CATEDRA DE ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y EPIZOOTIOLOGIA
(Prof. Dr. BENITO ALLER GANCEDO)*

«PREVALENCIA DE LEVADURAS EN LA VAGINA DE VACA
Y OVEJA, SU PATOGENICIDAD EXPERIMENTAL PARA EL
RATON Y SENSIBILIDAD FRENTE A DIFERENTES
ANTIFUNGICOS»

Por José Miguel Aller Gancedo

INDICE

1. INTRODUCCION.-2. REVISION BIBLIOGRAFICA.-2.1. Antecedentes histiricos.—2.1.1. Le-
vaduras en el tracto genital femenino.~2.1.2. Evolucion cronoligica de los géneros hallados por
nosotros.~2.1.3. Patogenia experimental para el raton.—2.1.4. Antiflingicos.~2.2. Material y Méto-
dos.—2.2.1. Recogida de muestras.—2.2.2. Aislamiento de cepas.—2.2.2.1. Medio y técnica de
siembra.~2.2.2.2. Tipificacion.—2.2.3. Patogenia experimental en raton.~2.2.3.1. Preparacion de
las suspensiones celulares.—2.2.3.2. Dosis y técnica de inoculacion.~2.2.3.3. Examen «post-
mortem». 2.2.4. Sensibilidad a distintos antifiingicos.=2.2.4.1. Medios de cultivo.~2.2.4.2. Anti-
fungicos y preparacion de las diluciones. 2.2.4.3. Preparacion de los indculos.~2.2.4.4. Lectura de
las pruebas.~3. MATERIAL Y METODOS.-3.1. Recogida de muestras.—3.1.1. En la vaca.-3.1.2.
En la oveja.=3.2. Aislumicnto de cepas.—3.2.1. Medio y técnica de siembra.=3.2.2. Tipifica-
¢ion.=3.2.2.1. Caracteristicas morfologicas.—3.2.2.2. Caracteristicas culturales.=3.2.2.3. Caracte-
risticas sexuales.—3.2.2.4. Caracteristicas fisiologicas.~3.2.2.5. Otras pruebas.=3.3. Patogenia ex-
perimental en el ratén.—3.3.1. Preparacion de las suspensiones celulares.~3.3.2. Dosis y técnica de
inoculacion.~3.3.3. Examen «post-mortem».=3.4. Sensibilidad a distintos antifingicos.—3.4.1. Me-
dios de cultivo.~3.4.2. Antifungicos y preparacion de las diluciones.—3.4.3. Preparacion de los
inoculos.—3.4.4. Lectura de las pruebas.~4. RESULTADOS Y DISCUSION.-4.1. Aislamiento de
cepus.—4.1.1. Géneros y especies de levaduras aisladas.—4.1.1.1. En la vaca.~4.1.1.2, En la
oveju.~4.1.1.3. Por otros autores.—4.1.2. Otros hongos aislados.~4.1.2.1. En la vaca.-4.1.2.2. En la
oveja.~4.1.3. Frecuencia de las levaduras aisladax.~4.1.3.1. En la vaca.~4.1.3.2. En la
oveja.~4.1.3.3. En otras especies.—4.1.4. Recuento de colonias.~4.2. Patogenia experimental.~4.3.
Sensibilidad «a distintos antifiingicos.—5. CONCLUSIONES.-6 RESUMEN.-7. AGRADECI-
MIENTOS.-8. BIBLIOGRAFIA.-9. ILUSTRACIONES.

* En visperas de entregarse a la imprenta esta tesis doctoral. ha fallecido el Dr. Benito Aller
Gancedo. El autor. hundido en el inmenso dolor que supone la pérdida del ser querido. desea
rendirle un postrer homenaje dedicandole esta tesis. en la que se encuentran vertidas sus altimas
ensefianzas. sus altimos consejos.

- 375 _



1. INTRODUCCION

A pesar de pertenecer las levaduras al grupo de los primeros microorga-
nismos que se conocieron y estudiaron. hay que admitir que los procesos
clinicos que causan estan todavia con numerosos puntos sin resolver. pudiendo
repercutir negativamente en la salud y economia ganadera.

La micopatologia en los dltimos afos ha ido incrementando su desarrollo e
importancia, merced al aumento que han experimentado las enfermedades
causadas por hongos. Hasta hace poco tiempo se pensaba casi exclusivamente
en procesos cutaneos de origen dermatofitico. o en procesos sistémicos
generalmente de localizacion tropical o subtropical (coccidioidomicosis. histo-
plasmosis. etc.); hoy en dia se tiene un criterio mucho méas amplio, habiendo
adquirido gran importancia las levaduras como consecuencia del creciente
nimero de afecciones que producen.

Modernamente. no sdlo han ido en aumento las formas cldsicas de micosis
superficiales por levaduras, sino también los procesos sistémicos. los cuales
estan originando problemas insolubles a los patilogos. El uso comin de pro-
ductos terapéuticos, como los antibidticos. esteroides, ete.. parece (ue estd
intimamente unido a un aumento de la incidencia de los procesos micditicos
por levaduras.

En la actualidad. se viene comprobando en ginecologia humana un incre-
mento de las micosis levaduriformes. observindose igualmente en veterinaria,
un mayor nimero de trastornos mamiticos y abortivos debidos a dicha etiolo-
gia.

Todo lo dicho anteriormente. el escaso conocimiento que se tiene en
nuestro pais de los procesos miciticos por levaduras y el desconocimiento de
la flora normal levaduriforme de la vagina de los animales domésticos (dato
importante a la hora de establecer la flora patogena). nos ha inducido a realizar
el presente trabajo. Por otro lado. al igual que se ha sefalado en la mujer,
hemos querido saber si existe en los animales algan factor que pueda influir en
la incidencia de levaduras en la vagina.

La disminucion de la eficacia de los antifiingicos normalmente empleados
en la clinica diaria. es un hecho frecuentemente observado; la falta de estudios
en este sentido en nuestro pais. motivé el que considerasemos interesante
comprobar «in vitro» la accion de diversos antifingicos.

El hecho de que en el Departamento de Patologia Infecciosa y Parasita-
ria se ha seguido una linea de investigacion en el campo de las levaduras. con
trabajos previos sobre patogenicidad y estudios de su incidencia en leche de
abasto y en vagina humana. nos ha inclinado a determinar la capacidad
patogénica de las levaduras aisladas y a continuar en la susodicha linea de
trabajo.

En relacion con lo anteriormente expuesto se planted el presente trabajo.
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cuyos objetivos fueron los siguientes: el conocimiento del tipo y prevalencia de
la flora levaduriforme de la vagina de vaca y oveja; la comprobacion de la
posible patogenicidad de la flora levaduriforme existente; y la confrontacion de
la sensibilidad «in vitro» de las levaduras aisladas frente a diferentes antifin-
gicos de uso normal en la clinica.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS

En 1680. ¢l holandés Lecuwenhoek realiza la primera observacion microscopica de levaduras
(WINNER y HURLEY. 1964).

La fermentacion alcohalica del azicar. que tiene lugar en liquidos como el vino y la cerveza
era un hecho conocido desde antiguo. Cagnard-Latour en 1836 y Schwann en 1837 descubren que
dicho fenomeno se debia a la intervencion de ciertos microorganismos, que recibirian el nombre
de levaduras. de acuerdo con la palabra con que se designaba este hecho (LODDER v KREGER-V AN
Riy. 1967).

Se puede decir que la micologia veterinaria se convierte en una rama de la medicina
veterinaria, a partir de la primera mitad del siglo XIX. cuando s¢ conocia la facultad de los hongos
para producir enfermedades en los animales. plantas y hombre (AINSWORTH y AUSTWICK. 1973).
\gostino Bassi en 1835 cita ¢l primer caso de enfermedad producido por hongos. (en el gusano de
seda) atribuyéndose al que posteriormente serfa denominado Botrytis bassiunia. Con los trabajos
de Langenbeck. que en 1839 descubre el hongo causal de aftas bucales. y los de Schoenlein. que
en el mismo aiio halla el productor de una forma de dermatofitosis. queda firmemente establecida
la micologia médica (WINNER y HURLEY. 1961,

2.1.1.  Levaduras en el tracto genital femenino.

Las primeras citas de hongos en vagina y aparato genital <e refieren a la especie humana.
existiendo discrepancias entre los diferentes autores. a proposito de quién seria el primero que las
inicia. Segin GRASSET y col. (1954). la nocion de micosis vaginal es dada por Blaye en 1828,
QUADRAS-BORDES v QUADRAS-BORDES (1959). citan que fue Langenbeck en 1839, el descubridor del
primer hongo hallado en la vagina de una mujer que habia fallecido de fiebre tifoidea. Jackson
(1956). CARTER v col. (1940). ACUERO y FEO (1963). citando a Castellani. atribuyen a Wilkinson en
1840 ¢l primer descubrimiento de levaduras en el flujo vaginal. WINNER y HURLEY (1964). conside-
ran que la primera deseripeion de candidosis vaginal es la que realiza Wilkinson en 1849:
asimismo. informan que Mayver en 1862, cita varios casos de aftas vaginales. y como Castellani en
1916. senala que las levaduras pueden estar presentes en la vagina humana sin Hegar a causar
sintomas.

Dentro va del campo veterinario se comprueba que los hongos y mids concretamente las
levaduras. pueden causar ¢l Hamado aborto miciatico. En este sentido. Syirrn (1920) Hama la
atencion sobre la intervencion de hongos en un caso de aborto bovino. al aislar Rhizopus rhizopo-
diformis de las membranas fetales. BENDINEN v PLOM (1929, deseribieron diecisiete casos de
aborto micatico. ¢n los que observaron los cambios caracteristicos que se producen en la placenta.
AUSTWICK v VENN (1957 aislavon Candida tropicalis del contenido estomacal de un feto v dieron
con ello la primera referencia de aborto por una levadura, ANSWORTH v AUSTWICK (1973) en una
revision mundial de abortos micoticos (vaca. oveja. etel) recopilan como agentes causales 10
cspecies de hongos. entre los cuales se encuentran 11 levaduras, predominando el género Candida
con siete. ademas de Geotrichum. Saccharomyces. Torulopsis y Trichosporon con una.

En cuanto a la procedencia de las levaduras. inocuas o noo que contaminan la vagina en el
caso de la mujer. Yo Bwan Hie indica que provienen principalmente de las heces. y Magara senala
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que el tracto urinario representa también un reservorio, a partir del cual la vagina puede infectarse
y reinfectarse (VAN UDEN. 1960).

REICH y NECHTOW (1949) comprobaron un caso de infeccion y posterior reinfeccion de
candidosis vaginal en una mujer. debido a la convivencia con dos perros que presentaban vaginitis
y penitis por Candida albicans.

FREITAS y col. (1960-62) examinando bacteriologicamente 357 muestras de cuello y dtero de
yeguas, aislaron levaduras en 8 casos clinicos en los cuales se habian usado antibiiticos durante
largo tiempo.

BiSPING (1963) recogié muestras vaginales de vacas y yeguas, siendo positivas el 8.2 % de las
primeras (Candida, Torulopsis y Rhodotorula) y el 10.4 % de las segundas (Candida, Torulopsis,
Rhodotorula y Trichosporon); también estudio muestras de toros, resultando positivas el 2.2 % de
las procedentes de prepucio (Torulopsis, Rhodotorula y Trichosporon) y el 1.1 % de las de semen
(Torulopsis y Rhodotorula).

TURNER (1965). a partir de 33 vacas que habian abortado. encontré C. tropicalis en el moco
uterino de 4 de ellas, asi como en cinco de 29 vacas sin historial abortivo.

LYSENKO y MILORADOVICH (1966). de 32 vacas con fluido vaginal patologico y 5 fetos aborta-
dos, aislaron 36 cepas de C. albicans y 1 de C. tropicalis.

AL-DOORY y col. (1967) encontraron hongos en el 61 % de las muestras vaginales procedentes
de monas. representando las diversas levaduras (Candida, Trichosporon, Geotrichum. Cryptoco-
ccus, ete.) el 86,2 % de los aislamientos.

ZVEREVA y REPKO (1968), estudiando semen de toros dedicados a inseminacion artificial.
hallaron hongos en el 64 % de las muestras (Candida y filamentosos) y comprobaron que las vacas
inseminadas por estos toros presentaban un menor nimero de concepciones, mayor incidencia de
abortos y de muertes entre los recién nacidos. RoB y ToMaN (1970). también observaron un
descenso de fertilidad con los eyaculados mds contaminados.

MALICKA (1969), examind la membrana mucosa vaginal de 50 perras. objeto de necropsias.
hallando Candida spp. en el 14 %. sin que se hubieran producido lesiones.

INUNN (1970) observd la flora bacteriologica de vagina y cuello uterino, de 133 vacas infértiles,
aislando principalmente Bacillus. Staphylococcus, Streptococcus y también algan Aspergillus.

KRABISCH (1971), recogiendo muestras de cervix de 424 yeguas. aisld levaduras en el 9,6 %.
pertenecientes a los géneros Candida, Torulopsis y Rhodotorula.

WAWRZKIEWICZ y GALEZA (1972), a partir de vagina y ttero de vacas de abasto y semen de toros,
aislaron Candida spp., Torulopsis, Geotrichum. Aspergillus. etc.

MORENO y col. (1973), examinaron la flora bacterioldgica vaginal de 100 perras que presenta-
ban alteraciones genitales, encontrando que en 7 casos ademds de bacterias crecio Candidu
albicans.

DECUN y Rosu (1973) estudiaron la secrecion cervical de vacas en estado normal y patologico.
llegando a aislar Candida, Mucor y Aspergillus.

HASIG y col., de la Facultad de Veterinaria de Zagreb. realizaron varios trabajos entre los
anos 1962-74. que se citan a continuacion:

HAISIG. SETINSKI y TOPOLKO (1962), a partir de la superficie de la porcion vaginal del cuello y
del ttero de 199 vacas y novillas previamente sacrificadas en el matadero. aislaron levaduras
(Candida, Debaryomyces, Rhodotorula, Torulopsis y Trichosporon) en el 37.2 % de las muestras
de cuello y en el 5 % de las de ttero . HAJSIG y SETINSKI (1963). examinando 223 vacas y novillas.
con y sin inflamacion de genitales. gestantes o no, encontraron positivas a levaduras el 8.96 %
(Candida, Torulopsis. Rhodotorula. Debaryomyces y Trichosporon). HASIG. KOPLIAR y STEFICIC
(1964), infectaron experimentalmente 24 novillas en diferentes fases del ciclo sexual. por via
intrauterina o intravaginal. con C. krusei, C. tropicalis y C. parupsilosis, comprobando que estas
especies podian provocar endometritis, mientras que con C. guilliermondii el resultado era
negativo. KOPLJIAR y col. (1966), realizaron la infeccion en vagina y cuello uterino de 30 novillas
maduras sexualmente, con especies de los géneros Trichosporon. Debarvomyces. Rhodotorula 'y
Torulopsis. previamente aisladas de anteriores trabajos, observando que provocaban menos infla-
macion que la producida por las candidas citadas anteriormente. Husic y Toprorko (1967)
examinando el contenido uterino de 4 vacas con endometritis mucopurulenta, aislaron C. tropica-
lis, C. krusei y C. guilliermondii; a su vez encontraron Saccharomyces fragilis. Trichosporon
capitatum y C. krusei en el contenido gastrico de fetos procedentes de tres vacas que abortaron en
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la segunda mitad de la gestacion. Hysi6. KoPLIAR y LUKACEVIC (1968). infectaron experimental-
mente, en vagina o ttero, 5 vacas y 18 novillas. inoculando Hansenula anomala previamente
aislada de semen de toro (LUKACEVIC y col. 1963). observando que el utero y la vagina se
inflamaban levemente cuando la infeccion se realizaba en la fase luteinica. HAJSIG (1966). observa
«in vivor e «in vitro» el antagonismo existente entre algunas levaduras y bacterias aisladas de
genitales de vaca. ya que a menudo el aumento de bacterias producia una reducciin paralela en la
cantidad de levaduras. No obstante, KOPLIAR. HAJSIG y STRAHONIA (1972), pudieron comprobar en
20 novillas infectadas experimentalmente. que asociando Hansenula anomala o extracto de ella
con Corynebacterium pyogenes, se favorecia el desarrollo de las corinebacterias y su patogenici-
dad. HaJsic. HERAK y VRBANAC (1974). después de sacrificar 34 cerdas infértiles, encontraron
Torulopsis glabrata en el contenido uterino de siete de ellas.

2.1.2. Evolucién cronoligica de los géneros hallados por nosotros.

Las especies actualmente pertenecientes al género Candida estuvieron incluidas a través de
los anos en muy diversos géneros. Como ejemplo de la gran disparidad de criterios existentes en
cuanto a denominaciones, podemos fijarnos en la especie tipo del género. C. albicans, de la que
LODDER (1970) cita nada menos que 100 sindnimos.

Robin en 1853. denomind Qidium albicans a la levadura hallada anteriormente por Langen-
beck en 1839 y Gruby en 1842 (JUNGERMAN y SCHWARTZMAN, 1972).

Quinquaud en 1868, la denominé Syringospora robinii, ya que el nombre de Oidium incluia la
forma conidial de Erysiphaceas (LODDER y KREGER-VaN Riy. 1967).

Zopf en 1890, la incluyé como Monilia albicans. (JUNGERMAN y SCHWARTZMAN. 1972).
denominacion que habria de extenderse fuertemente ya que incluso hoy en dia algunos autores
hablan ain de moniliasis.

Will en 1916, cred el género Mycotorula para referirse a las cindidas (LODDER, 1970).

Berkhout en 1923, propuso el género Candida para designar aquellas levaduras que estaban
incorporadas incorrectamente en el género Monilia, el cual en virtud del principio de prioridad,
estaba ya reservado para las formas imperfectas del género Sclerotinia, moho fitopatogeno de las
frutas (JORGENSEN y HANSEN, 1959).

Langueron y Guerra en 1938 se inclinaron por el nombre de Candida, siendo secundados por
Diddens y Lodder en 1942, quienes a su vez designaron a C. albicans como especie tipo del
género. En 1959, en el «Noveno Congreso Internacional de Botdnica de Montreal» fue aceptado el
nombre de Candida como «nomen conservandum» (LODDER, 1970).

LoDDER y KREGER-VAN Ri1J (1967) en el libro «The Yeast» incluyeron dentro del género
Candida 30 especies con 6 variedades. Posteriormente LODDER (1970) en la siguiente edicion de
dicho libro. cita 81 especies y 7 variedades, de las que describe 71 y 4, respectivamente, llevando
las restantes 10 especies y 3 variedades a otros géneros.

BARNETT y PANKURST (1974) en «A new key to the yeasts» recopilaron con fecha 30 de
noviembre de 1972, las especies sefialadas por Lodder en 1970 y afiadieron 33 nuevas. RAMIREZ
(1974) cita las especies de Lodder de 1970 y describe 35 especies y 1 variedad nuevas, descritas
hasta principios de 1974.

En relacion con el género Pichia, Hansen en 1904, separi del género Saccharomyces aquellas
especies que forman ripidamente pelicula en medios liquidos y crea con ellas dos nuevos géneros,
Pichia y Willia; en 1912, Klocker designé a Pichia membranaefaciens como especie tipo del
género y en 1924, establecio dos subgéneros, Pichia y Zygopichia; a su vez Mrak y col. en 1942,
incluyen Pichia y Hansenula en un mismo género, no aceptandolo otros autores (LODDER y
KREGER-VAN Ru, 1967). Posteriormente, LODDER (1970) opina que estd muy lejos de haberse
encontrado la ultima delimitacion de este género.

LODDER y KREGER-VAN RuJ (1967) admitieron cuatro especies dentro del género Pichia, pero
posteriormente fueron aumentadas a 35, incluyendo 2 variedades (LODDER. 1970). Por iltimo
BARNETT y PANKHURST (1974) describieron 10 nuevas especies.

2.1.3. Patogenia experimental en ratén.

Parece ser que la primera noticia sobre la transmision de una candidosis, corresponde a la
realizada por Berg en 1846, quien fue capaz de reproducir las lesiones «of thrush» inoculando el
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hongo en la boca de voluntarios humanos sanos. Anos mas tarde Delafond en 1858, es capaz de
transmitir la candidosis a corderos debilitados. Klemperer en 1885, inoculo el hongo por via
sanguinea a cobayos. determinando una candidosis sistémica mortal. lo que es confirmado poste-
riormente por Stoos en 1895 y Steiner en 1898. Stoecklin en 1898. senalié que todas las experien-
cias con dicho hongo indicaban su patogenicidad para los animales de laboratorio. En esta primera
época los investigadores comprobaron su patogenicidad para el raton. por via intravenosa e
intraperitoneal. A su vez coinciden en que el drgano mas afectado en los animales. ex el rinon.
tanto en la zona cortical como medular: en el sistema nervioso central no e presentan lesiones
macroscopicas. pero si pueden observarse de tipo microsedpico: el estomago e intestinos pueden
estar ocasionalmente afectados. mientras que el higado y bazo no lo estin nunca (WINNER y
HURLEY. 1964).

Redaelli en 1924 inoculé C. albicans a cobayos. ratas y conejos, intravenosamente, y observo
que el rinon es el organo mas alterado. considerando que las lesiones son de origen embolico
producidas por los organismos. Stovall y Pessing en 1933-34. no estuvieron de acuerdo con la
teoria «embolica» de Redaelli y afirmaron que hay especies de Cundida que tienen mayor
didmetro que C. albicans y sin embargo no son patégenas para los animales de laboratorio:
asimismo demostraron la existencia de septicemia en los animales infectados por C. albicans
(ADRIANO y SCHWARZ. 1955).

MacKinnon en 1936 fue el primero en dar a conocer que dentro del género Candida no siolo C.
albicans es patogena. demostrando que C. tropicalis actia como tal cuando es administrada en
grandes dosis (HURLEY. 1965).

Fuentes y col.. sepalaron en 1952 que la rata. conejo. cobayo y ratén son receptibles a C.
albicans. precisamente en este orden: y al estudiar la enfermedad experimental determinada por
via intravenosa. les llamo la atencion los efectos sobre el sistema nervioso central (WINNER y
HURLEY, 1964).

Salvin. en 1952, comprobd que los filtrados de suspensiones de C. albicans producian las
mismas lesiones que los organismos vivos, debido a que éstos poseen una endotoxina soluble
(ADRIANO y SCHW ARZ. 1955).

ADRIANO y SCHWARZ (1955). HURLEY y WINNER (1963). LOURIA y col. (1963). HURLEY y MORRIS
(1964), LOURIA (1965). AINSWORTH y AUSTWICK (1973) y en general todos los autores. algunos de los
cuales se citan posteriormente. coinciden en que C. albicans es letal para el raton por via
intravenosa. afectando principalmente a los rinones y en menor grado al corazon. cerebro. ete.

MANKOWSKL (1957) encontrd que C. albicans. C. stellatoidea y C. tropicalis. en suspension
salina. eran patégenas para el raton por via intravenosa e intracerebral. no siéndolo C. krusei y C.
pseudotropicalis. aunque éstas lo eran en suspension de mucina por via intraperitoneal.

HASENCLEVER (1959) observa que el ratin y conejo eran altamente receptibles por via intrave-
nosa a C. albicans. encontrando considerable variacion en cuanto a patogenicidad dentro de Jas
diferentes cepas. C. tropicalis también daba lugar a cierta letalidad en el raton y C. parapsilosis.
C. stellatoidea. C. guillermondii. C. krusei y C. pseudotropicalis careeian de ella: igualmente
sefiald la importancia del tamano del indeulo.

MoOURAD y FRIEDMAN (1961) y HURLEY (1966 b). inoculando ratones por varias vias. con C.
albicans. coinciden en que la intravenosa es la mas apropiada para estudios de virulencia.

HAasENCLEVER y MiTeneL (1961) encontraron que C. tropicalis posee un grado considerable de
virulencia para el raton. pero menor que C. albicans. HURLEY y WINNER (1962) también observaron
la patogenicidad de C. tropicalis por via intravenosa.

RaMaNaADy RAo y SiRsI(1962) comprobaron que incluso fuertes indeulos de C. albicans no
provocaban infecciones en los ratones por via oral y vaginal. mientras que por via intravenosa
existia una relacion directa entre la dosis y la mortalidad. siendo los organos mis afectados el
rinon y cerebro.

HASENCLEVER v MITCHELL (1962) y SoLES y col. (1967). encontraron que ratones pre-
inoculados con C. albicans, C. stellatoidea. C. tropicalis y otras levaduras. presentaban cierta
inmunizacion cuando posteriormente eran inyectados intravenosamente con dosis letales.

HURLEY y WINNER (1964) se opusieron a algunos autores que afirmaban que la dnica especie
patogena de Candida es C. albicans. considerando que también lo eran para raton y conejo. C.
tropicalis. C. stellatoidea. C. psendotropicalis. C. krusei y que existian razones para sospechar
también de C. parakrusei y C. guilliermondii.
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Ruiannasby Rio y Sikst (1964)senalaron que intravenosamente en el raton, C. albicans daba
una mortalidad del 100 %. C. tropicalis del 20 €. mientras que no le determinaban C. kruser. C.

euillicrmondii. C. macedoniensis y C. pelliculosa.

HURLEY (1965) inoculo C. stellatoidea al ratén y observd su patogenicidad por via intravenosa.
con lesiones en rinon. cerehro v corazin: no causaba infeccion por via intradérmica e intraperito-
neal. aunque si afectaba a lox pulmones por via intrapulmonar.

GOLDSTEIN y col. (1965) comprobaron que C. parapsilosis y C. cuilliermondii no daban lugar a
un proceso progresivo en el raton, siendo eliminadas rapidamente. A su vez afirmaron que la no
invasion del rinon. se explicaba por la falta de capacidad para penetrar en los tabulos renales v la
ausencia de formacion de pseudomicelio en los tejidos.

Varios autores han observado que se puede potenciar el poder patégeno de C. albicuns.
HURLEY (1966 w). HOov y MAarwiN (19671 VA Cursey y ToissronT (1971, comprobaron esta
potenciacion en ratones con fiebre tifoidea o irradiados. ratones inoculados con sustancias activo-
superficiales y cobayos pre-inoculados con «alloxans. respectivamente: asimismo. MANKOWSKI
(1957) ¥ SONG (19741, comprobaron este hecho con respecto a varias levaduras. en ratones tratados

con corlisona y otras sustancias.

SCHIEFER y MENNERT (1967) después de inocular €. albicans. C. krusei. Cryp. neoformans y
otras levaduras en el raton. por via subcutdanea. intramuscular ¢ intraperitoneal. comprobaron la
produccion de inflamacion granulomatosa.

SIKDAR y col. (1972) inyectaron ratones intraperitonealmente con C. pseudotropicalis proce-
dente de yeguas abortadas. muriendo los ratones en 5-7 dias.

WILDFELER (1972) inoculd en la piel de conejo y raton. especies de los géneros Candida.
Cryptococens v otros. determinando la infeccion maxima C. albicans. C. parapsilosis y Tor.
glabrata v en menor grado C. tropicalis 'y C. krusei. Intravenosamente. fueron patégenas para cl
raton varias especies del género Candida y otras levaduras.

KNUDTSON y col. (1973) inyectando intravenosamente Torulopsis glabrata en ratones en
gestacion de 14 dias. observaron que abortaban. produciéndose lesiones en placenta y rinon.

REY v col. (1973) Hegaron a la conclusion de que C. albicans de origen humano es mas
patogena que la procedente de leche de abasto. mediante inoculacion intravenosa en el ratén.

FERN ANDEZ-DiEZ. y col. (1974) inocularon intravenosamente al ratén con 11 especies de levadu-

ras. entre ellas C. psendotropicalis 'y C. krusei. resultando inicamente patogenas C. albicans y C.

tropicalis.

2.1.4.  Antifiingicos.

Muchas han sido las sustancias ensayadas contra los hongos, desde que en 1839 Schwann
«demuestra que ciertos compuestos quimicos son capaces de matar a las levaduras» (JORGENSEN y
Hanses. 1959). Sin embargo. no todos los antifiingicos son aplicables en la clinica humana o
veterinaria. ya que. tal como dicen LASKIN ¥ LECHEV ALIER (1973) «entre los 1.000 agentes antiftin-
gicos efectivos «in vitros. pocos tienen actividad «in vivos. estando ésta en relacion con la
permeabilidad al agente antifingico. del hongo. y de la célula hospedadoras. Por otro lado. los
efectos farmacoligicos sobre el ser vivo hacen que muchos de ellos carezean de valor clinico.

Los antifingicos abarcan un gran nimero de sustancias. que EUZEBI (1969). agrupa en:

—preparaciones iodadas, sales de metales pesados. deidos grasos. derivados fenolicos. sales
de amonio cuaternario. benzotiazoles. colorantes difenil-metianicos. antihistaminicos, esteres.
antibioticos.

Para nuestros estudios hemos utilizado 15 antiftingicos. seleccionados entre los de uso mds
comtin en el mercado internacional y a los cuales nos referiremos seguidamente.

NISTATINA (Fungicidin. Mycostatin) {C,gH,,NO, g).

Es un antibiotico polieno (tetraeno) que fue descrito por Hazen y Brown en 1950. derivado de
Streptomyees noursei. microorganismo encontrado en el suelo de una granja de Virginia. También
es producido por Streptomyces aureus y otros Streptomyces. Se presenta en forma de un polvo
amarillo claro. insoluble en agua y soluble en No No-dimetitformamida. propilenglicol. ete. Activo
contra hongos (en especial candidas). careciendo de efecto sobre las bacterias.

Hazes y BROWN (1951 comunicaron que la nistatina actuaba intracelularmente. resultando de
algan valor en el tratamiento de la histoplasmosis y eriptococosis experimental del raton.
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DROUHET (1955). senalo que la nistatina tiene accion fungistatica y fungicida. sobre varias
especies de Candida. resultando ser mas efectiva en medio liquido que en <olido.

Lutz y WiTZ (1957), comparando la nistatina y tricomicina sobre varias cepas de C. albicans y
C. tropicalis, y CARETTA y FURESZ (1958). {rente a varias especies de Candida y otras levaduras.
encontraron que era superior la tricomicina.

QUINN y col. (1960), GHOSH y GHOsH (1963). DOUPAGNE (1960). NEGRONI (1966). HEJZLAR y
VymoLs (1970) entre otros. comprobaron la accion «in vitro» de la nistatina sobre distintas
especies del género Candida y otras levaduras.

LITT™MAN y col. (1958), intentaron sin resultado inducir resistencia a la nistatina en C.
albicans. lograndolo no obstante en otras especies de Candida. En cambio. Kubista y Derse en
1959. consiguieron inducir resistencia en C. albicans después de varios pases (WINNER y HURLEY.
1964). lo que también consiguen TEBYAKINA y CHAIKOVSKAYA (1960). que no lo lograron con C.
stellatoidea y C. intermedia. PANIKER y col. (1963). observaron que C. krusei era la mas resistente
entre distintas especies de Candida sensibles a la nistatina.

WAWRZKIEWICZ (1973) afirmé que la accion fungistdtica de la nistating disminuia por la
presencia de suero en el medio de cultivo. y que el solvente del antibiotico también podia influir.
aumentando o disminuyendo la accion sobre las candidas.

PIMARICINA (Natamycin, Tennecetin, Pimafucin) (C;,H,,NO, ;).

Es un tetraeno producido por Streptomyces natalensis. microorganismo recogido del suelo en
Africa del Sur. Se presenta en forma de un polvo cristalino, blanco. inodoro. insipido. Poco
soluble en agua. lo es en disolventes organicos.

Fue descrita por STRUYK y col. (1958), comunicando que es muy activa sobre levaduras y
hongos filamentosos (C. albicans, dermatofitos. etc.). no teniendo accion sobre las bacterias.

Burns y Holtman en 1959. obtuvieron a partir de Streptomyces chattanoogensis un nuevo
antibiotico, con el mismo espectro que la pimaricina. al que denominaron «tennecetins. compro-
bandose posteriormente que era idéntico a la pimaricina (RAB. 1969).

DROUHET (1965) estudio «in vitro» la pimaricina y afirmd que poseia accion sobre levaduras y
hongos filamentosos. NEGRONT (1966} comprobd también la accion «in vitros sobre Torulopsis
glabrata.

FEGELER, BIESS y NOLTING (1966) y ALTER S, COJOCARU y WOLKONSKI (1968). comunicaron que
las levaduras, particularmente del género Cundida, tenian una mayor sensibilidad, y que los
dermatofitos eran menos receptibles existicndo especies que dnicamente eran sensibles a fuertes
dosis. RAaB (1969). en una revision de la pimaricina. coincide con los anteriores autores en
cuanto a la accion sobre levaduras y hongos filamentosos,

HEjZEAR y VYMOLA (1970) compararon «in vitros la accion de la pimaricina y nistatina sobre
Candida y Trichophyton.resultando que la nistatina tenia un poco mis de efectividad. pero
determinaba la aparicion de cepas de Candida resistentes. lo que no ocurria con la pimaricina.
POREBSKA. LASKOWNICKA y ZEMBRLOWA (1971). también coincidieron en la superioridad de la
nistatina «in vitro».

WILDFEUER (1973) sefalé que diferia su modo de accion de la de otros polienos. ya que
estimulaba la formacion y posterior lisis de células gigantes entre las células normales.

ANFOTERICINA B (C,,H,,NO,,)

Antibiotico polieno (heptaeno). producido por el Streptomyces M4575 que fue aislado del suelo
en la zona del rio Orinoco (Venezuela). denominandose posteriormente Str. nodosus. Se presenta
en forma de cristales prismaticos de intenso color amarillo. Es insoluble en agua y ligeramente
soluble en propilenglicol, N,N-dimetilformamida...

GoLD y col. (1955-56) aislaron la anfotericina A y B a partir de cultivos del Streptomyces
M4575, siendo «in vitro» la anfotericina B mas activa contra las levaduras que la anfotericina A.
pero presentando esta altima un espectro mds amplio.

HALDE y col. (1957) encontraron que «in vitro» la anfotericina B inhibia el crecimiento de
muchos hongos productores de micosis sistémicas y observaron que también producia mejora-
miento en las candidosis y coccidividomicosis del raton.

LoNEs y PeEACOCK (1959). después de cultivos sucesivos de C. albicans en medios con
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anfotericina B. comprobaron que se desarrollaba una cierta resistencia a este antibiotico, a la vez
que algunas alteraciones morfologicas.

GHOsH y GHOSH (1963). afirmaron que sobre C. albicans la anfotericina B era mas efectiva que
la nistatina.

MARKS, STEER y EICKHOFF (1971) encontraron que la anfotericina B era mas efectiva «in vitro»
que la 5-fluorocitosina y el clotrimazol. sobre Tor. glubrata. Similares resultados obtuvo
HAMILTON-MILLER (1972) sobre Tor. glabrata y otras especies del género Candida.

MeDOFF, COMFORT y KoBAYASHI (1971) observaron que la asociacion de anfotericina By
5-fluorocitosina «in vitro» producia efectos sinérgicos sobre diversas levaduras. entre otras C.
albicans y Cryptococeus neoformans.

PREAC-MURSIC (1972). no encontro diferencias en cuanto al efecto de anfotericina B. clotrima-
sol y nistatina sobre varias especies de Candida ensayadas por el método de difusion en agar.

Howarti y col. (1975) citan que Mechlinski y Schaffner prepararon en 1972 la anfotericina B
metil éster. que era soluble en agua y menos toxica que la anfotericina B: asimismo, compararon la
actividad antifiingica «in vitro» de ambas anfotericinas sobre varios hongos patdgenos o poten-
cialmente patigenos. observando que la actividad de la primera era ligeramente mas baja.

TRICOMICINA (Cabimicina. Hachimicina)

Antibidtico polieno (heptaeno) aislado en la Universidad de Tokio en 1952 a partir del
Streptomyces hachijoensis. microorganismo encontrado en el suelo de la isla Hachijo Jima. en el
Pacifico. Se presenta en forma de cristales amarillos. solubles en agua.

MAGARA y col. (1954} afirmaron que la tricomicina tenia fuerte accion «in vitro» sobre C.
albicans, Trichomonas raginalis y bacterias anaerobias. Hosoya y col. (1955). Lacaz y ULSON
(1958) y TSYGANOV y col. (1964) comprobaron que inhibia el crecimiento de C. albicans. Candida
spp. y Trichophyton mentagrophytes.

Lutz y Witz {1957). CARETT y FURESZ (1958) y LAMBOTTE (1960) coincidieron en senalar que
la tricomicina era superior a la nistatina en cuanto a su accion inhibitoria «in vitro» sobre candidas
y otras levaduras, actuando ademas sobre Trichomonas vaginalis.

SEIGA y col. (1973) compararon la accidn de la tricomicina y pimaricina sobre C. albicans y T.
glabrata, encontrando un superior efecto por parte de la tricomicina.

HAMICINA

Antibidtico polieno (heptaeno) producido por Streptomyees pimprina. descubierto y estudiado
por THIRUMALACHAR v col. (1961). Se presenta en forma de un polvo amarillo. soluble en piridina,
dimetilformamida. etc.. y practicamente insoluble en agua.

RAaMaNaNDy R0y Sikst (1964) encontraron que la hamicina era mds potente «in vitro» que la
nistatina. pimaricina y anfotericina B sobre varias candidas.

THIRUMALACHAR y PADHYE (1965) observaron que la hamicina inhibe «in vitros el desarrollo de
Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis. siendo 10-50 veces mds activa que la anfote-
ricina B.

MANIAR (1966) realizo estudios «in vivo» e «in vitros. encontrando que la hamicina y el
aureofungin eran dentro de los 11 polienos investigados los mds activos («in vitro») sobre C.
albicans.

ATHAR (1971) encontrd que varias especies de Candida cran sensibles a la hamicina y
consiguié inducir resistencia a la misma en cepas de C. albicans y C. tropicalis. SHADOMY (1971 a).
sefalé que era activa «in vitro» sobre la mayoria de los hongos sistémicos, pero que «in vivo» y en
el ratén, presentaba menor actividad. no siendo efectiva en casos de criptococosis e histoplasmo-
sis, pero si en blastomicosis.

THIRUMALACHAR y col. (1972) afirmaron que la actividad «in vitro» de la hamicina estaba
relacionada con la solubilidad del antibidtico. apreciando también que a medida que aumentaba el
tiempo de almacenamiento disminuia su accion «in vitro» sobre C. albicans, mientras que «in
vivor y después de 5 afios apenas variaba su accion contra Cryptococcus neoformans en los
animales.

PaNsE y NARAYAN (1973), sobre varias Candida spp. aisladas de enfermos, encontraron que la
hamicina era mds efectiva «in vitro» que la nistatina. anfotericina B y tricomicina.
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AUREOFUNGIN

Antibiotico heptaeno producido por Streptoverticillium: cinnamomenm  var. terricolum. mi-
croorganismo hallado en el suelo en Pimpri (India). Se encuentra en forma de polvo amarillo-oro.
insoluble en agua. soluble en alcohol. dimetilformamida, ete. Actia contra un gran numere de
hongos fitopatogenos. y C.albicans y Asp. fumigatus entre otros hongos zonpatogenos,

Los primeros estudios fueron realizados por Thirumalachar y Bhate en 1962, segin THIRUMA
LACHAR y col. (1964) los cuales encontraron que «in vitros resultaba muy activo sohre levaduras (C.
albicans. Cryptococeus neoformans) y que los dermatofitos eran algo menos sensibles. Comparado
con la tricomicina. tenia mayor actividad sohre C.oalbicans. A, fumigatus v Trich rubrum.

PIRROLNITRIN (C,,H O,N,CL)

Se presenta en forma de eristales amarillo palidos. muy ligeramente solubles en agua y
bastante solubles en acetona. éter y cloroforma.

ARINA v col. (1965) descubrieron exte antibiotico. producido por una bacteria aislada del suelo
en la Prefectura de Chiba Japom. DAWNAKY vy col. (1965) identificaron esta bacteria como una
especie nueva. denomindndola Pseadomonas pyrrocinia.

NisHIDA y col. (1965) sefalaron que «in vitro» actuaba principalmente sobre dermatofitos y
Penicillium spp.. siendo algo menos sensibles C.oalbicans y ciertas bacterias Gram positivas.

GORDEE y MATTHEWS (1967) alirmaron gque presentaba aceion «in vitro» sobre dermatofitos y
C. albicans v resultaba cfectivo en el tratamiento de las micosis superliciales. Posteriormente
GORDEE y MATTHEWS (1969) comprobaron la inhibicion «in vitros de algunos hongos patogenos
(Histoplasme capsulatum. Cryptococcus neoformans). pero con una limitada actividad como anti-
fangico sistémico, resultando menos efectivo que Ta anfotericina B. hamicina. 5-fluorocitosina y
saramicetina.

NosE y AR (1969) concluyeron que la prineipal accion del pirrolnitrin ex atacar la mem-
brana celular. a través de su combinacion con los fosfolipidos. en lo que estavieron de acuerdo
CARLONE ¥ SCANNERING (1974). TRIPATIL Y GOTTLIER (1969) afirmaron que actuaba inhibiendo el
sistema respiratorio del hongo.

Lt (1971) confirmo la accion «in vitros sobre dermatofitos y penicilios. resultando C. albicans

y Candida spp. hastante menos sensibles.

GRISEOFULVINA (€, H,, Cl1Og)

Antibiotico producido por Penicillium griseofulvum. insoluble en agua. pero soluble en ace-
tona y etanol.

Bi.aNK y ROTHN (1959) seqalaron que Ta griseofulvina inhibia distintos dermatofitos. pero que C.
albicans y Cryptococeus neoformuns eran resistentes a concentraciones de 30 pg/ml. Roru.
SALLMAN y BLANK (1959) ohservaron que actuaba «in vitro» sobre dermatofitos. mientras que
diferentes levaduras no patégenas eran resistentes a altas concentraciones.

O'GRrADY. THOMPSON y COTTON (1963) apuntaron que la griseofulvina produjo mejoramiento
de una lesion muscular por C. albicans. pero que carecia de efecto sobre esta especie «in vitros,
WINNER v HURLEY (1964) comunicaron que la griseofulvina no afectaba «in vitros a las cindidas y
que carccia de aceion en el tratamiento de ax candidosis: no obstante citan a Andrews y col..
quienes observaron un mejoramiento de las dermatomicosis por candidas.

NEGRONT 11966) demostra la carencia de efectos inhibitorios sobre T glabrata y C. albicans.

SHADOMY (1971 by, FRAGNER (1972). YOUNG (1972). ete.. estudian la aceion de la griseofulvina
sobre los dermatofitos.

CICLOHEXIMID A (Actidiona) (C,5H,3NO,)

Es producida por cepas de Streptomyces grisens y fue aislada en los Laboratorios Upjohn.

Muy activa contra numerosas levaduras y hongos filamentosos. es tolerada en altas concen-
traciones por la mayor parte de las bacterias. por lo que se emplea para anadir a los medios de
cultivo. impidiendo el erecimiento de ciertos hongos de contaminacion.

LeAcH. FORD y WIIFFEN (1947) fueron los primeros en estudiar la actidiona. comunicando que
carecia o tenia poca actividad contra las bacterias y que era fuertemente inhibidora de muchas
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levaduras. entre ellas Cryptococcus neoformans. Segin S\UKIN y HURD (1971). Whiffen en 1948-50
estudia el poder antifungico de la cicloheximida. encontrando que los hongos zoopatogenos eran
10-15 veces mas resistentes a este antibiotica que los fitopatogenos o saprofitos. KUEHN y ORR
(1962) indican que Phillips y Hanel en 1950, emplearon la actidiona para eliminar los hongos
contaminantes de medios bacteriologicos v que Georg. Ajello y Gordon en 1951 demostraron el
valor de la actidiona como agente selectivo para el aislamiento de Coccidioides immitis.

NEGRONI (1966) observd que la actidiona presentaba mayor poder inhibidor sobre T. glabrata
que la nistatina. anfotericina B y pimaricina: y que C. albicans y otras candidas no eran alectadas
por concentraciones de 32pg/ml.

Friprici v Bonve 1197H cultivaron levaduras en medios con 400-500pg'ml. de ciclohexi-
mida v observaron que no se reducia el erecimiento de C. albicans. C. pseadotropicalis y otras
especies. mientras que Co hrusei vy Cryptococcus neoformans eran fuerte o completamente inhibi-
dos y Pichia membranaefaciens y otras levaduras presentaban variaciones en la sensibilidad.

ECTIMAR (Bay Va 5387) (CoH,oN,S . HCD)

Es una sustancia incolora. eristalina. poco soluble en agua v soluble en dimetilsulfoxido y
etanol.

PLEMPEL v BOsHAGEN (1968) estudiaron este compuesto sintetizado en fa Bayer y observaron
s accién antimicotica «in vitro» e «in vivos: los dermatofitos (Trichophyton. Microsporum) fueron
los mas afectados. actuando también sobre mohos y C. albicans.

RiET (1971 comprob que el ectimar «in vitros. a una concentracion de 10gg/ml.. era efectivo
en un 100 % contra el hongo productor del «amaritlo infecciosos de Ja lana.

CLOTRIMAZOL (Bay b 5097) (C,,H,,CIN,)

Sintetizado en los laboratorios de la fabrica Bayer AG. es una sustancia eristalina. incolora.
practicamente insoluble en agua. pero soluble en acetona. dimetilformamida. cloroforme.

PLEMPEL y col. {1969) realizaron los primeros estudios. encontrando que tiene aceion «in vitros»
¢ «in vivos sobre Candida. Cryptocodeéus y otras levaduras, dermatofitos. mohos, ete.: después de
realizar varios pases con algunos de ellos. no comprobaron el desarrollo de resistencia.

WEHRSPANN (197]) estudio la sensibilidad «in vitros de 287 levaduras (eandida. Pichia.
Torulopsis) frente al clotrimazol. resultando ser las mas resistentes C. tropicalis y Torulopsis spp.
Bopennorr (1971, trabajando con Candida spp.. T. glabrata v Cryptococcus neoformans. encontra
que la sensibilidad al clotrimazol variaba bastante entre las distintas cepas de la misma especie,
siendo algo resistentes C. tropicalis y bastantes C. albicans.

SHADOMY (1971 by encontro que la actividad inhibitoria «in vitro» sobre hongos sistémicos era
similar a la de la anfotericina B: sobre C. albicans v . fumigatus era menos activa que ésta. y
sobre dermatofitos resulté comparable al pirrolnitrin y superior a la griseofulvina y nistatina.

Otros autores, WAITZ y col. (1971). MAncot 8 (1972). BURGESS y BobEY (1972). HoLT y NEWMAN
(1972). RI1ZERFELD y WEISBROD (1972). PLEMPEL v BARTMANN (1972). CrAyTON v CONNOR (1973).
Cnoy col. (1974). ete. estudiaron su accion. «in vitros sobre levaduras (Candida. Torulopsis. ete.).
dermatofitos y otros hongoss”

Iwara, Yavacrenr y HIRavrant (1973) comprobaron el modo de actuacion del elotrimazol sobre
C. albicans y afirmaron que afectaba principalmente a la membrana celular. dafando la permeabi-
lidad de la misma.

MICONAZOL

Sintetizado en los Laboratorios «Janssen Pharmaceutica» (Bélgica). es un derivado del
I-fenetil imidazol. Polvo blanco. microceristalino. escasamente soluble en agua.

GODEFROL ¥y ¢ol. (1969) comprobaron que los derivados del 1-fenetil imidazol tenian propieda-
des antimicoticas. siendo bastante activos contra los dermatofitos y algunos también sobre C.
albicans. Posteriormente Vax CUTsEM y THIENPONT (1972) y REFAT (1973) vieron igualmente su
aceion «n vitro» sobre dermatofitos, levaduras. otros hongos y algunas bacterias Gram positivas.

GRUPPER y AVRAM (1974) afirmaron que el miconazol ¢s superior a la pimaricina vy anfoteri-
cina B contra C. albicans. v de accion comparable a la nistatina: sobre los dermatofitos, resulto
superior al tolnaftato y pimaricina v comparable a la griseofulvina.
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SREEDHARA SaMY. SiRsIy RAMANANDA R0 (1974). comprobaron su potente accion inhibitoria
sobre el crecimiento «in vitros de Candida spp y al igual que NOLLIN y BORGERS (1974). sefialaron
su accion sobre la membrana celular.

VAN DEN BOSSCHE y col. (1975) estudiaron la forma de actuacion del miconazol en el creci-
miento de C. albicans.

5-FLUOROCITOSINA

Es una fluoro-pirimidina que actia como antimetabolito de la citosina en los hongos sensibles
a su accion, pero que no afecta a la citosina de las células animales. Es un solido cristalino,
inodoro y soluble en agua.

SHADOMY (1969) describia procedimientos para el estudio de la actividad de la 5-fluorocitosina
tanto en medios liquidos como solidos y sefalé que los medios empleados cominmente para el
estudio «in vitros de los antifingicos no son apropiados para la 5-fluorocitosina, recomendando
«Yeast Nitrogen Base». Posteriormente (SHADOMY. 1970). sobre levaduras aisladas de enfermos,
ohservi que el tratamiento con 5-fluorocitosina favorecia la presentacion «in vitro» de cepas
resistentes de Cryptococcus neoformans, mientras que con C. albicans y Cundida spp. no se
observaba este fendmeno.

SCHOLER (1970) comunico que la 5-fluorocitosina actuaba «in vitro» sobre las levaduras,
aspergilos y dematidceas. principalmente.

HERRELL (1971), citando a otros autores, afirma que la 5-fluorocitosina da excelentes resulta-
dos en el tratamiento de las eriptococosis y candidosis sistémicas del hombre.

Havitton-MiLLER (1972) y Lopkz GRaciy (1972) MARKS y col. (1971, SHapoMY (1971 a),
comprobaron que posee una notable accion antifingica «in vitro» frente a Candida, T. glabrata,
C. neoformans y otras levaduras.

NORMARK y SCHONEBECK (1972). observaron que en C. albicans, la frecuencia de mutaciones
espontaneas de cepas sensibles a resistentes. es bastante alta. SCHONEBECK y ANSEHN (1973)
encontraron en pacientes no tratados, cepas de Candida spp. y T. glabrata resistentes a la
5-fluorocitosina; dicha resistencia fue adn mas comin en las levaduras aisladas de enfermos
tratados con 5-fluorocitosina. sobre todo cuando la dosis habia sido baja. SHADOMY y col. (1973)
estudiaron la receptibilidad de varias especies de Candida, siendo C. parapsilosis la mas resis-
tente «in vitro».

SHADOMY y col. (1975) observaron que asociando 5-fluorocitosina con concentraciones subin-
hibitorias de anfotericina B. se producia un sinergismo de la actividad antifangica, disminuyendo
laC. M. 1 y la C.M.F. de la 5-fluorocitosina, frente a algunas de las cepas estudiadas (Candida
spp. y Cryptococcus neoformans).

TOLNAFTATO (C,,H,,NOS)

Pertenece a los compuestos quimicos llamados «naftiomatos». Es un compuesto incoloro,
inodoro, muy soluble en solventes orgdnicos (polietilenglicol) y casi insoluble en agua.

WEINSTEIN, ODEN y Moss (1964) dicen que fueron Noguchi y col. en 1962 los primeros en citar
al tolnaftato. y a su vez confirmaron su actividad antifingica «in vitro» contra dermatofitos y su
inactividad sobre C. albicans y otros hongos filamentosos; compararon también su actividad «in
vivos con la de otros antifingicos y desarrollaron un nuevo procedimiento para ensayo microbiold-
gico del tolnaftato.

ROBINSON (1964). JasK0osKl y THOMPSON (1967) y GRACIA JOVER y col. (1967), comprobaron
también la actividad «in vitro» del tolnaftato sobre Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton
y su falta de accion sobre C. albicans, A. niger, A. Sfumigatus, P. notatum, etc.

WaITZ, Moss y WEINSTEIN (1971) observaron que el tolnaftato era mds activo «in vitro» contra
los dermatofitos que el clotrimazol y la griseofulvina.

BRADOSOL (C,,H,,BrNO) (PDDB)

Es una sal de amonio cuaternario, que forma un compuesto cristalino, blanco, soluble en
agua.

KUTSCHER y col. (1954), en estudips.de dilucién en tubo, encontraron que inhibia el creci-
miento de 18 cepas de C. albicans, en concentraciones entre 1/48.000 y 1/192.000. Posteriormente
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(KUTSCHER y col., 1956) comprobaron que la concentracion usada clinicamente (0,01 %) era capaz
de matar dichas cepas de C. albicans en 5-10 minutos.

KULL y col. (1961) sefialaron que la adicion de acido undecilénico en la proporcion de 0.13-1
mg/100 ml. acrecentaba la accion fungistatica del bradosol sobre Trichophyton mentagrophytes y

C. albicans.

2.2. MATERIAL Y METODOS

2.2.1. Recogida de muestras.

La técnica de toma de muestras empleada por los distintos autores no difiere grandemente. lo
mismo si es en los animales como si se trata del hombre. Unas veces es realizada en animales
vivos (HAJSIG y' SETINSKI. 1963; BispiNG. 1963; KRABISCH. 1971; AL-DOORY y col.. 1967: MORENO y
col., 1973) y otras tras el sacrificio (SiEz. 1965; MALICKA. 1969; HusIG y col.. 1974) previa
reseccion de los érganos. Tanto la vagina. como el cuello y dtero, son empleados indistintamente
para la recogida. que se realiza por medio de hisopos. torundas, e incluso con la pipeta de Frank
modificada (HILLMAN, 1969). En muchos casos se hace previamente la desinfeccion de la zona
vulvar y la introduccion de un espéculo (FREITAS y col., 1960-62).

Los hisopos, normalmente constituidos por un estilete metalico (LACERDA y col., 1954; NUNN.
1970) o una espdtula de madera (MANERO. 1972). o algo similar. llevan en un extremo una torunda
seca de algoddn o gasa y se mantienen en tubos de vidrio (LACERDA y col.. 1954; FREITAS y col.,
1960-62) o de plastico (KRABISCH, 1971). cerrados con algodén o rosca. esterilizando todo el
conjunto en calor seco (LACERDA y col.. 1954) (180°C. 2 horas) o en calor himedo (MANERO, 1972)
(I atmosfera. 15 minutos).

Para la toma de la muestra. una vez introducido el hisopo en el aparato genital. algunos
autores favorecen la impregnacion rotandolo en su interior (AL-DOORY. 1967). mientras que otros lo
dejan introducido durante 1-2 minutos (MORENO y col. 1973). ¢ incluso algunos realizan un masaje
del utero por via rectal con el fin de provocar la salida de flujo por el cuello uterino (LACERDA y
col., 1954),

Los tubos portadores del hisopo pueden contener caldo Sabouraud (DAWKINS v col.. 1953:
GONZALEZ-OCHON y GARCIA RAMos. 1963). agua destilada (HALDE y ARVGON. 1956). o suero de
ternera (AL-DOORY y col.. 1967). con el fin de evitar la desceacion de la muestra antes de realizar
la siembra. Algunos autores durante este tiempo y por la misma razon los mantienen refrigerados
(KRABISCH. 1971) 0 en el congelador (A1LDoOORY. 1967).

2.2.2. Aislamiento de cepas
2.2.2.1. Medio y técnica de siembra

En el aislamiento, el medio mas cominmente empleado es el agar glucosado de Sabouraud
(TURNER. 1965; MALICKA. 1969; MORENO y col.. 1973), al que se suele anadir antibioticos como la
penicilina. estreptomicina. cloranfenicol. con el fin de evitar el crecimiento bacteriano.

. La temperatura y tiempo de incubacion mas empleados son 37°C y 2-4 dias, aunque segin los
diferentes autores estos valores fluctian entre 25-30-37C y 2-7-28 dias.

También se ha usado el agar de Kimming junto con los antibioticos citados (BIsPING. 1963:
KRABISCH. 1971), asi como un medio inicial a base de mosto de cerveza. para enriquecimiento de la
muestra, antes de sembrar en el agar de Kimmig (KRABISCH. 1971). Otros medios empleados han
sido el agar malta (MANERO. 1972). agar sangre-infusion-cerebro-corazon (AL-DOORY y col.. 1967)
caldo glucosado (MORENO y col.. 1973). medio de Nickerson (SIMONE, 1966; Davis, 1969).. Pagano
Levin (GILLESPIE y col.. 1960: SIMONE. 1966). agar miel Sabouraud (APARICIO GARRIDO, 1959). etc.

La <iembra sobre estos medios ha consistido en un simple rayado o extension con el
hisopo-torunda sobre la superficie del agar.

2.2.2.2. Tipificacion.

En la identificacion de las levaduras. la mayoria de los autores siguen las pautas dadas por
LoDDER y KREGER-VAN R1J (1967) y LODDER (1970) que a su vez han realizado un trabajo exhaus-
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tivo. recogiendo todo lo relacionado con el tema hasta entonces. LODDER (1970) basé la identifica-
cion en el estudio de las caracteristicas morfoligicas. de cultivo. sexuales y fisiologicas.

A. Caracteristicas morfologicas.

Reproduccian vegetativa, forma y tamaiio de las eélulas: que son estudiadas tanto en medios
liquidos como solidos. siendo los mdx comunes. extracto de malta. agar malta. glucosa 2 G-
extracto levadura-agua de peptona. agar glucosa 2 S%-extracto levadura-peptona. «maorphology
agar.

Pscudomicelio y verdadero micefio: que puede observarse por medio de cultivos en porta o
por la técnica en placa de Dalmau. empleando como medios «corn meal agar». agar glucosa
patata. «morphology agars.

Clamidosporas: para su obtencion se siembra en el fondo de la placa o en una capa intermedia
ten bocadillol. empledndose diversos medios: MANERO (1972). recopila el medio de Taschdjian +
Tween 80 al 1 %. «corn meal agar + Tween 80 al 1 9%». agar Czapek-Dox. medio de Nickerson.
medios de Skinner y Flecteher. de Droubet. de Negroni-Daglio.

Endosporas v ballistosporas: que sirven de ayuda en la clasificacion de determinados géneros.
empledndose medios como «corn meal agars. agar glucosa patata.

B. Caracteristicas culturales.

La formacion de sedimento. anillo y pelicula. asi como las caracteristicas de las colonias. son
observadas en medios liquidos y sélidos. sirviendo los mismos que s¢ emplean en el estudio de la
forma y tamaio de las células.

C. Caracteristicas sexuales,

Formacion de ascosporas: se determina primero un estado de crecimiento activo por medio
del cultivo directo en agar malta. Y M agar. o en medios de preesporulacion como el de Lindegren.
el worape juicien. Posteriormente se realiza la esporulacion en medios como agar Gorodkowa.
wegetable wedgess. «gypsum blocks and wedges». agar acetato de Fowell. de Kleyn. de Mc
Clary. «M E agar». «corn meal agar». «Y M agars. ete.

Para la tincion de esporas se han empleado. entre otros, los métodos de Wirtz, Wirtz
madificado por Schaeffer-Fulton. fuchina fenicada modificacion de Kufferath, Gray. Mc Clung v
otros.

La infertilidad de lox ascomicetos y las caracteristicas de teliosporas y «sporidia». son
también usadas en la clasificacion de las levaduras.

D. Caracteristicas fisiologicas.

Utilizacion fermentativa de los compuestos carbonados: la fermentacion de los aziucares suele
realizarse en tubos. a los que se incorporan tubos Durham. utilizandose el azucar al 2 ¢ (rafinosa 4
%) en medios como «yeast autolysates. «yeast infusions. «fermentation hasal mediums: DROUHET
y MiLLE COUTEAU (1954). emplean agua peptona de Andrade.

Utilizacion oxidativa o asimilacion de los compuestos carbonatados: puede tener lugar en
medio liquido («bacto yveast nitrogen hases. «stock vitamin solutions. «inoculation medium») y en
medio solido (con agar lavado vy un medio basal nitrogenadol. o por el método auxonografico. en el
que se pueden utilizar simultineamente varios compuestos carbonados.

Desdablamiento de la arbutina: también se emplea v confirma la actividad de la beta-
alucosidasa.

Utilizacion de compuestos nitrogenados: en que la asimilacion de nitratos, nitritos. aminodei-
dos. creatina. ete.. puede realizarse en medio liquido («bacto yeast carbon hase») o por el método
auxonografico,

El crecimiento en medio libre de vitaminas. en medios de alta presion osmotica, a elevadas
temperaturas. produccion de dcido. hidrolixis de la urea. ete.. son también caracteristicas fisiolo-
gicas que se emplean en la tipificacion de las levaduras.

Independientemente de las pruebas generales reseiadas. existen otras que se utilizan para la
clasificacion rapida de las levaduras, entre las que se pueden citar la produceion de tubos
aerminales para C. albicans (MACKENZIE. 19621, (ALTERAS y GavRILESCO. 1966) v a observacion
con tinta china de la cipsula de Cryptococcus neoformans.
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2.2.3. Patogenia experimental en ratin.

2.2.3.1. Preparacian de las suspensiones celuluares.

Para la obtencion del indeulo se ha partido tanto de medios liquidos comao s<élidos. predomi-
nando quizas ¢stos altimos. Normalmente se han empleado cultivos de una noche o 24-48 horas. a
30-37"C. en agar Sabouraud dextrosa (ADRIANO v SCHWARZ. 1955: SCHIEFER v MEHNERT. 1967).
agar Sabouraud modificado (HAsENCLEVER, 19591, caldo Sabouraud glucosa (Rasnzany Rvo oy
StRst. 1962: Hota vy MAarwiN, 1967). agar glucosa peptona (HURLEY v WINNER. 1962). agar maltosa
peptona (HURLEY v WINNER. 19640, agar malta (REY vy ol 1973 FERN WNDEZ-Divz v col.. 1974,
caldo casamino-veast extract-glucosa (MANKOWSKIL, 1957: Mot v Frizpvias. 1901 caldo glu-
cosa (BICHEL y STENDERUP. 1955).

En los cultivos a partir de caldo. el indeulo se suele obtener por centrifugacion recogiendo el
sedimento vy lavindolo repetidas veces con solucion salina. La suspension final a inocular es
preparada invariablemente por los distintos autores diluyendo el inoculo en solucion salina fisiolo-

vica (HURLEY y WINNER. 1962).

2.2.3.2. Dosis y técnica de inoculacion

Se emplean ratones blancos. tanto hembras como machos. de unas 6-8 semanas v entre 17-20
o de peso (BICHEL y STENDERUP. 1955: HASENCLEVER.. 1959: LotRIV y col.. 1963: REY y col.. 1973).

En la inoculacion experimental se han usado las vias intravenosa. intraperitoneal. intrapulmo-
nar. intradérmica. intracerebral. intranasal y peroral. pero fa méds efectiva y mds comun ha sido la
intravenosa (MOURAD y FRIEDMAN. 19612 HURLEY. 1966 h).

Se han realizado asimismo inoculaciones en ratones tratados con esteroides. antibidticos
(MANKOWSKE. 1957: GOLDSTEIN v col.. 1963). o modificados por la fiebre tifoidea o irradiados
(HURLEY. 1966 a). lo que hace variar la patogenicidad de las levaduras. aumentandola o disminu-
yéndola. También la suspension del indceulo en mucina al 5 % (MANKOWSKL 1957) u otros
vehiculos. puede trastocar los resultados.

Para la via intravenosa se utilizan esencialmente las venas de fa cola. pudiéndose anestesiar
ligeramente al raton con cloroformo antes de la ioculacion (ADRIANO vy SCHWARZ. 1955).

Se suele inyectar 0.1 ml (MoURAD v FRIEDMAN. 1961 Rvviavznanny Rvo y SiksiL 1962) o 0.2 mi
(HASENCLEVER. 1959: Huriky v WINAER. 1962) de suspension de levaduras. o ineluso 0.5 ml
(LOURIA y col.. 1963: GOLDSTEIN vy col.. 1965). oscilando su ndamero entre 102-103 a 107-108. El
recuento de las levaduras se suele realizar en hematimetros como los de Levy-Hauser (M-
KOWSKL 1957). Levy (HASENCLEVER. 1959: HasencieVER y Mitcnert. 1961, Neubauer-Levy
(GOLDSTEIN v col.. 1965). Neubauer (REY v col.. 1973: FERN ANDEZ-DiEZ v col.. 197-h: tambicén por
nefelometria. comparando con ef tubo 3 de la escala de Me Farland (ADRINWNO v SCHWARZ, 1955) v
mediante el recuento de colonias (HOLM y MARWIN. 1967) por sucesivas diluciones en placa.

2,2.3

Examen «post-morten .

De acuerdo con el tipo de experiencia. se ha dejado que los ratones mueran como consecuen-
cia del efecto patégeno de las levaduras o se ha efectuado su sacrificio en distintos intervalos de
tiempo. con el fin de observar las alteraciones producidas: ¢l momento del sacrificio ha variado
desde unas horas después de la inoculacion. a varias semanas o meses, llevandose a cabo por
desnucamiento (REY y col.. 1973: FERNANDEZ-DIEZ y col.. 1974, por inhalacion de éter (LOURIV y
col.. 1963: GOLDSTEIN y col.. 1963) o de una mezela de cloroformo y éter (HURLEY v WINAER. 1962).
Posteriormente se realiza la necropsia. con observacion macro y microseopica de los drganos,
Muchos autores siembran a partir de los diferentes organos. procediendo a identificar las levaduras
aisladas por distintas pruebas ¢ incluso por inoculacion en conejo. Para la fijacion de drganos se
ha utilizado formaldehido 4 ¢ v liguido de Zenker, entre otros. realizandose luego cortes y
tinciones principalmente por los métodos de hematoxilina-cosina y dcido periodico de Schiff

HURLEY y WINAER. 1962: LOURIA v col.. 1963).

2.2.4, Sensibilidad « distintos antifingicos.

La sensibilidad de las levaduras frente a los antifingicos. al igual que la de las bacterias
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frente a los agentes antimicrobianos, puede ser estudiada por métodos de dilucion (ya sea en
medio liquido o solido) y por métodos de difusion (cilindros, discos de papel. pocillos).

Métodos de dilucion: son los de practica mas usual. teniendo como fundamento la mezcla
homogénea del medio de cultivo y el antifingico.

El «Método de las diluciones seriadas». se basa en la preparacion de un determinado nimero
de tubos, placas o matraces. en los que el antifungico se mezela con el medio de cultivo en unas
concentraciones determinadas. que siguen una correlacion matemdtica (2 a 2. 4 a 4. por ejemplo).
Este método se lleva a cabo preferentemente en tubos con medio liquido. que es el sistema mas
empleado en los ensayos con levaduras. También es coman el uso de medio solidos de agar, tanto
en tubos como en placas de Petri. que una vez fundidos y llevados a una temperatura de 40-50"C
son mezclados con el antifingico. GOLVAN y DROUHET (1972) afirmaron que en los medios de agar
suelen obtenerse C. M. 1. mas altas que en los medios liquidos.

Métodos de difusion: poco empleados con las levaduras. se fundamentan en la difusion del
antifingico sobre el medio solido. generalmente agar.

«Métodos de difusion por discos». en que tomando como sustrato un medio de agar. se
siembra la superficie por mediacion de un hisopo previamente empapado en la suspension de las
levaduras. Posteriormente se colocan los discos de papel impregnados con una cantidad determi-
nada de antifingico. Se incuba a 37°C durante 24-28 horas y se miden los didmetros de la zona de
inhibion (SCHONEBECK y ANSEHN. 1973).

También han sido algo usados los sistemas de difusion por «cilindros metélicos inoxidables»
(CARLSON y SNYDER. 1959) y por «pocillos» realizados en el agar (GHOSH y GHOsH. 1963). En
ambos, se puede mezelar el agar con el inoculo de levaduras. La solucion del antifingico se
depositard en cilindros o pocillos, desde donde poco a poco se difundird al medio. Finalmente se
miden los didmetros de la zona de inhibicidn.

Micro-métodos: se han usado también métodos reducidos o micrométodos que suponen un
ahorro de material, medios de cultivo, etc. Entre ellos, podemos citar el «método de tubos
pequenos» de CATALFOMO y SCHULTZ (1966). que emplean tubos de rosca de 17 X 60 mm. con 0.5
ml de agar Sabouraud dextrosa. en cuya superficie se ponen dos gotas de la solucion del
antifingico y una vez secas una gota del inoculo de levaduras.

La «micro-dilucion en caldo». que utiliza un volumen de 0.1 ml (MARKs y E1cKHOFF, 1970).

2.2.4.1. Medios de cultivo.

El caldo y agar glucosado de Sabouraud son los mds comunes (PADHYE. 1969; ATHAR. 1971;
BODENHOFF. 1971; WILDFEUER. 1973).

También se han usado, entre otros. caldo y agar yeast nitrogen base-L asparagina-dextrosa
(SHADOMY. 1969: MARKS y EICKHOFF, 1970). yeast morphology agar (SCHOLER. 1970: SCHONEBECK y
ANSEHN. 1973). agar de Kimmig (WEHRSPANN, 1971). extracto de levadura (NisHIDA y col.. 1965).
caldo y agar Sabouraud modificacion de Emmons (GORDEE y MATHEWS, 1969). Penassay base agar
(GORDEE y MATTEWS. 1967; H Wi TON-MILLER. 1972). caldo asparagina sintética (HALDE y col..
1957). caldo de agua carne-glucosa (PLEMPEL y BosHAGEN. 1968). caldo infusion cerebro-corazion
(KUTSCHER y col.. 1954), agar Sabouraud maltosa (HEJZLAR y VYMOLA. 1970). medio de Kurung
(GOLVAN y DROUHET. 1972). ete. Los volimenes manejados suelen ser de 5-10 ml en tubos y 20-25
ml en medios sélidos en placa.

2.2.4.2. Antifiingicos y preparacién de las diluciones.

Para los antifingicos insolubles en agua se han empleado una gran variedad de solventes.
siendo los mas comunes la dimetilformamida. dimetilsulfoxido. etanol y acetona. Una vez disuelto
el antifiingico, casi siempre suele incorporarse agua destilada estéril hasta una concentracion
determinada.

Segun GOLVAN y DROUHET (1972). la dimetilformamida es el mejor solvente para los polienos.
Muchos autores preparan soluciones «stock», que mantienen por debajo de cero grados hasta el
momento de su uso y que suelen tener una concentracion de 1 a 10 mg de antifingico por mililitro
de solvente. A partir de ellas y por sucesivas diluciones. normalmente de 2 en 2. en agua destilada
estéril. se preparan las diluciones adecuadas para anadir al medio de cultivo. La escala de
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concentraciones finales del antifingico en ¢l medio de cultivo suele estar comprendida entre
0.5-100 p.g/'ml de medio. aunque alcanza en muchos casos de 0.001 a 1.000 pg'ml, e incluso mas.

Se preparan tamhién tubos control. con el disolvente y sin antifingico. en la misma propor-
cion que en el resto. con el fin de estudiar su posible accion inhibidora sobre las levaduras
ensayadas.

2.2.4.3. Preparacion de los inéeulos.

Los inoculos de levaduras son preparados corrientemente a partir de cultivos recientes en
agar Sabouraud de 24-48 horas. a 30-37°C. Suelen realizarse suspensiones en solucion salina
fisiologica o agua destilada estéril. con unax concentraciones de 10°-108 levaduras/ml. haciendo los
recuentos con hematimetros. También se recurre a lograr suspensiones que se miden con especto-
fotometros (una determinada transmision de luz a una determinada longitud de onda). o se
comparan con la escala de Mce Farland.

La siembra se realiza aiadiendo al cultivo liquido o sélido unas gotas de la suspension de
levaduras, o pequefas cantidades que oscilan de 0.05-0.5 ml. El namero de levaduras sembradas
suele estar incluido mas o menos entre 100 (SCHONEBECK y ANSEHN, 1973) a 20.000/ml de cultivo
(ATHAR. 197D).

Las placas con medios solidos presentan la ventaja de poder ser inoculadas con 4-8 levaduras
diferentes (GOLD y col., 1955-56; BETINA y col.. 1965). para lo cual se realizan unas siembras en
estria en diferentes puntos de la superficie. HAMILTON-MILLER (1972) ha llegado a estudiar 23
levaduras en una placa. para lo cual deposité 13 gotas formando un anillo exterior. 8 en un anillo
interior y 2 en el centro.

2.2.4.4. Lectura de lus pruebas.

La accion fungistatica es observada generalmente después de una incubacion a 25°-30"-37"C,
durante 24-48 horas (como minimo hasta que crezea en el tubo control) y en algunos casos mas
dias. Los resultados se suelen expresar en microgramos por mililitro (pg/mb. en forma de
Concentracion Minima Inhibitoria (C.M.1.), la cual se define como «la mas baja concentracion de
antifingico que impide un crecimiento visible de las levaduras».

LASKIN y LECHEVALIER (1973) seialan que la C.M.1. representa la inhibicion total del creci-
miento de levaduras. después del cultivo en Sabouraud liquido durante 24 horas.

La accion fungicida o letal también puede ser estudiada. para lo cual se recurre a medios sin
antifingico. generalmente agar Sabouraud o Sabouraud liquido, que se resiembran con 0.05 ml o
la cantidad llevada en una asa de platino. a partir del material recogido de los cultivos obtenidos
para la C.M.L. en los que no se observéd crecimiento visible. incubando a 30-37°C. durante 2-3
dias.

La concentracion mas baja. o lo que es lo mismo. la dilucién mas alta del antifingico que dé
lugar a falta de crecimiento. sera la Concentracion Minima Fungicida (C.M.F.).

SHADOMY (1969) tomd como C.M.F. aquella que da lugar al crecimiento en la placa de tres o
menos colonias.

En ocasiones (KUTSCHER y col.. 1956) se ha investigado el tiempo que tarda una determinada
concentracion de antifingico en producir la muerte de las levaduras, para lo cual se ponen ambos
en contacto. realizando resiembras con ciertos intervalos de tiempo.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. RECOGIDA DE MUESTRAS
3.1.1. En la vaca.

Se recogieron 508 muestras (333 Frisona, 160 Pardo Alpina, 13 Pais, 1
Frisona % Pardo Alpina. 1 Salmantina X Frisona) durante el periodo 11/X1/72
al 20/IX/73. a excepcion del mes de agosto.
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Las vacas examinadas procedian de 30 establos diferentes de la provincia
de Leon, habiéndose escogido al azar, independientemente de su estado de
salud, gravidez, raza, etc. (cuadro n.” 1 y mapa).

CUADRON.° 1

Localizaciéon y n.® de muestras tomadas en vaca

Pueblos N." establos N." muestras
Alrededores de Leon (capital) 6 42.26.29. 16, 11. 5
Vega de los Arboles 2 34, 15
Villacontilde 1 69
Mansilla de las Mulas 1 20
Mansilla Mayor 1 25
Villaverde de Sandoval 1 1
Campo de Villavidel 1 5
Valencia de D. Juan 2 82, 19
Laguna Dalga 1 46
Villadangos del Paramo 2 3. 6.

S. Martin del Camino 4 18, 18, 2, 1.
Celadilla del Paramo 2 3,1
Villamor 2 1.1

Sta. Marina del Rey 1 1

Palazuelo 1 1

Turcia 1 6
Sardonedo 1 1

Para la recogida de muestras se utilizaron hisopos de 38-39 ¢cm de largo,
fabricados con alambre, en uno de cuyos extremos llevaban algodén hidréfilo.
Estos hisopos se mantuvieron en el interior de tubos de ensayo de 18 X 1,5 cm
cerrados con tapén de gasa-algodén. Previamente a su uso fueron esterilizados
en autoclave a 1 atmésfera durante 15 minutos, aunque posteriormente se
comenzé a esterilizarlos en calor seco a 110°C durante 30 minutos, con el fin
de evitar que se formase humedad en su interior.

Anteriormente a la toma, se limpiaba y desinfectaba la zona vulvar por
medio de una esponja empapada en una solucién acuosa al 1/500 de Kerol
Blanco (Cooper-Zeltia); el espéculo se desinfectaba asimismo en esta solucion.
Previa la separacion de los labios vulvares, se introducia un espéculo vaginal y
a continuacion el hisopo, que se rotaba repetidas veces en la vagina, con el fin
de que quedase embebido del flujo presente.

3.1.2. En la oveja.

Se recogieron 201 muestras de oveja (177 Churra, 13, Manchega X Chu-
rra, 4 Sarda, 4 Texel, 2 Sarda X Churra, 1 Milkschafe) durante el periodo
12/1/73 al 10/VIL/73.
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Las ovejas examinadas pertenecian a 4 explotaciones diferentes, segiin se

indica en el cuadro adjunto (cuadro n.” 2 y mapa).

CUADRO N.° 2

Localizaciéon y n.° de muestras tomadas en oveja

l;l.l('l)](l.“ o N." rebanos N." muestras
Leon 1 76
Bonar 1 30
2

Pobladura de Pelayo Garcia 47. 48

Los hisopos utilizados para las tomas fueron similares a los anteriores,
pero con la diferencia de ser mas cortos (18 ¢cm) y mantener protegida su parte
anterior con un tubito de vidrio de 0,9 X 9 cm. abierto por los dos extremos,
que sirvié de guia a la hora de introducir el hisopo en la vagina, ademads de
protegerlo contra la contaminacion (sobre todo en los casos en que no se utilizé
espéculo). El conjunto de hisopo y tubito se colocé en tubos de ensayo como
los descritos anteriormente, cerrados con tapones metalicos del tipo «Cap-0-
Test», todo lo cual se esterilizé por el procedimiento explicado.

La recogida de muestras, salvo en lo dicho, se hizo como en la vaca.

RECOGIDA DE MUESTRAS

® Localizaci6én de las explotaciones de Vacuno

4 Localizacién de las explotaciones de Ovino

+
5 OVIEDO
g -

PALERe, n

ASTORGA

ZAMORA
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3.2.  AISLAMIENTO DE CEPAS

3.2.1. Medio y técnica de siembra.

Como medio de cultivo se empleo agar glucosa Sabouraud (Difco), al que
se anadio cloranfenicol en la proporcion de 0,05 mg/ml de medio, con el fin de
evitar el crecimiento de bacterias. Una vez disuelto de cloranfenicol en alcohol
etilico de 96°, en la proporcion de 1 ml de alcohol/5S mg cloranfenicol, se agregd
al medio de agar ya fundido, esterilizando todo a 0,8 atmosferas durante 10
minutos.

Las siembras se realizaron lo mds rapidamente posible, no transcurriendo
nunca mas de dos horas desde la recogida, salvo en las 27 muestras pertene-
cientes a un circuito de inseminacion.

La técnica de siembra consistié en deslizar el hisopo sobre la superficie de
la placa realizando un trazo continuo en zig-zag de arriba abajo, abarcando
todo el didmetro, a la vez que el hisopo se rotaba 360° con el fin de aprovechar
al maximo el material recogido.

Las placas se incubaron a 37°C, durante cinco dias, procediéndose a
continuacién al recuento de colonias y a la resiembra para su posterior identi-
ficacién. La resiembra se realizd en frascos (Vaccine bottles, Griffin & George)
con agar malta (Difco) inclinado, que después de 24-48 horas a 37°C, se
mantuvieron a temperatura de laboratorio (posteriormente en frigorifico), re-
sembrandose cada 2-3 meses.

3.2.2. Tipificacién.

Para la tipificacion de las levaduras se tomaron como base las normas
dadas por LobDER (1970); también nos ayudamos de las claves de BARNETT y
PANKHURST (1974) y RaMIREZ (1974).

Siguiendo a LoDDER (1970), se estudiaron las caracteristicas morfolégicas,
culturales, sexuales vy fisiolégicas, asi como otras pruebas.

3.2.2.1. Caracteristicas morfolégicas

a) Reproduccion vegetativa de las levaduras, su forma y tamano.

En un principio se utilizé extracto de malta (Boots) al 4 % y mas adelante
extracto de malta (Difco), haciéndose la esterilizacién mediante filtros Sietz de
porosidad EK.

Se prepararon 4 tubos por cepa, con 4 ml de medio, de los que una vez
inoculados se mantuvieron dos a 25-28°C durante 72 horas y los otros dos a
temperaturas de laboratorio durante un mes. La observacion de su morfologia
se llevé a cabo por microscopia directa, colocando 1-2 gotas sobre un portaob-
jetos; entre algunas especies se pudo observar una clara diferenciacion morfo-
légica (Fig. 1, 2 y 3). También se realizaron siembras en estria sobre agar
malta (Difco).
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b) Pseudomicelio.
Se utilizo el sistema de cultivo en portaobjetos, empleando como medio

«corn meal agar» (Difco). La siembra consistid en realizar tres lineas sobre la
superficie del medio, con un asa recta introducida en una suspensién de
levaduras, tapando luego la parte central con un cubreobjetos. Se incubé a
25°C, durante 3-5 dias, observiandose el pseudomicelio directamente en el
porta (Fig. 4).

¢) Clamidosporas.

Se utilizaron placas con agar Czapeck-Dox (Oxoid) + un 1 % de Tween -
80, en las que se realizo mediante un asa acodada una raya longitudinal de
siembra, al ras de la placa y por debajo del agar. Se encubd a 25°C, observan-
dose la placa directamente al microscopio a las 24-48 horas.

3.2.2.2. Cuaracteristicas culturales.

Se observo la formacion de sedimento, anillo y pelicula en medio liquido y
las caracteristicas de las colonias (forma, tamafo, color, tipo) en medio sélido.
Para ello se emplearon los mismos medios y técnicas descritas para la repro-
duccion vegetativa, forma y tamaio de las células.

3.2.2.3. Cuaracteristicas sexuales.

La formacion de ascosporas se investigh a partir de crecimientos en
frascos inclinados de agar Gorodkowa, sembrados con cultivos jévenes obteni-
dos en agar malta, el cual sirvio como medio de pre-esporulacion. Se incubo a
25"C, 4 dias, continuando un mes mas a temperatura de laboratorio con las
cepas que no esporulaban.

Las ascosporas se observaron en extensiones sobre porta, las cuales se
tineron por el método de Wirtz modificado, quedando los esporos teiiidos en
color verde y las células vegetativas en rojo. La primera tincion se realizaba a
los cuatro dias, repitiéndose semanalmente en los casos negativos (Fig. 5).

3.2.2.4. Caracteristicas fisioldgicas.

a) Utilizacion de compuestos carbonados.

a.l.  Por fermentacion. Se realizo en tubos de hemdolisis con tubito Durham
en su interior, depositindose 2 ml de agua de peptona Andrade (Oxoid), con el
aziucar al 2 %, salvo la rafinosa que se utilizé al 4 %. Se esterilizaron a vapor
fluente, en tres sesiones de 15 minutos, sembrandose con dos gotas de una
suspension de levaduras en solucion salina fisiologica. Se incubo a 25°C,
durante 15 dias, observandose la produccion de acido y gas.

Los azicares empleados fueron: glucosa, D-galactosa, sacarosa, maltosa,
lactosa y rafinosa.

a.2. Por oxidacién. Se empled el método auxonogrifico, usando como
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medio «yeast nitrogen base» (Difco) mds agar Oxoid n.” 3 al 2 % vy esterilizando
a 0,7 atmosfera durante 15 minutos. Como inoculo se tomaron 1-2 ml de una
suspension de levaduras en solucion salina fisiologica, que se mezclaron uni-
formemente en cada placa con el medio fundido y mantenido a unos 40"C.

Se prepararon discos de papel de filtro de 5 mm de didmetro. impregnan-
dolos en solucién al 20 % del compuesto carbonado (en un principio se usaron
al 5 %, pero dieron peor resultado), los que una vez secos se esterilizaban a 0,7
atmodsferas durante 15 minutos.

Las placas, con 6 discos cada una, se incubaron a 25°C. una semana,
observando diariamente el crecimiento alrededor de los mismos.

Los compuestos carbonados usados fueron los siguientes:

Hexosas: glucosa, D-galactosa, salicina.

Disacaridos: sacarosa, maltosa, melibiosa, celobiosa, trehalosa, lactosa.

Trisacaridos: rafinosa, melezitosa.

Polisacaridos: inulina, almidon.

Pentosas: D-xilosa, L-arabinosa, ramnosa.

Alcoholes: glicerol, eritritol, ribitol (adonitol), galactitol (dulcitol), D-mani-

tol, D-glucitol (D-sorbitol), inositol.

Acidos: acido lactico, acido citrico.

También se realizd, en algunos casos dudosos, la asimilacion de compues-
tos carbonados en medio liquido, siguiendo la técnica descrita en el LoDDER
(1970) y usando como medio de cultivo «yeast nitrogen base» (Difco).

b) Utilizacion del nitrato potasico.

Se usd el método auxonografico, empleando como medio de cultivo «yeast
carbon base» (Difco) mas agar Oxoid n.? 3 al 2 %, que se esterilizb a 0,7
atmosferas durante 15 minutos. La siembra del inoculo fue similar al sistema
empleado para la asimilacion de compuestos carbonados.

Una vez solidificado el medio. se deposito NO,K en un extremo de la
placa realizando una linea recta con un asa de platino. En el otro extremo y
como control de crecimiento se realizé otra linea con peptona. Se incubd a
25°C, observindose el crecimiento a las 24-48 horas.

¢) Crecimiento en medio libre de vitaminas.

Se utiliz6 como medio «vitamin free yeast base» (Difco). siguiendo la
técnica dada en el Lopper (1970). La incubacion se hizo a 25°C, una semana,
resembrando y volviendo a incubar otra semana.

d) Crecimiento a elevadas temperaturas.

Se realiz6 en agar malta (Difco). sembrando en estria y comprobando el

crecimiento a 37°C y 42-44°C.

3.2.2.5. Otras pruebaus.

Se estudio la produccion de tubos germinales, empleandose para ello
tubos de hemdlisis que contenian 0,5 ml de suero sanguineo de conejo, los
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cuales se sembraban con la parte superior de una colonia, incubdndose a 37°C,
durante tres horas, para la posterior observacion de una gota al microscopio y
asi comprobar la existencia o ausencia de tubos germinales.

3.3.  PATOGENIA EXPERIMENTAL EN EL RATON
3.3.1. Preparucion de las suspensiones celulares.

Partiendo de cultivos en agar malta a 37°C (salvo con C. ravautii y las dos
cepas de C. lambica, que por tener un crecimiento mediocre a 37°C, se
cultivaron a 27°C), durante 48 horas, se prepararon suspensiones de las leva-
duras en solucién salina fisiologica. Por recuento en cdmara de Neubauer, se
ajusté la suspension inicial a una concentraciéon de 125 millones de levaduras
por mililitro, a partir de la cual se prepararon cuatro diluciones sucesivas al 1/5
en solucion salina fisiologica (25, 5, 1 y 0.2 millones por mililitro, respectiva-
mente), que junto con la suspension inicial se utilizaron para inocular los
ratones.

3.3.2. Dosis y técnica de inoculacion

Como animales de experimentacion se utilizaron ratones Swiss blanco
hembra, procedentes de una cepa de la O.M.S. cedida por Antibidticos, S.A.y
mantenida en endogamia durante 15 afios en el criadero de nuestro Departa-
mento de Patologia infecciosa y Parasitaria. El peso y la edad de los ratones
normalmente oscilé entre 21-26 g (con pesos extremos de 19 y 28 g) y 2-2,5
meses, respectivamente.

Con cada cepa de levaduras se inocularon 25 ratones, divididos en cinco
lotes, de forma que cada lote recibio una de las cinco concentraciones emplea-
das. A cada ratén se le inoculd 0,2 ml. por lo que el nimero de levaduras
recibidas, segun el lote de procedencia, fue: 25 X108=1074, 5 X 106=108"7,
1 x 108=108, 2 x 105=1053 y 4 X 104=10%6.

La inoculacion se realizo en las venas laterales de la cola, facilitindose la
operacion mediante la introduccién de los ratones en unos «canutos» pldsticos
de 3 X 7 ¢cm, que se cerraban con un corcho dotado de una hendidura para
permitir la salida de la cola y su facil manejo (Fig. 6). Se favorecia la dilatacion
de las venas frotando la cola con alcohol-éter y se utilizaba como hemostatico
agua oxigenada.

Una vez inyectados, se pesaron de 5 en 5, por lotes de una misma dilucion.
distribuyéndose seguidamente en jaulas de plastico y recibiendo alimentacion
«ad libitum».

3.3.3. Examen «post-mortem»

Todos los ratones que no murieron en el plazo de los dos meses que duro
la experiencia fueron sacrificados por desnucamiento, realizdindose a conti-
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nuacion la necropsia con el fin de observar las posibles lesiones producidas.
Asimismo, se hicieron observaciones microsciépicas en fresco a partir de
distintos drganos (rifién, higado, bazo, etc.); de aquéllos sospechosamente
afectados por levaduras (rindn sobre todo), se realizaron siembras en agar
Sabouraud dextrosa + cloranfenicol o agar malta, incubando a 37°C.

3.4. SENSIBILIDAD A DISTINTOS ANTIFUNGICOS

Se estudi la receptividad de las levaduras aisladas frenta a 15 antifungi-
cos, por el método de las diluciones seriadas en medio de cultivo liquido.

3.4.1. Medios de cultivo.

Para hallar la Concentracion Minima Inhibitoria se empled caldo Sabou-
raud dextrosa (Difco), que una vez esterilizado se distribuyé asépticamente a
razon de 4,8 ml por tubo, empleando una jeringa dosificadora automatica de 10
ml B-D Cornwall (Becton, Dickinson & Co.) previamente esterilizada.

El volumen final en cada tubo fue de 5 ml, tras la adicion de 0,1 ml de la
solucion antifiingica y 0,1 ml de la suspension de levaduras.

Para hallar la Concentracion Minima Fungicida se utilizé agar Sabouraud
dextrosa (Difco), a razén de 20 ml por placa.

3.4.2. Antifingicos y preparacion de las diluciones.

Los antifungicos ensayados fueron:

— Nistatina
— Pimaricina

tetraenos

— Anfotericina B
— Tricomicina |
— Hamicina reptaenos Antibioticos

— Aureofungin

— Pirrolnitrin
— Griseofulvina
— Actidiona

— Ectimar

— Clotrimazol

— Miconazol

- 5-Fluorocitosina
— Tolnaftato

— Bradosol (PDDB)
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En todos los casos se prepard una solucion madre que contenia 100 mg de
antifingico en un volumen final de 10 ml, a partir del cual se realizaron
diluciones de factor 2. afnadiendo 3 ml de la solucion madre y sucesivas a 3 ml
de agua destilada estéril. De esta forma se obtuvo una bateria de 16 dilucio-
nes iniciales con unas concentraciones que oscilaron desde 10.000 a 0.3051
pg/ml, con lo que al afiadir 0,1 ml a los tubos de cultivo. se consiguieron unas
diluciones finales (factor 2) de 200 a 0.0061 p g/ml. que fueron las estudiadas.
En el caso del aureofungin y hamicina, se ensayo una dilucion mayor, 0.0030
pg/ml.

Para disolver los 100 mg de antifingico. se emplearon las sustancias y
cantidades siguientes:

Para la tricomicina, 5-fluorocitosina y bradosol. el agua destilada estéril
(10 ml).

Para la actidiona, griseofulvina y tolnaftato, la acetona (2, 5 y 7 ml,
respectivamente).

Para el pirrolnitrin, ectimar y clotrimazol, el alcohol etilico absoluto (5
ml).

Para el miconazol, el alcohol etilico al 50 %. (5 ml).

Para la nistatina, hamicina, aureofungin, pimaricina y anfotericina B, la
dimetilformamida (2, 2, 2, 4 y 4 ml, respectivamente).

En todos los casos, una vez disueltos los 100 mg de antifingico, se
completaba con agua destilada estéril hasta un volumen final de 10 ml.

En bastantes antifingicos, las diluciones iniciales mas concentradas se
presentaron lechosas, amarillentas o con grumos, lo que produjo turbidez en
algunos de los tubos de cultivo correspondientes a las concentraciones mds
elevadas (principalmente con la anfotericina B, tricomicina, hamicina. aureo-
fungin y pirrolnitrin).

La incorporacion a los tubos de las soluciones antifiingicas (0,1 ml), <e
realizo con una jeringa automatica de 2 ml, a la que se aplico en el extremo un
capilar.

3.4.3. Preparacion de los inoculos.

A partir de un cultivo en agar Sabouraud dextrosa a 27°C, durante 24
horas, se preparé una suspension de levaduras en agua destilada estéril,
ajustandose a una concentracion de 108 células por ml (contaje con camara de
Neubauer). A cada tubo se le inocularon 0.1 ml (100.000 levaduras), siguiendo
el mismo sistema empleado para distribuir el antifingico.

Se prepararon tubos control, unos sembrados con 0,1 ml de levaduras y
sin antifiingico, y otros también sin antifiungico pero con la cantidad corres-
pondiente de disolvente, a fin de estudiar si éste tenia efecto sobre las
levaduras.
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3.4.4. Lectura de las pruebas

La Concentracion Minima Inhibitoria se obtuvo después de incubar los
tubos de caldo Sabouraud dextrosa a 27°C. durante 48 horas. Se observod el
crecimiento por transparencia, ayuddndonos con un foco de luz situado detras
de los tubos.

Se tomd como C.M.I., la dilucion mas alta de antifingico que dio lugar a
la falta total de crecimiento visible (Fig. 7).

En los tubos que hubo crecimiento, se comprobd por microscopia directa
si era debido a levaduras y no a una contaminacion bacteriana.

La Concentracion Minima Fungicida se hallo a partir de los tubos para la
C.M.1. en que no se observd crecimiento; partiendo de estos tubos se sembrd
en estria en agar Sabouraud dextrosa, tomando como indculo el contenido de
un asa de 4 mm de diametro interno, que equivale aproximadamente a 0,01 ml.

Se incubaron las placas a 27°C, durante 48 horas, contandose a continua-
cion el niamero de colonias.

Se tomé como C.M.F.. la dilucion mas alta del antifingico que dio lugar a
falta de crecimiento en el agar o que como maximo permitié un desarrollo de 3
colonias (Fig. 8).

Todos los antifungicos, salvo la actidiona de la que disponiamos en nues-
tro Departamento, nos fueron gentilmente cedidos por los laboratorios que se
citan:

Pimaricina: C.H. Boehringer Sohn Ingelheim, S.A.E. (Barcelona).

Nistatina y Anfotericina B: Squibb Industria Farmacéutica, S. A. (Barce-
lona).

Pirrolnitrin: I/S/F/s.p.a. (Mildn).

Tricomicina: Laboratorios Inibsa (Barcelona).

Estos dos ultimos productos, lo fueron realmente a través de Fujisawa
Pharmaceutical (Osaka).

Griseofulvina: ICI Farma, S.A. (Porriio-Pontevedra).

Aureofungin y Hamicina: Industan Antibiotics Ltd. (Pimpri-Poona-India).

5-Fluorocitosina: Productos Roche (Madrid).

Bradosol: Ciba-Geigy (Barcelona).

Miconazol: Laboratorios del Dr. Esteve, S.A. (Barcelona)

Ectimar y Clotrimazol: Instituto Bayer de Terapéutica Experimental, S.
A. (Barcelona).

Tolnaftato: Essex (Espana, S.A.) (Madrid).

Actidiona: The Upjohn Company (Kalamazoo, Michigan).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  AISLAMIENTO DE CEPAS

A partir de las muestras recogidas en vagina de vaca y oveja. se consi-
guieron aislar 17 cepas de levaduras que se tipificaron como pertenecientes a 6
especies. Todas las caracteristicas de estas cepas estuvieron de acuerdo, en
lineas generales, con las dadas por LobDER y KREGER-VAN Ry (1967) y LODDER
(1970). La produccion de tubos germinales, prueba que es bastante empleada
en la identificacion rapida de C. albicans, nos dié resultado negativo en todas

las cepas aisladas.

4.1.1. Géneros y especies de levaduras aisladas.

4.1.1.1. FEn la vaca.

Se aislaron un total de quince cepas, correspondiendo trece al género
Candida y dos al género Pichia.

Las especies identificadas fueron las siguientes:

Cuandida pseudotropicalis (Castellani) Basgal. 1911.

Candida krusei (Castellani) Berkhout, 1910.

Candida ciferrii Kreger-Van Rij, 1965.

Candida ravautii Langeron y Guerra, 1935.

Pichia membranaefuciens Hansen, 1888.

Entre las especies aisladas. lo fue en una mayor proporcion C. pseudotro-
picalis (60 %). seguida a gran distancia de las restantes, como se puede
observar en el cuadro n.” 3.

CUADRO N.° 3

Numero y frecuencia de las especies aisladas en vaca

Especies n.' e
C. pseudotropicalis 9 60
C. krusei 2 13.3
C. ciferrii 1 6.6
C. ravautii 1 6.6
P. membranaefaciens 2

13.3

En el cuadro n.” 4 se recogen los datos sobre aislamiento de una o mas
especies a partir de una misma muestra. predominando el de una sola especie
(84.6 %), siendo los dnicos aislamientos dobles los correspondientes a las
especies C. pseudotropicalis y P. membranaefaciens.
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CUADRO N.° 4
Porcentaje de aislamiento puro y mixto

Especies muestras
presentes (! T
Una 11 84.6

Dos 2 15.4

4.1.1.2. En la oveja.

Se aislaron solamente dos cepas, que se tipificaron como Candida lam-
bica (Lindner y Genoud) Van Uden Buckley nov. Comb., 1913.

4.1.1.3. Por otros autores.

De todas las especies aisladas, C. krusei y C. pseudotropicalis son encon-
tradas por otros autores con cierta frecuencia en vagina y tracto genital de la
vaca (Husi6 y col, 1962; Hagsic y Serinski, 1963; Hajsic y Tororko, 1967,
Wawrzkiewicz y GaLEza, 1972; Decun y Rosu, 1973), yegua (Bisping, 1963),
perra (MaLIcky, 1969), también el aparato genital del mono (AL-DooRY y col.,
1967) y del toro (ZVEREVA y REPKO, 1968; LUKACEVIC, y col., 1963; WAWRZKIEWICZ y
GALEZA, 1972). El resto de las especies aisladas no han sido localizadas en la
bibliografia revisada; no obstante, VAN UDEN y col. (1958) hallaron Pichia
membranaefaciens y C. krusei en el ciego de bovinos, lo que nos podria hacer
pensar en una posible contaminacion de la vagina a partir del intestino. Por
otro lado, REY (1972), a partir de leche de abasto de la provincia de Ledn, aislo
algunas de las especies halladas por nosotros en la vagina de la vaca y oveja,
(C. pseudotropicalis, C. krusei, C. lambica y P. membranaefaciens), lo que
puede hacer pensar en otra modalidad de contaminacion.

Podemos observar la gran disparidad de resultados entre los autores
citados y, buscando una explicacion a este hecho, nos adscribimos a lo que
dice AL-DOORY y col. (1967): «la determinacion in vivo de organismos en la
vagina y otras partes del cuerpo, presenta problemas a la hora de comparar
resultados, debido principalmente a las distintas técnicas empleadas por los
diversos investigadores. Generalmente intervienen tres factores importantes:
a) Tipo de medio de aislamiento, b) Temperatura de crecimiento, ¢) Métodos
de identificacion. En los estudios vaginales hay ue tener en cuenta también
diversos factores como la estacion del ano, flujo menstrual, coito, habitos
sanitarios de la hembra (se refiere a la mujer)». A todo ello ahadimos nosotros
la posible influencia que pueda ejercer la técnica de la toma, las diferencias
entre las distintas especies animales, forma de explotacion, estado clinico, etc.
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4.1.2. Otros hongos aislados.
4.1.2.1. En la vaca.

Se aislaron hongos filamentosos en 31 muestras, que significaba el 6,1 %
del total de muestras examinadas.

El mayor nimero de aislamientos correspondi6 a Aspergillus fumigatus
con el 69,64 % del total de las cepas aisladas, seguido por Mucoraceae (23,21
%), como puede observarse en el cuadro n.” 5.

CUADRO N.° 5

Niimero y frecuencia de hongos filamentosos en vaca

N L
1. fumigatus 39 69.64
Vucoraceae 13 23.21
Penicillium spp. 2 3.57
No identificados 2 3.57

4.1.2.2. En la oveja.

Creci6 tan solo un hongo filamentoso, que correspondio al género Tricho-
derma, y que representa un porcentaje de positividad del 0,5 % de las
muestras examinadas.

4.1.3. Frecuencia de las levaduras aisladas.

4.1.3.1. En la vaca.

A partir de las 508 muestras vaginales procedentes de igual nimero de
vacas, de distintas razas, con buen estado clinico y gestantes o vacias, se
obtuvieron 13 positivas a levaduras, que representan el 2,56 %.

No se observé que el tipo de raza pudiese tener alguna influencia signifi-
cativa en el nimero de aislamientos, ya que en los animales de raza Parda
Alpina y Frisona, su positividad fue del 3,75 % y 2,10 %, respectivamente, que
no es indicativo de que este factor tenga alguna influencia en la presencia o
ausencia de levaduras.

Tampoco el estado de gravidez demostro tener influencia, puesto que las
337 vacas en gestacion, resultaron positivas en proporciones similares con las
vacias, como puede verse en el cuadro n* 6.
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CUADRO N.° 6

Positividad a Levaduras en la Vaca

Vacas n."
examinadas positivas Te
En gestacion 337 7 2,07

Vacias 171 6 3.50

En cuanto a factores como la edad, nimero de partos, etc., teniendo
presente el escaso nimero de muestras positivas, no se ha podido observar
que exista ninguna relacién entre dichos factores y la presencia de levaduras.

Comparando nuestros resultados con los de los escasos autores que tratan
el tema, vemos que fueron ligeramente inferiores a los de BispING (1963) en
Alemania, quien obtuvo levaduras en el 8,2 % de las muestras vaginales de 134
vacas y a los de Halsic y SETINsKI (1963) en Yugoeslavia, que a partir de
muestras de vagina, cuello y dtero de 223 vacas, obtuvieron el 8,96 % de
positividad.

HaJsi6 y col. (1962) en Yugoeslavia, partiendo de 199 vacas del matadero y
por reseccién de los érganos genitales, con lo que la recogida de muestras fue
mas perfecta que con hisopos, obtuvieron levaduras en el 37,2 % de las
muestras de la porcion vaginal del cuello y en el 5 % de las de dtero

WARWRZKIEWICZ y GALEZA (1972), encontraron en Polonia resultados atn
mas altos, ya que de 200 muestras obtuvieron una positividad del 35,5 % para
la vagina y del 21 % para las de dtero, pero hay que tener en cuenta que
dichas cifras incluye tanto las levaduras como los hongos filamentosos.

Los estados patolégicos del tracto genital determinan un aumento en la
presencia de levaduras, como se deduce de los altos porcentajes de aisla-
miento comunicados por LYSENKO y MILORADOVICH (1966) en Rusia, Halsic y
ToroLko (1967) en Yugoeslavia y DeEcun y Rosu (1973) en Rumania quienes
aislaron levaduras prdcticamente en todos los casos estudiados, partiendo,
respectivamente, de vacas con fluido vaginal patolégico, de contenido uterino
procedente de endometritis mucopurulenta y de secreciones patoldgicas o
normales del cuello.

4.1.3.2. En la oveja.

En 201 muestras vaginales procedentes de igual nimero de ovejas de
distintas razas y con buen estado general, gestantes o vacias, se obtuvieron 2
positivas a levaduras, que representa un 0,99 % del total.

El escaso niumero de aislamientos, dato que consideramos podria ser
peculiar en el ganado ovino, impide establecer relaciones de acuerdo con la
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raza, edad. gestacion, etc. Tampoco puede establecerse comparacion con los
datos de otros autores, pues en la bibliografia examinada no llegamos a
encontrar ningun trabajo sobre aislamiento de levaduras en la vagina de la
oveja u otra zona del tracto genital.

4.1.3.3. En otras especies.

Nuestros resultados. para la vaca y oveja. son muy inferiores a los obteni-
dos por MaNERO (1972) en Ledn, con muestras procedentes de la vagina de
mujeres gestantes, que alcanzaron el 19,1 % de positividad; segiin la revision
que realiza este autor, los porcentajes mds comunes para la mujer en los
diferentes paises estdn comprendidos entre el 20-40 %; todo ello nos hace
pensar en que la mayor positividad en la mujer pueda ser como consecuencia
de un mayor contacto o promiscuidad sexual.

AL-DoORY y col. (1967) en EE. UU., dan en la vagina de la mona una
positividad a levaduras del 52 % (datos calculados por nosotros a partir del
61 % que citan para levaduras mas hongos filamentosos), lo cual podria explicarse
por las mismas circunstancias que en la mujer.

En Alemania, partiendo de yeguas sanas, BispinG. (1963) encontrd el
10,4 % de muestras positivas a levaduras en vagina y Krasisct (1971) el 9.6 % en
cuello.

En Polonia, MaLicka (1969) obtuvo en vagina de perra tras la necropsia, el
14 % de positividad. MoORENO y col. (1973) en Brasil, a partir de perras con
procesos genitales, senal6 el 7 %.

4.1.4. Recuento de colonias.

El nimero de colonias obtenido en las placas de siembra fue generalmente
escaso. Predominaron los aislamientos de 4 a 8 colonias y unicamente se dio
un caso de crecimiento relativamente abundante, con 50.

4.2. PATOGENIA EXPERIMENTAL

Ninguna de las seis especies de levaduras aisladas en vaca y oveja, resulté
letal para el raton por via intravenosa, durante los dos meses que duré la
experiencia. Al final de ésta, los ratones fueron sacrificados y necropsiados,
comprobandose que C. krusei, C. lambica, C. ravautii, P. membranaefaciens y
algunas cepas de C. pseudotropicalis, resultaron totalmente inocuas. Tan sélo
se notaron ciertas alteraciones en algunos de los ratones inoculados con tres
cepas de C. pseudotropicalis y con C. ciferrii.

Las tres cepas citadas de C. pseudotropicalis llegaron a afectar al 50-70 %
de los ratones inoculados con las concentraciones mds altas (25 X 108 y 5 X
108), observandose, en el higado de algunos animales, la existencia de zonas
palidas con apariencia que recordaba la degeneracion grasa y en los rifones de
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otros, un ligero aumento de tamano, con presencia de focos blanquecinos
indurados.

C. Ciferii, también en las concentraciones mas elevadas, determino en
algunos ratones una parilisis de cabeza, con inclinacion hacia un lado, mani-
festando tendencia a andar en circulo en esa direccion, lo que a los dos meses
habia desaparecido en la mayoria de los afectados. En la necropsia, presenta-
ron lesiones en el rinon, similares a lo senalado para C. pseudotropicalis.

Las siembras realizadas a partir de las lesiones, dieron lugar al creci-
miento de levaduras en algunos casos, pero fueron negativas en otros.

Nuestros resultados concuerdan con los de MAaNKOwsKI (1957). HASENCLE-
VER (1959) y FERNANDEZ-DIEZ y col. (1974). los cuales encontraron que C. krusei
y C. pseudotropicalis por via intravenosa, en concentraciones de 4 X 108, 5 X
106 y 25 x 108, respectivamente, no producian mortalidad en el raton. A
idéntico resultado llegaron Ravananpa Rao y Sirst (1964) en relacion con C.
krusei.

Sin embargo, tanto HURLEY y WINNER (1964) con respecto a C. krusei y C.
pseudotropicalis. como HURLEY y MORRIS (1964) con relacion a C. krusei, afir-
maron que en algunos casos resultaban patigenas para el raton, dando lugar a
lesiones esencialmente de localizacion renal. MANKOWsKI (1957), por otro lado,
indica que C. krusei podia ser ocasionalmente patogena para ratones de 6-8
meses de edad.

Realmente todas las especies aisladas por nosotros son practicamente
apatogenas y exclusivamente C. pseudotropicalis y C. krusei, se citan en
algunas ocasiones como relacionadas con procesos patoliogicos.

Con respecto a C. lambica, C. ravautii, C. ciferrii y P. membranaefuciens,
no hemos localizado trabajos sobre patogenia experimental en raton.

4.3.  SENSIBILIDAD A DISTINTOS ANTIFUNGICOS

Los resultados de las diversas pruebas se indican en el cuadro n.” 7.

En relacion con las diferentes especies estudiadas se pudo observar que:

Sobre C. pseudotropicalis, el antifingico mds activo resulté ser el aureo-
fungin con una C.M.I. de 0,097 g g/ml, seguido de cerca por la hamicina y
bradosol, ambos con unas C.M.1., segtin la cepa, de 0,097 y 0,19 microgramos
por mililitro.

Con C. lambica y C. krusei, la mayor actividad correspondio a la tricomi-
cina, aureofungin y hamicina, resultando inhibidas con 0,012 y 0,024 p.g/ml,
respectivamente.

En C. ciferrii, el aureofungin con 0,19 pg/ml fue el de mayor accién
inhibidora, seguido por la anfotericina B con 0,39p.g/'ml y la nistatina, pimari-
cina y bradosol con 1,56 pg/ml.

Sobre C. ravautit, el aureofungin y la anfotericina B inhibieron el creci-
miento con 0,19 p g/ml, actuando seguidamente la hamicina con 0,78y g/ml.
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Sobre P. membranaefaciens, la mayor accion correspondio a la tricomicina
y aureofungin con Z 0,006 g/ml. seguidos de la hamicina.

Las C.M.I. y C.M.F. de los distintos antifingicos en relacion con las
levaduras aisladas. nos indican lo siguiente:

Nistatina: se obtuvo una C.M.l. de 0.39pg/ml en P. membranaefaciens y
para Candida spp. oscilé entre 0.39-3.12 pwg/ml; concretindonos a C. kruset,
fue de 1,56 pg/ml quedando por debajo de la dada por algunos laboratorios
que la comercializan. asi Lab. Inibsa da la cifra de 1.96 g g/ml y Lab. Squibb
la de 6,25 U (~2,08 g /ml). En medio solido, HEJzLAR y VMo (1970) daban
para C. krusei 3,12-12,5 pg/ml y BoDENHOFF (1971) sefialé 10 pg/ml para C.
pseudotropicalis. Realizando el estudio de ambas especies en medio liquido,
CARETTA y FURESZ (1958) obtuvieron 6.4 g g/ml. cifra unas 4 veces superior a la
nuestra para C. krusei. La C.M.F., en la mayoria de las cepas, se elevd hasta
el doble o cuadruple de la C.M.l., resultados a los que también llegaron
Pwiker y col. (1963); fueron excepciones C. ciferri. en la cual era idéntica y C.
lambica, en la que resulto ocho veces mayor.

Pimaricina: la C.M.1. fue de 1.56 pyg/ml para P. membranaefuciens,
estando comprendida entre 1,56 y 6.25ug/ml en Candida spp. DRouneT (1965)
dio resultados similares. tales como 3,12 p g/ml para C. krusei y C. pseudotro-
picalis y 0.78-6.25 pg/ml para otras candidas. En medio sélido, FEGELER y col.
(1966) senalaron 6.2-12,5 pg/ml para C. krusei y WILFEUER (1973) también 10

g/ml para C. krusei y C. pseudotropicalis. La C.M.F. coincidié con la C.M.I1.
en gran parte de las cepas; sin embargo, fue doble en dos de C. pseudotropica-
lis. en C. ciferrii y C. ravautii, y cuadruple en una cepa de C. pseudotropica-
lis.

Anfotericina B: la C.M.L. en P. membranaefaciens fue de 0,19 pg/ml.
y en las candidas oscilo entre 0,19 y 6,25 pg/ml, siendo C. pseudotropicalis la
que se mostro mas resistente. HOWARTH y col. (1975) dieron una C.M.l. de
0,51 g/ml para C. pseudotropicalis habiendo resultado el doble la C.M.F. En
medio solido. BobENHOFF (1971) senala para la especie citada anteriormente
una C.M.I. similar a la obtenida por nosotros en medio liquido y da cifras
comprendidas entre 1 a 3pg/ml para otras especies del género Candida.
También en medio solido, ScioLer (1970) seiald para C. pseudotropicalis y C.
krusei. 0.2 y 0.4 pg/ml, respectivamente. mientras que Huyvrron-MiLieg (1972)
encontro valores de 4 y mas de 6y g/ml. La C.M.F. normalmente fue de 2 a 8
veces la C.M.l.. con las excepciones de una cepa de C. pseudotropicalis en
que fue igual. y en C. ravautii que resultd ser 16 veces mas alta.

Tricomicina: ninguna de las diluciones preparadas permitio el crecimiento
de P. membranaefuciens, por lo que su C.M.1. fue de 0,006 pg/ml. o menor. En
las candidas. la C.M.I. oscilo entre 0,012 y 6.25 . g/ml, resultando C. ravautii
la mads resistente. CARETTA y Furesz (1958) obtuvieron una C.M.I. para C.
pseudotropicalis de 0,4 wg/ml y para C. krusei de 0,8 pg/ml; los laboratorios
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Inibsa indican una C.M.1. en C.krusei de 0,056 p g/ml, estando comprendida
la de otras especies del género Candida entre 0,028 y 0.56 p.g/ml. La C.M.F.
en nueve de las cepas estudiadas fue idéntica a la C.M.1. y en cinco resulto el
doble, siendo completamente distinta en sus resultados C. ravautii en la cual
era 32 veces superior.

Hamicina: la C.M.l. frente a P. membranaefuciens fue 0.006 y 0,012
p g/ml, siendo para las candidas de 0,012 a 3,12 pg/ml. C. ciferrii fue la
especie mas resistente. ATHAR (1971), encontrd para C. pseudotropicalis una
C.M.L. que oscild de 0,01 a 0,04 pg/mly para C. krusei, de 0,02 a 0,16 . g/ml,
asi como resultados similares para otras candidas. Debido a una dificultad en
el desarrollo de la prueba, no hemos podido obtener la C.M.F. en C. pseudo-
tropicalis, por lo que solamente sabemos que es superior a 1,56 gg/ml, que
fue la concentracion mas alta empleada. En el resto de las especies. oscild
entre ser igual a la C.M.I. a cuatro veces este valor, excepto con una cepa de
C.lambica en que fue 32 veces mayor y en C. ravautii. 128 veces mas elevada.

Aureofungin: la C.M.L. para P. membranaefaciens fue de 0,006 pg/mly
para las candidas oscilé entre 0,012 y 0,19 tg/ml. Carecemos de datos sobre
las especies aisladas por nosotros, pero para C. albicans THIRUMALACHAR y col.
(1964) obtuvieron una C.M.l. de 0.01 a 0,4 pg/ml y el laboratorio «Industan
Antibiotics» da la de 0,01 a 0,05 pg/ml. La C.M.F. fue idéntica a la C.M.1. en
P.membranaefaciens, C. krusei y C. lambica, el doble en C. ciferrii, ocho
veces mayor en C. ravautii y de 8 a 32 veces mas alta en C. pseudotropicalis.

Pirrolnitrin: para P. membranaefaciens la C.M.1. fue de 12,5 y 25 g g/ml,
siendo en todas las especies de Candida mayor de 200 pg/ml, excepto C.
ciferrii que alcanzo 100 p g/ml. La C.M.F. de P. membranaefuciens fue de 100
p.g /ml para una cepa y superior a 200 pg/ml para la otra. En las cepas de
Candida spp. alcanzé cifras superiores a 200 pg/ml. Nistipy y col. (1965). Lu
(1971) y GORDEE y MATTHEWS (1967 y 1969) dieron una C.M.I. para C. albicans
de 12,5 a 50 g g/ml, siendo la C.M.F. el doble o cuadruple, segin los Gltimos
autores. NISHIDA y col. (1965) senialaron una C.M.I. mayor de 100 pg/ml para
Torula utilis y Lu (1971), de 25 a 50 pg/ml para varias candidas.

Griseofulvina: carecio de efecto sobre las levaduras estudiadas en la
maxima concentracion empleada (200 . g /ml), no inhibiendo el crecimiento de
ninguna de las cepas. Nuestros resultados coinciden con los de diferentes
autores como BLANK y Romi (1959), RoTH, SaLivaN, y BLANK (1959), O’GRADY vy
col. (1963), NEGRONI (1966), etc., todos los cuales hablan de la falta de efecto
de la griseofulvina sobre C. albicans y diferentes levaduras, incluso a altas
concentraciones.

Actidiona: la C.M.1. en P. membranaefaciens fue de 0,39 y 3.12pg/ml;
para C. krusei, 3.12p ¢/ml; en C. lambica, 1,56 y 6,25 weg/ml. C. pseudotropica-
lis. C. ciferrii 'y C. ravautii no fueron inhibidas con la concentracion de
200pg/ml. La C.M.F. resulté ser 4 veces mds alta que la inhibitoria en C.
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krusei, mientras que en C. lambica y P. membranaefaciens, varié entre ser 16
y 64 veces superior. Los laboratorios Upjohn conceden para P. membranaefa-
ciens una C.M.I. de 0.17pg/ml y para otras levaduras indican ausencia de
inhibicion incluso a dosis elevadas. NEGRONI (1966) comprobé que concentra-
ciones de 32 pg/ml no afectan a varias candidas. FRIEDRICH y BOHME (1974)
observaron que en medio sélido. cantidades de 400-500 microgramos por
mililitro no impedian el crecimiento de C. pseudotropicalis, mientras que C.
krusei era parcial o completamente inhibida.

Ectimar: para las cepas de P. membranaefaciens la C.M.L. fue de 12,5
weg/ml y en las candidas estuvo comprendida entre 6,21 y 25 pg/ml. La
C.M.F. fue idéntica a la C.M.1., salvo en una cepa de cada una de las especies
C. pseudotropicalis, C. krusei, C. lambica y P. membranaefaciens, donde
resulto ser doble. PLEMPEL y BoSHAGEN (1968) senalaron para C. albicans y C.
parapsilosis una C.M.l. de 4-10 y 20 pg/ml, respectivamente.

Clotrimazol: P. membranaefaciens tuvo una C.M.1. de 0,78 y 1.56 w g/ml.
oscilando en las cdndidas entre 0.39 y 100 pg/ml. C. ciferrii, seguida de C.
pseudotropicalis, fueron las especies mas resistentes. La C.M.F. en la mayoria
de las cepas alcanzo igual o doble valor que la C.M.L.; para C. ciferrii fue
mayor de 200 pg/ml. Nuestros resultados, en cuanto a la C.M.1. de C. krusei
(0,78 pg/ml) estan dentro de los de Huwniton-Mitiek (1972) y WEHRSPANN
(1971), que dieron cifras comprendidas entre 0,5 y 2,5 p ¢/ml. No ocurre asi
respecto a C. pseudotropicalis. ya que nosotros obtuvimos unas cifras de 25-50
wg/ml, que son superiores a las de aquéllos y también a las de BobpENHOFF
(1971), que oscilaron entre 0,08 a 8 pg/ml. Asimismo, para otras especies de
Candida, sefalaron unas concentraciones inhibitorias de 0,02 a 25 p g/ml.

Miconazol: la C.M.1. para P. membranaefaciens fue de 0,39 y 3,12 pg/ml
y para las candidas de 1,56 a 25 pg/ml. siendo la més resistente C. ravautii.
La C.M.F. fue del mismo valor o el doble de la inhibitoria, salvo en una tepa
de P. membranaefaciens que era 4 veces mayor y en C. ciferrii que lo fue 16
veces. Los Laboratorios «Janssen Pharmaceutica» dan para C. krusei y C.
pseudotropicalis unas C.M.l. de 10 pg/ml, mientras que SREEDHARA y col.
(1974) conceden 0,1 y 0,01 pg/ml, respectivamente. Estos dltimos autores. en
varias especies de Candida, obtienen unas C.M.I. comprendidas entre 0.01 y
10 p g/ml.

5-Fluorocitosina: se obtuvo una C.M.L. para P. membranaefaciens de 12.5
y 25 pg/ml; en las candidas osciloé entre 0,78 pg/ml v por encima de 200
we/ml. Las mas resistentes fueron C. krusei con 100 wg/ml. C. ravautii con
200 pg/ml y C. ciferrii con mis de 200 pg/ml. La C.M.F. fue idéntica a la
C.M.1. en C. lambica, una cepa de P. membranaefuciens y casi todas las de C.
pseudotropicalis (salvo dos de ellas en que fue 2 y 4 veces mayor): para C.
krusei, C. ciferrii, C. ravautii y una cepa de P. membranaefaciens, resulto
superior a 200 wg/ml. Huiiton-MiLLER (1972) y ScHOLER (1970), en medio
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solido, dieron una C.M.I. para C. krusei de 1 a 5y 0,8 pg/ml y para C.
pseudotropicalis, de 0,25 y 0,05 p g/ml, respectivamente. En otras especies de
Candida, SCHONEBECK y ANSEHN (1973) encontraron unas C.M.I. de 0.8 pg/ml a
mas de 1.638 L g/ml, mientras que SHADOMY y col. (1973) dan cifras entre 12,5
a 100 pg/ml

Tolnaftato: conocido por su accion sobre los dermatofitos, en la maxima
concentracion empleada (200 g g/ml). no inhibio el crecimiento de ninguna de
las cepas estudiadas. Los diferentes autores coinciden en la falta de accion del
tolnaftato sobre las levaduras. GrRaciy JOVER y col. (1967) informaron que C.
albicans no era inhibida por concentraciones de 500 p g/ml. WEINSTEIN y col.
(1964), RoBInsON (1964), JaskosKl 'y THOMPSON (1967), Wt y col. (1971) y otros.
afirmaron asimismo la falta de actividad sobre C. albicans.

Bradosol: inhibié el crecimiento de P. membranaefuciens a la concentra-
cion de 0.39 y 0,78 pg/ml. La C.M.I. para las candidas estuvo comprendida
entre 0.097 y 1,56 prg/ml. La C.M.F. oscild entre ser idéntica a la inhibitoria
hasta 8 veces el valor de ésta, siendo lo mas corriente los valores idénticos o
dobles. KUTSCHER y col. (1954 y 1956) encontraron que tenia una fuerte activi-
dad sobre C. albicans, a la que inhibia en diluciones de 1/48.000 a 1/192.000.

Como resumen de lo descrito previamente podemos deducir (Cuadro n.”
8), que el aureofungin resulta ser el antifingico mas efectivo, ya que con todas
las especies ha dado siempre la Concentracion Minima Inhibitoria mas baja.
siendo la C.M.I. media con respecto a todas las cepas, alrededor de 0.08
microgramos por mililitro. Le siguio la hamicina cuya C.M.I. media fue de 0,31
pg/ml. A continuacion y por orden de mayor a menor efectividad tendriamos,
bradosol (0,42 pg/ml), tricomicina (1.25wg/ml). nistatina (1.42 pg/ml) anfote-
ricina B (2.18pg/ml) y pimaricina (2.57pg/ml). Ya a una distancia mayor.
con unas C.M.I. mds elevadas tenemos. miconazol (6,54 pg/ml. ectimar
(13,23 pg/ml). clotrimazol (24.54 pg/ml) y 5-fluorocitosina (39,88 g z/ml). La
actidiona fue poco efectiva y el pirrolnitrin practicamente no inhibio el creci-
miento de ninguna especie, si se exceptia P. membranaefaciens. La griseoful-
vina y el tolnaftato, de gran accion sobre los dermatofitos, pero que en lineas
generales tienen poca o nula actividad hacia las candidas, no inhibieron el
crecimiento de las cepas estudiadas a ninguna concentracion (200 p g/ml, la
mads alta).

En términos generales. las especies mas resistentes a los antifungicos
ensayados fueron C. ciferrii y C. ravautit, seguidas de C. pseudotropicalis.

Las C.M.F. oscilaron desde valores idénticos a la C.M.1., hasta ser 128
veces mas altos. como ocurrié excepcionalmente con la hamicina sobre C.
ravautii . Resultan sin embargo mas abundantes los casos en que la C.M.F. fue
idéntica a la inhibitoria. seguido a continuacion de aquéllos en los que era
solamente 2 y 4 veces superior.
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CUADRO N.* 7
Sensibilidad «in vitro» de las levaduras aisladas a diversos antifangicos ({L g /ml)

C.M.F.

Hamicina

C.M.I.

>1.56

0,048

>1,56

0,19

>1,56

0,19

>1,56

0.19

>1,56

0,19

>1,56

0,097

>1,56

0,097

>1,56
>1,56

,19
0,19

0.097

0,024

0,024

0,024

0,024

0,012

0,39

0,012

3,12

3,12

100

0,78

0,024

0,012

0,024

0,006

C.M.F.

Tricomicina

C.M.I.

0.19

0,19

3,12

3,12

3,12

1,56

3,12

3,12

6,25

3,12

0,19

0,19

0,19

0,19

0,19
0,39

0,19
0,19

0,024

0,024

0,024

0,024

0,012

0,012

0,024

0,012

3,12

3,12

200

6,25

<0,006

Z0,006

<0,006)

<0,006

C.M.F.

Anfotericina

C.M.1.

6.25

1,56

50

6,25

50

6,25

50

6,25

25

6,25

3,12

3,12

6,25

1,56

6,25
6,25

1,56
1,56

1,56

0,39

6,25

0,78

0,78

0,39

0,78

0,19

0,78

0,39

3,12

0,19

0,39

0,19

0,39

0,19

C.M.F.

Pimaricina

C.M.L.

3,12

1,56

6,25

3,12

3,12

3,12

6,25

6,25

3,12

3,12

6,25

6,25

6,25

1,56

3,12
1,56

3,12
1,56

1,56

1,56

1,56

1,56

1,56

1,56

1,56

1,56

3,12

1,56

6,25

3,12

1,56

1,56

1,56

1,56

Nistatina
C.M.F.

C.M.L.

3,12

0,78

6,25

3,12

6,25

3,12

6,25

3,12

6,25

3,12

3,12

0,78

3,12

0,78

3,12
3,12

,78
0,78

6,25

1,56

6,25

1,56

3,12

0,39

3,12

0,39

1,56

1,56

6,25

1,56

0,78

0,39

0,78

0,39

sedan)

10v

29v

30v

3lv

33v

Candida pseudotropicalis

48v

53v

54v
57v
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43v

Candida kruset

47v

3ove

Candida lambica

4ove

37v

Candida ciferrii

62v

Candida ravautit

55v

Pichia membranaefactens

56v

I. (Concentracion Minima Inhibitoria)
. F. (Concentraciéon Minima Fungicida).

* C. M.
*C. M
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CUADRO N.» 8
C. M. I. (Media de todas las cepas) (. g 'ml)

AUREOFUNGIN 0.08
HAMICINA 0.31
BRADOSOL 0.42
TRICOMICINA 1.25
NISTATINA 1.42
ANFOTERICINA B 2.18
PIMARICINA 2.57
MICONAZOL 6.54
ECTIMAR 13.23
CLOTRIMAZOL 24.54
5-FLUOROCITOSINA 39.88
ACTIDIONA escasa accion
PIRROLNITRIN escasa aceion
GRISEOFULVINA sin accion a 200
TOLNAFTATO sin aceion a 200

5. CONCLUSIONES

1. A partir de 508 muestras vaginales de vacas, en buen estado clinico, .

se obtuvieron 13 positivas a levaduras, lo que significa el 2,56 % de las
muestras examinadas. Las levaduras aisladas fueron las siguientes: Candida
pseudotropicalis, Candidu krusei, Candida ciferrii, Candida ravautii y Pichia
membranaefuciens. La mas frecuente fue Candida pseudotropicalis, que su-
puso el 60 % del total de cepas aisladas.

2. A partir de 201 muestras vaginales de ovejas, en buen estado clinico,
se obtuvieron 2 positivas a levaduras, lo que significa el 0,99 % de las
muestras examinadas. Se aislé Candida lambica.

3. Como resultado accesorio al trabajo, también se aislaron hongos fila-
mentosos, que en la vaca se tipificaron como: Aspergillus fumigatus (69, 64 %
del total de hongos aislados), Mucoraceae, Penicillium spp. y otros no identifi-
cados. Los aislamientos de hongos filamentosos representaron el 6,1 % de
muestras positivas.

En la oveja solamente se aislé en una ocasion Trichoderma spp., que
representa un porcentaje de positividad del 0,5 % de las muestras examinadas.

4. No se observo relacion entre la edad, estado de gestacion, nimero de
partos, raza, etc. y la presencia de levaduras en vagina.

5. Ninguna de las seis especies de levaduras aisladas resulto letal para el
raton, por via intravenosa, ni siquiera a las dosis mas altas inoculadas (107'4).
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6. A partir del estudio de la sensibilidad de las levaduras aisladas frente
a diversos antifingicos, se obtuvieron las C.M.l. medias siguientes: aureofun-
gin. 0,08 pg/ml; hamicina. 0.31g ml; bradosol, 0.42 gg/ml; tricomicina, 1.25
pwg/ml; nistatina, 1,42 pg/ml; antotericina B. 2.18 g ¢/ml; pimaricina, 2.57
r g/ml; miconazol, 6,54 g/t ectimar. 13.23 w g/ml; clotrimazol. 24.54 pg/ml;
5-fluorocitosina, 39,88 pg/ml. Actidiona y pirrolnitrin, practicamente en todas
las cepas. dieron una C. M. 1. por encima de las concentraciones mas altas
empleadas en el trabhajo (200 pg/ml). Griseofulvina y tolnaftato, no inhibieron
nunca el crecimiento de las levaduras.

6. RESUMEN

Con el fin de conocer la prevalencia de levaduras en la vagina de la vaca y
oveja, se realizé un estudio en animales que se encontraban en buen estado
clinico. recogiéndose muestras vaginales de 508 vacas y 201 ovejas.

Resultaron positivas a levaduras el 2,56 % de las muestras de vaca,
aislandose Candida pseudotropicalis (60 % del total de cepas obtenidas), C.
krusei y Pichia membranaefaciens (13,3 %) y C. ciferri y C. ravautii (6,6 %).
En las ovejas solamente resultaron positivas a levaduras el 0,99 %, identifi-
candose la especie C. lambica.

Se observo crecimiento de hongos filamentosos en el 6,1 % de las mues-
tras de vaca, aisldndose Aspergillus fumigatus (69,64 % del total de cepas
obtenidas), Mucoraceae (23,21 %), Penicillium spp. (3,57 %) y otros hongos no
identificados (3,57 %). En la oveja la positividad fue del 0,5 %, identificindose
Trichoderma spp.

Se realizo la inoculacion experimental en ratones, por via intravenosa, con
las cepas de levaduras aisladas, a las dosis de 104’6, 105’3, 106, 108’7 y 1074, no
resultando letal ninguna de las levaduras.

Por el método de las diluciones seriadas en medio liquido, se obtuvo la
C.M.I. de 15 antifungicos frente a las levaduras citadas; asimismo se obtuvo la
C.M.F., en medio sélido. Se ensayaron las diluciones de antifungico (factor 2)
comprendidas entre 0,0030 y 200 microgramos por mililitro del medio de
cultivo. El antifingico mas efectivo fue el aureofungin, con una C.M.I. media
sobre todas las cepas de 0,08 g ¢/ml, seguido de la hamicina (0,31 pg/ml),
bradosol (0,42 p.g/ml), tricomicina (1,25 g g/ml), nistatina (1,42 p g/ml), anfoteri-
cina B (2,18 pg/ml), pimaricina (2,57 g g/ml), miconazol (6,54 p g/ml), ectimar
(13,23 pg/ml), clotrimazol (24,54 pg/ml), 5-fluorocitosina (39,88 p g/ml); acti-
diona y pirrolnitrin inhibieron el erecimiento de muy pocas cepas y griseoful-
vina y tolnaftato carecieron de accién inhibitoria.

En términos generales, las especies mas resistentes fueron C. ciferrii y C.
ravautit, seguidas de C. pseudotropicalis.
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Las C.M.F. oscilaron desde valores idénticos a la C.M.l. hasta ser 128
veces mds altos, como ocurrié excepcionalmente con la hamicina sobre C.
ravautii. Resultaron sin embargo mas abundantes los casos en que la C.M.F.
fue idéntica a la inhibitoria. seguidos a continuacion de aquéllos en los que fue
solamente 2 y 4 veces superior.

RESUME

A fin de connaitre la prevalence des levures dans le vagin des vaches et
des brebis, on a effectué une étude avec des animaux qui se trouvaient en hon
état clinique, en utilisant 508 et 201 échantillons de vagin de vache et de
brebis, respectivement.

Le 2,56 % des échantillons de vagin de vache donnérent des résultats
positifs aux levures, et on isola le Candida pseudotropicalis (60 % du total de
souches obtenues), le C. krusei et le Pichia membranaefuciens (13,3 %). et le
C. ciferrii et la C. ravautii (6,6 %). Dans les échantillons de vagin de brebis le
0,99 % seulement {urent positifs aux levures, et on identifia le C. lambica.

On observa un développement de champignons filamenteux dans le 6.1 %
des échantillons de vagin de vache. et on isola I'dspergillus fumigatus 69,64 %
du total de souches obtenues), le Mucoraceae (23,21 %), le Penicillium spp.
(3.57 %) et d’autres champignons non identifiés (3,57 %). Dans les échantillons
de vagin de brebis le 0,5 % furent positifs, et on identifia le Trichoderma spyp.

On effectua I'inoculation expérimentale chez des souris, par la voie intra-
veineuse, avec les souches de levures isolées, a une dose de 104’6, 105’3, 108,
108°7 et 107'4; aucune levure fut létale.

En utilisant la méthode des dilutions en série dans un milieu liquide on a
obtenue la C.M.I. de 15 antifongiques contre les levures susdites; on a obtenue
également la C.M.F. dans un milieu solide. On essaya les dilutions de I'anti-
fongique (facteur 2), comprises entre 0,0030 et 200 p ¢/ml du milieu de culture.
L’antifongique le plus effectif fut I'aerofungin, avec une C.M.I. moyenne de
0,08 tg/ml sur toutes les souches, suivi par la hamicine (0,31p g/ml), le
bradosol (0,42 g/ml), la tricomicine (1,25pg/ml), la nistatine (1,42p g/ml),
I'amphotericine B (2,18 pg/ml), la pimaricine (2,57 p.g/ml), le miconazol (6,54
pg/ml), lectimar (13.23 pg/ml), le clotrimazol (24,54 pg/ml), 5-fluorocy-
tosine (39,88 w g/ml); Pactidione et le pirrolnitrin inhibérent le développement
de trés peu de souches, et la griséofulvine et le tolnaphtate n'eurent pas
d’action inhibitoire.

En général, les especes les plus résistantes furent la C. ciferrii et la C.
ravautii, suivies par la C. pseudotropicalis.

Les C.M.F. oscillerent des valeurs identiques a la C.M.I. jusqu’a 128 fois
supérieures, comme il arriva exceptionnellement avec la hamicine sur la C.
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ravautii. Cependant, les cas dans lesquels la C.M.F. fut identique a I'inhibi-
toire furent les plus nombreux, suivis par d’autres dans lesquels elle fut
seulement 2 et 4 fois supérieure.

SUMMARY

In order to know the prevalence of yeasts in the vagina of cows and sheep
a study has been carried out with animals being in a good clinical condition.
collecting 500 and 201 vagina samples from cows and sheep respectively.

2.56 % of the vagina samples collected from cows were positive against
yeasts and Candida pseudotropicalis (60 % of the total strains obtained), C.
krusei and Pichia membranaefaciens (13.3 %) and C. ciferrii and C. ravautii
(6.6 %) were isolated. 0.99 % of the vagina samples collected from sheep were
positive against yeasts. and C. lambica was identified.

A development of filamentous fungi was observed in 6.1 % of vagina
samples from cows, and Aspergillus fumigatus (69.64 % of the total strains
obtained), Mucoraceae (23.21 %), Penicillium spp. (3.57 %) and other non-
identified fungi (3.57 %) were isolated. In the vagina samples from sheep only
0.5 % were positive, and Trichoderma spp was identified.

An experimental inoculation was made in mice, through intravenous
route, using the strains of yeast isolated, at a dosage of 1048, 105-3, 106, 106-7
and 107.4, but no yeast was lethal.

Using the method of serial dilutions in a liquid medium, the M. I. C. of 15
antifungal agents against the mentioned yeasts was obtained; the M. F. C., in
a solid medium, was also obtained. The antifungal dilutions (factor 2) included
between 0.0030 and 200y g/ml of the culture medium were tested. The most
efficient antifungal agent was aureofungin, having an average M.L.C. of 0.08
pg/ml for all the strains, followed by hamycin (0.31pg/ml), bradosol (0.42
p g/ml), trichomycin (1.25 1 g/ml), nystatin (1.42 wg/ml), amphotericin B (2.18
it g/ml), pimaricin (2.57 pg/ml), miconazole (6.54 pg/ml), ectimar (13.23
g /ml), clotrimazole (24.54 gg/ml), 5-fluorocytosine (39.88 p g/ml); actidione
and pyrrolnitrin inhibited the development or growth of very few strains, and
griseofulvin and tolnaftate had no inhibitory action.

In general, the most resistant species were C. ciferrii and C. ravautii,
followed by C. pseudotropicalis.

The M. F. C. oscillated from values similar to the M. . C. up to 128 times
higher, as it exceptionally happened with hamycin on C. ravautii. However,
the most frequent cases were these in which the M.F.C. was similar to the
inhibitory one, followed by those in which it was only 2 and 4 times higher.
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Fig. 1.~Candida pseudotropicalis. 400 X

Fig. 2.-Candida krusei. 400 X.
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Fig. 3.=Candida ciferrii. 400 X.

Fig. 4. —Candidua krusei. pseudomicelio. 400 X.
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Fig. 5.-Pichia membranaefaciens. ascosporos, 1000 X.

Fig. 6. Inoculacion en las venas laterales de la cola del raton.
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Fig. 7.-Concentracion Minima Inhibitoria (CALLY

Fig. 8.~Concentracion Minima Fungicida (C.LEFL).
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