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El estudio de las levaduras por los modernos métodos de STELLING-
DExker (1) y de Lobper (2) nos ha permitido apreciar analegias muy
grandes entre cultivos obtenidos de seereciones patolégicas del hom-
bre y otros precedentes de frutas, liquidos fermentados, ete.

~ Un caso interesante es el de la levadura llamada Candida Krusei.
Hemos tenido ocasién de estudiar doce cepas de muy diversa proce-
dencia y llegado a la conclusién de que no es posible establecer di-
ferencias de ecaricter especifico entre esas cepas.

ProcepENCIA DE LAS CEPAS EXPERIMENTADAS

. 1. Cepas de frutas. -—— FEstudiamos cuatro. Todas fueron recibidas
de E. M. Mrak, de Berkeley, California. Fueron aisladas dos de ellas de
uvas (nlimeros 818 y 820), una de d4tiles (nfimero 819) y otra de ciruelas
{ntmero 812).

2. Cepas de liquidos fermentados. — Dos fueron aisladas en Bo-
Livia de la bebida indigena llamada “chicha”, por F'. Veintemillas, de La
Paz, Bolivia, y enviadas a nuesiro laboratorio paa ser identificadas. Estas
dos cepas figuran catalogadas en nuestra micoteca con los nimeros 772 v
77d. Junto con estas cepas fueron aisladas otras que identificamos como
Saccharomyces cerevisiae.

Una tercera cepa fué aislada por nosotros del wino a término de fer-
mentacién (nimero 857).

3. Cepas de origen humano. — Una fué recibida de M. Langeron,
de la Facultad de medicina de Parfs, figurando en nuestra ‘micoteca con
€] nimero 640.

Otra (ntmero 474) fué recibida de S. Mazza, de la Misién de estna
dios de Patologfa regional argentina. Fué aislada de lesiones periungueales
v fué denominada Monilia inexpectata por Mazza, Ni¥o & Egiigz, en 1930

(3). . ‘
Otra fué aislada por mosotros de la piel sana de un hombre - (ntmero
575) vy otras dos e los esputos (niimeros 836 y 886).
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DESCRIPCION. DE LOS CULTIVOS

En nuestros estudios hemos seguido, en general, los métodos y
técnicas recomendados por SreLLiNG-DERKER (1), Lopper (2} y Lan-
GERON & OGwERrA (4), salvo excepciones que oportunamente indicare-
mos. ‘
Dada la similitud entre las cepas estudiadas, expondremos sus
caracteristicas en eonjunto., ”

1. — Caracteres macrosedpieos.

Gelosp glucosada al 2% y peptonada al 1% . — Cultivos chatos
con bordes ondulados, rodeados de una orla de filamentos. La super-
ficie es al prineipio algo brillante, pero al cabo de dos a tres dias es
mate, de color blanco-crema, lisa o con surecos muy poco acentuados.
Lia consistencia es cremosa. Se observa escasa filamentizacién hacia
la profundidad. Algunas cepas no son tan mates como otras, poseyen-
do algtn brillo. A la temperatura de 37° la falta de brillo se acen-
itaa.

Mosto de cerveza gelosade. — La falta de brillo es més acen-
tuada, asi como la ondulacién del borde y la filamentizacién perifé-
rica. :
Agua peptonade al 1% y glucosada al 2% . — En 24 horas se
produce un velo flexible y mate, liso al prineipio y luego de varios
dias puede presentar ligeros pliegues. El cultivo sube por las pare-
des del tubo de 4 a 7 mm. por encima de la superficie del medio.
Al agitar el cultivo el velo cae en trozos. El sedimento es abundante.
No se observa enturbiamiento..

Mosto de cerveza. — Las caracteristicas del cultivo son las mis-
mas que en agua peptonada-glucosada. ,
Medio con alcohol etilico. — Se utilizé el medio recomendade

por Lopper (agua destilada 100 cc., sulfato de magnesio Ogr05, fos-
-fato monopotasico Ogr 1, sulfato de amonio Ogr 1 y alcohol etilico
3ce.). EI alechol etilico se agregd siempre un momento antes de la
siembra.

A 30° C se produjo siempre abundante desarrcllo eon formacién
de velo liso y mate. El cultivo trepé de 5 a 8 mm. por las paredes
del tubo, encima del nivel del medio.

2. — Caracteres microscopicos.
Fueron estudiados en cultivos sobre laminas gelosadas con agar-

agua de papa y con agar peptonado y glucosado.
Leves diferencias se aprecian entre las distintas eepas. Ed creci-




1943] MACKINNON & ARTAGAVEYTIA: CANDIDA Y MYCODERMA 3

i

miento eomienza ba,;;o forma de levadura algo alargada. Estas for-
mas miden al prineipio 3 a 5 « de largo por 2 a 3 u de ancho. Se
,observa, sin embargo, algunas formas redondas. En el borde del cul-
tivo se forman los pseudomlcehos enyos segmentos nuden hasta 50 u
de largo y a veces algo més adn. En la extremidad distal de cada
segmento se forma poca cantidad de blastoesporos que tienen tenden-
cla a alargarse. Si estos blastoesporos no son muy largos se cbservan
verticilos irregulares de blastoesporos en la extremidad distal de ca-
da segmento (figura 3); en cambio, si los blastoesporos son muy lar-
gos, formando pseudofilamentos, el cultivo toma un aspéceto arbori-
forme (figuras 1 & 2).

En ninguna cepa observamos la formacién de verdaderos fila-
mentos ni de clamidoesporos.

Los segmentos que constituyen los pseudofilamentos no presen—
tan gram adhesién entre ellos,

ProOPIEDADES BIOQUIMICAS

Temperatura éptima. — Elevada, 30-37° C.

Fermentaciones. — Fueron estudiadas en tubos con agua pep-
tonada al 1%, pH 7, agregando el aziicar en la proporecién de 4%.
Una vez sembrado, dejamos caer sobre la superficie del liguido unas
gotas de una mezcla de parafing y vaseling liquida ealiente, que al
enfriarse forma un tapén que se eleva a la menor produccién de
gas. 'Cemo indicador empleamos el de ANDRADE en la proporeién de
medio por ciento.

Bs positiva la fermentacién con la glucosa. Negativa con la
maltosa, la sacarosa, la galactosa y la lactosa. La fermentacién de la
glucosa es lenta y la produceién de gases escasa.

Accion de los geidcares sobre el desarrollo. — Nunca logramos
suxanogramas legibles, usando el medio aconsejado por LODDER con
sulfato de amonio como fuente de mifrégeno, o bien sin fuente de
nitrégeno, como lo aconsejan L.ANGErRON & GuERrA. La causa de este
fracaso no la comprendemos. Ensayamos otros procedimientos para
apreciar la influencia de los distintos azficares sobre el erecimiento
-de Candida Krusei; la siembra en el medio liquido de Laurent (5)
nos di6 buenos resultados, pues en este medio C. Kruse: produce velo
grueso con la glucosa, tenue con la maltosa y la galactosa; no pro-
duce velo con la sacarosa, la lactosa y la rafinosa.

Auxancgramas con compuestos nitrogenados. — El método au-
xanogrifico dié buen resultado cuando estudiamos la accién sobre el
oreclmlento de las fuentes de mtrogeno Obtuvimos auxanogramas
positivos con urea, sulfato de amonio, asparagina y peptona; nega-
tivo con nitrato de potasio.
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" AcCI6N PATGGENA EXPERIMENTAL

Segfin nuestra experiencia, (. Krusei carecé de viruleneia pars
el conejo, el cobayo, la rata y el ratén

ForRMACION DE Ascos

.- DANGERON & CGUERR4, en la péagina 53 de su monografia, afir-
man haber hallado ascos eon ascoesporcs, semejantés a los de
Saccharomyces, en una cepa denominada por Mizza, Nifo & Beiez
Monilia inezpectata. En 1934, Tavice & MACKINNON (6) coloecaron
esta cepa en el género Mycocandida Langeron & Talice. En la pa-
gina 483, LANGERON & GUERRA afirman haber estudiado una nueva
cepa de M. inexpectata, precedente de Talice y Mackinnon, que no
producia aseos y tiene todas las cardcteristicas de Candidg Kruser,
-segln una anotacién al pie de la pagina. LANGERON & GUERRA hacen,.
por lo tanto, referencias a-dos cepas; pero -en realidad no se trata
més que de una, pues con el nombre de Monilia wnexrpectata hemos
poseido en nuestra laboratorio ung solg cepa que nos fué enviada
por el doctor Mazza y, en consecuencia, LANGERON & GuUerrs ha-
brian observado ascos en C. Kruse, ‘ ‘
Nosotros hemos realizado una cuidadosa bisqueda de ascos en
la cepa en que LANGERON & GUERRA los hallaron, obteniendo resul-
tado negativo. Podria suponerse que la observacién de ascos de
Lanceron & Guerra fuera debida a una confusién de cultivos; pero,
una observacién posterior nuestra nos hace creer que no ha habido
‘tal confusién. En efecto, hallamos un tipico asco con cuatro ascoes-
poros, semejantes g los de un Saccharomyces, en nuestra cepa 575
aislada de la piel sana. Esta cepa, es en todag sus earacteristicas igual
a las otras de la especie C. Krusei; es la tinica cepa, catalogada pre-
viamente en el género, en que hallamos ascos. Frente a esta nueva
observacién - de ascoesporcs, en ua cepa identificada a C. Krusei,
creemos lggico pensar que esta  especie puede a wveces producirlos.
. La investigacién de ascos se realizé en los siguientes medios: en
tubos de papa glicerinada y de zanahoria glicerinada, en medio de
GIORODKOWA y por el métode del block de. yeso, siendo éste ultimo el
que mejor resultado ha dado. ‘
La téenica tintorial empleada para poner en evidencia los aseo-
esporos fué la de KurrerATm, -

VARIACIONES

Candida Krusei es aparentemente una espedie monomérfica. S¢lo
pequeiias diferencias individuales hemos eomprobado. Algunas cepas
producen cultivos algo brillantes. Unas producen un velo més grueso
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que otras y hasta con algunos pliegues. LANGERON & GuUERRA observaron.
una cepa cuyos cultivos eran algo irregulares, mamelonados.

Efectuamos experiencias de disociacién en cultivos viejos, sin re-
sultado, .

HABITAT

Esta especie parece muy comin en el medio ambiente. No es:
frecuente en el hombre, Nosotros la hallamos en dos ocasiones en los.
esputos; una vez asociada a C. tropicalis y otra fué obtenida de es-
putos en los que el examen directo no mostraba levaduras; en am-
bos cascs se puede pensar que la levadura provenia de la boca de-
los enfermos, donde habria llegado con alimentos o bebidas. CASTEL~
LANI (7) hallé cepas de C. Krusei en los esputos, también asocia-
das a otras especies. La otra cepa la aislamos de la piel sana.
BeNuam & HopkINg la hallan en el intestino de 139% de las perso-
nas sanas y en la piel de 19,. NeGroNt (8) en 809% de las heces de-
50 sujetos. KnieaToN (9) refiere su hallazgo de varias cepas en la.
cavidad bucal.

En la naturaleza (. Krusei parece muy comin y esto es pro-
bado en varias publicaciones. Mrax & Mc Cruxe (10) aislaron de:
uvas cepas del género Candida, que entran en el grupo 2 de DIpDENS &-
Lobper (grupo Krusei). Lo mismo lograron MRAK, PHAFF y VAUGIN
(11) de datiles. Mrax, Paarr, VAUGHN & HaNseN (12) aislaron de-
higos 33 cepas de Candide, de las cuales 26 pertenecian a la especie
(. Kruser. MrAK ha tenido la gentileza de cedernos cultivos de estas
levaduras, habiendo nosotros clasificado cuatro de ellas eomo C. Kru-
sei; procedian de uvas, datiles y ciruelas. ,

VEINTEMILLAS nos envié de Bolivia cultives de levaduras aisladas.
de la bebida denominada ‘‘chicha’’, producida por fermentacién del
maiz. Dos de los cultivos no difieren de las habituales cepas de C.
Krusei. Nosotros también hemos aislado una vez (. Kruse:, de mosto
de uva en fermentacién.

RESUMEN DE LOS CARACTERES Y PROPIEDADES DE Candida Krused

C. Krusei se distingue de las otras especies del género por sus-
cultivos lisos y mates y por producir velo que trepa por las paredes-
del tubo. Produce pseudomicelio con facilidad, pero no verdadero
micelio y clamidoesporos. Fermenta solamente la glucosa y de mane-
ra leve, Utiliza bien la gluccsa, menos la maltosa y la galactosa; no
utiliza la lactosa, la sacarosa ni la rafinosa. Como fuentes de nitré-
geno utiliza la urea, la asparagina, el sulfato de amonio y la pepto-
na; no utiliza el nitrato de potasio. Crece bien a 37 C. Carece de
virulencia experimental. Es una especie frecuente en la naturaleza.
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‘CONSIDERACIONES

- La mayor parte de nuestras cepas proceden de otro origen que
-el hombre. Tres cepas fueron aisladas de liquidos fermentados, ya
:sea de la ‘“‘chicha’ o de mosto de uva casi al final de la fermenta-
ciébn. Lstas tres cepas fueron aisladas junto eon Saccharomyces cere-
visiee. SORIANO (13) al estudiar la fermentaemn de la ‘‘chicha’’, ais-
16 cepas .de Mycoderma.

El género Mycoderma, en el sentide de LEBERLE, comprende es-
‘pecies con una morfologia semejante a la de C. Krusez, pero no es-
tarian dotadas de propiedades fermentativas. Sin embargo, algunas
cepas segtin LiascaR (eitado. por GuiLLizrMoND [14]), producirian pe-
quefias cantidades de alcohol. Nuestras cepas, tanto las de origen
humano ecmgo las otras, fermentan la glucosa con lentitud, a veces
recién luego de cinco y atin de nueve dias, produciendo poco gas,
‘levantando el tapén de parafina sélo 1 o 2 centimetros. Las propie-
.dades fermentativas fueron también estudiadas en agua de levadura
-con tubo invertido, obteniendo los mismos resultados excepto con la
-cepa 836 (aislada de los esputos), que en estas condiciones no pro-
-dujo gases. Si a esta experiencia le hubiéramos dado valor negativo
mno dudariames en identificar la cepa 836 a Mycoderma cerevisidge.
Bl estrecho acercamiento o identidad entre Candide y los Mycoder-
‘ma parece evidente. C. Iruser seria clasificada como M. cerevisiae
por un téenico en microbiologia industrial, dado sus cultivos lisos y
la produceién de velo en medio con aleohol. Srovarn & Buponz (15)
afirmaron que C. Krusei es un Mycoderma, porque produce velo en
Jos medios con aziicar.

El hallazgo de ascoesporos por L:axcEroN & Guerra en la cepa
474 y el nuestro similar en la cepa 3753, nos eondueiria a clasificar
.estog cultives en las levaduras perfectas. Como GUILLIERMOND, cree-
-mos que los Mycoderma son formas imperfectas de especies del géne-
o Pichia Hansen. Dentro del gincro, entre las especies admitidas
-por STELLING-DEKKER, nuestras cepas se asemejan a Pichig alcoholo-
phily Kldcker, STT‘LLI\IG Dexrer no hallg ascos en esta espec1e 1o
cual revelaria que facilmente perderla esta propiedad; esto mismo su-
~cederia también en otras especies del género Pichia. Ademéis, euan-
-do estas levaduras producen ascos, lo hacen en poea cantidad..

Nuestras cepas se asemejan también a Pichia membrangefaciens
“Hansen y a Pichig calliphorae Kldcker, que StELLING-DEKKER consi-
-dera una variedad de la primera. P. alcoholophila es ademis una es-
pecie terméfila y forma un gran anillo scbre el vidrio eomo C. Kru-
-s€i. STELLING-DEKKER no le atribuye capacidad fermentativa, pero
KLOCKER observa leve fermentacién de la glucosa, como sg ve en nues-
“tras cepas. Parece, pues, probable que Candide Krusei sea una for-
-ma imperfecta de Pichia alcoholophila.
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" CONCLUSIONES.

No se observé diferencias apreciables entre los cultivos aislados
- «de hembre, identificables ‘a Candida Krusei (Castellani) 'y los cul-
‘tivos aislados do bebidas fermentadas y de frutas dulces Estas ce-
“pas no son diferenciables de Mycoderma cerevisice Desmaziéres,
Creemos que la tinica duda que pcdria plantearse en la identi-
-dad entre las dos especies es que C. Kruser tiene una débil capaci-
-dad para fermentar Ia glucosa, lo que no estaria de acuerdo con la
definicién que del género Mycoderma proporciona Lobper. Sin em-
“bargo, esta objecién careceria de valor per dos razones: a) (. KruSes
-tiene una accién fermentativa muy débil, que a veces pe se mani-
fiesta mas que cuando el medio de cultivo posee una concentracién
-de glucesa alta (3-5%) y, ademés, una cepa produjo gases sélo bajo
tapén de parafina y no por el procedimiento del tubo invertido; y
"b) Mycoderma cerevisige podria, producir una leve fermentacién al-
eohdlica, segiin Lascus. Ademiés, es frecuente que cuando se estu-
-dian eepas eon déhil accién fermentativa los autores se contradigan,
.-por ejemplo, Pichia alcoholephila Kilocker, segiin. su autor tiene una
~débi] accién fermentativa sobre la glucosa, pero STELLING-DEKKER nie-
ga esa accién, a pesar de haber estudiado la eepa de Krocker. Las
“levadwras del género Pichia son consideradas como las formas per-
fectas de Mycoderma. '
El hallazgo de ascos en dos cepas identificables a- C. Krusei,
‘nos hace creer que esta especie y Mycoderma cerevisige son proba-
“blemente formas imperfectas de Pichig alcoholophila Klocker, da-
«da su termofilia y la similitud de sus caracteristicas.
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