TEORICO.
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1.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

Las condiciones extremas de algunos espacios en el interior de nuestros hogares
y el uso permanente de variedad de sustancias quimicas novedosas en ellos
moldean la diversidad y abundancia de la microbiota doméstica. La tolerancia a
condiciones ambientales consideradas “extremas” (altas o bajas temperaturas, pH
acido o alcalino, elevada salinidad, presencia de compuestos toxicos, etc.), se ha
relacionado con la patogenicidad humana que presentan ciertos microorganismos.
En el caso de los hongos (pertenecientes al Reino Fungi del Dominio Eukarya)
esto explica por qué numerosas especies descubiertas en habitats interiores,
como los lavaplatos manuales o automaticos, son patégenos oportunistas
notables. Aunque generalmente se ha subestimado el impacto de los
microorganismos que, con frecuencia, ingresan a nuestros hogares junto con el
agua y luego se enriquecen en nuevos habitats interiores, los mismos pueden

tener un impacto sobre la salud de la poblaciéon humana (1).

Las levaduras psicrotolerantes (es decir, capaces de multiplicarse a temperaturas
por debajo de los 20°C) en ambientes domésticos extremos han sido poco
estudiadas dentro de Latinoamérica (7). Por esta misma razén, seria importante
investigar en torno a este tema, con el fin de determinar la presencia y posible
patogenicidad de estas levaduras. Las bajas temperaturas caracteristicas de la
Sierra ecuatoriana permiten el crecimiento de todo tipo de microorganismos
tolerantes a esta condicion ambiental, entre las cuales se encuentran las
levaduras psicrotolerantes. La falta de conocimiento acerca de las mismas podria
representar un problema de salud publica, pues las medidas de prevencion e

higiene para este tipo de levaduras no se conocen.

Tampoco existen estrategias de prevencidén o educacion para la profilaxis de
enfermedades que pueden causar estas levaduras, asi como sus vias de

inoculacion, por ende, tampoco se conoce cdmo actuar ante estas infecciones.
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1.2.- JUSTIFICACION

La presente investigacion es importante dentro del ambito cientifico, ya que hay
pocos estudios a nivel sudamericano sobre las levaduras psicrotolerantes en
ambientes domésticos En este caso, en la Sierra Ecuatoriana. Dado que no hay
informacion acerca de estas levaduras, no se conocen los riesgos asociados a su
presencia. Adicionalmente, la falta de informacién tampoco facilita el disefio e
implementacion de estrategias de prevencion necesarias para prevenir la

propagacion de estos microorganismos.

El objetivo de la presente investigacién es generar conocimiento nuevo acerca de
estas levaduras psicrotolerantes. El estudio de las especies presentes en estos
entornos extremos permitira analizar, entre otras cosas, la posible virulencia de
estos microorganismos, con los que estamos en contacto a diario. De la misma
forma, los resultados de nuestro estudio podrian permitir sugerir medidas de
prevencion, como —por ejemplo- nuevos habitos de higiene que mitigan la
proliferacion de los microbios. La informacién obtenida permitira la generacion y
divulgacion de conocimiento cientifico a nivel internacional, extendiendo las

fronteras del conocimiento en este campo.

Los estudiantes de la Carrera de Bioquimica y Farmacia que participen como
tesistas seran los mas beneficiados con este proyecto de investigacion porque
podremos completar nuestra formacién universitaria, cumpliendo con uno de los
requisitos exigidos. De esta manera, contribuiremos con la Universidad Catdlica de
Cuenca en el cumplimiento de uno de sus objetivos, que es avanzar en el
conocimiento a través de la investigacion cientifica. Los investigadores que
coordinan el proyecto de investigacion en cuyo contexto se llevara a cabo esta
tesis también se beneficiaran, porque sabran mas sobre las levaduras
psicrotolerantes en entornos domésticos extremos en la zona de la Sierra

Ecuatoriana.

1.2.1.- PREGUNTAS CIENTIFICAS:
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¢, Cuan diversas son las levaduras psicrotolerantes en ambientes domésticos de la

sierra ecuatoriana?

¢, Cuales son las caracteristicas especificas de estas levaduras?

¢, Cuan patdégenos podrian ser estas levaduras psicrotolerantes?

¢, Qué especies de levaduras psicrotolerantes estan alli presentes?

¢, Como se relacionan estas especies con otras especies similares?

1.3.- OBJETIVOS
1.3.1.-Objetivo General:

Determinar la diversidad de levaduras psicrotolerantes que estan presentes en

ambientes domeésticos extremos en la region de la sierra ecuatoriana.

1.3.2.-Objetivos Especificos:

- Detectar la presencia de levaduras psicrotolerantes en ambientes
domésticos extremos en la sierra ecuatoriana.

- Caracterizar desde el punto de vista morfologico, fisiolégico y bioquimico
las levaduras y bacterias aisladas a partir de ambientes extremos.

- Determinar la expresiéon de factores de virulencia por parte de estas cepas
de levaduras psicrotolerantes de ambientes domésticos

- Identificar a qué especies pertenecen las levaduras aisladas previamente.

- Determinar la filogenia molecular de estas levaduras psicrotolerantes.

l.4.- MARCO TEORICO

.4.1.- ANTECEDENTES: Como antecedentes directos al presente proyecto de

investigacién, podemos destacar los siguientes articulos.

10
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El primer trabajo, titulado “Dishwashers a man-made ecological niche
accommodating human opportunistic fungal pathogens” fue publicado por P. Zalar
y colaboradores en 2011. Se trata de un grupo de investigadores eslovenos,
quienes aislaron 189 muestras domésticas de hongos, de las cuales el 62%
pertenecid a los géneros Aspergillus, Candida, Magnusiomyces, Fusarium,
Penicillium y Rhodotorula. A partir del 56% de estas muestras se aislaron cepas
de levaduras melanizadas de la especie Exophiala dermatitidis y Exophiala
phaeomuriformis. La alta prevalencia de las dos cepas de Exophiala puede ser

explicado por su notable termotolerancia, halotolerancia y tolerancia al pH (2).

En 2013, en un articulo publicado por D6gen y colaboradores se analizaron 893
muestras obtenidas de 177 hogares de diversos sitios localizados en el interior de
los mismos.Las muestras se cultivaron en un medio agarizado, suplementado con
cloranfenicol a 37°C para inhibir el crecimiento bacteriano. Treinta muestras
resultaron positivas para hongos, que posteriormente fueron identificados
mediante la secuenciacidon de las regiones espaciadoras transcritas internas (ITS,
por sus siglas en inglés) del ADN ribosomal. De los 30 aislados, 23 fueron
identificadas como Exophiala dermatitidis, 3 como Exophiala phaeomuriformis, 2
fueron identificadas como Magnusiomyces capitatus y otras 2 como Candida
parapsilosis. Estos hallazgos sugieren que los lavavajillas automaticos son un

nicho importante para las levaduras negras termofilas (1).

En 2015 Gumral y sus colaboradores tomaron muestras de 937 hogares
localizados en 15 ciudades turcas, centrandose en los lavavajillas. De estas, 230
muestras resultaron positivas para levaduras, de las cuales 1 fueron levaduras
negras, 79 no negras y 35 colonias polifungicas. Las especies detectadas con
mayor frecuencia fueron: Exophiala dermatitidis, Candida parapsilosis, E.
phaeomuriformis, Magnusiomyces capitatus, Rhodotorula mucilaginosa, y C.

lusitaniae, identificadas mediante extraccion de ADN, PCR y analisis molecular.
(3).

En 2016 Jerneja ZupanciC y colaboradores analizaron 30 lavaplatos residenciales.

De estos, el 83% resultaron positivos para la presencia de hongos. A partir de los

11
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lavaplatos se aislaron 503 cepas de hongos, que pertenecen a 10 géneros y 84
especies. Las mismas se identificaron mediante la extraccion de ADN,
secuenciacion nucleotidica y analisis bioinformatico. La levadura negra Exophiala
dermatitidis se detectd en el 47% de los lavaplatos, especialmente en las juntas de

goma (3).

En 2018 fue publicado el articulo "Microbial Diversity and Putative Opportunistic
Pathogens in Dishwasher Biofilm Communities" por Prem Krishnan Raghupathi y
sus colaboradores: En el mismo estudiaron la composicion microbiana de 24
lavavajillas domésticos diferentes mediante secuenciacién de préxima generacion.
Sus resultados indican la presencia de hongos pertenecientes a los géneros
Candida, Cryptococcus y Rhodotorula. Factores como el tiempo de uso, la
frecuencia de uso y la fuerza del agua del grifo entrante de los lavavajillas tuvieron
un impacto significativo en la composicion de las comunidades bacterianas y
fungicas. Los resultados profundizan en la formacion de una estructura biogénica
preliminar para el establecimiento de biopeliculas. Se establece ademas que las
levaduras Candida y Saccharomyces son microbios potencialmente

psicrotolerantes que pueden poner en riesgo la salud del ser humano (7).

En un articulo publicado mas recientemente Kulesza y sus colaboradores
recolectaron 280 muestras de diferentes sitios de lavaplatos: sellos de goma,
dispensadores de detergente, rociadores, drenajes de agua. Se aislaron 35 cepas
de hongos, las cuales se identificaron con métodos clasicos y moleculares. Las
cepas pertenecian a seis especies: Candida parapsilosis, Clavispora lusitaniae,
Dipodascus capitatus, Exophiala dermatitidis, Meyerozyma gquilliermondii y

Rhodotorula mucilaginosa. Estas especies se consideran patégenos oportunistas
(4).
1.4.2.- Marco referencial:

Actualmente, gracias a la modernizacién y el acelerado crecimiento urbano, las
personas permanecen mas tiempo en el hogar, lo que puede aumentar su

exposicion a microorganismos presentes en ambientes cerrados. Dentro de los

12
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hogares habitan una gran variedad de microorganismos, que ingresan a través del
aire mediante ventanas o sistemas de ventilacién, el agua, los alimentos, el suelo
e incluso a través de la ropa o la piel (4). Estos organismos pueden utilizar como
principal vector de transmision el agua, especialmente si resisten a los diferentes
procedimientos de tratamiento utilizados en el suministro de agua potable. Asi
mismo, algunos de estos microorganismos tienen una buena tolerancia a
condiciones abidticas desfavorables, resisten a los productos antimicrobianos y a
los cambios de temperatura e incluso la falta de agua (1). Por estas razones, se
consideran extremofilos, capaces de multiplicarse en condiciones adversas para

cualquier otra forma de vida microbiana (8).

En los hongos, algunos pueden tener alta tolerancia y resistencia a condiciones
adversas. Esta resistencia puede llegar a estar relacionada con la capacidad
patogénica en seres humanos, que podrian tener un impacto hasta ahora
subestimado en el bienestar de la poblacion humana (1). En los ultimos afos, se
ha reportado el aumento de microorganismos, alérgenos y patégenos emergentes
en ambientes interiores, que ademas han creado una percepcion en la poblacion
general de que los microbios son una amenaza para la salud humana. Los
patdgenos fungicos oportunistas humanos que se encuentran con mayor

frecuencia son Candida albicans, Aspergillus spp y Fusarium spp (5).

Gracias a la utilizacion de tratamientos médicos recientes, muchas de estas
enfermedades han dejado de ser una amenaza para los humanos, lo que ha
aumentado la esperanza de vida. Sin embargo, en los ultimos anos ha habido un
aumento importante en el numero de pacientes inmunocomprometidos, o que
significa que estas personas tienen un mayor riesgo de contraer infecciones

oportunistas, especialmente aquellas causadas por levaduras (3).

Por paraddgjico que pueda parecer, los modernos ambientes interiores domésticos
ofrecen condiciones propicias para que algunos microorganismos, resistentes y
metabolicamente versatiles, se multipliquen activamente. Los principales hongos

que colonizan ambientes humedos en el interior de las viviendas -como banos,
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cocinas, lavaplatos y lavadoras- pertenecen a especies de levaduras oportunistas

negras, blancas y rojas, ademas algunas especies de hongos filamentosos (5).

El agua es un factor fundamental para el crecimiento de microorganismos, y estos
pueden encontrarse en diversos ambientes domésticos humedos,
mayoritariamente en banos y cocinas. En los bafos hay una gran diversidad de
especies de levaduras provenientes de la piel y el agua que proliferan faciimente.
En las superficies de los sellos (generalmente de silicona) que se instalan entre la
ceramica del piso, el lavamano y el grifo se pueden encontrar una gran cantidad
de hongos como Fusarium, Cryptococcus, Cladosporium, Aureobasidium,
Leptoshaeria, Malassezia, Phialophora, Exophiala, entre otras. En las cortinas de
la ducha, ademas del piso y el lavamanos se pueden encontrar especies de
Candida y Rhodotorula. Adicionalmente, la humedad constante del bafio favorece
el crecimiento de hongos en el estuco y las paredes, especialmente las especies

de los géneros Aspergillus, Cladosporium 'y Penicillium (1).

En ciertas areas de la cocina también se forman biopeliculas, estructuras que se
definen como comunidades diversas y filogenéticamente funcionales, compuestas
por bacterias, hongos y algas que permanecen adheridas a una superficie de
forma estable. Las biopeliculas que forman los hongos se consideran un factor de
virulencia, ya que garantizan una mayor viabilidad celular y disponibilidad de
nutrientes permanente; cuando invaden organos y tejidos, las biopeliculas
aumentan la capacidad de los microorganismos de resistir la accién defensiva del
sistema inmunitario del hospedador (3). Las areas que son focos de crecimiento
para levaduras son las esponjas, trapos de cocina, el lavaplatos, la refrigeradora,
el congelador, desague de la cocina y el escurreplatos, que pueden llegar a
contaminar los distintos utensilios como cucharas, cuchillos, tablas de picar, entre
otros. Estas levaduras pertenecen a los géneros Apiotrichum, Candida,
Cryptococcus, Cystobasidium, Issatchenkia, Malassezia,Meyerozyma, Naganishia,
Hyphopichia, Pichia, Rhodotorula, Trichosporon, Wickerhamiella 'y

Wickerhamomyces. También se observa la presencia de levaduras negras como
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Aureobasidium,  Capronia,  Cyphellophora,  Cladophialophora, = Exophiala,

Fonsecaea, Knufia, Phialophora y Rhinocladiella (1).

Los lavaplatos albergan una biota fungica variada y tolerante a varios factores
extremos como altas y bajas temperaturas de agua, alto pH por el uso recurrente
de detergentes. Componentes como el caucho, plastico y metal permiten la
formacion y el crecimiento de biopeliculas fungicas (3). Es por ello que en estudios
previos prevalecieron especies como Exophiala dermatitidis y Exophiala
phaeomuriformis, detectadas en el 35% de los lavavajillas examinados en todo el
mundo, consideras poliextremotolerantes y patégeno representando un peligro
sanitario y epidemiologico. Los lavavajillas pueden estar colonizados por hongos
que se proliferan en la cocina a través de aerosoles y aguas residuales, y se
pueden transmitir al tocar superficies contaminadas directamente con las manos.
Esto convierte a estos ambientes en una fuente potencial de contaminacion

fungica e infecciones, especialmente para pacientes inmunocomprometidos (5).

Las especies mas prevalentes encontradas fueron: Exophiala dermatitidis y E.
phaeomuriformis, Candida parapsilosis, Rhodotorula mucilaginosa, Cystobasidium
slooffiae, Meyerozyma gquilliermondii, Naganishia diffluens, Dipodascus capitatus,
Candida inconspicua, Clavispora lusitaniae, Metschnikowia fructicola, Pichia
kudriavzevii, Saccharomyces cerevisiae, Saprochaete, Magnusiomyces y

Aureobasidium melanogenum (2)(3).

Las especies de Exophiala tienen la capacidad de degradar hidrocarburos
aromaticos y asimilar detergentes, pueden sobrevivir en ambientes con alta
temperatura, pH elevado y también son tolerantes a la cicloheximida. Debido a
estas propiedades, son comunes en ambientes con alta humedad. Las levaduras
negras oportunistas, Exophiala dermatitidis y E. phaeomuriformis tienen un
caracter dimérfico, es decir pueden cambiar de levadura a hifa, lo cual constituye
un conocido mecanismo de virulencia. La melanina presente en su pared celular

les proporciona proteccion contra la lisis, la fagocitosis, diversos factores
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ambientales, el estrés y los agentes antifungicos. Es por ello que estas levaduras

pueden causar infecciones oportunistas de distinta severidad (3).

Dentro del género Exophiala, l|la especie Exophiala dermatitis produce
exopolisacaridos, responsables de su termotolerancia y formacion de biopeliculas.
La mayoria de los aislados de esta especie que se han detectado en lavaplatos
pertenecen al genotipo A, que es el mas virulento. Su presencia aumenta en
ambientes contaminados con hidrocarburos aromaticos de tipo ciclico o no ciclico.
Por lo tanto, es comun encontrarla en ambientes domésticos como bafios, saunas
y lavavajillas. Este microorganismo es capaz de sobrevivir en condiciones
desfavorables como los lavaplatos por ser un poliextremdfilo, tener un
metabolismo activo con un amplio rango de pH (2,5-12,5) y crecer en un amplio
rango de temperatura (4-40°C). Por tal motivo pueden causar enfermedades
simples como infecciones cutdneas y subcutdneas hasta infecciones sistémicas,
pulmonares, neurotropicas y gastrointestinales, especialmente en pacientes

inmunocomprometidos (3).

Las levaduras psicrotolerantes son un tipo de levaduras extremdfilas capaces de
crecer en ambientes a baja temperatura. Algunas sobreviven a temperaturas
inferiores a 0 °C pero crecen de manera 6ptima a 20-25 °C (7). Algunas especies
y cepas no solo soportan temperaturas bajas sino otras condiciones ambientales
extremas, como altas presiones, baja disponibilidad de nutrientes y/o agua, y
exposicion de radiacion de luz ultravioleta (UV)(6). Estas bajas temperaturas
pueden afectar diversas funciones celulares, como la viscosidad del agua, la
integridad celular, la cinética enzimatica y las interacciones macromoleculares. Los
microorganismos que sobreviven en ambientes frios han desarrollado estrategias
de adaptacion para garantizar el funcionamiento de sus procesos vitales en estas
condiciones. Asi, los psicrotolerantes han desarrollado estos mecanismos para

contrarrestar los factores de estrés asociados con los ambientes frios (7).
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El propdsito de esta investigacion es identificar la existencia o ausencia de
levaduras capaces de tolerar el frio en la region andina de Ecuador, que oscila
entre los 13°C y 16°C promedio durante todo el afo y depende de la altitud. En
particular, el estudio se enfoca en la provincia de Cafar, donde las temperaturas
pueden descender hasta los 6°C por las noches, por lo que es posible la presencia
de estas levaduras en ambientes extremos domésticos. Teniendo esto en cuenta,
el peligro de la transmision de enfermedades por levaduras psicrotolerantes

patdgenas podrian llegar a constituir un riesgo potencial para la salud.
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I.1.- DISENO DE INVESTIGACION

La investigacion es de tipo mixta, observacional y descriptiva con corte

transversal.
11.2.- POBLACION Y MUESTRA

Tiene que estar en congruencia con el objetivo de investigacién planteado y

enfoque de investigacion asumido. Compuesto por:
11.2.1. UNIVERSO - POBLACION:

Al no ser un estudio epidemioldgico, no se aplica. Sin embargo, se hara lo posible
por incluir al menos 10 Ilavaplatos pertenecientes a igual numero de

departamentos.

I.2.2 MUESTREO Y MUESTRA: El punto de muestreo se establece donde se
aprecie mayor cantidad de biofilm en cada lavaplatos.

I1.3.- DEFINICION Y CLASIFICACION DE LAS VARIABLES

1. Especie

Definicién: Conjunto de organismos morfolégicamente similares capaces de

entrecruzarse.

Clasificacion: Cualitativa politomica

Indicador: Pruebas bioquimicas

Escala de medicion: Clasificacién taxonémica: Candida albicans, Aspergillus niger

2. Medios de cultivo
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Definicién: Es un conjunto de nutrientes y otros componentes que proporcionan las

condiciones necesarias para el crecimiento de microorganismos.

Clasificacion: Cualitativa politomica

Indicador: Nutrientes caracteristicas

Escala de medicion: Agar Sabouraud Dextrosa, Agar papa dextrosa
3. Presencia o ausencia de factores de virulencia

Definicién: La presencia de moléculas producidas por microorganismos facilita la

invasion y resistencia de patégenos.

Clasificacion: Cualitativa dicotémica

Indicador: Deteccion molecular

Escala de medicion: Si presenta o no presenta
4. Produccion de proteasa

Definiciéon: Sintesis de una enzima hidrolasa, proteasa, también conocida como

una enzima proteolitica; que hidrolizan los enlaces peptidicos de proteinas
Clasificacion: Cualitativa dicotomica
Indicador: Pruebas bioquimicas
Escala de medicion: Si produce o no produce
5. Produccion de lipasas
Definicion: Sintesis de una enzima hidrolasa lipolitico

Clasificacion: Cualitativa dicotdémica
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Indicador: Pruebas bioquimicas
Escala de medicion: Sio no
6. Capacidad de penetracion

Definicién: La habilidad que tienen ciertos agentes, como bacterias, virus o
pesticidas, para entrar en el cuerpo de los microorganismos y afectar su estructura

o funcion.
Clasificacion: Cualitativa dicotémica
Indicador: Ensayo de penetracion
Escala de medicion: Sio no
7. Temperatura 6ptima de crecimiento

Definicién: Es la temperatura que permite el maximo crecimiento de un

microorganismo.

Clasificacion: Cuantitativa continua

Indicador: Termémetro, crecimiento

Escala de medicion: grados centigrados (°C)
8. Ubicacion filogenética

Definicién: Se refiere generalmente a la posicion de una especie o grupo de
organismos en un arbol filogenético, que representa las relaciones evolutivas entre

ello
Clasificacion: Cualitativa politomica

Indicador: Arbol filogenético
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Escala de medicién: Esquema
9. Concentracion minima inhibitoria

Definicion: Es la menor concentracién de un compuesto necesario para inhibir el

crecimiento de un patdgeno.
Clasificacion: Cuantitativa continua
Indicador: Método E-test en medio Mueller-Hinton (antibiograma)
Escala de medicion: pg/ml
10. Morfologia de la colonia

Definicién: Conjunto de caracteristicas de las colonias determinadas de forma

visual.

Clasificacion: Cualitativa nominal-discreta

Indicador: Morfologia

Escala de medicion: Lisa,rugosay plegada,etc
11. Color

Definicion: Las colonias pueden tener diferentes colores, debido a diversos
factores, como la composicion del medio de cultivo, la especie de levadura y las

condiciones de cultivo.
Clasificacion: Cualitativa nominal-discreta
Indicador: Morfologia

Escala de medicion: Azul, rojo, verde, magenta,etc
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12.Forma

Definicidn: Apariencia fisica de las células de levadura durante el proceso de

crecimiento y reproduccién

Clasificacion: Cualitativa nominal-discreta

Indicador: Morfologia

Escala de medicion: Circular, irregular, flamentosa
13.Tipo de borde

Definicién:Apariencia y caracteristicas del limite externo de una colonia de

levaduras en un medio de cultivo so6lido

Clasificacion: Cualitativa nominal-discreta

Indicador: Morfologia

Escala de medicién: Entero, lobulado, desflecado, rizoide,etc.
14.Elevacion

Definicidn: Es la altura o prominencia de una colonia de levaduras en un medio de

cultivo solido.

Clasificacion: Cualitativa nominal-discreta

Indicador: Morfologia

Escala de medicion: Plana y extendida, elevada y limitada, umbilicada.

15. Textura
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Definicion: Caracteristicas fisicas y superficiales de una colonia de levaduras en

un medio de cultivo sdlido.

Clasificacion: Cualitativa nominal-discreta

Indicador: Morfologia

Escala de medicion: Granulosa, pulverulenta, vellosa, aterciopelada, algodonosa.
16. Estructura de la pared celular

Definicién: Composicion y organizacion de la pared celular de las células de

levadura.
Clasificacion: Cualitativa nominal-discreta
Indicador: Morfologia

Escala de mediciéon: Forma, presentacion, hifa o pseudohifa, gemacion o

ascosporas.

I.4.- PROCEDIMIENTOS, TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA LA OBTENCION DE
DATOS.

Aislamiento Primario

Para la seleccion de los ambientes domésticos que se incluyen en el estudio se
consideraran viviendas con caracteristicas similares, como los departamentos de
familias de clase media, en donde las cocinas cuenten con mesones de granito o
marmol, ademas de lavaplatos manuales de acero inoxidable. La toma de
muestras se realizara en distintas areas de estos lavaplatos como los bordes,
batea y la base; utilizando un hisopo estéril con solucion salina. A continuacion, las

muestras seran introducidas y transportadas en tubos de solucion salina estéril. En
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el laboratorio, se realizaran diluciones seriadas de las suspensiones microbianas
desde 107-1 a 10”-4. Seguidamente se inocularan 100 ul de cada una las
diluciones de forma homogénea, con un rastrillo, sobre la superficie del agar
Sabouraud-Dextrosa, medio universal para el cultivo de hongos. La incubacion de
los medios sera a 30°C, por varios dias hasta la visualizacion de colonias.
Posteriormente, las colonias individuales se transferiran a un medio fresco con el
objetivo de purificar las colonias aisladas. A continuacion, se registraran las
caracteristicas macroscopicas de la morfologia y se preservaran las cepas puras

en tubos con tapa de rosca que contenga agua destilada estéril.

Evaluaciéon macroscépica y microscopica de los aislados de levaduras

Se registrara el aspecto de las colonias de cada aislado en diferentes medios de
cultivo, prestando atencion a caracteristicas distintivas como el borde, elevacion,
color, textura, brillo, pigmentacion y forma. Para determinar la morfologia
microscopica de las células, se prepararan suspensiones con solucién salina de
cada aislado y se visualizaran bajo el microscopio con diferentes aumentos (100X
y 400X).

Estimacion de la temperatura 6ptima de crecimiento

Se prepararan suspensiones de cada aislado, ajustadas a una densidad 6ptica de
0.5 en la escala McFarland. Estas diluciones se utilizaran para inocular 10 pl en la
superficie de 5 réplicas de medio agarizado (Sabouraud Dextrosa). Cada una de
las réplicas se incubara a diferentes temperaturas: 5, 12, 20, 30 y 37°C. Después
de 48 horas de incubacion, se comparara el tamano y apariencia de la biomasa de

cada colonia.

Expresién de factores de virulencia
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Se utilizara un medio agarizado enriquecido con sangre desfibrinada de cordero al

2,04% v/v y glucosa al 3% para la deteccion de hemolisinas (9).

Para evaluar la actividad de la fosfolipasa, se preparard medio Sabouraud
Dextrosa al que se le agregara yema de huevo liofilizado al 3% (v/v), cloruro de

sodio y cloruro de calcio (10).

Para la determinacion de proteasas, se utilizara Agar Nutritivo al que se le afadira

leche semidescremada pasteurizada al 1% (11).

Cada una de las cepas de levadura se inoculara en la superficie de cada medio a
partir de una suspension ajustada a una densidad optica de 0,5 unidades
McFarland. A continuacién, se incubaran las placas de Petri a la temperatura
adecuada para su crecimiento, y se observara si se forman halos alrededor de las

colonias, lo que indicaria actividad enzimatica.

El protocolo de Cullen y colaboradores nos permitira determinar la capacidad de
penetracion de sustratos agarizados. En primer lugar, se prepararan diluciones
seriadas de suspensiones de levaduras en solucién salina ajustadas a 0,5
unidades McFarland, desde 10”-1 hasta 10*-4. A continuacion, se colocaran en la
superficie del medio de cultivo SD, 5 ul de cada dilucion. Los cultivos se incubaran
a la temperatura optima de cada aislado durante 5 dias; tras ello, se eliminaran las
células superficiales mediante lavado suave con agua destilada, aplicando un
suave roce con un dedo humedo. Para poder observar la penetracion de las hifas
bajo el microscopio 6ptico utilizando un aumento de 100X y 400X, se cortara el

agar en laminas delgadas con ayuda de un bisturi estéril(12).

Extraccion de ADN
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Se empleara la técnica de lisis alcalina para extraer el ADN gendémico de los

aislados de levaduras. Se preparara una mezcla de suspensiéon de levaduras con
una solucion de SDS al 0.025% y NaOH al 0.025 N, la cual se incubara a 95 °C
durante 20 minutos en un termobloque THERMO SCIENTIFIC. Luego de la
incubacion, se centrifugara el lisado obtenido a 12.000 x g y se almacenara a -20

°C hasta que sea necesario su uso.

Amplificacion de la region ITS

Se emplearan los cebadores ITS1 - ITS4 para la amplificacion por PCR de la
region ITS (18). La mezcla de reaccidon para cada amplificacion por PCR tendra un
volumen total de 25 pl y estara compuesta por 12.5 yl de Master Mix, 2.0 ul del
cebador ITS1, 2.0 pl del cebador ITS4, 6.5 ul de agua ultra pura, y 2.0 pyl de ADN.
La amplificacion se llevara a cabo en un termociclador Bioneer aplicando un
programa térmico que inicia con una desnaturalizacién de 5 minutos a 95 °C,
seguido por 38 ciclos de amplificacion (1 minuto de desnaturalizacion a 58 °C, 1
minuto de alineacion a 72 °C y 10 minutos de elongacion a 72 °C), finalizando con

una elongacién de 10 minutos a 72 °C (13).

Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La verificacion de la amplificacion de la region ITS se llevara a cabo por medio de
una electroforesis en gel de agarosa, empleando SYBR Safe como intercalante
fluorescente. Se procedera a preparar el gel con una concentracién del 1.5% (p/v)
en buffer TAE y la electroforesis se efectuara bajo una corriente constante de 90
voltios. Posteriormente, en un transiluminador de rayos UV se visualizaran los

productos de la amplificacion a través del uso de SYBR Safe.
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Secuenciacion y analisis de secuencias con BLAST-N

Para su secuenciacién por medio del método de Sanger automatizado, los
amplicones resultantes de la PCR se enviaran a la empresa Macrogen en Sell,
Corea del Sur, para que se procese. Una vez obtenidas las secuencias, se
compararan con las que se encuentran disponibles en las bases de datos publicas
y gratuitas de acceso, como GenBank y EMBL-EBI, mediante el uso del algoritmo
BLAST-N (14).

1.5.1.- PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS Y ANALISIS DE DATOS
La presentacion de los datos se realizara mediante paneles fotograficos que

ilustraran los resultados para cada cepa, y mediante tablas que resumiran la

informacion obtenida.

I.6.- ASPECTOS ETICOS
Al tratarse de un estudio enfocado en el analisis de levaduras presentes en los

lavaplatos, es decir, un objeto inanimado no es necesario solicitar permiso al
CEISH.
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. RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

lll.1.- Descripcion de los lavaplatos donde se realiz6 la toma de muestra

Se recolectaron muestras de 10 lavaplatos, especificamente elegidos de cocinas
residenciales en la ciudad de Cafar (provincia de Cafar, Ecuador). Todos los lavaplatos
compartian caracteristicas similares, notandose especialmente la presencia de materiales
como acero inoxidable y granito, en los cuales los lavadores estan empotrados. Las
muestras se tomaron de areas accesibles para el usuario dentro de cada lavaplatos, tales

como el sello de goma, el desagtie, la boquilla lateral y los bordes (Anexo 1).

En las Figuras 1y 2 se observan las zonas especificas donde se tomaron las muestras de
los 10 lavaplatos seleccionados. Estas zonas fueron seleccionadas considerando la
presencia de biofilm negro, especialmente en los bordes de los lavaplatos, asi como

manchas que indican la posible presencia de microorganismos.

A

Figura 1. Zonas de muestreo del lavaplatos del departamento 1. (A) Biofilm formado en el vértice del granito
(B) Biofilm formado en el borde esquinero
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Figura 2. Zona de muestreo del lavaplatos del departamento 2. (A) Biofilm formado en la base del grifo (B)
biofilm formado en el borde

lll. 2.- Descripcion de los aislamientos primarios de microorganismos.

Las muestras de los biofilms colectados en la mayoria de los lavaplatos evidencié una
variedad de microorganismos, al observar los resultados de los aislamientos primarios
(bacterias y hongos). En cada uno de los medios de cultivo, se identificé una diversidad
considerable de formas microbianas que se manifestaron en variados colores y texturas.
Se observé una gran variedad de colonias de color banco, rosado y crema algunas de las

cuales presentaban brillo y textura lisa (Figura 3).
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Figura 3. Aislamientos primarios. Se presentan los resultados obtenidos con algunas de las muestras
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A partir de los cultivos primarios, se procedié a purificar un total de 45 aislados mediante

repiques sucesivos (Anexo 3). En la Tabla 1, se presenta el desglose de los aislados

puros obtenidos a partir de cada departamento. Mediante la caracterizacion morfolégica

de las células de cada aislado, llevada a cabo con la asistencia de un microscopio éptico,

se logrd distinguir entre bacterias y levaduras. Los aislados puros de levaduras (27 en

total) fueron preservados en tubos que contenian agua destilada estéril, para su posterior

identificacion y caracterizacion.

Tabla 1. Aislamientos realizados segun departamento y zona de muestreo.

r?'l{:lr:ait‘rj: Apartamento Medio N°® Aislados Total

Biofilm 1|Agar Sabourad 2 2
Biofilm 2|Agar Sabourad 1 1
Biofilm 3|Agar Sabourad 4 4
Biofilm d|Agar Sabourad 2 2
Biofilm 5|Agar Sabourad 3 3
Biofilm 6|Agar Sabourad 3 3
Biofilm 7|Agar Sabourad 1 1
Biofilm 8|Agar Sabourad 4 4
Biofilm 9|Agar Sabourad 4 4
Biofilm 10|Agar Sabourad 3 3

Total 27

lll.4.- Seleccidén de aislados para caracterizaciéon

Se llevé a cabo una seleccion minuciosa de 12 morfotipos de levaduras que presentaron

claras diferencias después de ser sometidos a procesos de purificacion. Las

caracteristicas destacadas de cada uno de los aislados seleccionados se presentan en la

tabla a continuacion.
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Tabla 2. Caracterizacion morfolégicas y celulares de los seleccionados, inoculados en Agar Sabouraud

Codigo | Aparta | No. Fenotipo Colonias Otro
mento Coloni
@ Forma | Color | Brillo | textur Borde | Tamafo | Elevacion | Transp Consis
a arencia | tencia

C1-1 1 1 C B B L E P C @) Gemacion

C1-2 1 2 I C S L R P C @) Gemacion

C39 |3 9 C R B L E P C 0] Gemacion

C4-1 4 1 C B B L E M E (0]

Cé6 |6 6 C R B L E G P 0] M Ovoide/
Gemacion

C8-2 |8 2 C R B L E P C 0] Ovoide/
Gemacion

C8-3 |38 3 F C S R F P C 0] Seudohifa

c84 |8 4 C C S L E P C 0] Gemacion

C9-2 |9 2 C R B L E P E 0] Ovoide/
gemacion

Co-4 9 4 C C B L E P E 0] Redondas

C10-1 | 10 1 I B B R R M C 0]

C10-3 | 10 3 I B S R R P U 0] Ovoide

Forma: C = circular; R = rizoide; F= filamentosa; | = irregular; Color: A = amarillo; C = crema; R

= rosado; N = naranja; B = blanco; Textura: L = lisa; R = rugosa; Tamafo: G = grande; M =
mediano; P = pequefio; p = puntiforme; Transparencia: O = opaca; T = transparente; Brillo: B =
brillante; S = sin brillo; Borde: E = entero; R=rizoide; F = filamentoso; O = ondulado; L = lobulado;
r = rizado; Elevacion: C = convexa; P = plana; E = elevada; U = umbilicada; Consistencia: D = dura;
S = suave; M = mucoide

Las caracteristicas morfologicas de las cepas, discriminadas en colonias y células, se

presentan en las Figuras 4 y 5. En cuanto a la forma de las colonias, se observaron ocho

colonias con una forma circular, tres con forma irregular y una filamentosa. En términos de
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color, cuatro colonias fueron blancas, otras cuatro fueron de tonos cremosos, y cuatro mas

variaron en tonalidades rosadas. En cuanto al brillo, la mayoria de colonias presentaron

un brillo perceptible. Respecto a la textura, nueve colonias fueron lisas. En cuanto al

borde, ocho colonias tenian un borde entero, tres rizoides y una filamentosa. En términos

de tamano, nueve fueron pequefas, dos medianas y una grande. En cuanto a la

elevacion, siete colonias tenian una elevacion convexa, tres elevadas, una plana y una

umbilicada. Finalmente, todas las cepas mostraron una transparencia opaca.

C3-9

C4-1

C6-6

C8-4

C9-2

C10-1

Figura 4. Caracteristicas macroscépicas de las cepas aisladas

En cuanto a la morfologia celular, las caracteristicas principales de los aislados se pueden
observar en la Figura 5. Como podemos observar, la mayoria de los aislados presentaron
células ovoides con una reproduccién por gemacion.

C1-2

C3-9

C4-1

C6-6

C8-2
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C10-1

Figura 5. Caracteristicas microscépicas de las 12 colonias aisladas

lll.5.- Crecimiento de levaduras a diferentes temperaturas

En la Tabla 3 y Figura 6, se observa que el desarrollo de las levaduras varié segun la

temperatura a la que estuvieron expuestas. Se encontré que la mayor cantidad de

biomasa se obtuvo entre 25 °C y 30 °C. No obstante, al aumentar la temperatura, algunos

de los aislados mostraron una marcada reduccion en su crecimiento, excepto en el caso

de los aislados (C9-4 y C10-3) que crecieron a 37 °C. Destaca el hecho de que casi todos

los aislados, con excepcidon de dos (C9-4 y C10-3) son capaces de multiplicarse a

temperaturas cercanas a los 15 °C, lo cual nos permite clasificarlas como posibles

“psicrotolerantes”.

Tabla 3. Crecimiento de los 12 aislados a diferentes temperaturas

Cédigo Aislado 15C 20C 25C 30C 37C
A C1-1 ++ ++ ++ +++ +
B C1-‘I(10_1) ++ ++ ++ +++ -
C C1-2 ++ ++ ++ +++ +
D C1-2 (10—1) ++ ++ ++ +++ +
E C3-9 ++ ++ +++ +++ +
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F C3-9 (10—1) ++ ++ +++ +++ -
G C4-1 ++ ++ +++ +++ +
H C4-1 (10—1) ++ ++ +++ +++ +
I C6-6 ++ ++ ++ ++ +
J C6-6 (10*1) ++ ++ ++ + -
K C8-2 ++ ++ ++ +++ +
L c8-2 (10—1) ++ ++ ++ +++ -
M C8-3 ++ +++ +++ +++ +
N Cc8-3 (10_1) ++ +++ +++ +++ -
(0] C8-4 ++ ++ ++ ++ +
P Ccs-4 (10—1) ++ ++ ++ ++ -
Q C9-2 ++ ++ ++ ++ -
R C9-2 (10_1) ++ ++ ++ ++ -
S Co-4 + + ++ +++ ++
T C9-4 (10—1) - + ++ +++ ++
U C10-1 ++ ++ +++ +++ +
\% C10-1 (10*1) ++ ++ +++ +++ -
w C10-3 + + ++ +++ ++
X C10-3 (10—1) - + ++ +++ ++

Ademas, como se muestra en la Figura 6, se pudo observar que los aislados
experimentan cambios en su coloracion a medida que la temperatura varia. Un caso
destacado es el aislado K (C8-2) y L (c8-2 (10™")), que inicialmente presenta un color
blanco a temperatura ambiente (aprox. 20 °C), luego cambia gradualmente a un tono

amarillento, volviéndose mas evidente a los 30 °C.
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Figura 6. Crecimiento de los aislados puros a diferentes temperaturas en medio Sabouraud Dextrosa
suplementado con Cloranfenicol

lll.6.- Expresion de factores de virulencia

Se realizaron una serie de pruebas con el fin de explorar en mayor detalle las distintas
caracteristicas fenotipicas de cada aislado. A continuacién, se presentaran los resultados

obtenidos en estos ensayos.

111.6.1.- Actividad de fosfolipasas, proteasas y hemolisis

La Tabla 4 muestra los resultados de los ensayos realizados en Agar SD suplementado
con yema de huevo para detectar la actividad fosfolipasa. A las 96 horas determinamos

que solo 2 aislados producen fosfolipasas a una temperatura de 25 C.

En la misma tabla se presentan los ensayos realizados en Agar sangre para analizar la
capacidad de producir hemolisis. A las 96 horas de incubacion solo 3 aislados resultaron
positivos para esta prueba.

El cultivo de los aislados seleccionados en medio agarizado con leche descremada
permitié6 determinar, tras 72 horas de incubacion, que la mayoria de ellos (11 en total)
producen proteasas.

De todos los aislados, solo uno (el C3-9) produce las tres enzimas hidroliticas, mientras
que tres ( C4-1, C6-6 y C10-1) producen dos de ellas.
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Aislado

Actividad
fosfolipasas

Actividad
hemolisinas

Actividad
proteasas

+

+

C3-9

++

C4-1

+

C6-6

+++

C8-2

C8-3

++

C8-4

C9-2

C9-4

++

C10-1

++

C10-3

++

Tabla 4. Actividad de fosfolipasas, proteasa y hemolisinas de los 12 aislados seleccionados

111.6.2.- Capacidad de penetracion del sustrato.

Este ensayo, disefiado para determinar la capacidad de penetracion de cada aislado

cuando es cultivado en medio agarizado (simulando un tejido animal o vegetal) revel6 que

cuatro de ellos (C1-1, C1-2, C8-3 y C10-1) son capaces de hacerlo. Los resultados

presentados en la Figura 7 muestran las superficies en agar SD antes y después de

eliminar las células superficiales
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Figura 7. Capacidad de penetraciéon de 12 aislados seleccionados sembrados en Agar SD antes y después
del lavado. Las flechas sefalan claramente a los 4 aislados que penetran activamente el sustrato.

Para confirmar estos hallazgos, se llevaron a cabo cortes transversales del medio de
cultivo situado exactamente debajo de cada colonia para su observacion bajo el
microscopio. En la Figura 8 se muestran estos resultados, observados en ampliacion de
40x, 100x y 400x. Se identifican hifas que penetran activamente el medio, asi como
ramificaciones de las mismas. En este contexto, la distancia minima de penetracion fue de
200 um, seguida de 600 um, y la mayor distancia de penetracion observada fue de 1400

um.
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C141 C1-2

C8-3 C10-1

Figura 8. Penetracion del sustrato agarizado por parte de los aislados de levaduras (observadas con el lente
de 40X, 100X y 400X)
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lll.7.- Amplificacion de la region ITS

Una vez extraido el ADN gendmico mediante la técnica de lisis alcalina a altas
temperaturas, se llevo a cabo la amplificacion de la regién ITS del genoma mediante PCR.
Los resultados mostraron que en 8 de los 12 aislados se logré la amplificacién, mientras
que 4 aislados resultaron negativos para este procedimiento. En la Figura 9 se muestran
las bandas correspondientes a los productos de amplificacién obtenidos mediante PCR,
tras ser sometidos a electroforesis en gel de agarosa.

witgt R R S0 T2 13714

Figura 9. Amplificacion por PCR de la region ITS. Carril 1: control negativo; Carril 2: control positivo; Carril 3:
Aislado C1-1; Carril 4: Aislado C 1-2; Carril 5: Aislado C 3-9; Carril 6: Aislado C 4-1; Carril 7: Aislado C 6-6;
Carril 8: C8-2; Carril 9: Aislado C 8-3; Carril 10: Aislado C 8-4; Carril 11: Aislado C9-2. Carril 12: Aislado C 9-4.
Carril 13: Aislado C 10-1; Carril 14: Aislado C 10-3

lll.8.- Secuenciacion y analisis de secuencias de la region ITS

A partir de los fragmentos de amplificacién que se generaron mediante PCR con primers
especificos para la region ITS, se obtuvieron secuencias nucleotidicas mediante la técnica
de secuenciacion automatizada de Sanger. Esto fue posible gracias al servicio prestado
por la empresa Macrogen INC.(Seul, Corea). Los resultados de esa secuenciacion se
presentan en el anexo 6, los espectrogramas que se generaron a partir de la
secuenciacion se presenta a titulo de ejemplo en el anexo 7.
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A partir del andlisis de estas secuencias mediante el programa BLAST-N, previa
depuracién manual de las regiones que no dieron origen a picos de fluorescencia, se logré
determinar las secuencias con mayor porcentaje de identidad y, de esta manera al “vecino
filogenéticamente mas cercano” de cada una de los aislados, los resultados se presentan
en la Tabla 5.

Cepa

Vecino mas
cercano (filogenia)

Longitud
de la
secuencia

Porcentaje de
identidad

Porcentaje de
cobertura

Referencia

Yamadazyma
takamatsuzukensis
CBS 10916

598

98,98

98

KY105955.1

C3-9

Rhodotorula
mucilaginosa
CBS:6727

565

98,93

98

KY104848.1

C4-1

Barnettozyma
californica
XZ1995-1

530

100,00

99

MW710166.1

C6-6

Rhodotorula glutinis
TY6

550

98,72

99

MK226290.1

C8-3

Trichosporon  otae

MF120

478

96,57

97

MH487608.1

C8-4

Filobasidium
uniguttulatum
CBS:4257

575

99,30

99

KY103443.1

C9-2

Cystobasidium
slooffiae Y. H. Yeh

10327

525

99,04

99

MK336491.1

C10-1

Yamadazyma
takamatsuzukensis
CBS 10916

595

100

100

NR_144770.1

Tabla 5. Resultados del analisis de las secuencias nucleotidicas mediante la aplicacion BLASTN

De los ocho aislados, que se lograron secuenciar, dos pertenecen al género Rhodotorula,
otros dos a la especie Yamadazyma takamatsuzukensis, y los cuatro a las especies
Barnettozyma californica, Trichosporon otae, Filobasidium uniguttulatum y Cystobasidium

slooffiae.
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Discusion

El propdsito principal de esta investigacion era determinar la variedad de levaduras
psicrotolerantes que existen en ambientes domésticos extremos en la regioén de la Sierra
ecuatoriana. Esto se debe a que hay poco conocimiento sobre estas levaduras en

Latinoamérica, particularmente en Ecuador. Los hallazgos muestran una amplia gama de

cepas de levaduras psicrotolerantes en los ambientes estudiados.

Entre los aislados estudiados estan presentes cepas filogenéticamente muy cercanas a
las especies Rhodotorula mucilaginosa, Yamadazyma takamatsuzukensis, Barnettozyma
californica y Trichosporon oatae, identificadas gracias al empleo del algoritmo BLAST-N.
Ademas, la mayoria de las cepas demostraron actividad proteolitica, mientras que una
proporcion mas pequena demostré la capacidad de producir fosfolipasas y hemolisinas, lo
cual es esencial para sugerir su potencial patogénico. Por ello, esta investigacién
proporciona informacién util sobre la variedad y caracteristicas de las levaduras
psicotolerantes en entornos domésticos extremos de la sierra ecuatoriana. Esto establece
una base sélida para futuras estrategias de prevencion y control de infecciones en estos

entornos.

Los resultados obtenidos indican, ademas la presencia de una diversidad relativamente
grande de levaduras en lavaplatos domésticos. En este grupo incluimos a bacterias y
hongos con una diversidad de caracteristicas morfologicas. En relacion con este punto
estudios recientes sobre microbiomas domésticos (3) han encontrado una amplia gama de
microorganismos en ambientes similares que coinciden con la diversidad de morfotipos
observados. La elevada frecuencia de colonias blancas, rosadas y crema, algunas con
brillo y texturas lisas, refleja la capacidad adaptativa de estos microorganismos para

sobrevivir en condiciones extremas.

Las diferentes etapas del proceso de purificacion permitieron obtener 45 aislados puros,
incluyendo bacterias y levaduras. Estos aislados se conservaron para estudios
posteriores. La caracterizacién precisa de los microorganismos requiere este proceso.
Hernandez (2016) menciona que cuando se lleva a cabo la bioprospeccién de

microorganismos en ambientes extremos, la preservacion en tubos con agua destilada
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estéril hasta su identificacién final es una practica estdndar que garantiza la pureza y
viabilidad de los aislados. Una identificacion preliminar fue posible gracias a la
caracterizacién morfolégica por microscopia optica, lo que facilité las etapas posteriores

de analisis genético y bioquimico (20).

Ademas, se utilizaron técnicas especificas para aislar y caracterizar microorganismos,
utilizando Agar Sabouraud en la tabla para el cultivo de hongos y levaduras. La
variabilidad en la distribucién de los aislados por apartamento puede ser causada por
factores ambientales especificos o diferencias en la colonizacién microbiana y la eficiencia
del muestreo. La diferencia entre los 27 aislados de la tabla y los 45 aislados primarios
mencionados se debe a que, en el estudio, solo se incluyeron las levaduras como muestra

de estudio.

En el caso de la seleccidon de aislados para la caracterizacidén posterior, nos basamos en
diferencias morfolégicas evidentes. La diversidad fenotipica es un criterio clave para la
seleccion de muestras representativas. De hecho, la variabilidad morfoldgica (fenotipica)
observada (en forma, color, brillo, textura y otros parametros morfolégicos) pone de
manifiesto la diversidad taxonémica de las levaduras en ambientes domésticos. Estos
resultados van en la direccion de estudios anteriores (2) que destacan la gran diversidad
de levaduras que colonizan este tipo de ambientes. La mayoria de los aislados mostraron
reproduccion por gemacion y células ovoides, caracteristicas comunes en levaduras

psicrotolerantes adaptadas a temperaturas bajas.

Segun los resultados obtenidos la temperatura ideal para el crecimiento de levaduras es
entre 25 y 30 °C, con una marcada disminucién a temperaturas mas altas, excepto en
algunos aislados. En investigaciones sobre levaduras psicrotolerantes (6), se descubrid
que las temperaturas entre 25 y 30°C promueven el crecimiento éptimo, mientras que las
temperaturas extremas altas limitan su proliferacion. Este patrén de crecimiento

observado es similar a los resultados obtenidos en el presente estudio.

Estos resultados comparados con el estudio de (17) es consistente con lo demostrado en
el presente estudio sobre levaduras psicrotolerantes, las cuales sobreviven a
temperaturas inferiores a 15°C. Liu et al., 2023 mostré que las levaduras psicrofilas se

adaptan a temperaturas bajas mediante la sintesis de acidos grasos poliinsaturados
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(PUFASs), lo que incrementa la fluidez de sus membranas celulares. Esta capacidad,
facilitada por la presencia de genes que codifican desaturasas de acidos grasos, permite

que las levaduras psicrofilas mantengan su funcionalidad a bajas temperaturas (17).

Los hallazgos obtenidos mediante la secuenciacién de la regién ITS del genoma de los
aislados puros de levaduras domésticas, y su posterior analisis mediante el programa
Blast-N, mostraron una importante diversidad genética. Entre las especies
filogenéticamente relacionadas con las cepas aisladas figura una cepa de la especie
Yamadazyma takamatsuzukensis. Se trata de una levadura conocida por su habilidad
para adaptarse a una variedad de condiciones, incluidas las temperaturas bajas. Esta
caracteristica le permite sobrevivir y crecer en condiciones de estrés térmico. En estudios

previos se ha aislado esta levadura en entornos frios (18).

Otra cepa la C3-9, presentd una gran similitud con la especie Rhodotorula mucilaginosa
Esta especie es conocida por su pigmentacion rosado, debido a la produccién de
pigmentos carotenoides, que le permiten resistir la radiacion ultravioleta y el estrés
oxidativo, entre otros factores ambientales. Esto le permite crecer en condiciones frias.
Investigaciones realizadas por Pacia et al (2015) han demostrado que esta especie es

comun en climas extremadamente frios en las regiones articas y antarticas (19).

Por su parte, la secuencia obtenida a partir de la cepa C6-6 presentdé un 98.72% de
identidad con la de una cepa de Rhodotorula glutinis. Esta otra especie del género
Rhodotorula es ampliamente conocida por su produccién de lipidos y carotenoides, asi
como por su capacidad para crecer en ambientes frios. Segun los estudios de Mussagy et
al, (2021) esta levadura se puede cultivar en temperaturas bajas, lo que la hace una
posible candidata para fines biotecnolégicos, debido a las particularidades de sus enzimas
(21).

La secuencia correspondiente a la cepa C4-1 presentd una notable similitud con la de una
cepa de Barnettozyma californica Aunque esta especie ha recibido menos atencién en
comparacion con otras cepas, Fang et al. (2021) mencionan que su identidad impecable
indica su alta especificidad y adaptabilidad a ambientes particulares, posiblemente incluso

a bajas temperaturas (22).
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Por otra parte, la cepa C8-3, resulté muy cercana filogenéticamente hablando a la especie
Trichosporon oatae. Esta especie es conocida por su capacidad para descomponer
compuestos complejos y sobrevivir en condiciones frias. Hay suficiente evidencia sobre su
presencia en ecosistemas articos y su potencial biotecnologico para la produccion de

biodiesel en bajas temperaturas (23).

Por su parte, la secuenciacion de la cepa C8-4 presentd una notable identidad (99.30%)
con la de Filobasidium uniguttulatum. Se trata de una levadura criofilica, lo que significa
que puede prosperar a temperaturas muy bajas. Su capacidad para desarrollarse en
entornos articos y antarticos ha sido confirmada por estudios, lo que la hace relevante
para investigaciones sobre biotecnologia en entornos frios (16). Asi también, la secuencia
de la cepa C9-2 tiene un 99,9% de identidad con la de una cepa de Cystobasidium
slooffiae. Esta especie se ha identificado en un estudio centrado en la contaminacién del

aire interior por levaduras en entornos sanitarios (24).

Finalmente, la cepa C10-1 es muy cercana a la especie Yamadazyma takamatsuzukensis.
Esto mejora la adaptabilidad y versatilidad de esta levadura en varios ambientes, incluidas

las bajas temperaturas (2).

Podemos por lo tanto afirmar que la mayoria de las cepas aisladas, caracterizadas e
identificadas en el presente estudio tiene una estrecha relacién filogenética con especies
que han sido claramente clasificadas como psicrotolerantes o, incluso, psicréfilas. De
forma tal que claramente hemos podido cumplir con nuestro objetivo mas importante
enfatizando, ademas, que dichas cepas y especies de levaduras potencialmente
extremotolerantes/extremdfilas pueden colonizar ambientes domésticos como los

lavaplatos.

Debemos, sin embargo, mencionar que este estudio presenta varias limitaciones. La
primera de ellas es que las muestras recolectadas de lavaplatos en los hogares de la
ciudad de Canar no fueron numerosas, lo cual puede limitar la generalizacion de los
resultados aqui obtenidos. La segunda limitacion es que no pudimos identificar todas las
cepas aisladas y purificadas debido a que, en algunos casos, no se amplifica la region
ITS. Finalmente, debemos mencionar que la capacidad de multiplicarse a bajas

temperaturas —es decir, por debajo de 15 °C, no se pudo evaluar. Esto se debié a
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limitaciones en la infraestructura y el equipamiento disponible. A pesar de estas
limitaciones, el estudio tiene fortalezas significativas. Por una parte, se trata del primer
estudio en su tipo a ser ejecutado en la region andina, en general. Se trata por lo tanto de
un estudio pionero en su género. Ademas, las cepas aisladas fueron caracterizadas en
relacion con su potencial patogénico. Factores de virulencia, como la producciéon de
enzimas hidroliticas y la capacidad de penetracién del sustrato, fueron evaluados y
proporcionaron informacion importante sobre el riesgo que podrian representar estas
levaduras para los habitantes de las viviendas incluidas en el estudio. Por lo tanto, mas
alla de sus limitaciones, la relevancia y el rigor metodolégico del estudio establecen una

base solida para futuras investigaciones y métodos de prevencion de posibles infecciones.

En resumen, los hallazgos aqui presentados permiten deducir la presencia de una gran
diversidad de cepas de levaduras psicrotolerantes en los ambientes estudiados,
incluyendo especies particularmente interesantes como Rhodotorula mucilaginosa,
Yamadazyma takamatsuzukensis, Barnettozyma californica y Trichosporon oatae. Este
estudio significa entonces una primera aproximacion al conocimiento de la diversidad y las
caracteristicas de las levaduras psicrotolerantes presentes en estos entornos domésticos.
Como ya se dijo, se establece con el mismo una base sélida para desarrollar futuras
estrategias de prevencion y control de infecciones en la sierra ecuatoriana, debidas a este

tipo de microorganismos extremotolerantes/extremaofilos domésticos.
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IV.1.- CONCLUSIONES

16

Los lavaplatos de los departamentos de la ciudad de Cafar presentan una
amplia diversidad de levaduras psicrotolerantes, capaces de desarrollarse
tanto a bajas temperaturas como a 37 grados centigrados.

Algunas de las especies identificadas manifiestan rasgos que se asocian
con los de levaduras patégenas oportunistas

La presencia de estas levaduras destaca la necesidad de implementar
estrategias de prevencion y control de infecciones en la sierra ecuatoriana,
debido a su capacidad de crecer a temperaturas corporales y soportar
condiciones frias, o que las convierte en un posible riesgo para la salud

publica.
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IV.2.- RECOMENDACIONES
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Se recomienda realizar una investigacion mas detallada sobre las levaduras
aisladas. Esto incluye estudios genéticos y filogenéticos para identificar las
relaciones evolutivas entre las especies y su adaptacién a diferentes temperaturas.
Es de suma importancia profundizar acerca de la presencia de las levaduras que
son consideradas patogenos oportunistas que se encuentran en estos ambientes.
Se recomienda realizar un analisis de riesgo que evalle las implicaciones de la
presencia de estas levaduras para la salud publica, en especial para los ambientes
extremos domésticos de la region de Cadar. Esto incluye estudios de la virulencia
de estas especies y resistencia a antibidticos.

Otro aspecto importante que se debe abordar son las condiciones ambientales en
las cuales se multiplican estas levaduras. Esto incluye factores como pH,
disponibilidad de nutrientes ademas de la temperatura, que pueden influir en el
crecimiento y la diversidad de las especies encontradas. Una comprensién mas
profunda de estos factores permitira establecer un contexto mas claro sobre como

se adaptan estas levaduras a ambientes extremos.
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Anexo 1: Zona de la toma de muestra en los 10 departamentos en Canar













Anexo 2: Aislamientos primarios de las cepas de cada departamento







Anexo 3: Aislamiento de cepas puras


































Anexo 6: Secuenciacion de las cepas
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GGGCAACTAGTTACATTGGTTTCTAGCCAGCGCTTCAATTTAGCGCGGCC
FGTGTAACTAAAACCTTACACACAGTGTTTAAATTACTTTAAAGAATTTG
CTTCTGGTTTGGCCTTCGGGTTGGGCCAGAGGTTTTACACAAACTTCAAT
TTTTTATTGAATTTTTTTTAATAATTTGTCATGTTTTGTTTTGATTAATT
TCAAAAATCAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCA
TCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTT
CGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATG
GGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTTTCAAACCTTTGGGTTTGGTA
TTGAGTGATACTCTTAGTCGGACTAGGCGTTTGCTTGAAATGGAACGGCA
TGAGTGGTACGAGATAGTACTTTCTGATAATTCAATGTATTAGGTTTATC
CAACTCGTTGAACGGTCGGTGGTAAATTTCTGGTATTATGGCTCGGCCTT
ACAACAACAAACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAAC
TTAAGCATATCAAAACGGGGAAAGAAAAATTGTCCCTGCTGTCTCCCAGA
AAACGAGAAGAAAAACATTGACACTGAAAGGAACAGCTTGGTTGTGTTAC
TTGTTAACCAGCACACTAGCCGCTAATACGAGGAAAGGTCCGGGAAGAAC
CAGAGGGGAGGTCAACTCACAACTGGATTCCTTGCGAGTTTGTGGCGCGT
ACCCCTACCCGCCGCTCAGTGAGGAATGGGCCCAAACACGGCCACAGGTA
AAAAGGGAGCTGGAGTCCAGGGAGGGCTCAGGACCTGGCACACAGTGAGT
CAGGACACGATCAACCAGAAGAAGCACCTCACGCAGTGCCCGGAGGGGGG
CCATGGGGCGGGECGACAGTGCGGGCACCCGGGACCGTAGCAGAAGGGGGG
CAAGCCGTGGGTGTGAGCCTGTCCGTCCGGGCGAGGTGCTTCTGTCTGCC
TCAACCAGTGAAGTAGCATGTCTGATGTCGTCACCCAGATCGATGCCAAT
GTGGAACGTGCTTCGGGAGTGGGCGGGGAATGGACGAGTCGGAGGGCTCC
AGCGGGCCGACGGTCGGTCGTCTGGTATCATCCATCCACGTTGTGTTGCT
CAGGCTCCGGGACTGGGGGEATGGCGGGTGCGCGCTCGCAGCGCATCCACA
ACGACTCGATGATGAGGGCCCATCAATTCGTTGACCTCCGTCTAAACCCT
TCGTATCAATGCAACTCAGCTTCTCCTCGCGGGAACTTGGATGACTTGGT
AGGTGTCAATGACGACACGCCTCGCCTCCATCGATCAGAGTCACGTTGCA
CATCCACACTCGCTCGGAGTCGGGACATCTTTCCGCGTGCGTCTGTCGTC
CGGATGATCAGGACTCGCGGCTCTCGCAATGTCGCAAGATCGACTCGACG
CTAGGCACAACATTCACGTAAGACATGGAGGAGT CGGACTCACGGATGGT
CTCGTCGGACATTGATCGTCGATTCATGATCTGTGGC
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AGAAAACTGAATGCCTTTTTCGCTCCACTTATCCTCAACACCTGTTGAAC
TGTTTCGATTGAATCTTCCTCTTGATCACGATTCCACAAACAATCGTGTA
ATGAACGTCATTAGATCATAACAATGAAAAAACTCATCAACAACGGATCT
CTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTCGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAACTTGCGCTC
TCTGGTATTCCGGAGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATCTCAACCA
TTAGGGTTTCTTAATGGCTTGGATCTGGACGTGTGGCAGTTTACTGCCTC
GTCTTAAAAGAGTTAGCAAGTTAACTATTGCTGTCTGGCGTAATAAGTTT
CGCTGGTAATGCATTGTGAAGCGTGCTTCTAATCGTCTTCGGACAATTAC
TTTGACTCTGGCCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATA
CAAAACCCGGGGAAAAAAAAGCTTCTCGCGGGTACTGTGCCCTATGCCCT
CGGGTGAAAAATGACTAGCCGCATGAGTTAGACTCTGAGTACCGCGCTGT
CGATGCTAAGTGGTCAGTACGTTGGAGGCGCACGTGCGGCGTAAACCCAC
TAGGTGTCGTGGCGCAGCGTCGACAGCGGGTACAGGAATGGACGGCGGCA
GATGGCTTGCTCCGGGGACCTATGACAGTCTCTCGCGAGAGATTCGCAGGE
GGAGCAGCGGTGGGGCCTGGCGCCCGGGCAGTGTATCACCGTCATTGCAC
GACTACATGGGGGGGTGCGCTCTAGGAGGCGTGACCTCAGGCGCCTAAGT
GCTTCGGACCCCCGACTGGGGGAGACGTGGGCGGAGGGGTCTGAGGTAAA
TGGCCACCTGGGGCACTGTACGGCCGGCGGGGCCAGATAAGTTAAGTCCC
ATGCATGTCAACGAAGCCTGGCTCTCAGAATGTCCCCCGTAGGGATTTTG
GCTGGGGATTGGATGGAGGTGCCGTGGGGTGGATCCTGGGACCGGGGGGT
CCCGGGGTGTTACCCCATACCCGAAGGCCGATCACCTGGATCAGGCTAGGE
GCCCGGTGACCACTGGGGACCCCCCCGACCTTGGGGTTAACATGTGGGCG
GGGGGGGCGGCGAGACCGGGGGGEGGGGGGGCAGTGGGCGGACCGGLGGGE
GGCGGGGAGGCAACACCGGGCGGEGECGCCGCCACTTCCGGGGTTGGGTGE
GCGGGGGGGCCTCATCCTAACACCCATAAGTGGGGGCTCGTTCCGCCATA
CCATGTTGAACATTCCCACGGCGCGCCACGGCTCCATCCCCCACCGGGGE
GGTGGGACGTGTGTGTAGAGGGGTATAAAACACTTCTCTACTATATCGCG
CCTTCGTGGAAAGACGCGACGCATCGTCCATCGCGAGTCAACTCCTCGCG
TTCGTTTACCCCGGGCCTAATGTCTCGTGTTCATCTCCACTCGACGGCTC
TCCACCCACAAGTAAACCATCATCGGGGGATCCGTGCGCAATCATTTCTG
GTTTATATGACGGATTTCGTCGTGGTCTCTCGTTACT
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GGGAATTATTTTTTTTGACGACTGTGCTGCGAGCACGATCTCTCACATAT
ACACACTTTGTCTAGACATAGATTATTTGCTTAGGTGGGCGTATCCGTCC
GCCTTTGGCTTTAACCCTATAAAAAATTTATATGAAAAACATAATCACAT
TAACGATAATAAATATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGC
AACGATGAAGAACGCAGCGAATTGCGATAAGTATTGTGAATTGCAGATTT
TCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTGTGGTATTCCAC
AGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCCTTCAAACTTCTAGTTTGGAT
TTGGGCTTGGGGAAGCTTTATACCCAGCCTGAAATAGTGGGTGAAACATA
TGTCTATTAGGTTTTACACAATGAGTTAGGTTCTGCCAGTTCGTTGAATA
AAATCTATGTGAAGATGCTTCAATACCAGCCCATTTTATACCCCCCCAAA
TTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA
AGCCGGAGGAACACTCTGACATATCAACTTCACGCAAAAGCGGGGAAAGA
ATGACCCCGAAATGGGTAAATAGCGGAGGGGAGAAATGAGTACGGTGAGG
GAGCCACTTTCTTGGGCGAGAAGGAAGATGGTAGTAATCCGTTAGTTATC
TAAGCAGTTCGGGGGGAAAGACTGAGAGGCTTGCGGGGGGTGGAAGGGTC
ATGAGTAATTCCCCTTTTTCGCTGTGTATTCGTAGGAAGGGTAGACTGCG
TGTGCCCAACTCGCTGGATAATTGGCCCCAACATGGAGCGAAGAGTAGGA
AGGGGGGAGGTGTCGTGCGGGCGGTAGGGTACCTATGCTTTTACGGTTAA
GCTGAGCGGACCAAAGAGGTACATATCGTACGGAGTGTGGGGGGGGGAGT
GAGAAGAACTTGAGATAATTCGGGCGATGAAATGCTAAGAGTAATATATG
GGGGGAACATGCAACGGGGCGGGAACCTTGATTGGCGTCGCGATGAAGTG
AAATCTTGAGTGAACTGCACGGTGTAAGACGTGTCGGGATGGGAGGGATG
AAGAAGTGGTTGTCGGGACCCCACGTGCGCCGGTGATGATGGAATCGTAC
ACCTGATACCCGACTCACCCGACGTGTGGCGGATTGCGGCGAAGCGGGGT
ATCGAACTGCATGTGGGAGATGAAGATTGTCAGCTCTGGTCACCCGCGGA
ACTGTAGTAGTCCGCGTACTGCGAGAAGTGAAGAGGGGTAACGGCTGATT
GATCCGGTTTCGCATGTGGACGAAAACCGTCGGAGGCGACAAGTCACATC
GCTCGAACGCGAGTCCGACTCTCGGCCGCTCAATTCTCAACGCGATCGAT
GGACGCAGTCGTCGACTCGCGCACACTCGCACTATGCGTCAGGACTCGTG
GACGACATTGACGGGACAGATCGTGATCGTGGCTCGAATGACGAATCATC
CTCCGTCGGAAGTCGCATCGTCGACTCATTATTTC
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GGATAACTGAACTCGACGTCCACTTCAACTTTGGAGTCCGAACTCTCACT
CTCTAACCTGTGCATCTGTTAATTGGAATAGTAGCTCTTCGGAGTGAACC
GCCATTACACTTATAAAAACACAAAGTCTATGAATGTATACAAATTTATA
ACAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATCGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCC
TGTTTGAGTGTCATGAAATCTTCAACCCACCTCTTTCTTAGTGAATCTGG
TGGTGCTTGGTTTCTGAGCGCTGCTCTGCTTCGGCTTAGCTCGTTCGTAA
TGCATTAGCATCCGCAACCGAACTTCGGATTGACTTGGCGTAATAGACTA
TTCGCTGAGGATTCTAGTTTACTAGAGCCGAGTTGGGTTAAAGGAAGCTC
CTAATCCTAAAGTCTATTTTTTGATTAGATCTCAAATCAGGTAGGACTAC
CCGCTGAACTTAAGCATATCAAAACCGGGGGGAAGAAAAAAAAGTCACGG
AAAAAAAAAAAGATCAAATAAGTGGGGGAAAAAAAAATTATATTAAAAAA
CAGAAGAAACGTGCCACGCACGGGCGCGAGGGGGTAGCCTTGTGTACTAG
TGACAGTAGGTCGTGCGATTCCTATAAGATAAAAGTCGCTGTTCACACCG
ATAAGGCAGGTGCCTAAAACCGCGTCTGCCTATAACAGTTTAGAGGGACA
CAAGTGTTACTGATAATGCTCTACGGAGGTCGACAAACCCGCGCACTGGC
AGCGTGCAACAGGAAAAGGTGATTCTCGTATGCAGCGTGGCGGTGTTAAC
ACGCTGTCGATAGTACGGCACGGCGCTGAATCACCACAGGAAGCGAATAA
GTGCCAAGAGCGAGTCACTGTAGCATGGTTTTGCATTTGTCACAAGAATA
TAGACTGGGATTAGGCGGTAAGGGTGGTAAGTATGGGGCAGCACCAATAG
CAAAGCGACAACAGACGGGATACAAGGGCAGACCTACCGTTTACTCAGTG
GTGCAGAGGTGGCTTGCCGGGACAATAGGGCCTTTTGCTGAGTTGGTACG
GACGGCACTACGGGGCGTCAGCCCCATAAAGCTGACGACGGCCGATGTGC
GCCGAGCGGCCTGTCTGACGAGTGTCCATTCTCGAAGTCGCGGCGAAGGA
TAGCGGGTTATCGATGCGCTCCCGGGGGTTGAGATTATTCTACGACACCA
TGGTTGTGATGATGTCGAGACTCGAGCATGACTAACCATCACCGCGCGCG
TGTATAGTCGCATCCGCCACTCGTTCCGACCCGCTCACTCCGGTCGGGGT
TGGGGGTGTGTAGG
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AGATACTGTATGCAGTTTGTCCTGGCTTCTCGCCGACGACGATATTCATT
ATTCCATAACACCTGTGCACTGTTGGATGTTTAATACATCCGTTTTACAC
TAAACAATATTGTTACAAATGTAGTCTTATTATAACATAATAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG
ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC
ACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGA
AACTCTCAAACTCTTGTTTTGGATGCAAATCCTTGCTTGAGTTTGGACTT
GGGTGTTTGCCGGTGATGAACCGACTCGCCTTAAACATATTAGCTGGACT
TGTCTATATGACTGGTTTGACTTGGCATAATAAGTATTTTGCTAAGGACA
TCTTCGGATGGCCAGTACCTAGGCTCTGTGTCTGCTAACTAAACCATCAC
TTGGAGTGCATCTTTATGGTGTTGCTTCCTGTGTATACTTTGACATCTGA
CCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAAACGGG
GGGAAAAATGATTGGATACTGTTCTATTTTAACGTCAAAAAGAGAGGGAA
AACCTCCGTGTAGCGAGGAGATGCGAGACATCGCGCAGGAGCAATGTACG
GCGATGGTGACTCACTCGGTGTAGCCATTCGACGGTCAGGCGGGGAAATG
ACTGCGAGGGGCATAAAGGGGGCTGGATACCCCCGGGCTAGGGCCACGGC
CGTTACATCAGGAGTCGGTAAATTCGTTCGGAGGGGTGTACCGGCCGTTA
AAGCGTGAGCCTGCAGACCGGCTTGAAGGACGACGGCCCTGGAGGATCAC
AGCCGGAAGGGGCTTGTAGGGAAAACGAGTTGAAGTGAGAGGTCAGGAGC
TGGGGGGGGCGCCAGGAGGTGCAATGCTATGCCCAGCCATAACCAAGGCA
CGGAATGGGGCACTCACTGACGACCCGCGAGGGAAGGGGGGTAGCCCTAG
GGGGGAAGGGTGGAGAGGGGGGGGGAGGGTGGGGGGET TGGGGGGGATTGT
GAACTTACCCGGGGGCCATACCCCGGCTCAACGTCGCGACACCCTAAGAG
AAATTGGCCTCACACACTGTAAGGGGGGAATTTAAAGCGGGGGGGCGGGEG
GGGGCAACGAACCAAAAGGAGGGGTGGGGTGAATACACGCATAGACGATC
CGACGGGCGCATCAATAATCCGGGGCGCGTGTCACCCTCGCTTTCTTCTA
CGAGAGGGGGGGGEGGEEGGGGCGGGCCCACAAACAACAAACGTGAAGGGG
AAGAACACCACAACACCCACTCATGGTACAATCGACAGGAAAGGGCGTAT
CTCCCTCTACAATGGGAAGGGGGGGGTATGAAAGGGAGAAATCGGGCTCG
CGATGATCCGCTGGCGGGATAACGCACTCTCCAGATGTGATCCTTCCGGG
TTGTGTCTTGGGGTGCTCCCCGCGGGCGGGCCGCAGGAGCCGCTGAGGAA
CATCGCGGGGGACGCACCCATCAGATCTGGGGTCCGGACGCGGGTC

>H240625-003_EB6_34_ITS1.abl 1916
GGEATCTGAATGCACGACGTTCTTTTCTCGAGTCCGACCCTTTTCATTTT
TCTTACACCGTGCACACACTTACTTTTTTACACACACTTTTAACACCTTA
GTATAAGAATGTAATAGTCTCTTAATTCGAGCATAAATAAAAACAAAACT
TTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAATT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACCTTGCACTCTTTGGTATTCCGAAGAGTATGTCTGTTTGAGTGTCA
TGAAACTCTCAACCCCCCTATTTTGTAATGAGATGGGCGTGGGCTTGGAT
TATGGTTGTCTGTTGGCGTAATTGCCGGCTCAACTGAAATACACGAGCAA
CCCTACTGAAATAAACGGTTTGACTTGGCGTAATAATTATTTCGCTAAGG
ACGTTTTCTTCAATTATAAGAGGTGCTTCTAATTCGCTTCTAATAGCATT
TAAGCTTTAGACCTCAAATCAGTCAGGGCTACCCGCTGAACTTAAGCATA
TCAAGAAGGGGGAAAAAAAAGATGAGTCTGATGTTTAATCACCATAACAG
CGGAGGAAAAAACTGTGACTGGTGCGACTGTGGGCTTACAAATACACGGG
AAGACCCGGATGLGCGACAGGCGCAGAGACGAGGAGAAAACCGGLGGCRA
ATGACAACTGTCTGGTCAGACTCTGACAGTCAGGCGAGGAGAGACAAGGG
CAGCAAACGGGAGTGGATACAGTGGCCAGGGCAGTACGTCTACGAAAAGG
ACAATTAGTTGTGGAAAGT TTGCGCCTCTAACGACGAGGGCCATCAGACC
ACCCTGAGGGTAGCTACGGGCCCTGCTCGGACTGGGGEGAACGCAGCGEG
GAGTGAATACGCGAGAAGGAAAATTAAAGTGACCGGGCCGGRAGAAGGLG
CCGCTTGAAACCCCCTGGRTCTGGATTTTAACAGGCGCTCAGATGCAAACG
GTCCAAAATTAACCAACTTCCACCGTGAATCCCTCTTGCTTCGCACTATG
TGATGGAAACCGCTGCGATAGAGAACAAATGAGATAGGGCTCCAACACGC
ATCTCCGGGGGGTGGAAAGGCTCGCTCGGGAGC CAGAGGGGAACGCACTC
CTATTGGAACTCTGGGATGGCTCATTCACCTCATGAGGAGCGATCACTTC
TCGCGCACAATATTCTCCGCGCAGTGTCGTCCGACAAGATCACCTCGTGC
AACAATCGATCATCGCTCTTGACACGACCGCTCTCGCGCAGTGGAGGCTT
CTACAATGCGCGCGCGAACACATCACACTCTCGATCACTCCGTGTTGGTG
GGATAACACCTAGATCAGGCGGCGEAGCTCLGLGETCLCGCOGTGGLGAC
GAAACAAGGGTGAAGAAGAAGGAGAGCGGGGGCAGTGTCGGGTGCATCTC
AAAATCTCAGTCGCGGAGGGGGCGCATCTCTCTACATATGACTCGTCGGC
GGTTTCGACACGCCTCGGTCGACGCGLTCGTGGGGETGGTGAGAGGAAGRG
AGGGCGTGCACAACAAAAAACACGCCATAAGGTAGGGGGAGCTGACCAAC
CTACGAATCTCTCTTATAAATCCCAATAGACACGAGATTTCATCACCACT
CTTCACACGGAGGTGTGAGAAGGAGATGAGGTGGTGATGTCGCGCTCCCT
CGTCGCAGTCTCGCTCCGTCGTGGACGTCGCGTCTTTCGCACGLGLGTCG
ACACTCTCGCTCGGGTCGATGCTCGCCGGGTGGCTCGCGACCACCTCGLG
CTCTCGCGCTCTCGCGAGAGGTGTATCGTCGCGCGAGACAACAATCACTC
GACGCGGGCGCGTGGCTTATGGAGTCGGGATGGGTCTCGATCAAAGTTCA
ATTTCGACTCTTGAGT
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GCCTTTCGGTTTATTGGTTTACTAGCCAGCGCTTAATTGCGCGGCCGGTG
TAACTAAAACCTTACACACAGTGTTTAAATTTTTTTAAAGAATTTGCTTT
GGTTTGGCCTTCGGGTTGGGCCAGAGGTTTTACACAAACTTCAATTTTTT
ATTGAATTTTTTTTAATAATTTGTCATGTTTTGTTTTGATTAATTTCAAA
AATCAATCTTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATATGAATTGCAGATTTTCGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGGGCA
TGCCTGTTTGAGCGTCATTTCTCTTTCAAACCTTTGGGTTTGGTATTGAG
TGATACTCTTAGTCGGACTAGGCGTTTGCTTGAAATGGAACGGCATGAGT
GGTACGAGATAGTACTTTCTGATAATTCAATGTATTAGGTTTATCCAACT
CGTTGAACGGTCGGTGGTAAATTTCTGGTATTATGGCTCGGCCTTACAAC
AACAAACAAGTTTGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAG
CATATCAATAAGACCCGGAAGGAAAAAGGGCACAAGTGGGCGGGAATCAC
GAAGTGAGGAGAAAGAAGAGGAAACGGAGGAGAAGGAAGCGAAGGAGACT
GCTGGGGACCGCGCGAGTGCGGCGGAGAAACAGGAGAGAACCGGGAGGCC
CGTGCAAGGCAGGTCTCAGTGTAGGGGAATACTGCGAAATGCGGATGTAC
GCGGACCTAGCCCCCGAAGAGCACGGCCGCGACTAAGACCGGGGGTTGAG
GGGGACAAAATAAAAGAGGGGCGGAGGGGACTGAACCGAGGCCGTGCCAG
GACAAGTACCGCCCATTAAAAGGACGGACCCTGGAGCAAAAGAGGACCGG
GGTTGGAACAAAGAATCGGGAGGGCGGGGTGGGGGAAAGTCGGGGTGGGA
GATGCGTGGGATAAAACCACCACGAGGGCAAACCCTGGCCTTCTCACGGC
CGAAGAACACCCGGGAACACCCCCCGGGGGAAACAGAGLCGGGGGGGEEEE
GGGGAAAAGGTGTGGGGCGTCATGGGGCGGTGAGGGGGGGGTAAAACCCG
GGGGACTCGCGCTGCGGGGGGGGGGAGGTGCACAAAAACAACCAAAGAGG
GGTGCACACCGCCCCTTGGTGACAAAGAAGGATCCAATACCCACTGGGGG
GGGGAGAGAGGGGGGGGTGACGGGTTCCGCGTCTCCGCCGTTGGGAGGAC
GCACTCCCGGCGLGGGLCCCCCGCGELGAGGCGTAGGGGGCGGGGACTCGC
GCCTCGGCCTGCGCGGGGTGGGGGAAGGTGGACACATCGCGCAGGAGGTG
CGTGGGGTGTAACGGAGGCCGGGCGCGCGCGTCGGGACTGGG

Anexo 7: Espectroferograma de la cepa C1-1



macrogen
File: 26_ITS1.abl Run Ended: 2024/6/25 22:40:15 Signal G:3416 A:6180 C:8744 T:12828 é
Sample: 26_ITS1 Lane: 8 Base spacing: 15512072 1587 bases in 20673 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 E 60 T B 20 100 110 120
QEGCL ACTAG TTA CATTGGTT TCT AGCOGCGCTTCATT TGC GCGGCCGGTGT AACT A AAACCT T ACACACAGTGTI TT AAATTAC TTTAAAGAATTTGCT TCTGGT T TGGC CTT CG GGT TGGGC CAG

B 140 150 160 1m 180 120 200 210 20 230 240 50
AGATTTTACACAAACTT CAATTTTTT AT TAAATTTTTTTTAATAATTT GTCATGTTTTAGTT TTAAT TAATT TCAAAAAT CAAT CTTCAAAACTT T CAACAACGO AT CTCTTAGTT CT CACATC

A A A A AR A A A A AN A AR AR A A A AN A A AR

2460 270 280 290 300 30 Erl] 330 30 350 360 370
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGT AAT AT GAATT GCAGATTTT CGTGAAT CATCGAATCTTTGAACGCACAT TGCGCCCCTTGGT ATT CCATGGGGC ATGCCTGTTTGAGCGTCATTTCT

A AV A AW VA AN AW A AR AV AV A ANV A VA AN A AN

380 ) 400 410 420 430 440 450 A60 470 480 490 S0
CTTTCAAACCTT TAGGTTTGAT ATT GAGT GATACT CTTAGT CAGAACTAGGC GTTTGCT TAAAAT GGAACGAC AT GAGTGGT ACAAGATAGT ACTT T CT GATAATT CAATGTATT AGATTTATCCAAC

AN AN AR AN A A A A M AP W A A A M

510 520 530 Mo 50 560 ST 580 590 w0 610 620 630
TCGTTGAACGGTCGGT GGT AMATTTCTGGT ATTATGGCT CGGCCTTACAACAACAAACAAGT TTGACCT CAAAT CAGGT AGGAATACCCGCTGAACT T AAGC AT MCAA AA CGGGGAMMGAAAAAT
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