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RESUMEN 

Como parte de un trabajo más amplio sobre contaminación microbiana en 
áreas marinas, se ha llevado a cabo un estudio de aislamiento y recuento de levadu- 
ras en diversos puntos del Mar Menor y desembocadura del río Segura. El estudio ha 
abarcado, entre otros aspectos, la puesta a punto de medios de cultivo adecuados 
para el aislamiento directo de levaduras sin interferencia por contaminación bacte- 
riana o crecimiento de hongos filamentosos. 

En los muestreos de las zonas indicadas se ha analizado la variación topo- 
gráfica y estaciona1 de las poblaciones de levaduras. Los resultados destacan el ais- 
lamiento de Candida albicans en varios puntos de muestre0 y una mayor abundan- 
cia relativa de levaduras no patógenas en sedimentos en relación a los niveles detec- 
tados en aguas libres. 

Por otra parte se han realizado estudios de laboratorio sobre supervivencia 
simulando las condiciones del medio marino y determinando la influencia de algunos 
factores fisioquímicos en el crecimiento y viabilidad de las levaduras. En este sentido, 
se ha utilizado C. utilis como modelo representativo de levadura saprofítica y C. albi- 
cans como modelo de levadura potencialmente patógena. Los resultados obtenidos 
revelan una escasa viabilidad de ambos tipos de levaduras cuando se someten a 
condiciones análogas a las existentes en el medio marino. 

ABSTRACT 
Yeasts in coastal waters of the Mar Menor lagoon and the mouth of the Segura 
River (SE Spain) 

lnformation on marine yeasts and their significance in polluted waters is 
scarce. In this paper we report the results of isolations of yeasts and molds found in 
marine waters from the Mar Menor (Southeastern Spain) and the mouth of the Se- 
gura river. Compositional modifications of various culture media and a critica1 eva- 
luation of the results obtained are also presented. Mold colonies are significantly re- 
duced in the modified media so that direct yeast counting becomes improved. 

Yeast counts, including red species, have been significantly higher in sedi- 
ments as compared to free waters. Candida albicans was detected in relatively high 
numbers in the most polluted sites. The survival ability in natural waters of two 
yeasts, C. utilis and C. albicans was investigated. The results show that both yeasts 
present a high death rate in marine and brackish waters. only 1-0'01% remaining 
viable after 25 days in sea water. 
* Departamento de Microbiología. Facultad de Biología. Universidad de Murcia. 



En los últimos años, han aparecido una 
serie de publicaciones que revelan un gran 
interés hacia la Micología Marina en tres 
aspectos: ecología de los hongos en el me- 
dio marino, levaduras indicadoras de con- 
taminación y levaduras patógenas. 

Durante mucho tiempo se puso en 
duda la existencia de hongos marinos y por 
tanto su posible papel ecológico. Hoy día 
se conocen diversas especies de hongos 
marinos autóctonos. Algunos son hongos 
zoosporados (7, 14), comunes en aguas li- 
torales contaminadas donde compiten con 
bacterias marinas. Por otra parte, los hon- 
gos pueden formar parte importante de los 
ciclos de tiamina y vitamina B12 en el 
océano (7). 

También se han encontrado Ficomice- 
tos, Ascomicetos y Deuteromicetos como 
epífitos sobre algas superiores y macrofitas 
(12,9, 1 5), así como sobre maderas sumer- 
gidas (1 l ,9),  y otros sustratos (1 3). Sin em- 
bargo, el mayor número de publicaciones 
corresponden a levaduras marinas aisladas 
en aguas y sedimentos de zonas alejadas a 
nuestro entorno geográfico. Estos trabajos 
tienen una orientación ecológica y taxonó- 
mica, según se recoge en la revisión de 
VAN UDEN y FELL (20). Investigaciones 
más recientes se dirigen hacia la utiliza- 
ción de los recursos de levaduras totales 
como indicadores de contaminación del 
medio marino o de estuarios (8). 

La presencia de hongos patógenos en el 
medio marino también a sido estudiada. 
Así, se ha descrito la presencia de Candida 
albicans (3), Cryptococcus neoformas (2 1) 
y otras levaduras potencialmente patóge- 
nas pertenecientes al género Rhodotorula 
(8). Aunque se dispone de pocos datos 
acerca de la presencia de hongos filamen- 
tosos patógenos en dicho medio, son bien 
conocidas sin embargo las habituales epi- 
demias estivales de origen fúngico, que 
afectan a la piel, causadas fundamental- 
mente por dermatofitos. HAGLER y MEN- 
DOCA-HAGLER (8) han descrito el aisla- 
miento de Trichosporon cutaneum en 
aguas de estuario contaminadas, pero la in- 
cidencia de estos organismos en aguas ma- 

rinas parece carecer de significación. Se ha 
propuesto que el agua de mar no es el re- 
servorio de estos organismos sino hombres 
y animales que transmiten la infección por 
contacto directo o por fómites e incluso 
ocasionalmente por la arena de las playas. 

Por lo que respecta a España, no se co- 
nocen datos acerca de hongos aislados en 
aguas costeras. Esto, unido a la particulari- 
dad de la elevada temperatura de las aguas 
del Mediteráneo y Mar Menor así como la 
alta salinidad de este último, nos ha lleva- 
do a la realización del presente estudio. 

Uno de los objetivos propuestos, ha 
sido el recuento de hongos filamentosos y 
levaduras, tanto saprofíticos como patóge- 
nos, en aguas del Mar Menor y desembo- 
cadura del río Segura. Dadas las dificulta- 
des que hemos encontrado para el recuen- 
to de levaduras en estas aguas, debido a la 
invasión de las placas por hongos filamen- 
tosos, hemos desarrollado nuevas técnicas 
de cultivo. Por último se ha estudiado la 
influencia de las condiciones ambientales 
sobre cepas representativas de levadura de 
colección en modelos experimentales de 
laboratorio. 

MATERIALES Y METODOS 

AISLAMIENTO Y RECUENTO 

A) Zonas de estudio y técnicas de mues- 
treo 

En el presente trabajo se han muestrea- 
do dos áreas de la Costa Mediterránea de 
la provincia de Murcia, desembocadura 
del río Segura y Mar Menor, en un período 
comprendido entre Septiembre de 1982 y 
Julio de 1983. En la desembocadura del 
Segura se tomaron puntos de muestreo (es- 
taciones Gi a G, Fig. 1). En el Mar Me- 
nor, se eligieron 7 estaciones de muestreo 
(PI a P7, Fig. 3). 

Se tomaron muestras de agua superfi- 
cial (10 a 500 ml), que se sometieron a fil- 
tración cuantitativa sobre filtros de mem- 
brana de 0'45 p m  de tamaño de poro (Sar- 
torius). Los filtros se colocaron sobre me- 
dios de cultivo en placas de Petri. Las 



muestras de sedimentos (15 a 20 g) se to- 
maron en aguas costeras de 20 a 50 cm de 
profundidad, se diluyeron en agua marina 
artificial estéril y tras agitación se dejaron 
sedimentar durante 15 segundos. El sobre- 
nadante resultante fue sometido al mismo 
proceso de filtración y siembra que las 
muestras de aguas. 

B) Medios y condiciones de cultivo 

Se han utilizado los siguientes medios 
de cultivo: 

- Medio Sabouraud salino. 

El medio adaptado de HAGLER y MEN- 
DOCA-HAGLER (8) para levaduras y hongos 
filamentosos saprofiticos marinos, presen- 
taba la siguiente composición: glucosa 20 
g; peptona 10 g; extracto de levadura 5 g; 
agar-agar 20 g; ClNa 12 g; C1K 0'35 g; 
C12Mg .6 H20 2'65 g; S04 Mg. 7 H2O 3'5 
g; cloramfenicol 1000 mg; agua destilada 
1000 ml. pH 4'5. 

El medio se esterilizó en autoclave a 
vapor fluente durante 15' a 100°C y se ver- 
tió en placas Petri. Las placas inoculadas 
fueron incubadas a 20°C durante 2 a 3 
días, realizándose recuentos de colonias de 
levaduras totales, levaduras rojas y hongos 
filamentosos (mohos). Tras este período, el 
crecimiento invasivo de mohos impidió el 
recuento de levaduras. 

- Medio para Candida albicans 

Se utilizó el medio de Buck y Bubucis 
(3). La incubación se realizó a 37°C duran- 
te 48 h. La confirmación de colonias ma- 
rrón oscuro como pertenecientes a C. albi- 
cans fue realizada mediante la prueba de 
filamentación en suero de conejo (17). 

ENSAYO DE MEDIOS DE CULTIVO 
MODIFICADOS 

Se ha realizado un estudio crítico de los 
medios más adecuados para el recuento de 
levaduras. Para ello se modificó la compo- 
sición del medio Sabouraud salino, adicio- 
nando Rosa de Bengala (R.B.) a concentra- 

ciones de 0'2 mgíml y 1 mgíml, sin cam- 
biar las condiciones de incubación (2OoC, 
2-3 días). También se ensayó la incubación 
anaerobia (sistema Gas-Pak) a 20°C duran- 
te 15 días. 

ESTUDIOS DE SUPERVIVENCIA 

A) Cepas utilizadas 

Se ha empleado Candida utilis CECT 
106 1 como representante de levadura sa- 
profitica y C. albicans NCPF 3 153 como 
representante de levadura potencialmente 
patógena. 

B) Preparación de inóculos 

C. utilis, fue cultivada en medio Winge 
líquido (0'2% de extracto de levadura y 1% 
de glucosa en agua destilada) e incubada a 
30'C con agitación, durante 48 h. Se hicie- 
ron recuentos en cámara de Neubauer y 
medidas absorbancia a 600 nm en un es- 
pectrofotómetro B & L Spectronic 20. La 
absorbancia de la muestra se expresó mul- 
tiplicando el factor de dilución de la mues- 
tra por el valor de absorvancia detennina- 
da entre valores de 0'1 a 0'3. Para las prue- 
bas de supervivencia, las aguas marinas 
fueron inoculadas con una misma cantidad 
de inóculo en cada experimento para dar 
una concentración celular inicial de 
5xI06/ml en el matraz de cultivo. El inócu- 
lo de C. albicans se preparó y ajustó de 
forma similar, pero utilizando un medio 
líquido a base de infusión de cerebro y co- 
razón (BHI de Oxoid, 37 g/l), incubado a 
37"C, como iniciador. 

C)  Medios de cultivo y aguas 

Se emplearon los siguientes medios de 
cultivo y aguas salinas y salobres: 

- Agua marina artificial (AMA) 
ClNa 24 g; ClK 0'7 g; C12Mg . 6H20 

5'3 g; S04Mg . 7H20 7 g; agua destilada 
hasta 1000 ml. Después de disolver, se 
ajustó el pH a 8'2 y se esterilizó en auto- 
clave a 12 1 "C durante 20 minutos. 



- Aguas naturales 
Se utilizó agua salobre de reciente reco- 

gida y con elevado grado de contamina- 
ción procedente de la estación Go de la de- 
sembocadura del no Segura. Asimismo se 
utilizó agua marina de cintaminación me- 
dia, obtenida en la estación P4 del Mar 
Menor. Estas aguas fueron directamente 
utilizadas sin tratamiento alguno o, alter- 
nativamente, se esterilizaron por filtración 
sobre membranas Sartorius, de 0'45 @m de 
tamaño de poro, en los casos que se indica. 

- Medio para estudios a distintos pH 
Se preparó un medio base formado por 

glucosa 3g; extracto de levadura 3g; ac. cí- 
trico 3 g; P04HK2 10 g; tris 6 g; agua desti- 
lada hasta 1000 ml. Porciones de 175 m1 
de medio base se ajustaron con ClH 1 N o 
NaOH 1 N a los valores de pH 3, 5, 7, 8'5, 
9'5 y 10'5, ajustándose con agua destilada 
el volumen final a 200 m1 y esterilizándose 
por filtración. 

- Medio de salinidad variable 
Se utilizó agua salina con una cantidad 

de sales equivalente a una salinidad del 
43O/00, frecuente en el Mar Menor, y la si- 
guiente composición: ClNa 27'89 g; ClK 
0'81 g; ClzMg . 7Hz0 6'16 g; S04Mg . 
7Hz0 8'1 3 g; agua destilada hasta 1000 ml. 

Con extracto de levadura al 0'3% y Tris 
al 0'85%, se prepararon medios de salini- 
dad variable (43. 32.2 Y OO/oo) adicionando 

0'1 más Pz07Naz 0'1 % y se agitaron duran- 
te 1 minuto para facilitar la dispersión. Se- 
guidamente se diluyeron adecuadamente 
en AMA y se sembraron alicuotas de 0'1 
m1 por triplicado para cada dilución, por 
la técnica de extensión en placa. Se utilizó 
el medio Sabouraud salino para C. utilis e 
incubación a 30°C y el medio de Buck y 
Bubucis e incubación a 37°C para C. albi- 
cans. A 48 h tras la siembra se realizó el 
recuento de colonias. En otros casos se es- 
timó la biomasa del cultivo por medida de 
la absorbancia a 600 nm como se ha indi- 
cado previamente. 

RESULTADOS Y DlSCUSlON 

AISLAMIENTO Y RECUENTO 

La tabla 1 y la fig. 1 muestran los resul- 
tados obtenidos en los recuentos de leva- 
duras totales en aguas y sedimentos de las 
estaciones GI a Ga de la desembocadura 
del río Segura en el mes de octubre. Los 
valores para aguas oscilaron desde 206 
UFC/100 m1 en agua muy contaminada de 
GI,  a 0-5 UFC/100 m1 en aguas de G5, C;6 
y Cjl. Como se aprecia en la fig. 1, existe 
un gradiente en los recuentos de levaduras 
totales, más marcado en aguas que en sedi- 
mentos, por efecto de la dilución del agua 
del río en el mar. 

D) Condiciones experimentales 

, . -  
las correspondientes proporciónes de la so- S A S A S A S A  

lución anterior a agua destilada. En estos 
medios, el pH se ajustó a 8'2 y se esterilizó 
en autoclave a 12 1 "C durante 20 minutos. LT 

A diversos tiempos de incubación se to- En otra serie de muestras se determinó 
maron muestras de los matraces que se di- la variación estaciona1 de los recuentos a 
luyeron a 1/10 en una solución de Cirrasol lo largo de un año en el punto más conta- 

200 m1 de medios o aguas marinas fue- LT 

ron introducidos en matraces Erlenmeyer M 

C1 

24.157 206 

de 250 ml. Después de la inoculación se 
incubaron a temperatura ambiente (1 8 a TABLA i .-Recuentos de levaduras totales (LT) o mo- 
22°C) en un baño con agitación a 100 hos (M) obtenidos en las estaciones de muestre0 Gl a 
r.p.m. C& de la desembocadura del n o  Segura en el mes de 

Octubre de 1982. Para sedimentos (S) los valores re- 
presentan UFC/ 100 g y para aguas UFC/ 100 ml. (A). 

E) Recuentos 
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FIG. 1.-Estaciones de muestre0 de la desembocadura del no Segura y representación gráfica de los resulta- 
dos de recuento de levaduras expresados en la tabla 1 .  



FIG. 2.-Recuentos de levaduras totales en la estación de muestreo GI .  durante los meses de Octubre, Noviem- 
bre, Abril y Junio. Los valores en ordenadas expresan UFC/100 ml para aguas (a) y UFC/100 g para 

sedimentos (S). 

minado GI (Fig. 2). Promediando los re- 
cuentos de aguas y sedimentos, se observa 
una menor abundancia de levaduras en 
primavera y un incremento durante los 
meses de verano y otoño. 

En la Fig. 3 se muestran los recuentos 
de levaduras totales y levaduras rojas en el 
Mar Menor (estaciones Pi a P7) durante el 
período de muestreo. Se observó un máxi- 
mo en aguas y sedimentos en septiembre- 
octubre y un mínimo en enero, lo cual 
puede estar asociado, no sólo al cambio 
climático estacional, sino también al incre- 
mento notable de la población tunstica en 
la época estival, y por ello los vertidos de 
aguas residuales. Los recuentos más eleva- 
dos obtenidos en sedimentos fueron los de 
octubre en las estaciones Pi (14.280 
UFC/100 g), P2 (12.039 UFC/100 g), P4 
(10.620 UFU100 g), Ps (7.942 UFU100 g) 
y P6 (8.251 UFU100 g). En aguas, los 
mayores recuentos se obtuvieron en sep- 
tiembre y octubre en los puntos antes cita- 
dos y los valores oscilaron en tomo a 102 
UFC/ 100 ml. Se determinaron asimismo 
los niveles de levaduras rojas, que resulta- 
ron ser por término medio 1/ 10 de los re- 

cuentos de levaduras totales (Fig. 3), resul- 
tados que se aproximan a los obtenidos por 
HAGLER y MENDOCA-HAGLER (8) en Bra- 
sil. Estos autores así como SPENCER y cols. 
(19), utilizan los recuentos de levaduras ro- 
jas como indicadores de contaminación. 
Sin embargo en el presente estudio, en al- 
gunos casos no hemos detectado levaduras 
rojas y sí levaduras saproíitas (Fig. 3) junto 
a otros microorganismos indicadores de 
contaminación (1 6). 

Por todo ello, creemos que el recuento 
de levaduras rojas no es apropiado como 
indicador de contaminación en todos los 
casos, ya que este tipo de levaduras puede 
estar ausente y sin embargo existir conta- 
minación detectada fácilmente con indica- 
dores clásicos de la misma. 

Comparando los datos de levaduras to- 
tales del Mar Menor y desembocaduras del 
río Segura con los de otros microorganis- 
mos indicadores de contaminación fecal en 
las mismas muestras (16), hemos estableci- 
do tres grados de contaminación en rela- 
ción con los recuentos de levaduras totales 
(Tabla 2). HAGLER y MENDWA-HAGLER 
(8), han determinado en aguas costeras de 



FIG. 3.-Estaciones de muestre0 del Mar Menor (PI a R) y resultados obtenidos a lo largo de los meses de 
Septiembre a Junio de los recuentos de levaduras totales (L.T.) y levaduras rojas (L.R.) en aguas y sedi- 

mentos. 



Brasil, niveles de levaduras totales más ele- 
vados que los obtenidos por nosotros. Sin 
embargo nuestros datos concuerdan con 
los de VAN UDEN y FELL (20) que estable- 
cen en diversos mares valores entre 2 x lo3 
y 5 x 104 UFC/100 g para sedimentos are- 
nosos, 104 a 2 x 105 UFC/ 100 g en sedi- 
mentos negros y O a 60 UFC/100 m1 para 
aguas. 

Grado de Aguas Sedimentos 
contaminación UFC/I O0 m1 UFC/ 100 gr 

f3aj o O - 10 O - lo2 
Medio 10 - lo2 10' - 10) 
AIto > 10" > 103 

TABLA 2.-Intervalos establecidos para los recuentos 
de levaduras con los niveles de contaminación bac- 

teriana detectados en el Mar Menor. (Véase texto). 

Los recuentos específicos de C. albi- 
cans se realizaron desde abril a julio en 
puntos muy contaminados del Mar Menor 
(PI, P3, P4) y de la desembocadura del río 
Segura (Go). Los recuentos de colonias- 

confirmadas como C. albicans (Fig. 4), 
aparecen en la Fig. 5. El valor máximo fue 
de 45 UFC/ 1 en agua de Ch. 

La información sobre C. albicans en 
ambientes salobres y marinos es escasa. 
VAN UDEN y FELL (8) citan su aisiamien- 
to, pero sin datos cuantitativos. BUCK y 
B u s u c i s  (3), hacen recuentos por la técni- 
ca seguida por nosotros y obtienen de 3 a 
83 UFC/l en aguas de mar contaminadas, 
en tanto que en ríos y estuarios los valores 
oscilan entre 2 y 125 IJFC/l. SHERRY y 
cols. (18) han determinado en puntos con- 
taminados del lago Ontario recuentos de 
hasta 25 UFC/l de C. albicans en los me- 
ses de verano. Se considera que C. albicans 
encontrada en aguas, tiene un origen fecal. 
En este sentido, se ha detectado entre O y 
4x103 LTFC/l de C. albicans en aguas resi- 
duales urbanas (5). 

Los recuentos de mohos en aguas fue- 
ron como máximo de 200 propágulos/100 
m1 en la época cálida y un mínimo de 1 a 
50 en enero. Los niveles de propágulos de 
hongos (masas de micelio, fragmentos de 

FIG. 4.-Prueba de filamentación en suero, característica de C. albicans. Puede apreciarse la formación de pseu- 
domicelio y clamidosporas. Contraste de fases, objetivo de 40 x. 

6 6 



FIG. 5.-Niveles de C. albicans obtenidos en los recuentos de aguas de las estaciones Go de la desembocadura del 
n o  Segura y PI, R, P4 del Mar Menor, durante los meses de Abril, Mayo, Junio y Julio de 1983. 



FIG. 6.-Invasión de un filtro de membrana sobre medio Sabouraud salino a las 48 horas de incubación. 
por mohos que impiden el recuento de levaduras. Con mayor frecuencia los mohos invasivos pertenecían a 

los géneros Rhizopus y Aspergillus. 

FIG. 7.-Ensayo de medios de cultivo para el recuento de levaduras. Las dos placas de la izquierda corres- 
ponden a medio Sabouraud salino. Las placas centrales al mismo medio adicionado de 0'2 mg/ml de R.B. 
y las de la derecha 1 mg/ml de R.B. Obsérvese la eficaz disminución del tamaño de las colonias de moho 

en los medios con R.B. 



FIG. 8.-Influencia de la salinidad y pH sobre el crecimiento de C. utilis en medio complejo a 20 T 2°C 
(véase «Material y Métodos))). En ordenadas se expresan los valores de absorbancia a 600 nm. 



hifas o esporas) en aguas marinas, han sido 
utilizados como trazadores para estudiar 
movimientos de las aguas debido a las ma- 
reas; la mayor parte de estos propágulos 
tienen un origen terrestre y su presencia en 
el agua depende en gran parte de la acción 
del viento y la lluvia (4). Ha sido señalada 
también la asociación entre hongos fila- 
mentosos y algas o macrofitas, que puede 
dar lugar a una parte importante de los 
propágulos presentes en el agua marina (6, 
15). 

- Ensayo de medios de cultivo 

El medio de cultivo utilizado para re- 
cuento de levaduras totales (Sabouraud sa- 
lino) es similar al de otros autores (8, 20), 
con objeto de obtener resultados compara- 
bles. Sin embargo, este medio presenta el 
inconveniente de una frecuente contami- 
nación por mohos invasivos que hacen di- 
Ecil el recuento de levaduras (Fig. 6). Por 

esta razón ensayamos otras técnicas y me- 
dios de cultivo con objeto de eliminar di- 
cho inconveniente. Los resultados obteni- 
dos aparecen en la tabla 3. En ningún caso 
hubo contaminación bactenana. Los re- 
cuentos de levaduras no presentaron dife- 
rencias significativas entre los medios en- 
sayados. El medio Sabouraud salino en 
anaerobiosis, fue el más eficaz en la inhibi- 
ción del crecimiento de mohos. Por otra 
parte, dado que en los sedimentos marinos 
las condiciones son fundamentalmente 
anaerobias, creemos que este sistema pue- 
de ser un modelo más adecuado que la in- 
cubación aerobia utilizada hasta ahora 
para el aislamiento de levaduras marinas 
en sedimentos (20). Con la técnica anaero- 
bia, fue necesaria una incubación de 15 
días para observar colonias de tamaño si- 
milar al obtenido en condiciones aerobias 
en solo 2-3 días. Esta diferencia en los 
tiempos de incubación se correlaciona con 
el metabolismo fermentativo que presen- 
tan las levaduras en anaerobiosis. 

ENSAYO MEDIOS DE CULTIVO 

Sabouraud 
Muestras Salino 

Go M 2230 
220 

Pi LT 4 1 
M 29 

P3 LT 2 1 
M 540 

P4 LT 18 
M 19 

Sabouraud Sal. Sabouraud Sal. Sabouraud Sal. 
0'2 mg/ml R.B. 1 mg/ml R.B. anaerobiosis 

2250 2170 1120 
170 190 O 
5 1 54 32 

TABLA 3.-Valores de los recuentos de levaduras totales (L.T.) y mohos (M) sobre diversos medios de cultivo 
ensayados, en aguas procedentes de las estaciones Go (desembocadura del n o  Segura) PI, R, P4 (Mar Menor). 

R.B. = Rosa de Bengala. 

Se puede decir que el colorante Rosa de 
Bengala no afecta significativamente el re- 
cuento de levaduras totales, no sólo a la 
concentración de 0'2 mdml sugerida por 
B A G G E R M A ~ ~ ) ,  sino a la de 1 mdml que 
proponemos nosotros. Además, con esta 
Última concentración de colorante, se re- 
duce sustancialmente el tamaño de las co- 
lonias de mohos (Fig. 7) facilitando el re- 
cuento de levaduras. 

- Estudios de supervivencias «in vitro» 

Se estudió en primer lugar la influencia 
de diversas salinadades y pH sobre el creci- 
miento de C. utilis (Fig. 8) apreciándose un 
efecto marcado de la salinidad ya que el 
crecimiento fue muy reducido en los me- 
dios con salinadades de 2, 32 y 43% res- 
pecto al crecimiento en medios sin adición 
de sales. 
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FIG. 9.-Supervivencia de C. albicans y C. utilis en agua marina de contaminación media procedente de 
la estación P4 y agua salobre de elevada contaminación procedente de Go, así como agua marina artificial 

(AMA). El protocolo seguido en estos experimentos se expresa con detalle en ((Material y Métodos». 



El efecto del pH fue más variado. El 
mejor crecimiento se produjo a pH 7, se- 
guido de pH 5, 8'5, 3, 9'5 y 10'5. A pH 
8'5, similar al del agua marina, la inhibi- 
ción del crecimiento no es muy importan- 
te. Se puede pues suponer que C. utilis al 
ser introducida en el medio marino sufrirá 
una fuerte inhibición en el crecimiento por 
efecto de la salinidad, en tanto que el pH 
influirá en menor medida en su desarrollo. 

En la Fig. 9 se observan los resultados 
obtenidos en el estudio sobre superviven- 
cia de levaduras en aguas marinas y salo- 
bres. La Fig. 9 A, muestra la supervivencia 
de C. utilis en AMA y agua de mar proce- 
dente de P4, ambas esterilizadas por auto- 
clave. Puede observarse que el número de 
células viables determinado por recuento 
de colonias en placa de Petri, se mantuvo 
con pocas variaciones hasta los 39 días, sin 
encontrarse diferencias significativas. 

Se ensayaron también aguas esteriliza- 
das por filtración procedentes de P4, de 
contaminación media, y de Go, de elevada 
contaminación. Los resultados se represen- 
tan en la Fig. 9B, donde se aprecia la bue- 
na supervivencia de C. utilis y C. albicans, 
durante un período de 30 días. En otra ex- 
periencia, cuyo resultado se muestra en la 
Fig. 9C, se emplearon aguas naturales no 
estériles de P4 y Go. Se observó una dismi- 
nución muy rápida de la supervivencia ya 
que entre los 5 y 10 días la población celu- 
lar se redujo al 10% de la inicial en todos 
los casos, y al cabo de 25 días a menos de 
l0/o. Sin embargo, este efecto fue más mar- 
cado en C. utilis que en C. albicans. Por 
otra parte, las aguas de Go presentaron un 
efecto destructor sobre levaduras mayor 
que los de la estación P4, tanto sobre C. 
utilis como sobre C. albicans. La supervi- 
vencia en aguas esterilizadas por filtración, 
se extendió para comparar los resultados 
con los de aguas autoclavadas, ya que el 
tratamiento en autoclave puede producir 
cambios en el agua que afecten la viabili- 
dad de los microorganismos, tales como la 
destrucción de sustancias nutritivas, anti- 
bióticas o la eliminación de compuestos 
volátiles. Las diferencias observadas entre 
aguas autoclavadas y esterilizadas no son 

significativas. Se señala la posibilidad de 
que la acción antifúngica de aguas no esté- 
riles sea debida a la actividad de microor- 
ganismo~, posiblemente bacterias o proto- 
zoos, presentes en las aguas no estériles. 
Esto está apoyado por el hecho de que en 
el agua de mayor carga bacteriana (Go) el 
efecto sobre la viabilidad es mayor. Posi- 
blemente el mecanismo se deba a la acción 
de enzimas extracelulares capaces de hi- 
drolizar los constituyentes de las paredes 
celulares de levadura. Sorprende en princi- 
pio el hecho de que la levadura potencial- 
mente patógena C. albicans sea más resis- 
tente que la saprofítica C. utilis. Sin em- 
bargo, al tener C. albicans su habitat natu- 
ral en el tubo digestivo de hombre y ani- 
males, debe estar mejor adaptada a la su- 
pervivencia en este medio de alta densidad 
bacteriana. Cabe preguntarse si la mayor 
adaptación de C. albicans consiste en dis- 
poner de una pared celular cuya composi- 
ción hace más dificil su degradación que la 
de otras especies de levadura saprofíticas. 

Otros autores han realizado experien- 
cias de supervivencia de levaduras en 
aguas marinas. KRISS (lo) utilizó agua ma- 
rina filtrada a la que inoculó 10s célu- 
ladml de diversas especies de levaduras de 
los géneros Torulopsis, Sporobolomyces y 
Rhodotorula. Detectó incrementos del nú- 
mero de células al cabo de 20 días, si bien 
a los 30 días hubo estabilización o dismi- 
nución del mismo. Nosostros, partiendo de 
5 x lo6 céluladml hemos encontrado tanto 
en C. utilis como en C. albicans un ligero 
incremento hasta niveles de 1 O7 céluladml 
en aguas esterilizadas por filtración. Sin 
embargo estos incrementos del número de 
células no estaban acompañados de un in- 
cremento real de la biomasa total ya que el 
tamaño celular de las levaduras disminuía 
considerablemente. 

BUCK (2) ha estudiado la supervivencia 
de células de C. albicans dentro de bolsas 
de diálisis introducidas en agua marina no 
estéril y circulante. Los resultados obteni- 
dos por este autor son similares a los nues- 
tros, pese a que las células de C. albicans 
no estaban en contacto directo con las bac- 
terias y otros organismos del agua marina. 
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