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I. INTRODUCCION

A partir de la segunda mitad del presente siglo, a causa, principalmente, del
uso indiscriminado de los antibiéticos, han aumentado de manera alarmante las
micosis en el hombre y los animales. Entre este grupo de procesos cabe destacar
los determinados por levaduras, tales como, la criptococosis humana y animal,
el «<muguet» y la vaginitis micética en la mujer.

En el ganado vacuno, las mamitis, esencialmente las de etiologia microbiana,
constituyen una de las causas que mayores pérdidas provocan en el pais, por la dis-
minucién de la produccién lactea y, en muchos casos, por la inutilizacién del ani-
mal para ésta.

Los extraordinarios resultados que se obtienen con los antibiéticos, sobre todo
la penicilina, en el tratamiento de determinados tipos de mamitis, principalmente
las de etiologia estreptocécica, han llevado al abuso de estos firmacos, dando lugar
a la aparicién de antibio-resistencias, por un lado, y facilitando la implantacién de
levaduras, por otro. Es sabido, que estos agentes son resistentes a muchos de los
antibiéticos antibacterianos. Asimismo, viene destacidndose en los tdltimos afios el
papel patégeno de diversas levaduras, tanto para el hombre como para los animales.

A la vista de tales hechos y considerando que, segiin nuestras noticias, no existe
ninguna publicacién espafiola especificamente dedicada a analizar la presencia y el
papel de la flora levaduriforme en la leche de vaca, hemos planeado una investi-
gacién tendente a dilucidar:

1. Especies presentes en la leche de vaca, destinada al abasto piblico o a la
industrializacién.

2. Posibles variaciones en la incidencia estacional, tanto de las especies,
como de la magnitud de la contaminacién.

3. Factores ecolégicos que puedan influir en la aparicién de unas u otras
especies y en la estacionalidad de las mismas.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Resumen histérico.

En 1836, CAGNIARD-LATOUR, en Francia, y en 1837, ScHWANN, en Alemania, descubrieron
que las fermentaciones del vino y de la cerveza estaban relacionadas con el crecimiento de un
hongo. SCHWANN encontré que se multiplicaba por gemacién. MEYEN, en 1838, confirmé las
observaciones de SCHWANN y denominé al organismo capaz de fermentar la cerveza Saccharomy-
ces cerevisiae.32

El nombre de levaduras, que se impuso ripidamente para denominar a los organismos pro-
ductores de las fermentaciones alcohélicas, deriva de la influencia que ejercen sobre la masa
en fermentacion («se lever»: levantarse en francés; «yeast», «gist», «Gischt»: espuma en inglés,
holandés y alemén respectivamente; la palabra «Hefe», alemana, utilizada posteriormente, indica
el poso que se forma tras la fermentacién).

Dado que nos interesamos exclusivamente por las especies halladas en la leche, y habida
cuenta de la gran confusién taxonémica terminolégica que ha existido y atin persiste en algunos
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circulos cientificos, estimamos procedente revisar la evolucién cronolégica de los géneros a que
pertenecen las especies estudiadas por nosotros.

2.1.1. Evolucién cronolégica de los géneros aislados por nosotros a partir de leche de vaca.
a. Géneros Saccharomyces y Pichia.

En 1938, MEYEN denominé Saccharomyces cerevisiae al microorganismo descrito por
ScHWANN como fermentador de la cerveza.3?

En 1870, ReEss limité el género Saccharomyces a las levaduras esporégenas no formado-
ras de verdadero micelio, que incluia dentro de los Ascomycetos; durante los afios transcurridos
desde la primera descripcién de MEYEN hasta la clasificacién de REEss, se incluian dentro del
género Saccharomyces 1a mayoria de las levaduras esporégenas y asporégenas.3?

Hansen (1904) separé varias especies del género Saccharomyces, creando los nuevos géneros
Pichia, Williay Saccharomycodes.32

b. Género Candida.

LancENBECK (1839) descubrié una levadura en las aftas de una paciente.??

GRUBY (1842) estudi6 la levadura de LANGENBECK y la incluyd en el género Sporotrichum.>®

RoBin (1847) fue el primero en clasificar a la levadura productora del «muguet» dentro
del género Oidium.>®

En 1853, RoBIN, en un tratado sobre micologia, dio ya un nombre especifico para esta le-
vadura: Oidium albicans.32,59

QuiNQuaup (1868) criticé a RoBIN por haberla incluido dentro del género Oidium (previa-
mente utilizado para otro grupo de hongos) y la transfirié6 al género Syringospora, denomindn-
dola Syringospora robinii.3?

ZoPF, en 1890, cred el nuevo nombre de Monilia albicans, para esta levadura.32, 59

El nombre de Monilia, incorrectamente usado por ZoPF, ha seguido utilizdindose hasta
la primera mitad del siglo XX, siendo todavia empleado por numerosos patélogos, en lugar
de Candida, que es la actual denominacién que recibe este género.

Segilin BENHAN (cit. por WINNER y HURLEY®?), el nombre de Monilia aparecié por primera
vez en la bibliografia cuando Joun HiLL (1752) lo utilizé para designar un género de hongos
que no guarda parecido con las levaduras. Siguiendo a BENHAN (cit. por WINNER y HURLEY®?),
Persoon (1797 y 1801) lo aplicé a un género en el cual incluyé doce hongos; fue también
Persoon el primero en utilizar el nombre especifico candida en unién del genérico Monilia,
para un hongo que no parecia ser ninguno de los pertenecientes a los géneros Candida ni Moni-
lia sino algiin tipo de Aspergillus, de coloracién blanca. Igualmente sefialé que fueron PLauT
(1887) y ZopF (1890) los que condujeron al error de denominar Monilic a la levadura produc-
tora del «muguet». El primero aislé un hongo de la madera, que inoculé a pollos, en los que
produjo lesiones similares a las de esta enfermedad y al que denominé Monilia candida,
considerando que era el mismo agente que producia lesiones en el hombre y al que Zopr dio,
en 1890, el nombre definitivo de Monilia albicans.

CasTELLANI (cit. por LobbEr y KREGER van Ru32), en 1914, realizé estudios bioquimicos
sobre la levadura productora del «muguet», haciendo una comparacién entre los géneros Syrin-
gospora (Quinquaud) y Monilia (Zopf), llegando a la conclusién de que pertenecia a este
altimo.

BerkHoUT (1923) propuso el nombre Candida para el género.32, 59

En 1939, en una reunién no oficial del III Congreso Internacional de Microbiologia en
New York, se recomendé el uso del nombre Candida.3?

Finalmente, en el afio 1954, en el VIII Congreso Internacional de Botdnica en Paris, se

acepté para el género como definitivo y como «nomen conservandum» el de Candida.3!, 59

c. Geénero Torulopsis.

TurpIN (1838) utilizé6 el nombre Torula para denominar a un determinado género de le-
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vaduras, pero esto era inadmisible debido a que PErsoon habia usado, en 1796, dicho término
para un grupo de mohos coloreados.32

BerLESE (1895) sustituy6 el nombre Torula, dado por TurPIN, por el de Torulopsis.32

El trabajo de BERLESE fue desconocido por muchos investigadores, debido a estar publi-
cado en una revista de dificil acceso, siendo Saccarpo (1906) quien dio como vilido el nombre
Torulopsis de BERLESE.32 }

Cirerr1 (1925) y CiFerrl y REDAELLI (1929) (cit. por LobpEr y KREGER van Riy32) inclu-
yeron en este género levaduras esporégenas con color e incoloras, con o sin capacidad fermenta-
dora y no formadoras de micelio. .

LobpERr (cit. por LopbEr y KREGER VAN R1uy3%), en 1934, excluyé del mismo a las levaduras
productoras de pigmentos carotenoides.

d. Género Rhodotorula

Harrison (cit. por LobbEr y KREGER vAN Riy32), en 1928, cre6 los géneros Rhodotorula y
Chromotorula para las levaduras formadoras de pigmento rojo y amarillo, respectivamente.

LobpER (cit. por LoppEr y KREGER vaN R132), en 1934, teniendo en cuenta que es dificil
hacer una separacién por la formacién de pigmento rojo o amarillo, con sus intermedios
amarillo-rojo y naranja, incluyé todas ellas en el género Rhodotorula rechazando el Chromoto-
rula.

2.1.2. Levaduras en leche.

Siguiendo los datos dados por LonNFTscarRD y LiNQVIST (cit. por Bisping!!), el 1 por 100
del total de las mamitis bovinas estd producido por levaduras y parece ser que, en muchos ca-
s0s, tienen relacion con la terapia antibiética.

Segiin D1 MenNA6 y FAMEREE y col.!? fue KLEIN, en 1901, el primero en hacer alusién a la
existencia de una levadura en la leche. Estos mismos autores, asi como HorFrFmMANN y col.27
y Mrtrolu y Toma4?, citan a FLEISCHER como el primero que describié una mamitis parenqui-
matosa producida por levaduras, en 1930.

Segiin AINSWORTH y AusTwIck®, THom, en 1928, sugirié que, en ciertos casos, los hongos
encontrados en la leche podrian proceder de ubres con enfermedades micéticas. Estos mismos
autores, al igual que FAMEREE y col.!¥ y MiTROI1U y ToMA%0, coinciden en afirmar que el siguiente
hallazgo de mamitis producidas por levaduras, se debié a ROLLE, en el afio 1934.

AinsworTH y Austwick®, identificaron diversos casos de mamitis bovina producidas por
distintos géneros de levaduras, entre las que estaban incluidas 6 cepas de Pichia farinosa.

D1 MEnNa'6, en el afio 1956, hizo un estudio sobre mezclas de leche normal, con el
fin de aislar Cryptococcus neoformans, la cual no encontré aunque si obtuvo otros representantes
del género, asi como Candida spp.

Durante los afios comprendidos entre 1960 y 1970, aparecié la mayoria de los estudios

sobre levaduras de leche, principalmente referidos a mamitis secundarias a tratamientos con
qesne P cn = )
antibi6ticos.”, 8,11, 16 19 22 23 27 40 43 48 50 53 54 60 61 6

2.2. Taxonomia.

Es dificil hacer la sistemdtica de las levaduras, ya que este término incluye los microorga-
nismos en los cuales la forma unicelular es la mas sobresaliente, con reproduccién vegetativa
por gemacién, excepto los pertenecientes a los géneros Sterigmatomyces y Schizosaccharomyces
(en el primero la reproduccién vegetativa se produce mediante la formacién de conidios sobre
esterigmas y en el segundo por fisién). Al lado de esta reproduccién vegetativa por gemacién,
muchas levaduras pueden formar micelio septado (pseudomicelio) o no septado; estan todas
ellas incluidas dentro de los hongos.

Como se desprende de lo anterior, es ficilmente comprensible la dificultad de su delimi-
tacién. Sin embargo, dentro de los distintos érdenes pertenecientes a los hongos, hay muchos
microorganismos cuyas caracteristicas son idénticas a las descritas.

AinsworTH? incluye las levaduras ascosporégenas dentro de los Ascomycetos, subclase
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Hemyascomycetidae, orden Endomycetales, familias Saccharomycetae y Endomycetae; a las
no ascospordgenas dentro de los Hongos Imperfectos o Deuteromycetos, orden Moniliales, fami-
lias Cryptococcaceae y Sporobolomycetaceae.

Lopper y KREGER VAN Rij3? establecen varias clases de levaduras, distinguiendo tres grupos
principales. El primero comprende aquellas levaduras en las que, al lado de una reproduccién
vegetativa, existe otra sexual, con formacién de ascosporas dentro de ascas. Estas levaduras as-
cosporégenas pertenecen a la clase Ascomycetos, familia Endomicetaceae. El segundo grupo se
caracteriza principalmente por una reproduccién vegetativa por gemacién y por la formacién
de balistosporas, clasificindose en la familia Sporobolomicetaceae, de posicién sistemética in-
cierta, ya que existe la duda de si las balistosporas deben ser consideradas como basidiosporas
o como conidios. En el tercer grupo no se forman ascosporas ni balistosporas; estas levaduras
pertenecen a los Hongos Imperfectos, familia Cryptococcaceae.

En una amplia revisién taxonémica Lopper3! llega, en 1970, a la siguiente agrupacién de
las levaduras:

1. En el orden Endomycetales incluyen a las levaduras ascosporégenas.

2. Un grupo formado por los géneros Leucosporidium y Rhodosporidium en el orden Usti-
laginales, pertenecientes a la clase Basidiomycetes, subclase Heterobasidiomycetidae.

3. Otro grupo formado por la familia Sporobolomycetaceae, dentro de la clase Basidiomy-
cetes.

4. Y un tltimo grupo en el que se incluyen las levaduras que no se reproducen sexual-
mente, ni forman balistosporas, incluidas en los Hongos Imperfectos o Deuteromycetes, familia
Cryptococcaceae.

2.3. Material vy métodos.
2.3.1. Aislamiento y mantenimiento.

Lobper3! recomienda el uso de un medio selectivo 4cido de pH 3,5-4, para el aislamiento
de levaduras a partir de sustratos que pueden estar contaminados con bacterias, dando prefe-
rencia al uso del 4cido clorhidrico diluido o al dcido fosférico. En aquellos casos en que no pue-
de acidificarse el medio, es conveniente adicionar antibiéticos de amplio espectro. Los medios
mas eficaces para el aislamiento primario son YM de Wickerham o agar malta.

Van Upen y Do CarMo Sousa®? con el fin de aislar levaduras del intestino bovino, rea-
lizaban cultivos primarios en medio liquido a base de extracto de levaduras, glucosa y peptona,
inhibiendo el crecimiento de bacterias por adicién de antibiéticos (penicilina y estreptomicina).
A vpartir de este caldo hacian resiembras en medio sélido, adicionando agar al anterior y ajus-
tando el pH con 4cido lactico a 3,5.

PARLE#4, en aislamientos a partir de tracto digestivo de mamiferos, utilizaba como medio
agar Sabouraud a pH 4.

D1 MEennal®, para aislar levaduras de leche bovina, utiliz6 agar Sabouraud a pH
3-4, adicionando 4cido clorhidrico 1 Normal,.empleando como inéculo el sedimento de la leche
y leche entera.

SwiINNE-DESCAINS, realizaba el aislamiento a partir del sedimento de la leche, adicionando
los antibiéticos al inéculo.

2.3.2. Tipificacion.
2.3.2.1. Caracteristicas morfolégicas.
a. Formay tamafio de las células.

Lopper y KREGER vaN Rij32 recomiendan para el estudio de las células de levaduras y de
las colonias, extracto de malta y agar malta, respectivamente.

D1 Mennal6, vaN Upen®S, Yarrow 606162 para estudiar las células de levaduras aisla-
das de leche y de intestino de bévidos utilizan las técnicas recomendadas por LODDER y
KREGER van Riy32,
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b. Pseudomicelio.

Todos estos autores que hemos citado anteriormente, y la mayoria de los consultados por
nosotros, estudian la formacién de pseudomicelio en «Corn meal Agar», segiin recomiendan
Lopper y KREGER vax Riy.32

c. Clamidosporas.

Seglin AINsWORTH? son esporas de pared gruesa no persistentes, asexuales, intercalares
o terminales, formadas por redondeamiento de una célula o células; su nombre deriva del vo-
cablo griego «chlamys» = capa.

La mayoria de los autores utilizan los siguientes medios para la produccién de clamidos-
poras:

1. Agar arroz o medio de Taschdjian, mas Tween 80 al 1 por 100.13

2. «Corn meal Agar» mas Tween 80 al 1 por 1004, 9, 13,51,

3. Medio de clamidosporas o de Nickerson?, 13, )

Dawson!® utilizé los siguientes medios para comprobacién de su eficacia: Medio de
Taschdjian, «Corn meal Agar» vy agar Czapek-Dox, mas Tween 80 al 1 por 100 y realizando dos

tipos de siembra, en «bocadillo» y en profundidad; en el primer caso consiste en colocar

el inéculo entre dos peliculas del medio y en el segundo en practicar una extensién del inculo

al ras de la placa por debajo del medio. Esta autora consideraha mds eficaz el Gltimo medio

(agar Czpek-Dox), no siendo imprescindible la adicién de Twecn 80 para la formacién de las
- clamidosporas.

2.3.2.2. Caracteristicas sexuales.

El estudio de la formacién de ascosporas por las levaduras constituye el primer paso
para la diferenciacién en familias. Se precisa la utilizacién de un medio pobre y realizar su
observacién mediante extensiones tefiidas, que permitan diferenciar claramente las ascosporas
de las células de las levaduras (células vegetativas).

LobpEr y KREGER VAN Riy32 recomiendan medios preparados a base de vegetales, como
zanahoria, patata, remolacha, pepino y nabos, o bien medios especiales como el agar Gorodkowa,
agar acetato de Fowell, agar acetato de McClary, etc. Es recomendable el uso de un medio de
pre-esporulacién, que puede ser agar YM de Wickerham, o bien agar malta. Para la tincién de
las esporas, previa extensién en porta, utilizan el método de WirRTz modificado por SCHAEFER-
FuLton o el de KUFFERATH modificado; el primero de ellos se basa en una tincién de las as-
cosporas por el verde malaquita y una coloracién de contraste con safranina, en el segundo,
las ascosporas se tifien por la fuchsina y el resto de las células con azul de metileno.

ParLE? estudiando levaduras aisladas del aparato digestivo, utiliza agar Gorodkowa para
la produccién de ascosporas.

Van Upen y Do Carmo Sousa®8, siguen las técnicas recomendadas por LobbER y KREGER
VAN Ruy3?

FAMEREE y col.!® y SwiNNE-DESGAIN®3 usan como medio de esporulacion el Vg (a base
de jugo de vegetales).

2.3.2.3. Caracteristicas fisiolégicas.

El estudio de las caracteristicas fisiolégicas de las levaduras, es el més importante para
la diferenciacién en géneros y especies. Las pruebas comtinmente realizadas son la fermentacién
de azicares o zymograma, la asimilacién de compuestos carbonados (azticares, alcoholes y 4cidos
orgdnicos), la asimilacién de compuestos de nitrégeno (nitrito y nitrato potasico, pero sobre
todo el dltimo), las necesidades vitaminicas de crecimiento, desdoblamiento de la arbutina,
etcétera.3!

Por regla general, la fermentacién de aziicares suele hacerse en medio liquido a base de
extracto de levaduras, adicionando peptona y azul de bromotimol como indicador, mis el
aziicar correspondiente al 2 por 100, excepto en el caso de la rafinosa, que debe ser al 4 por 100
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(WICKERHAM, cit. por LobpER y KREGER vaN R1y32); o bien, simplemente, extracto de levaduras
vy el azticar correspondiente.3!

Otros autores prefieren el uso del agua de peptona Andrade!”; para la formacién de gas,
deben introducirse en los tubos campanas de Durham o similares.32

BURGER!* preconiza el uso de placas de teflén con varias cdmaras, tres por cada muestra,
en una de las cuales se coloca una suspensién de levaduras més el azicar correspondiente, cu-
biertas con un cubreobjetos; el exceso de suspensién pasaria a la segunda cdmara, que queda
cubierta parcialmente por el cubre: la formacién de burbujas de gas puede observarse por de-
bajo de éste. Si el gas es muy abundante, el liquido se desplaza a la tercera cdmara. Segin este
autor, este método es répido y eficaz, puesto que a las 6-8 horas ya puede comprobarse la forma-
cién de gas.

El estudio de la asimilacién de compuestos carbonados ofrece gran interés en la diferencia-
cién especifica y es uno de los pasos mds importantes en la tipificacién de las levaduras.
Puede realizarse en medio liquido o sélido, siendo més fiel en el primero y mds répido en el
segundo. Por otra parte, la asimilacién en medio sélido ofrece la ventaja de poder realizar el
método auxonografico, consistente en la distribucién, dentro de la misma placa donde se ha
mezclado el inéculo v el agar, de los diferentes azlicares convenientemente separados y marcados,
lo que da una visién de conjunto, pudiendo ripidamente apreciarse, por comparacién del creci-
miento, los aziicares que son asimilados.

La preparacién de los medios liquido y sélido es similar, basta con afiadir en el dtimo la
cantidad de agar suficiente para su solidificacién.32 )

Estas técnicas de asimilacién, sobre todo la del método auxonografico, son las utilizadas por
la mayoria de los autores en la tipificacién de levaduras aisladas de diferentes sustratos.!9, 53,
60 61 62
bl b
La asimilacién del nitrato potdsico puede hacerse, al igual que la de compuestos carbonados,
en medio sélido o liquido, si bien en el primero es conveniente adicionar, en una parte de la
placa, peptona a fin de que sirva como testigo del crecimiento.32

2.3.24. Pruebas complementarias.

Denominamos pruebas complementarias aquellas que se utilizan con fines de diagnéstico
ripido de una cepa determinada, como podria ser la comprobacién de cépsula en Cryptococcus
neoformans, mediante tincién con tinta china, o la produccién de tubos germinales en Candida
albicans.

En nuestro trabajo hemos realizado, esta altima, es decir, la filamentacién rdpida, produc-
cién de tubos germinales o fenémeno RB, por Candida albicans.

Segiin AINsWORTH2 los tubos germinales son hifas germinativas que emergen a través de
un poro (poro germinal), formado en la pared de la célula.

El fenémeno de la filamentacién se produce en liquidos orgénicos, tales como sangre,
plasma, suero, liquido cefalorraquideo o albiimina.®

El medio mas frecuentemente usado es el suero sanguineo de distinta procedencia: humano,
bovino, equino, canino, de conejo y de cobayo.3¢

Mackenzig3®, utilizando como medio los sueros descritos anteriormente, en una cantidad
de 0,5 ml. por tubo de siembra (tubos de hemélisis, Durham o similares) y como inéculo
8 X 10° células, hace 1a observacién después de transcurridas 2-3 horas a 37° C.

ALTERAS y GAVRILESCO® utilizaron sueros humano y de animales, y como inéculo el vértice
de una colonia.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Recogida de muestras.

Se recogieron 481 muestras de leche, representativas de los doce meses del afio,
en el periodo que abarca desde el 1 de mayo de 1969 hasta el 30 de abril de 1970.
Dichas muestras pertenecian a trece zonas de la provincia leonesa y dos localida-
des zamoranas limitrofes y fueron facilitadas por Kraft Leonesa S. A. En todo
caso, las muestras representaban la mezcla de leches de cada localidad.

A o largo del periodo de recogida, se hizo una toma semanal de cada una de
las zonas, a la llegada de le leche al muelle de embarque de la central, rechazéndo-
se aquella leche que no se consider6 apta para la industrializacién; asi como aque-
llas muestras que, por dificultades de transporte, nos fueron suministradas después
de haber transcurrido doce horas, o mas, desde el momento del ordefio. Por otra
parte, durante los meses de invierno no fue posible obtener, algunas semanas, las
muestras correspondientes a zonas de montafia. Siendo 195, el total de las muestras
no estudiadas.

La muestra se dispuso en frascos de vidrio con tapén de rosca, estériles, en los
cuales se mantuvo a refrigeracién (+ 4° C) hasta el momento de su estudio,
periodo que no excedid, en ningtin caso, de 6-8 horas desde la recogida.

Las zonas estudiadas fueron las siguientes:

Gordoncillo: Granja San Francisco
Granja Bexar
Castrovega
Caserio Villada

Benavente: Fuentes Ropel
Villalobos

Fresno

Valencia de Don Juan: ' Valencia de Don Juan
Javares

Caserios V. C. A.
Toral: Laguna de Negrillos

Cimanes
San Millan
Villalobar

San Miguel de Escalada: San Miguel de Escalada
Villiguer
Villafafie
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Gradefes: Vegas Monasterio
Gradefes
Villanofar
Villapadierna
Garfin

Mansilla: Villamoros
Villamoratiel
Saelices

Santa Maria del Paramo: Fontecha
Chozas de Abajo

Valdevimbre

Infanzones: Onzonilla
Torneros
Granja Alvarez

Roderos: Roderos
Trobajo del Camino

Carmenes: Villanueva de Ponteado
Piornedo
Ruiforco

Villanueva del Arbol

Condado: Vegaquemada
Devesa Curuefio

Villafruela

Bofiar: Bofiar
Felechas
Las Bodas

Veneros y Oville.

Estas zonas se encuentran enclavadas en la mitad oriental de la provincia
de Leén, abarcando terreno montafioso y de meseta, con altitudes que varian desde
720 a 1.187 m. (graf. n.2 1).

Teniendo en cuenta las distintas caracteristicas de las zonas y con el propésito
de agrupar los resultados de modo homogéneo, se han reunido en cinco éreas:
cuatro correspondientes a una situacién fluvial (Ribera del Porma, Riberas del
Bernesga y Torio, Ribera alta del Esla y Ribera baja del Esla) y la quinta al 4rea
de Tierra de Campos, con una sola zona (Gordoncillo).

La distribucién de las zonas (de sur a norte), es como sigue:

Tierra de Campos: Gordoncillo.
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Ribera baja del Esla: Benavente, Valencia de Don Juan y Toral.
Ribera alta del Esla: San Miguel de Escalada, Gradefes y Mansilla.
Riberas del Bernesga y Torio: Santa Marfa del Paramo, Infanzones, Roderos

y Carmenes.

Ribera del Porma: Condado y Bofiar.
La localizacién de las areas, zonas y pueblos correspondientes puede observarse

en el mapa nim. 1.

3.2. Siembras y aislamiento.

De cada muestra se realizaron tres siembras para el aislamiento de levaduras.
La primera consistente en 1 ml. de leche en 20 ml. de medio de cultivo; la segunda,
1 ml. de una dilucién 10-! de leche en agua destilada estéril, en 20 ml. de medio;
y la tercera una siembra en estria del sedimento de la leche, obtenido centrifugando

15 ml. de leche a 2.500 rpm durante 15 minutos.
Medio:

Agar malta (Difco) al que se adicionaba 4cido lactico al 10 por 100 en una pro-
porcién de 1:100 con el fin de obtener un pH ca. 4, para evitar el crecimiento de

bacterias.

32.1. Técnica de siembra.

En las dos primeras siembras, se mezclaba el medio y el inéculo mediante mo-
vimiento circulares y de lateralidad de las placas, para conseguir la mayor homoge-
neidad posible de la muestra. Para la tercera, se conservaron placas con el medio
en refrigeracién (+ 4° C) hasta el momento de su uso. Las siembras se incubaron
a 37° C durante cuatro dias. Transcurrido este tiempo, se procedié al recuento de
colonias y seleccién de las cepas representativas. Dicha seleccién se realizé basén-
donos en criterios morfolégicos, macroscépicos (y microscopicos cuando el tamafio
de las colonias suministraba material suficiente para una observacién directa y para
la siembra), atendiendo al tamafio, color y forma de las colonias. Para ello se to-
maba una sola colonia y se resembraba en picadura con asa de platino acodada,
sobre agar malta inclinado ‘en frascos de vidrio con tapén de rosca (vaccine bottles,

Griffin & George).

Estas cepas se mantuvieron a temperatura de laboratorio (18-20° C), des-
pués de 72 horas a 37° C, hasta el momento de su tipificacién realizando nievas re-
siembras de las mismas cada dos meses, con el objeto de mantener su vitalidad.

3.3. Tipificacion.

Para la tipificacién de las cepas, se han seguido las pautas indicadas por

LoppER3! basadas en los siguientes caracteres:
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A. Caracteristicas morfolégicas.

1. Caracteristicas de reproduccién vegetativa.
2. Caracterfsticas de las células vegetativas.

B. Caracteristicas de cultivo.

1. Crecimiento en medio liquido.
2. Crecimiento en medio sélido.
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L
o
=
L
v
3
2 3
3 o 3
T S E. Formacién de tubos germinales.
W ~ §.
° > e De una manera sistematica, se ha efectuado la prueba de formacién de tubos
< [~} 5] o . . ;f- 1 d . * 2 d C dd
S 2 W . ] germinales, que aunque se consideran especificas para la determinacion de Candida
14 . 3 - .
Z £ g yuws 4 albicans, se han realizado en todas las cepas aisladas, para confirmar dicha espe-
> © ¢ ¢ E o .
o Q@SS IS < cificidad.
[+ L Q s 8% )
e $T = Te by
T O % o L. L.
S8oo s = A. Caracteristicas morfolégicas.
o
es s 5« o
a9 8¢ s 1 isticas roducci6 ti
5838 g . F]aracterl‘s. c’a de rep i6n vegetativa.
*x e Medio: Se utilizé extracto de malta de la casa Boots (Inglaterra) a una concen-

tracién del 4 por 100, esterilizado por filtracién a través de Seitz de porosidad EK.

El medio se distribuyé estérilmente en tubos de ensayo (4 ml. por tubo),
utilizando como inéculo 0,3 ml. de una suspensién de levaduras en agua destilada
estéril.

Se sembraron cuatro tubos por cepa, manteniéndose dos de ellos a 25° C,
durante 72 horas, y los otros dos durante cuatro semanas a temperatura de labora-
torio (18-20° C). Transcurrido este tiempo se procedié a la observaciéon microscé-
pica directa, de una gota de cultivo entre porta y cubre (Fotog. nim. 1y 2).

En nuestro caso, todas las cepas estudiadas se reproducian vegetativamente por
gemacién multilateral, el hecho de que sélo dos géneros (Sterigmatomyces y
Schizosaccharomyces) de los treinta y nueve, aceptados hoy dia (LopDER3!), ten-
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gan una reproduccién vegetativa diferente de la sefialada nos ha conducido a dar
poco valor a este criterio en la clasificacién.

2. Caracteristicas de las células vegetativas.
a. Tamafio y forma.

La forma de las células en las cepas estudiadas por nosotros fue, segiin los
casos: redondeada, ovoidea o elongada, por lo cual tampoco se ha dado valor a este
criterio.

b. Formacién de pseudomicelio.

Medio: «Corn meal Agar» (Difco).

Método de siembra:

Al comenzar la tipificacién de las cepas, el método de siembra se realizé si-
guiendo las técnicas recomendadas por LopDER®!. Para ello se esterilizaron placas
de Petri por calor seco a 170° C durante dos horas, en las que previamente se ha-
bian dispuesto unas varillas en forma de U, sobre las cuales se colocé un porta-
objetos. En otras placas de Petri estériles, se distribuy6 el medio, introduciéndose
en las mismas, con ayuda de unas pinzas flameadas, los portaobjetos que se encon-
traban en las varillas.

Posteriormente, la distribucién del medio se realizé directamente sobre los
portaobjetos de las varillas con ayuda de una pipeta estéril.

Solidificado el medio, se hicieron tres lineas de siembra con una suspensién de
levaduras en agua destilada estéril, disponiéndose en una zona de ellas un cubre
objetos estéril, para obtener debajo del mismo condiciones de anaerobiosis. Se
adicioné una pequefia cantidad de agua estéril en cada placa, para evitar la dese-
cacién. Estas placas se cultivaron a 25° C durante 72 horas, al cabo de las cuales
se observé el crecimiento por microscopia (en las cepas sembradas primeramente,
cuando la distribucién del medio se habia realizado siguiendo la técnica descrita
en primer lugar, se eliminaba el medio adherido en la parte inferior del portaobje-
tos, antes de su observacién). La formacién, o no, de pseudomicelio, se comproba-
ba tanto debajo del cubre como en las zonas préximas al mismo (Fotog. niim. 3.)

c. Formacién de clamidosporas.

Medio:

El medio utilizado para la formacién de clamidosporas fue agar Czapek-Dox
(Oxoid), que contiene glicerofosfato magnésico, producto sin el cual no tendria lu-
gar la formacién de clamidosporas (DawsoN!5), mas Tween 80 al 1 por 100.

Las siembras se efectuaron en placas de Petri, en profundidad, con asa de
platino acodada, incubandose a 25° C durante 72 horas, transcurridas las cuales
se observé el crecimiento directamente sobre la placa a 35 X y 100 X (Fotog. ni-
mero 4).
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B. Caracteristicas de cultivo.

Aunque las caracteristicas de cultivo no tienen tanto valor taxonémico como
las fisiolégicas, se consideré de relativa importancia incluirlas dentro de nuestra
clasificacién, ya que, en algunos casos, pueden servir para la diferenciacién gené-
rica.

1. Crecimiento en medio liquido.

Medio y método de siembra:

El medio utilizado fue el mismo descrito para la observacién de las células
vegetativas; exactamente igual la técnica de siembra e incubacién, realizdndose
la observacién a las 72 horas, cuando el cultivo se mantuvo a 25° C, y al mes
cuando se tuvo a temperatura de laboratorio.

2. Crecimiento en medio sélido.

En este crecimiento se observé la forma, tamafio y tipo de colonias (rugosas,

lisas, mucosas, etc.)
Como medio se utilizé agar malta (Difco), practicindose las siembras en

estria en placa de Petri e incub4ndose a 25° C durante 72 horas.

C. Caracteristicas sexuales.

1. Formacién de ascosporas.
Se utilizé6 como medio de preesporulacién agar malta y de esporulacién agar

Gorodkowa.
El agar malta, utilizado como medio de preesporulacién, ya ha sido sefia-

lado anteriormente.
Agar Gorodkowa:

Peptona
Glucosa

Agar (Oxoid n.° 3) ...
Agua destilada ...oorevveiiieiieene

Preparacién del medio (agar Gorodkowa):

El medio, previa disolucién por calentamiento, se distribuyé a razén de 5 ml.
por tubo de ensayo, esterilizindose durante 20 minutos a una atmésfera de presién
y disponiéndose los tubos, en plano inclinado, para la solidificacién.

Método de siembra:

La siembra se efectué en estria a partir de cultivos recientes en agar malta
(crecimiento de pre-esporulacién), incubandose a 25° C durante cuatro dias, al
cabo de los cuales se hizo una primera observacién. Las cepas que no esporula-
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ron se mantuvieron posteriormente a temperatura de laboratorio durante cuatro
semanas, haciéndose una observacién semanal.

Tincién de los esporos:

Coloracién de Wirtz (modificada)

1. Extensién de una gota de suspensién de levaduras en agua destilada.
2. Secado al aire y fijacién por calor.

3. Tincién verde malaquﬁa al 1 por 100 (en solucién acuosa de fenol
al 1 por 100, preparada sin calentar).

4. Lavado con agua durante un minuto aproximadamente.
5. Tincién con safranina (solucién acuosa 0,5 %) durante 30 segundos.
6. Lavado y secado.

Por este procedimiento, los esporos se tifien en verde y las formas vegetativas
en rojo (Fotog. n.? 5).

D. Caracteristicas fisiolégicas.

1. Utilizacién de compuestos de carbono:
a. Utilizacién fermentativa.

Se usaron los siguientes azticares:

Hexosas: D-Glucosa y p-Galactosa.

Disacéridos: Sacarosa, Maltosa, Lactosa y Trehalosa.

Trisacéridos: Rafinosa.

Medio:

Agua de peptona Andrade (Oxoid) a la que se adicions el aziicar correspondien-

te en una proporcién del 2 por 100, excepto en el caso de la rafinosa, que lo fue
al 4 por 100.

Preparacién del medio:

Después de proceder a la esterilizacién del agua de peptona Andrade a 1 atmés-
fera de presién, durante 20 minutos, se adicioné el azdicar distribuyéndose 2 ml.
de medio, en tubos de ensayo de 100 mm. de longitud por 10 mm. de didmetro,
que contenfan tubos de Durham. Finalmente se procedié a una triple esterilizacién
a vapor fluente, en sesiones de 15 minutos.

Método de siembra:

Por cada aziicar se hicieron siembras de 0,3 ml. de una suspensién de levaduras
en agua destilada estéril, en dos tubos, a fin de comprobar la similitud de la reaccién
en cada uno de ellos, procediéndose al cultivo a 25° C durante una semana y reali-
zéndose observaciones del mismo diariamente transcurridas las primeras 48 horas,
para comprobar la formacién de cido y gas.
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b. Utilizacién oxidativa:

Para comprobar la asimilacién de los compuestos carbonados se utilizaron los
siguientes:

Pentosas: p-Xilosa, I-Arabinosa y 1-Ramnosa.

Hexosas: p-Glucosa, D-Galactosa, 1-Sorbosa y Salicina.

Disacaridos: Sacarosa, Maltosa, Melibiosa, Celobiosa, Trehalosa y Lactosa.

Trisacaridos: Rafinosa y Melezitosa. .

Polisacéridos: Inulina y Almidén.

Alcoholes: Eritritol, Ribitol, (Adonitol), Galactitol (Dulcitol), p-Glucitol
(Sorbitol), Mio-inositol (Inositol) y Manitol. :

Acidos: p-L-4cido lactico y 4cido citrico.

Las pruebas de asimilacidn se realizaron por el método auxonografico.

Medio:

P04KH2 .......................................................................................... 1 g.
SOsMg. 7 H:0 05 g
SO4 (NHag)z weveirrirercriiiniinicsiitnnseseenenseessneesesessssssesssssasssssenens 0,5 g.
Agar (0%01d N0 3) oottt eeseneees 20 g

Agua destinalada

Preparacién del medio:

Previo calentamiento para facilitar su disolucién, se esterilizé6 a 1 atmésfera
de presién durante 20 minutos, manteniéndose a 45-50° C en el bafio Maria hasta
el momento de su uso.

Discos auxonogrificos (preparacion):

Se cortaron discos de papel de filtro muy absorbente con ayuda de un sacabo-
cados de 5 mm. de didmetro y se impregnaron de una solucién del compuesto carbo-
nado correspondiente: dicha solucién en el caso de la glucosa fue de 5 g. por 100
ml. de agua y en el de los deméds compuestos una cantidad tal, que llevara un peso
de carbono equivalente al que contendrian 5 g. de glucosa. Se extendieron aisla-
damente para proceder a su secado, esterilizindose en frascos de vidrio con tapén
de rosca a 1 atmdsfera de presién durante 20 minutos.

Método de siembra:

Se deposité en placas de Petri, con ayuda de una pipeta estéril, 1 ml. de una
suspension de levaduras en agua destilada estéril y posteriormente se afiadieron
20 ml. de medio agitindose ligeramente con movimientos circulares y de laterali-
dad de las placas, para facilitar la homogeneizacién de la mezcla.

Solidificado el medio se procedi6 a la colocacién de los discos (6 por placa)
cultivindose a 25° C durante una semana y realizdndose una lectura diaria trans-
curridas 48 horas.
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Interpretacién del crecimiento:

Cuando el crecimiento alrededor del disco fue similar al del resto de la placa,
se consideré «negativo»; si fue mas abundante, en una zona de 5 mm. de radio,
«positivo débil»; y si el radio fue de 10 mm. o superior, «positivo».

2. Utilizacién de NOsK.

La técnica seguida fue la del método auxonografico.

Medio:

PO4KH2 1 g.
Glucosa 20 g
SOME. 7T HoO ettt se s seasaes 0,5 g.
Agar (0x01d 1.2 3) et aees 20 g.
Agua destilada ..ot 1.000 g.

El medio se preparé de manera similar al de la asimilacién de compuestos
carbonados.

Método de siembra:

La distribucién del inéculo y del medio fue semejante a la realizada para la
asimilacién de compuestos carbonados. Una vez solidificado el medio, en un extre-
mo de la placa se deposité el nitrato potédsico haciendo una estria con un asa de
platino longitudinal y en el opuesto, peptona, a fin de que sirviera como testigo
del crecimiento, ya que ésta es facilmente asimilada por las levaduras.

Interpretacién de crecimiento:

La prueba se consideré «positiva» cuando el crecimiento alrededor de la pep-
tona y del NO3K, fue mayor que en el resto de la placa; «negativa» cuando el halo
de crecimiento sélo existié alrededor de la peptona.

Se repiti6 la prueba en aquellos casos en que alrededor de la peptona no apare-
cié halo de crecimiento.

E. Produccién de tubos germinales.

Para la realizacién de esta prueba se utilizaron los siguientes sueros: humano,
bovino y de conejo.

Preparacién del suero:

Una vez obtenida la sangre de distinta procedencia, se dejé en reposo a tempe-
ratura de laboratorio durante tres horas, para lograr una buena formacién del coé-
gulo y dos horas (por lo menos) a 4° C para su retraccién. El suero asi obtenido se
centrifugd a 2.000-2.500 rpm durante 15 minutos, para liberarlo totalmente de he-
maties. A continuacién, se esterilizé por filtracién con Seitz de porosidad EKj
terminada ésta se distribuyé en frascos de vidrio con tapén de rosca y se conservé
a—20° C hasta el momento de su uso.
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Método de siembra:

Se distribuyeron 0,5 ml. de cada suero en tubos de hemélisis y se sembraron
con asa de platino acodada, sirviendo de inéculo la parte superior de una colonia;
se incubaron a 37° C durante tres horas, haciendo una observacién cada hora.

Interpretacién de la prueba:

Se consideré positiva la filamentacién de las células, comparando los distin-
tos porcentajes en cada uno de los sueros, contando el nimero de células filamen-
tadas por cada 500 de levaduras (Fotog. nim. 6).

4. RESULTADOSY DISCUSION.

4.1. Frecuencia del aislamiento de levaduras en leche normal: general, por drea
y zona.

A partir de las 481 muestras de leche sembradas, se obtuvieron 395 aislamien-
tos positivos de levaduras (82,1 %) (cuadro n.° 1).

Atendiendo a las 4reas establecidas, el niimero de muestras positivas y su fre-
cuencia, puede observarse en el mismo cuadro que, corresponde el porcentaje mas
alto a Tierra de Campos (94,8 %) y el mas bajo a la Ribera del Porma (79,2 %).

Los datos existentes en la bibliografia, referentes a la frecuencia de aislamien-
tos positivos de levaduras en leche normal, son escasos y discordantes.

HoFFMANN y col.,27 en experiencias realizadas en Siria, obtuvieron un 3,5 por
100 de aislamientos positivos, sobre un total de 200 muestras estudiadas. Bisping!!
aislé 76 muestras positivas de un total de 578 muestras, considerando que todas ellas
procedian de contaminacién, en concordancia con lo sefialado por LONFTSGARD y
LINQVIST (cit. por BispING!!) quienes comunicaron que la existencia de levaduras
en mama resultaba altamente improbable.

Por el contrario, D1 MENNA1S, estudiando 22 muestras de leche normal, aisl6
diversos tipos de levaduras, asi como SWINNE-DESGAIN®3, pero sin sefialar ningiin
tipo de frecuencias. FAMEREE y col.!® llegaron a obtener unos porcentajes positivos
en leche normal y mamitica del 33,9 y 36,2 por 100 respectivamente.

Ninguno de estos datos se aproxima a los resultados obtenidos por nosotros
(82,1 por 100), cifra extremadamente alta, pero hay que considerar que FAMEREE
y col.!? hicieron la investigacién partiendo de leche procedente de cuarterones
individuales, mientras que nosotros la hicimos sobre leche de mezcla. Por otra parte,
aunque las condiciones de esterilidad, desde la toma de muestras en la central hasta
el momento de la siembra, fueron estrictamente rigurosas, no podemos afirmar lo
mismo desde el ordefio hasta la llegada a la central. Probablemente la presencia de
gran niimero de levaduras pudiera depender de una contaminacién a partir del
aire, utensilios del ordefio, suelo, e incluso del propio animal. Los autores citados
anteriormente, coinciden en afirmar que estos factores pueden ser fuente de conta-
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CUADRON.° 1
Frecuencia de aislamiento y magnitud del mismo en cada una de las areas Yy zonas
estudiadas
No No Indice n.0
.2 muestras .2 muestras 1 i
Areas y zonas recogidas positivas % mcl0 gem ;i:sﬂt;a
Tierra de Campos
Gordoncillo 39 37 9.8 51
Ribera baja del Esla
Benavente 36 25 96,4 3
Vcia. de Don Juan 33 33 100,0 3
Toral 36 27 75,0 2
TOTAL Rib. b. Esla 105 85 80,9 3
Ribera alta del Esla
Mansilla 37 29 78,3 2
San Miguel de Esc. 39 35 89,7 2
Gradefes 38 31 81,8 3
TOTAL Rib. a. Esla 104 95 92,3 3
Riberas Bern.y Torio
Sta. Maria del Paramo 35 33 94,2 4
Infanzones 36 28 N 2
Roderos 39 28 R Wi 2
Cédrmenes 36 28 7,7 3
TOTALRib.B.y T. 146 117 80,1 3
Ribera del Porma
Condado 39 31 79,4 2
Bofiar 38 30 78,9 2
TOTAL Rib. Porma 77 61 79,2 2
TOTAL 481 395 82,1 3
10 = negativo
1 = de 1a 25 colonias 4= de 251 a 500 colonias.
2 = de 26 a 100 colonias. 5 = de 501 a 1.000 colonias.
3 = de 101 a 250 colonias 6 = mas de 1.000 colonias, o colonias confluentes.

minacién muy importante a tener en cuenta, puesto que, a partir de éstas, podria
infectarse el animal, cuando disminuyen sus defensas orgénicas, entre otras causas
por la aparicién de una mamitis de origen bacteriano.

En la mayor parte de las siembras de aislamiento se observaron hongos fila-
mentosos, siendo éstos menos abundantes cuanto mayor fue el nimero de colonias
de levaduras obtenidas. En el cuadro ntim. 2, se precisa la frecuencia del creci-
miento de hongos filamentosos, en relacién con el niimero de colonias de levaduras,
observandose la disminucién paulatina de aquéllos, a medida que aumenta el nd-
mero de éstas. Puede verse que, cuando no existian levaduras, el porcentaje de cre-
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CUADRON.° 2

Frecuencia de presentacién de hongos filamentosos en relacién con los aislamientos
positivos a levaduras

LEVADURAS

- de 1 a 25 de 26 a 100 de 101 a 250 mas de 250

colonias colonias colonias colonias

N.o % N.° % N.o %o N.o % N.o %

Crecimiento de hongos
n;gativo. 22 255 56 29 33 346 33 44 18 529

Crecimiento de hongos
positivo. 64 744 137 709 60 653 42 56 16 47

cimiento de hongos filamentosos alcanzé el 74,4 por 100, mientras que, cuando se
aislaron més de 250 colonias de levaduras, lo fue solamente de 47 por 100. Esta
relacién inversa estd representada en la grafica nim. 2. En relacién con esto, no

Grdf. N2 2.- Relacion cultural entre hongos
filamentosos y levaduras
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hemos encontrado datos que confirmen nuestras observaciones, pero pudiera ser que
existiera cierto antagonismo cualitativo o cuantitativo entre las levaduras y los hon-
gos filamentosos, determinante de una inhibicién total o parcial del crecimiento.

4.2. Magnitud del recuento de colonias.

El ndmero de colonias de levaduras por placa, para las distintas dreas y zonas,
se ha reflejado en el cuadro n.° 1, habiéndose expresado por indices cuyo valor fi-
gura al pie del mismo. Se puede observar que existe una relacién directa entre la
frecuencia de positividad de los aislamientos y la magnitud del recuento de colonias.

Dentro de la bibliografia consultada por nosotros, inicamente SWINNE-DES-
GAIN®3 .y FAMEREE y col.!9 expresan el nimero de colonias obtenidas por placa.
El primero observé que el niimero de colonias sufria una gran oscilacién; en las
muestras por él recogidas, el nimero variaba desde una a miiltiples colonias con-
fluentes, correspondiendo la mayor frecuencia a aquéllas que presentaban 20 6 més
colonias, segiin se desprende de la interpretacién de la tabla de resultados corres-
pondiente. Algo semejante se observa en los estudios realizados por FAMEREE y
col.19

D1 Mennal® y SwiNNE-DESGAIN®3 observaron que. se- obtenia un mayor nd-
mero de colonias, cuando la siembra se efectuaba a partir de leche directamente,
siendo inferior cuando se realizaba a partir del sedimento. Esto corrobora lo obser-
vado por nosotros mismos, que pudimos comprobar que no existia una relacién di-
recta entre el nimero de colonias aisladas del sedimento y las obtenidas a partir de
leche total. En este sentido, apreciamos en dos muestras con las que previamente
habiamos obtenido diferencias importantes en la leche completa, cifras similares
en el nimero de colonias aisladas a partir del sedimento. La causa de la irregulari-
dad en los resultados de ambas siembras, debe guardar intima relacién con la
ascensién de un gran niimero de levaduras en la grasa de la leche, disminuyendo
con ello la concentracién de las mismas en el sedimento, tal como sefialaron D1
MENNAS y SWINNE-DESGAIN®S.

4.2.1. Relacién entre la magnitud del recuento de colonias y la altitud de las
zonas.

Se ha podido comprobar cierta relacién inversa entre el niimero de colonias
y la altitud de las zonas, salvo en el caso de la Ribera baja del Esla, que, a pesar
de ser el 4rea de menor altitud, exhibié un indice de colonias similar al de zonas
de altitud media (cuadro n.° 3).

Esta relacién inversa pudiera deberse a factores ambientales, los cuales deter-
minarfan una menor frecuencia de levaduras en aquellas zonas mas frias que, natu-
ralmente, son las de mayor altitud. El hecho de que en la Ribera baja del Esla,
la incidencia de levaduras haya sido menor, a pesar de ser el drea de menor altitud.
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CUADRON.° 3

Relacion entre el nimero de colonias por ml. de muestra y la altitud de las areas.

Indice del n.0 de altitud

colonias/mi. de media
Areas muestra del drea
Ribera del Porma 21 978 m
Riberas del Bernesga y Torio 3 970 m
Ribera alta del Esla 3 796 m
Ribera baja del Esla 3 761 m
Tierra de Campos 5 779 m

! Los indices representan el nimero de colonias, con la misma correspondencia que en el cuadro n.o 1.

puede estar influido por unas mejores condiciones de higiene en los establos de
esta zona o incluso porque la situacién estrictamente fluvial favorezca las condicio-
nes de los pastos.

A este respecto no hemos encontrado ningiin dato en la bibliografia que con-
firme nuestras observaciones en relacién con una mayor presencia de levaduras
en terrenos de menor altitud. Seria de gran interés estudiar con detalle las influencias
ecoldgicas en la distribucién de las levaduras.

4.22. Magnitud anual del recuento de colonias.

La media anual de colonias para las distintas dreas y zonas, expresada en nii-
meros indices y tomando como base la zona de Condado, situada en el rea de la
Ribera del Porma, cuya media anual fue igual a 100 colonias por ml. de muestra,
esté reflejada en la gréfica n.° 3, en la que no puede observarse una gran variacién,

Gréf. N2 3.- Magnitud anual de colonias/zona,

expresada en numeros indices.
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4.3. Géneros y especies aisladas.

A partir de los aislamientos de levaduras se seleccionaron 278 cepas; no fue
posible conseguir un mayor niimero de ellas, bien por el escaso niimero y tamafio
de las colonias, que sélo suministraba material para su identificacién de grupo,
o bien, debido al crecimiento de hongos filamentosos que imposibilitaba la resiembra.

Todas las cepas pudieron incluirse dentro de los cinco géneros siguientes:
Candida, Torulopsis, Rhodotorula, Saccharomyces y Pichia. Los tres primeros per-
tenecientes a la familia Cryptococcaceae, orden Deuteromycetales u Hongos Im-
perfectos, y los dos dltimos a la familia Saccharomycetaceae, orden Endomycetales.
La distinta frecuencia de los mismos se observa en el cuadro n.° 4, siendo el género
Candida el aislado con mayor frecuencia (90,3 %), mientras que los géneros To-
rulopsis y Saccharomyces sélo lo fueron en dos ocasiones cada uno de ellos (0,7 %).

CUADRO N.° 4

Frecuencia de aislamiento de ecada uno de los géneros

Géneros N.© de cepas %
Candida 251 90,3
Rhodotorula 11 4
Torulopsis 2 0,7
Saccharomyces 2 0,7
Pichia 12 4.7

Dentro de estos géneros, los que pertenecen al orden Deuteromycetales, tienen
mayor importancia, desde el punto de vista de su aislamiento a partir de leche, ya
que la mayor parte de las levaduras facultativamente patégenas para el hombre
y/o los animales, pertenecen a este orden y casi todas ellas estin incluidas en la
familia Cryptococcaceae.

Distintas especies pertenecientes a los géneros Candida, Torulopsis, Rhodo-
torula, Saccharomyces y Pichia aisladas por nosotros, lo han sido también por
diferentes autores a partir de leche normal.l1,16,27 4853 Qtros géneros identifica-
dos por diversos autores tales como Trichosporom,'!,'633 Criptococcus, Han-
senula y Debaryomyces'® no han sido identificados por nosotros.

D1 MENNA!6 observé una mayor incidencia de las especies del género Candida
(290 de un total de 420 aisladas). HOFFMANN y col.,27 sobre 200 muestras estudiadas,
aislaron solamente 7 cepas, que identificaron dentro de dicho género, mientras que
otros autores obtuvieron cifras similares para los géneros Candida, Rhodotorula
y Trichosporom.833 Estos datos a pesar de no coincidir absolutamente con los
nuestros, demuestran, no obstante una cierta predominancia de las especies del

género Candida.
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En el cuadro n.° 5 figuran los distintos géneros a los que pertenecen las cepas
aisladas por otros autores y por nosotros, asi como la frecuencia de las mismas.
Puede observarse que, en ambos casos, se han aislado Candida spp., con mayor fre-
cuencia, aprecidndose diferencias importantes en los respectivos porcentajes de
aislamiento. En relacién con la distinta frecuencia del género Rhodotorula, Bis-
PING!! sefialé ya, que el ntmero elevado de la especie Rh. mucilaginosa (Rh.
rubra) aislada por él, se debia a contaminaciones procedentes de los tapones de
corcho no esterilizados, con que se tapaban las muestras.

CUADRON.° 5

Frecuencia de aislamiento de distintos géneros de levaduras en leche

Cepas identificadas Cepas identificadas

por otros autores por nosotros
Géneros N.o % N.o %
Candida 337 53,7 251 90,3
Rhodotorula 129 20,8 11 4
Cryptococcus 50 8 — —
Torulopsis 35 57 2 0,7
Pichia 28 38 12 4,7
Saccharomyces 20 33 2 0,7
Trichosporom 16 28 — —
Hansenula 1 0,2 —_ —
Debaryomyces 4 08 — —
no identificadas 9 15 — —
TOTAL 629 100 278 100

Por lo que se refiere al género Cryptococcus, aislado por D1 MENNAS, tercero
en el orden de frecuencia, sefialamos que no ha sido aislado por nosotros. Dentro
de este género se encuentra incluida Cr. neoformans, levadura que ha sido descrita
en numerosas ocasiones como productora de mamitis en ganado vacuno.?,?2%7
D1 MENNA1® no consiguié aislar Cr. neoformans a partir de leche normal, en Nueva

Zelanda, aunque si otras tres especies de dicho género. Esta autora parece ser la

tinica que ha conseguido aislar representantes del género Cryptococcus en leche
no mamitica. Tampoco Trichosporom spp. aisladas en varios paises por otros auto-
res 11,16.4853 1o han sido por nosotros. Ademas de estos dos géneros (Cryptococcus
y Trichosporom), tampoco hemos aislado representantes del Debaryomyces y Han-
senula, aunque estos dos tltimos han sido identificados solamente en cuatro y una

ocasiones respectivamente.
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Se identificaron 24 especies:

Candida tropicalis C. lambica

C. albicans C. valida

C. humicola C. intermedia

C. parapsilosis C. mogii

C. pseudo tropicalis C. lipolytica

C. krusei Rhodorotula rubra
C. guilliermondii Torulopsis candida
C. tenuis T. glabrata

C. rugosa Saccharomyces cerevisiae
C. stellatoidea Pichia fermentans

C. clausenii P. farinosa

C. conglobata P. membranaefaciens

En el cuadro n.° 6 se especifica la frecuencia con que ha sido aislada cada una
de ellas. Los valores mas significativos corresponden a especies del género Candida,
principalmente C. tropicalis (18,7 %) C. albicans y Candida humicola (11,8 %)
y C. parapsilosis (10,4 %).

CUADRON.° 6

Frecuencia de aislamiento de cada una de las especies

Género Especie N.o de cepas %
Candida tropicalis 52 18,7
albicans 33 11,8
humicola 33 11,8
parapsilosts 29 10,4
pseudotropicalis 25 8,9
krusei 22 7,9
guilliermondii g é,;
clausenii s
stellatoidea 1 0,3
lambica 13 46
valida 12 43
rugosa 7 2,5
conglobata 6 2,1
mogii 5 17
intermedia Lin (1),3
lipolytica k
tenuis 1 0,3
Rhodotorula rubra 11 39
Torulopsis candida 1 0,3
glabrata 1 03
Saccharomyces cerevisiae 2 0,7
Pichia membranaefaciens 6 2,1
fermentans 4 14
farinosa 2 0,7
TOTAL 218 100
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En el cuadro n.° 7 se muestra la relacién comparativa entre las especies aisla-
das por nosotros v por otros autores.!1,16,4853 Se observa en el mismo, que de las
cepas aisladas por éstos, se llegé a la identificacion especifica de 598 (39 especies
distintas), a la genérica de 22 (dentro de los géneros Candida, Torulopsis, Rhodo-
torula y Trichosporom) y nueve no fueron identificadas. Se sefialan 39 especies,
a pesar de que figuran 40, puesto que en la reciente revisién taxonémica realizada
por Lopper31, se ha comprobado que Rh. mucilaginosa y Rh. rubra no pueden ser
consideradas como especies distintas, criterio que nosotros hemos seguido en
nuestro trabajo, considerando como Rh. rubra a las 11 cepas que ofrecieron los
caracteres tipicos de la especie.

De las cepas aisladas por nosotros, 206 pertenecian a 13 especies, dentro de
las que figuran en dicho cuadro, mientras que las 72 restantes correspondian a es-
pecies no referidas por otros autores en leche normal. Se resefia el hecho de que
C. albicans, C. tropicalis y C. humicola hayan sido aisladas por nosotros en muchas
maés ocasiones que por los autores citados anteriormente (cuadro n.° 7). FAMEREE
y col.,19 destacan que C. tropicalis no ha sido nunca encontrada en leches sanas y si
en leches mamiticas. A este respecto, argumentamos que el haberse aislado por
nosotros en leche de abasto, pudiera depender de haber existido, en la muestra de
mezcla, leche procedente de algiin cuarterén mamitico.

Las distintas especies aisladas por nosotros, lo fueron en cultivos puros y mix-
tos, llegandose en algunas ocasiones a obtener hasta cuatro especies diferentes,
a partir de una sola muestra. No poseemos datos concretos de la incidencia de cre-
cimientos mixtos, habida cuenta de que el criterio de seleccién de las cepas para
el aislamiento se basaba en la morfologia de las colonias, que ofrece muy escasas
variaciones dentro de las levaduras. Asi, en algunos casos en que se seleccionaron
colonias morfolégicamente distintas, cuando se verificé la oportuna tipificacién,
nos encontramos con que correspondian a una sola especie. Sin embargo, en el
caso de Rhodotorula rubra, debido al color rojo-asalmonado de las colonias, pudo
comprobarse que no crecié en ninguna ocasién en cultivo puro y que se aislé siem-
pre en unién de Candida spp.

La presencia de cultivos mixtos era de esperar, teniendo en cuenta que las
muestras estaban integradas por leche perteneciente no sélo a distintos cuarterones
de una misma vaca, sino también de distintos animales, puesto que la recogida se
realizaba por zonas y pueblos. Desde el planteamiento de nuestro trabajo, intenta-
bamos estudiar las levaduras que pudieran presentarse en los animales de la regién,
de una manera general.

El hecho de que otros autores identificaran diversas levaduras, en los dis-
tintos cuarterones de un animall®, 33 e incluso en un solo cuarterén,’, 19, 53 confir-
ma el que indudablemente nosotros debiamos esperar encontrar diversos tipos de
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levaduras en la misma muestra. La mayoria de los autores han comprobado estos
crecimientos mixtos de levaduras, acompafidndose, en muchos casos, también de
bacterias tipicamente productoras de mamitis, como pudiera ser Strepiococcus

agalactiae, etc.

19 20 40 50 53 55
IR IRE A A}

CUADRO N.° 7

Frecuencia de aislamiento de las diversas especies de levaduras, en leche

Cepas Aisladas por
Especie aisladas Autor y afno nosotros
Saccharomyces cerevisiae 14 D1 MenNal® (1956) 2
Sacch. marxianus 5 » » —
Sacch. veronae 1 » » —
Pichia fermentans 292 > » 4
P. membranaefaciens 6 » » 6
Hansenula anomala 1 » » —
Debaryomyces subglobosus 4 » » —
Candida albicans 1 Rera48 (1963) —

» » 5 HorrmMaNN27 (1968)

» » 3 SwiNNE-DEscAaIN® (1970) 33
C. curvata 27 D1 MEnNATS (1956)

» 2 SwinNE-DEscAIN®3 (1970) —
C. brumptii 15 REerFa1#® (1963)

» 1 SwinNE-DEscaIN®? (1970) —
C. guilliermondii 3 Rerar?8 (1963) 5
C. humicola 2 D1 MennA6 (1956) 33
C. kruset 115 » »

» 2 Bisping!! (1961) 22
C.lipolytica 2 SwiNNE-DEscaIn? (1970) 1
C. macedonensis 20 D1 Menna16 (1956) —
C. mycoderma 60 D1 Mennal® (1956) —
C. parapsilosis 32 » »

» 1 Bisping!! (1961)

Candida parapstlosis 2 Horrmann?? (1968)

» » 1 SwinnE-DESGAIN®S (1970) 29
C. reukafii 3 REFA148 (1963) —
C. robusta 1 Di MENNA'6 (1956) —
C. rugosa 14 » »

» 2 SwinNE-DEscAIN®S (1970) 7
C. tropicalis 1 D1 MENNAS (1956) 52
C. utilis 1 » » —
C. zeylanoides 17 » » _
Candida sp. 1 Bisping!! (1961) —
Candida spp. 3 REFAI*® (1963) —
Cryptococcus albidus 4 D1 MEnNAl6 (1956) —
Cr. difﬂuens 22 » » —_
Cr. laurentii 22 » » —_
Cr. luteolus 2 » » —
Torulopsis aeria 1 » » —

» 1 REFAI48 (1963) —
T. Candida 2 » »

» 2 SwiNNE-DESGAIN®S (1970) 1
T. famata 3 D1 MennNa6 (1956)

» 1 Bisping!! (1961)
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) Cepas Aisladas por
Especie aisladas Autor y ano nosotros
T. fanata ReFaI48 (1963)

» SwinNE-DEScAIN®3 (1970) =
T. molischiana REFa18 (1963) -
Torulopsis spp. » » —
Torulopsis sp. SwiNNE-DESGAIN®3 (1970) —
Rhodotorula aurantica » » » —
Rh. glutinis D1 MennNAlS (1956) =
Rh. minuta » » —
Rh. mucilaginosa (Rh. rubra) » »

» Bisping!! (1961)

» REera*8 (1963)

» SwiNNE-DEscAIN®3 (1970)
Rh. rubra ReFa1#8 (1963)

» SwiNNE-DEscaIN5® (1970)
Rhodotorula spp. REFAI48 (1963)

Trichosporom capitatum
» »
Tr. cutaneum
»
»
Tr. pullulans
Tr. sericerum
Trichosporom sp.
no identificadas
» »

B~
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D1 MENNAT6 (1956)
SWINNE-DEsGAIN33 (1970)
Bisping!! (1961)

REFAI4® (1963)
SwINNE-DESGAIN3

D1 MENNA6 (1956)
SwWINNE-DESGAINS (1970)
REFA148 (1963)

D1 MEnNA'6 (1956)
REFA148 (1963)

e

N(_ata: Las especies que figuran en este cuadro son aquellas que se han aislado en leche normal,
no haciéndose mencion de las aisladas a partir de leche mamitica.

4.3.1.  Incidencia de levaduras facultativamente patégenas.

De las 24 especies aisladas por nosotros, se ha dado la consideracién de facul-

tativamente patégenas a las siguientes:

Género

Candida:

Candida tropicalis
C. albicans

C. pseudotropicalis
C. parapsilosis

C. krusei

C. guilliermondii
C. stellatoidea

C. clausenii

C. humicola
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Género  Torulopsis:
Torulopsis glabrata
T. candida

Género  Rhodotorula:
Rhodotorula rubra.

Para comprobar la distinta frecuencia de las especies aisladas, en orden a su
capacidad patogénica, se establecieron los cuatro grupos siguientes: especies facul-
tativamente patégenas pertenecientes al género Candida; especies facultativamente
patégenas no pertenecientes al género Candida (géneros Torulopsis y Rhodotorula);
especies del género Candida mno patégenas; y por dltimo, especies no patogenas no
pertenecientes al género Candida (géneros Saccharomyces y Pichia). Los valores
correspondientes pueden observarse n ¢l cuadro n.° 8. En dicho cuadro se comprue-
ba que las especies facultativamente patdgenas pertenecientes al género Candida,
tuvieron una frecuencia superior a las no patégenas del mismo género (76,6 % y
17,7 % respectivamente) y que las especies facultativamente patégenas no perte-
necientes al género Candida, junto con las no patégenas, una frecuencia similar
y mucho menos importante (4,6 y 5 %).

CUADRO N.* 8

Frecuencia de cepas facultativamente patégenas y no patogenas

Grupos N.O cepas %
Género Candida facultativamente patégenas 202 726
Género Candida no patégenas 49 17,7
Géneros Torulopsis y Rhodotorula facul. patégenas 13 46
Géneros Saccharomyces y Pichia, ascospordgenas no pa-

tégenas 14 S5

La distribucién de las cepas aisladas en facultativamente patégenas y no pat6-
genas se ha realizado teniendo en cuenta el haber sido descritas en casos de mami-
tis, produccién de mamitis experimental y el poder patégeno para los animales de
experimentacion.

El porcentaje de mamitis levaduriformes no parece ser excesivamente elevado.
Segtin LONFTSGARD y LinQvisT33 solamente el 1 % del total de mamitis es producido
por levaduras; AINSWORTH y AusTwICK® dan valores del 2-3 % ; Mitrotu y Toma4?
encontraron 88 muestras positivas a levaduras, en un total de 623 procedentes de
mamitis (14,1 %). Por otra parte, MEHNERT y col.3® hallaron un 3,1 % de muestras
positivas en animales que no padecian alteraciones de la secrecién y un 26,4 %
en aquellos que las padecian.
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Lo més destacable es el hecho de que en la mama, y por consiguiente, en la
leche normal, puede aparecer un gran ntmero de especies de levaduras.!?> Pre-
cisamente por encontrarse un nimero tan elevado de ellas, es por lo que creemos
que existe cierto confusionismo en relacién con las que pueden considerarse estric-
tamente patégenas, facultativamente patégenas, o simplemente saprofitas. Muchos
autores consideran que el poder patégeno de las levaduras no dependeria tanto
de la propia capacidad patogénica intrinseca de las mismas, como de los factores
extrinsecos por los que pudieran verse influidas, tales como los tratamientos an-
tibiéticos en mamitis bacterianas,!¢,1838 4950 lesiones en el pezén,33 utilizacién
de preparados locales de antibiéticos contaminados®,33 o la alimentacién con
residuos de cerveceria.33

Estos factores antedichos hacen dificil establecer con claridad cuales son las
especies patégenas para la mama, a excepcién de Cryptococcus neoformans, estric-
tamente patégena para el hombre y los animales, que ha sido descrita como la de
mayor importancia en la produccién de mamitis levaduriformes.3,22,26,47 49
Esta especie, no ha sido aislada por nosotros a partir de leche normal, como ya se
ha dicho anteriormente.

Los géneros que presentan mayor interés desde el punto de vista patogénico
son Candida®® y Cryptococcus®, 33 aunque también se han aislado levaduras per-
tenecientes a los géneros Saccharomyces,3 Pichia,3,8 Trichosporom?3 234835
y Rhodotorula®® en muestras procedentes de mamitis. De estos géneros citados,
Cryptococcus y Trichosporom no han sido identificados por nosotros en ninguna
ocasién y dentro de los restantes se encuentran las especies que hemos considerado
como facultativamente patégenas y no patégenas.

De las doce especies consideradas como facultativamente patégenas por no-
sotros, nueve corresponden al género Candida, dentro del que se encuentran el
mayor niimero de especies consideradas patégenas o, por lo menos, facultativamen-
te patégenas por otros autores, de las cuales han sido aisladas en mamitis las si-
guientes: C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii,
C. pseudotropicalis y C. humicola (AINSWORTH y AUSTWICK3, ANGELACHEV,”
AustwicK y col.8 BispING,!2 FAMEREE y col.,!® GuiLuon y col.*® HoFFMANN
y col.,2” MiTro1u y Toma,* Nowak,*3 REFAL*® RENK,*? SWINNE-DESGAIN,?® To-
POLKO%4).

Precisamente por ser el género Candida el que incluye especies observadas
en més ocasiones como productoras de mamitis, junto con las especies del género
Cryptococcus y de éste principalmente Cr. neoformans, han sido estudiadas por di-
versos autores en mamitis experimental.#® En este tipo de experimentos C. tropicalis
se manifest6, segiin REDAELLIA? con un alto poder patégeno, preferentemente cuando
al mismo tiempo se inoculaban antibiéticos. BispiNG!2 reprodujo lesiones de ma-
mitis inoculando C. albicans, en un caso de curacién espontinea, mientras que en
otros era persistente, sobre todo si se administraban antibidticos; esto fue observado
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con esla misma especie por otros autores.'!,* Otras especies de las que figuran
en nuestro trabajo como facultativamente patégenas, pertenecientes al género Can-
dida, y que han sido comprobadas como patégenas en mamitis experimental son:
C. krusei*1 34, C. pseudotropicalis y C. parapsilosis.®*

Las nueve especies que estamos considerando, con excepcién de C. humicola,
han sido inoculadas a animales de experimentacién, por diversos autores, con el
fin de probar su poder patégeno. El estudio comparativo de los resultados obtenidos
por ellos en este sentido, nos puede servir para considerar la mayor o menor pato-
geneidad de estas especies.

C. albicans es patbgena para el ratén, produciendo lesiones, principalmente
renales,?, 34 y, sobre todo, cuando sc¢ inocula por via intravenosa;!,21,28 3437

esta especie también es patégena para el conejo.24

HurLEY y WINNER®® comprobaron que C. tropicalis era patégena para el ratén
por via intravenosa, si bien HASENCLEVER y MITCHELL?® demosiraron que, aunque
muchas cepas de C. tropicalis son patgenas para el ratén, comparando su patoge-
neidad de grupo, resulta ser mucho menor que la C. albicans, a la vez que lo es
muy poco para el conejo.

La mayoria de los autores coincide en afirmar que C. albicans es una especie
altamente patégena para el ratén.”,?8,34354245 Qpras especies con efecto paté-
geno para animales de experimentacién, principalmente el ratén, son C. krusei,37
C. stellatotdea,?®, 37 C. parapsilosis®!, 3> y, ocasionalmente, C. guilliermondii.?! 35,37
Como ya se ha dicho anteriormente, estas especies del género Candida han sido in-
cluidas por nosotros entre las facultativamente patégenas.

Por lo que se refiere a las otras tres especies incluidas dentro de este grupo,
tanto Torulopsis glabrata®°,® como T. candida,'? se han aislado a partir de leche
mamitica, y hasta hace pocos afios estas dos especies eran las tnicas consideradas
como de alglin interés patégeno, dentro de este género, pero recientemente
Yarrow 8081 identificé como una nueva especie del género Torulopsis una leva-
dura aislada en una mamitis en Africa del Sur (aunque posteriormente la incluyé
en el género Selenotila®?). Mientras que Rhodotorula rubra (Rh. mucilaginosa)
la cual ha sido comprobada en mamitis crénica,® ,*3 no ha producido lesiones ni
otro tipo de alteracién en infeccién intramamaria experimental!? y, en algin caso,
s6lo se observé eliminacién de levaduras en la leche. Nosotros hemos incluido esta
especie dentro de las facultativamente patbgenas por haberla aislado siempre en
cultivo mixto con representantes del género Candida, facultativamente patégenas,
por lo que consideramos que, por sinergismo, podria verse aumentada su patoge-

neidad.
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4.32. Incidencia de los grupos facultativamente patégenos y no patdgenos en
relacion con las zonas.

En el cuadro n.? 9 pueden observarse los porcentajes de cada uno de los grupos
de levaduras del cuadro n.° 8, desglosado en relacién con su frecuencia de aisla-
miento en cada una de las zonas estudiadas. Para las especies facultativamente pa-
tégenas pertenecientes al género Candida, los valores maximos corresponden a
Gordoncillo (25,2 %) y Santa Maria del Paramo (12,3 %) y para el resto de las

facultativamente patégenas a Toral y Mansilla (23 %, cada una de ellas). Se com-
prueba que Candida spp., facultativamente patégenas y no patégenas, se aislaron

en todas las zonas, mientras que Torulopsis spp. y Rhodotorula sp. por un lado, y
Saccharomyces sp. y Pichia spp. por otro, lo fueron tdnicamente en ocho y siete, res-
pectivamente, de las trece zonas estudiadas. En consecuencia, las especies facultati-
vamente patégenas del género Candida fueron més frecuentes que las de los géneros
Torulopsis y Rhodotorula.

Todas estas especies se han aislado con mayor frecuencia en aquellas zonas
en que los aislamientos positivos, asi como la magnitud del crecimiento, fueron mayo-

res, siendo destacable el hecho de que en Gordoncillo, zona que se significé a lo
largo de todo nuestro trabajo en este sentido, se presentara un porcentaje de cepas
facultativamente patégenas mucho més elevado que en el resto de las zonas estudia-
das. ‘

El menor niimero de cepas facultativamente patégenas no pertenecientes al
género Candida, no nos permite dar tanto valor a estos aislamientos y debemos con-
siderarlos como meros hallazgos.

Este mismo tipo de consideracién tenemos que hacer con respecto a las espe-
cies no patégenas, principalmente a las no pertenecientes al género Candida, que, por
otra parte, también han sido aisladas en contadas ocasiones por otros autores.!!
16 48 53 Por lo que se refiere a estas Gltimas especies, Pichia farinosa, especie que ha
sido aislada por algunos autores en mamitis,3, ! ha sido incluida por nosotros den-
tro de las especies no patégenas, debido a no haberse realizado pruebas de patogenia
experimental y haberse descrito en contadas ocasiones.

4.3.3. Incidencia de especies facultativamente patégenas.

En los cuadros n.° 10 y 11 se observa la distribucién de cada una de las
especies facultativamente patbgenas, en relacién con las zonas estudiadas; en el
primero, las pertenecientes al género Candida y en el segundo las de los géneros
Rhodotorula y Torulopsis. Los valores mas destacables son los de C. albicans
en la zona de Gordoncillo (13,3 % del total de facultativamente patégenas del gé-
nero Candida); C. tropicalis en Gordoncillo y Valencia de Don Juan (8,9 y 4,9 %
respectivamente); C. humicola en Santa Maria del Paramo (8,9 %) y C. pseudo-
tropicalis en Infanzones (7,8 %). Para las facultativamente patégenas no pertene-
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cientes al género Candida (cuadro n.° 11), la maxima incidencia corresponde

a Rh. rubra en Toral y Mansilla (23 %).

CUADRO N.° 11

Frecuencia de especies facultativamente patégenas no pertenecientes al género Candida
(géneros Torulopsis y Rhodotorula), en relacion con las zonas

Rh. rubra T. glabrata T.candida
Zonas Ne % No % No %
Gordoncillo —  — — e -
Benavente 2 153 TP — NP
Vcia. de Don Juan — — o — — _
Toral 3 923 . _ _ .
Mansilla 3 23 — — . .
San Miguel de Esc. 1 76 —_ - —_ —
Gradefes — — 1 7,6 — —
Sta. Maria del Pdramo 1 7,6 - — -
Infanzones U — — - 1 76
Roderos — = —  — - —
Carmenes R — — — — —
Condado 1 76 —_ — - —
Bofar — — — — — —

Merece especial atencién el hecho de que C. albicans haya sido aislada por
nosotros con gran frecuencia. VAN UDEN® consideré que el tracto digestivo era
una posible fuente de levaduras relacionada con la produccién de mamitis. Sin em-
bargo, este mismo autor en colaboracién con Do CArRMO Sousa57?, afirmaron que
entre el gran nimero de levaduras aislado por ellos a partir de intestino de bovino,
no se encontraban representantes de esta especie. PARLE*! y SMITH52, encontraron
C. albicans en intestino de diferentes mamiferos, pero nunca en bovinos. El hecho
de que estos autores no encontraran esta especie, precisamente en bovinos, parece
corroborar lo afirmado por VAN UDEN y Do CarMO Sousa®, en el sentido de que
esta especie no es un habitante normal de intestino de tales animales.

Esto nos hace pensar que el origen de las cepas aisladas por nosotros no seria
el propio animal, sino que podrian proceder del medio ambiente, puesto que, aunque
se ha afirmado que es huésped de animales de sangre caliente, también se ha com-
probado en la naturaleza, como afirmé MILLER,? que la aislé a partir de un roble,
considerando que podia proceder de contaminaciones de animales.

Por lo que se refiere a C. tropicalis, que ha sido aislada en mayor niimero de
ocasiones, puede proceder del propio animal®? o de otras fuentes, lo que explica que
la hayamos comprobado en més ocasiones que C. albicans.
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4.34. Incidencia de especies no paiégenas en relacién con las zonas.

El mismo tipo de frecuencia para las especies no patégenas del género Candida
y las ascosporégenas (géneros Saccharomyces y Pichia), puede comprobarse en
los cuadros n.° 12 y 13, respectivamente. Se observa que la distribucién de especies
por zonas, es mucho més heterogénea que en los grupos anteriores, destacando so-
lamente los valores de C. valida en Vega de Infanzones (8,1 %) y C. lambica en
Benavente (8,1 %)

La heterogeneidad de la presentacién de cepas no patégenas, tanto pertene-
cientes al género Candida como a otros, pudiera deberse al menor nimero de cepas
aisladas, si bien es destacable el que, para las pertenecientes al género Candida,
las mayores frecuencias correspondan a zonas donde la incidencia de las faculta-
tivamente patégenas del género también ha sido relativamente alta.

4.4. Comparacién de incidencia zonal de las principales especies facultativamente

patégenas.

Como se ha visto anteriormente, las Candida spp. facultativamente patégenas
se obtuvieron a partir de todas las zonas; de las especies incluidas en dicho
grupo se ha aislado un mayor niimero de veces las siguientes: C. tropicalis (52);
C. albicans (33); C. humicola (33), C. parapsilosis (29); C. pseudotropicalis (25); y
C. krusei (22).

Las zonas en que se han aislado estas especies con mayor frecuencia figuran

a continuacion:

Gordoncillo (C. albicans, C. tropicalis y C. kruset)
Benavente (C. tropicalis y C. parapsilosis).
Valencia de Don Juan (C. tropicalis)

Santa Maria del Paramo (C. humicola)
Infanzones (C. pseudotropicalis).

Roderos (C. parapsilosis).

Estas seis zonas se encuentran situadas en el sur de la provincia de Leén, a par-
tir de la confluencia del rio Bernesga con el Esla, correspondiendo a las mismas
las menores altitudes de la provincia (encuadradas en el grafico n.° 1 entre dos li-
neas paralelas). Dichas zonas se agrupan dentro de las dreas establecidas por noso-

tros de la siguiente forma:
Roderos, Infanzones y Santa Maria del Péramo: Sur de la Ribera del Bernesga;

Benavente y Valencia de Don Juan: Ribera baja del Esla;
Gordoncillo: Tierra de Campos.
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CUADRO N.° 12
Frecuencia de las especies no patégenas del género Candida, en relacién con las zonas
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= C. va-

C. lambica; C.vali

lannih.

C. lipolytica.

; C. lipo.

C. tenuis; C. cong. = C. conglobata, «

C. mogii

Candida rugosa; C. tenu.

lida; C. inte. = C. intermedia; C. mogii

C. rugo.

CUADRO N.° 13

Frecuencia de especies no patégenas, no pertenecientes al género Candida (géneros
Saccharomyces y Pichia)

Sacch. P. membra-
cerevisiae P. fermentans naefaciens P. farinosa
Zonas N.o % N.© % N.O % N.O %
Gordoncillo — — 1 71 — _ . _
Benavente — — — — — — _ _
Vcia. de Don Juan. — — — — — — — _
Toral — — — — 1 7,1 — _
Mansilla — — 2 14,2 3 14,2 — —
San Miguel de Esc. — — — — — — . —
Gradefes — — — _ 1 7,1 — —
Sta. Maria del Paramo —_ — — — — — _ _
Infanzones 2 14,2 — — 1 7,1 1 7,1
Roderos — — — — — — — —
Carmenes — — 1 7,1 — — = =
Condado — — — — — — — _
Bonar — — — — 1 7,1 1 7,1

Se ha considerado conveniente establecer una comparacién entre la incidencia
de las seis especies consideradas mas importantes, en las zonas del Sur de la pro-
vincia y en las del resto (zona Norte). Esto puede comprobarse en el cuadro n.° 14,
donde resalta que las frecuencias de dichas especies son mucho méis importantes
en las zonas enclavadas en el sur de la provincia, especialmente en relacién con
C. albicans (81,8 %), C. tropicalis (80,7 %), C. humicola (69,6 %) y C. pseudo-
tropicalis (68,9 %).

La frecuencia total de estas seis especies del género Candida en cada una de
estas dos amplias zonas Norte y Sur de la provincia de Ledn, viene expresada en el
cuadro n.° 15, correspondiendo el 77,7 por 100 a la zona Sur, més seca, de menor al-
titud y clima mas célido, factores que muy bien pudieran estar en relacién con la
mayor presentacién de levaduras en leche.

En apartados anteriores, hemos podido observar que, las especies a las cuales
hacemos referencia, pueden ser altamente patégenas si las defensas del animal se
ven disminuidas y si su accién se ve favorecida por los tratamientos antibi6ticos.
Dentro de este grupo hemos incluido también a C. humicola, aunque no ha sido
comprobada su patogeneidad en infeccién experimental, ni en animales de experi-
mentacién, pero que ha sido observada en numerosas ocasiones como productora de
mamitis y se afsla con mucha frecuencia a partir de leche.
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CUADRO N.° 14

s, en el Norte

Ogena
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ia por especies,

Frecuene

C. krusci

C. humicola C. pseudo- C. parapsilosis

C. tropicalis

C. albicans

tropicalis

P
1553

N.o

[¢]

N.o

2o

o~

N.©o

Zonas

1
4

38
38
5,7

34.6
134
192

18
7
10
2
2

Gordoncillo
Benavente

Vecia. de Don Juan
Infanzones

Zona Sur
Roderos
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3

Sta. Maria del Paramo

13 59

9

55,1

44.8

16
13

81,8 42 80,7 23 69,6 17 68
32

27
6

TOTAL Zona Sur
Zona norte

40,9

192 10 303 8

12

18,1

CUADRO N.° 15

Frecuencia total de especies facultativamente patégenas en el Norte y Sur de la provincia

Zonas Cepas facultativamente patdgenas!
N.o %
Zona Sur 148 7.7
Zona Norte 58 222
TOTAL 206 100

1 Estan incluidas solamente: C. albicans, C. tropicalis, C. humicola, C. pseudotropicalis, C. parapsi-
losis'y C. krusei.

4.5. Variacion estacional de especies facultativamente patégenas y no patégenas.

De la misma manera que el niimero de colonias sufrié una variacién estacional
importante, como ya hemos dicho anteriormente, habiendo quedado reflejado en
el grafico n.° 9, el niimero de cepas facultativamente patégenas y no patbgenas ex-
perimenté una variacién similar. Los valores correspondientes a los distintos meses
del afio pueden observarse en el cuadro n.° 16, habiéndose representado gréfica-
mente la variacién de cada uno de los dos grupos (grafico n.° 10). Los valores mis
altos corresponden al periodo estival, siendo sensiblemente inferiores los relativos
a las cepas no patégenas. A su vez dentro de este perfodo, la ctspide en las facultati-
vamente patégenas correspondié al mes de julio, mientras que en las no patégenas,
al de junio.

El hecho de que los valores correspondientes a las cepas facultativamente paté-
genas, fueran superiores a los de las no patégenas, estarfa, posiblemente, en relacién

CUADRO N.° 16

Variacién estacional de las especies facultativamente patégenas y no patégenas

N.© de cepas facultativamente N.© de cepas

Meses patogenas no patogenas
Enero 14 3
Febrero 13 7
Marzo 18 3
Abril 12 7
Mayo 29 11
Junio 27 19
Julio 33 13
Agosto 18 9
Septiembre 9 —
Octubre 17 13
Noviembre 16 10
Diciembre 7 1
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con el menor nimero aislado de éstas. Por otra parte, no se ha observado ninguna
otra diferencia entre uno y otro grupo, por lo que consideramos que la incidencia
de especies, no depende tanto de su caricter patégeno, como de las influencias am-
bientales.

4.6. Resultados de las pruebas especiales efectuadas para la tipificacién de las
cepas.

La prueba de diagnéstico rapido para identificacién de C. albicans, por forma-
cién de tubos germinales, se efectué con todas las cepas aisladas, siendo solamente
las cepas de C. albicans las que los formaron al cabo de tres horas de cultivo
a 37° C, tanto en suero humano, como de ternera y de conejo. A su vez C. albicans
fue la tinica especie que dio resultado positivo a la prueba de formacién de clami-
dosporas.

‘ En cada uno de los sueros se contaron, sobre un total de 500 células de leva-

duras aquéllas que producian tubos germinales. En el cuadro n.® 17 aparece para
cada uno de los tres sueros, la media de células filamentadas de las 33 cepas de
C. albicans, correspondiendo el mayor porcentaje al de conejo (14,8 %).
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CUADRO N.° 17

Media de produccién de tubos germinales en C. albicans

Sueros
Humano Ternera Conejo
No % No % No %
Media de células filamentadas
en las 33 cepas de C. albicans
sobre un total de 500 células. 32 6.4 26 52 74 148

La prueba de formacién de clamidosporas (caracter de reproduccién vegetativa,
tipico de C. albicans) se efectué con todas las cepas aisladas, siendo solamente po-
sitiva en el caso de C. albicans.

Aquellas cepas que, en un principio, fueron tipificadas como C. albicans,
pero que resultaron negativas a la produccién de tubos germinales y clamidosporas,
se consideraron como C. clausenii, incluyéndolas dentro de las levaduras facultati-

vamente patégenas.

MACKENZIE3® estudié la formacién de tubos germinales con cepas de C. albi-
cans productoras de clamidosporas, con otras especies del género Candida y con
Sacch. fragilis, Schiz. versatilis, Tr. capitatum y Geotrichum sp., observando que la
produccién de tubos germinales era una propiedad caracteristica de C. albicans,
aunque también otras especies, C. stellatoidea, C. utilis, C. rugosa y Schiz. versati-
lis los produjeron. También comprobé que algunas formas pseudomiceliares de
C. brumptii y C. pseudotropicalis podian recordar a dichos tubos germinales. No
obstante, considerd que esta prueba, en unién de las bioquimicas, podia ser impor-
tante para la identificacién de C. albicans.

Por el contrario, ALTERAS y GAVRILESCO® consideraron que es una prueba
caracteristica para el diagnéstico de C. albicans, lo que coincide con lo observado
en nuestro trabajo. Nosotros no hemos podido comprobar la formacién de tubos
germinales, mds que a partir de aquellas cepas que habfan sido tipificadas como
C. albicans, por medio de pruebas bioquimicas, fermentativas y asimilativas, asi
como por la formacién de clamidosporas.

En relacién con el rendimiento de los distintos liquidos organicos utilizados
en orden a la formacién de tubos germinales, nuestros resultados concuerdan con
los obtenidos por ALTERAS y GAVRILESCO® y MACKENZIE®, siendo mayor en suero
de conejo3® y suero humano,$ 3¢ que en suero bovino.
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5. CONCLUSIONES

1. En la leche bovina de mezcla, procedente de la zona oriental de la provin-
cia de Ledn, se encuentran levaduras con frecuencia. (De 481 muestras 395 aisla-
mientos positivos: 82,1 % de positividad). Los altos porcentajes de contaminacién
sugieren deficiencias en la higiene del ordefio, recogida y transporte de la leche.

2. Se tipificaron 278 cepas de las especies siguientes, cuya frecuencia se
expresa:

Candida tropicalis (18,7 %), C. albicans (118 %), C. humicola (11,8 %),
C. parapsilosis (10,4 %), C. pseudotropicalis (8,9 %), C. krusei (19 %), C. lam-
bica (4,6 %), C. valida (4,3 %), C. rugosa (2,5 %), C. conglobata (2,1 %) C. gui-
lliermondii (1,7 %) C. 'mogii (1,7 %), C. intermedia (1,4 %) C. clausenii (0,7 %),
C. stellatoidea (0,3 %) C. lipolytica (0,3 %), C. tenuis (0,3 %), Rhodotorula rubra
(3,9 %), Torulopsis candida (0,3 %), T. glabrata (0,3 %), Saccharomyces cere-
visiae (0,7 %), Pichia membranaefaciens (2,1 %), P. fermentans (1,4 %) y Pichia
farinosa (0,7 %). En resumen, las Candida spp. representaron el 90,3 % de los ais-
lamientos.

3. Candida tropicalis, C. albicans, C. humicola, C. parapsilosis, C. pseudo-
tropicalis y C. krusei, consideradas como facultativamente patégenas, se aislaron
con la maxima frecuencia en el S. de la provincia (77,7 %).

4. Fl ntmero de levaduras, en general, y el de las facultativamente patoge-
nas, en particular, aumenta durante los meses de verano, sobre todo en la zona S. de
la provincia.

5. Se observé una correlacién inversa entre la presencia de levaduras y hon-
gos filamentosos.

6. Rhodotorula rubra nunca se aislé en cultivo puro, sino asociada a Candida
spp-

7. La prueba de produccién de tubos germinales fue positiva en el 100 %
de las cepas de C. albicans, siendo negativa para el resto de las levaduras.

8. Para la produccién de tubos germinales, resulté més adecuado el suero
de conejo, que el humano y el de ternera, ya que la proporcién de células con tubos
germinales era mucho mayor en el primero de los sueros.

6. RESUMEN

A fin de conocer la incidencia de levaduras en leche bovina y su variacién
estacional, asf como las especies més frecuentes en la misma, se ha realizado un es-
tudio a lo largo de los 12 meses del afio, en muestras de leche de mezcla, representa-
tivas de la mitad oriental de la provincia de Leén y pertenecientes a animales de

trece zonas de la misma.
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Se identificaron los siguientes géneros de levaduras: Candida, Torulopsis,
Rhodotorula, Saccharomyces y Pichia, siendo Candida el de mayor frecuencia
(90,3 %). Dentro de este género se aislaron con mayor frecuencia las especies consi-
deradas facultativamente patégenas, Candida tropicalis (18,7 %), C. albicans
(11,8 %), C. humicola (11,8 %), C. parapsilosis (104 %) C. pseudotropicalis
(8,9 %) y C. krusei (1,9 %), siendo la mayor incidencia de estas especies en
la zona S. de la provincia, més seca y de menor altitud que la N.

Se observé una correlacién inversa entre el niimero de levaduras aisladas y la
presencia de hongos filamentosos en las mismas.

Todas aquellas cepas que se tipificaron como C. albicans, mediante pruebas
bioquimicas y que produjeron clamidosporas, dieron positivo a la prueba de produc-
cién de tubos germinales, siendo negativas a esta prueba el resto de las cepas
aisladas. Para la realizacién de esta prueba, se comporté como mis efectivo el
suero de conejo que el suero humano y bovino. 7

Se comprobé un alto porcentaje de levaduras (82,1 %) probablemente debido
en gran parte a contaminaciones a partir del aire, suelo, utensilios y manejo durante
el ordefio. La variacién estacional de las colonias sufrié un aumento en los meses
de verano, asi como también el niimero de cepas pertenecientes a especies faculta-
tivamente patégenas.

RESUME

A fin de connaitre I'incidence des levures dans le lait bovin et leur variation
saisonniere, ainsi que les especes les plus fréquentes dans ce lait, on a effectué une
étude durant les douze mois de ’année avec des échantillons représentatifs de la
moitié da la partie Orientale de la province de Leén et qui appartenaient a des
animaux de treize régions différentes de cette province.

On a identifié les genres de levures suivants: Candida, Torulopsis, Rhodoto-
rula, Saccharomyces et Pichia. Le Candida étant le plus fréquent de tous (90,3 %),
dans ce genre on isola plus fréquemment les especes considérées comme facultati-
vement pathogénes: Candida tropicalis (18,7 %), C. albicans (11,8 %), C. humicola
(11,8%), C. parapsilosis (10,4 %), C. pseudotropicalis (89%), et C. krusei
(7.9 %); la plus grande incidence de ces especes se trouve dans la région Sud de
la province, qui est plus seche et a moins d’altitude que celle du Nord.

On a remarqué une corrélation inverse entre le nombre de levures isolées et
la présence de fungi philamenteux qu’elles contenaient.

Toutes les souches classifiées comme C. albicans, aprés avoir fait des essais
biochimiques, et qui produisirent des clamidospores donnérent un résultat positif
4 Pessai de production de tubes géminaux; le reste des souches isolées donnerent
un résultat négatif & cet essai. Le sérum de lapin fut plus effectif que celui de
I’homme et que celui des bovins pour effectuer cet essai.
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On a remarqué aussi un pourcentage de levures élevé (82,1 %), probablement
dii, en grande partie, a des contaminations provenantes de I'air, du sol, des us-
tensiles et du maniement pendant la traite.

La variation saisonniére des colonies, ainsi que le nombre de souches qui
appartenaient 2 des especes facultativement pathogenes augmenta pendant les
mois d’été.

SUMMARY

In order to know the yeast incidence in bovine milk and its stationary
variation, as well as the most frequent species found in it, a study has been carried
out during the twelve months of a year on some mixed milk samples representing
a half of the Eastern region in Leén province and pertaining to animals from thirteen
different regions of said province.

The following genera of yeasts were identified: Candida, Torulopsis, Rhodo-
torula, Saccharomyces and Pichia. As Candida is the most frequent of all these genera
(90,3 %), the species considered to be facultatively pathogenic, such as Candida
tropicalis (18,7 %), C. albicans (11,8 %), C. huimicola (11.8 %), C. parapsilosis
(104 %), C. pseudotropicalis (8.9 %) and C. krusei (7.9 %) were isolated more
frequently, the greatest incidence of these species being in the Southern region of
the province; this region is drier and has less altitude than the Northern one.

We have noticed an inverse correlation between the number of yeasts isolated
and the presence of filamentous fungi in said yeasts.

After biochemical assays, all the strains being classified as C. albicans that
produced clamidospores had a positive result against the geminal tube production
assay;' the remaining isolated strains were negative against this assay. The rabbit
serum was more effective than human serum and than bovine serum for said assay
performation.

A high percentage (82.1 %) of yeast, probably and greatly due to contami-
nations from air, soil, utensils and handling on milking was remarked.

The stationary variation of the colonies as well as the number of strains
pertaining to facultatively pathogenic species increased during summer months.
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(pseudomicelio)

Fot. 3. Candida tropicalis

Fot. 1. Candida albicans, 450 X.

250 X.

b

Fot. 4. Candida albicans (clamidosporas)
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Fot. 2. Rhodotorula rubra (tincién vital, verde de metilo acético), 1.000 X.
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a5,

Fot. 6. Candida albicans (tubos germinales), 1.000 X.
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