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Se identificé a Candida tropicalis como el agente causal de una severa
contaminacién detectada en la produccién de levadura forrajera en una fabrica
de la region oriental de Cuba. Posteriormente a un detallado diagnodstico en las
materias primas y diferentes secciones de la fabrica con el objetivo de
identificar el foco y aislar el microorganismo contaminante, se procedié a su
identificacion mediante comparacién de secuencias nucleotidicas de las
regiones adyacentes no codificadoras ITS (internal transcribed spacer) ITS1 e
ITS4 del ADN ribosomal (ADNrib) 5,8S. En paralelo, se simulo la multiplicacion
celular de la cepa de produccién, Candida utilis NRRL Y-660, a volumen de
laboratorio (2,5 ), observandose los mismos efectos negativos detectados a
nivel industrial sobre su comportamiento cinético al conducir un cultivo en
condiciones aerobias con melazas contaminadas. La identificacion y
caracterizacién cinética primaria permitié la adopcién de medidas
higiénico-sanitarias y de caracter tecnoldgico restableciéndose la produccion a
la vez que se adoptd una metodologia para la vigilancia profilactica de futuras
contaminaciones.
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Detection and kinetic characterization of Candida
tropicalis contamination during fodder yeast
production

Candida tropicalis was identified as the etiologic agent of a severe
contamination detected on an industrial fodder yeast production at the Cuban
eastern region. After a detailed diagnostic task on raw material carried out on
different factory’s sections, protocols to identify the contamination source and
to isolate the microorganism were proposed. The identification was by
comparison of the internal transcribed spacers ITS1 and ITS4 from 5.8S
ribosomal DNA nucleotide sequences. In parallel, propagation of production
strain, Candida utilis NRRL Y-660, at lab scale (2.5 I) was performed. Similar
results to those observed in the factory concerning to its kinetic behavior in
aerobic propagation with contaminated molasses, were detected at this level.
The identification and primary kinetic characterization led to the implementation
of sanitary and technological measures to bring production at its normal
operational conditions as well as the application of prophylactic surveillance
methodologies to avoid future contaminations.
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En Cuba las plantas de produccién de levadura
forrajera (Candida utilis) operan habitualmente en modo
continuo, condiciones sépticas y emplean como fuente de
carbono y energia mezclas de vinazas de destileria y mela-
zas. En verano cuando las temperaturas ambientales alcan-
zan valores superiores a 30 °C, se desarrollan microorga-
nismos contaminantes durante las etapas de propagacién
originando serios problemas en el proceso.

El presente articulo describe un diagndstico deta-
llado realizado en una fébrica de levadura forrajera ubi-
cada en la regién oriental de Cuba. Dicha instalacién
enfrentaba serios problemas operacionales durante los
meses de julio y agosto, debido a una contaminacién en
los fermentadores que impedia obtener la calidad adecuada
en el producto final.

Con el objetivo de conocer la extensién del pro-
blema, la localizacion del foco de contaminacidn, asi como
el aislamiento e identificacién del agente causal se desa-
rrollaron una serie de andlisis microbioldgicos en varios
ecosistemas de la fdbrica de azicar, para finalmente pro-
poner soluciones inmediatas y comenzar la produccién
nuevamente bajo condiciones operacionales éptimas.

Material y métodos

Muestras y microorganismos empleados. Se anali-
zaron muestras procedentes de diferentes entornos de las
fabricas de levadura y azicar. Como controles se evalua-
ron melazas procedentes de una fabrica de aztcar aledaiia,
asi como el agua de proceso. Para estudios cinéticos en
reactores de 2,5 1 se empleé la cepa de produccién C. uti-
lis NRRL Y-660. Se obtuvieron los amplicones ITS1-1TS4
de las cepas contaminantes NOs, NOs y NO», aisladas del
jugo primario de cafia de azicar, asi como para los aisla-
mientos NO: y A’, obtenidos a partir de muestras prove-
nientes de jugo mezclado de cafia de azicar y de un reac-
tor para produccion de levadura forrajera respectivamente.
Los fragmentos amplificados fueron transformados sobre
Escherichia coli J109 (Promega, EE.UU.) para secuenciar.

Estudios cinéticos. Se propagd C. utilis NRRL
Y-660 en modo discontinuo en reactor de 2,5 1 sobre
melaza contaminada con un contenido de aziicares reduc-
tores totales (ART) 20 g/1, (NH4)-HPO: 0,78 g/1, (NH4)SO4
3,5 g/1; pH 4. La temperatura se ajusté a 35 °C bajo un
régimen de aireacion durante toda la corrida de 1 1 de aire
por litro de medio por minuto (vvm). En todos los casos se
sigui6 el comportamiento de la biomasa (X) y los azicares
cada hora, calculando finalmente la tasa maxima de creci-
miento (Unx) y el coeficiente de rendimiento (Yxs).

Amplificacion mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y secuenciacion de ADN. A partir del
ADN extraido de cultivos puros de los aislamientos A’,
NO:, NOs, NOs y NOs, mediante el Wizard® Genomic
DNA Purification Kit (Promega), se realizé la reaccion de
amplificacién empleando los cebadores directo ITS1 y
reverso ITS4 en termociclador Perkin Elmer Gene Amp
PCR System 2004. La Taq polimerasa y soluciones tam-
pon fueron suministrados por Promega.

La secuenciacién automatizada se realizé a partir
de células E. coli J109 (Promega), transformadas con el
vector pGEM®-T Easy Vector System I (Promega) con-
teniendo el amplicén ITS1-ITS4 de los aislamientos A’,
NO: y NO.. La secuencia del ADN amplificado fue obte-
nida mediante la técnica de Sanger (Genome Express,
Francia). Las secuencias fueron alineadas y comparadas
en la base de datos del National Center for Biotechno-
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logy Information (NCBI, EE.UU.) empleando el pro-
grama Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi.

Resultados

Descripcion morfologica del microorganismo con-
taminante. Se observaron estructuras y agrupaciones celu-
lares no caracteristicas de C. utilis en muestras colectadas
de los fermentadores, tanques de almacenamiento de mela-
zas y el prefermentador de la destileria, asi como en otras
secciones de la fabrica de azicar como es la de descarga
de las centrifugas de aziicar de tercera (semilla) y su en-
torno ambiental. Las células mostraron una gran variedad
morfolégica, con abundante proporcién de pseudomicelios
ramificados irregularmente, ostentando blastosporas glo-
bosas y ovoides en cadenas simples o ramificadas.

Las colonias crecidas a partir de muestras colecta-
das variaron en cuanto a su textura desde suave o mem-
branosa finamente granulada hasta parcialmente reticula-
das o agrietadas y con proyecciones filamentosas en los
cultivos mds viejos.

Estas caracteristicas coincidieron con las apreciadas
en los cultivos aislados A’, NOi1, NOs, NOs y NO-. La
melaza control y agua de proceso no mostraron la presen-
cia de la morfologia celular y estructural descrita.

Evaluacion de pardmetros cinéticos. Se realizaron
estudios a nivel de reactor de 2,5 1 para analizar las condi-
ciones de aparicién del contaminante en las melazas infec-
tadas; observdndose que a partir de una determinada etapa
del cultivo, el contaminante comenzaba a prevalecer y
aparecian cada vez mds células de C. utilis muertas en el
reactor. Las determinaciones de la pum« e Yxs del cultivo en
desarrollo arrojaron valores de 0,302 h' y 0,434 % respec-
tivamente, valores significativamente inferiores a los tradi-
cionales obtenidos para esta cepa sobre melazas y que fue-
ron corroborados al fermentar sobre la melaza control:
o= 0,330 h' y Yw= 0,468 %.

La figura 1 muestra una comparacién entre las dos
melazas fermentadas, se evidencia que el control ofrece un
substrato significativamente superior a los efectos de ma-
yor conteo de levaduras y viabilidad de C. utilis en el cul-
tivo. Es de destacar que en ambos casos, solo las células
de C. utilis NRRL Y-660 son contabilizadas.

o r —l ¥,
1 et
G
2] -0
"
b o
E .
= y
. g PR .
F e
T i
1] L o
sl
"‘-___,_.-""r
a F d B [ 18
T %)

Figura 1. Multiplicacion celular de C. utilis NRRL-Y-660 en melaza
contaminada y control. Temperatura: 35 °C; pH 4,5; aire 1 vvm. A: Células
totales en melaza contaminada; B: Células viables en melaza contaminada;
C: Células totales en melaza control; D: Células viables en melaza control.
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Establecimiento de una composicion de medio de
fermentacion alternativo a la melaza. Durante el periodo
de contaminacién en la féabrica, la levadura se producia en
esta instalacién a partir de una mezcla de vinazas de desti-
lerfa-melazas de 80:20 (expresado en términos de Deman-
da Quimica de Oxigeno, DQO), actuando la melaza solo
como portador de nutrientes ausentes en las vinazas y estas
como fuente de Carbono mayoritaria.

Al detectarse que las instalaciones de almacena-
miento y trasiego de melazas en la fabrica constituian
el principal foco infeccioso, con elevados niveles de con-
taminacion que impedian el cultivo industrial estable de
C. utilis, se decidi6 sustituir las melazas y formular un me-
dio de produccién alternativo. Se realizaron fermentacio-
nes con mezclas de vinazas y nutriente de levadura [9] en
pequeias proporciones, lo cual permitié obviar los proble-
mas de contaminacién de las melazas y al mismo tiempo
brindar una solucién econémicamente viable si se compara
con los precios de las melazas en el mercado mundial.

La figura 2 muestra el crecimiento en modo dis-
continuo de la levadura C. utilis de produccién en un
medio conteniendo vinazas de destileria 70 g/l DQO y
0,03 g/1 de nutriente de levadura 3 kg/t levadura seca. La
umex de la cepa de produccidn en este medio de vinazas,
resulté particularmente elevada (0,39 h ) y superior a cual-
quiera de las mezclas vinazas-melazas ensayadas con ante-
rioridad [7].

Identificacion del microorganismo contaminante.
La tabla 1 presenta las secuencias de la regiéon del ADN-
rib ITS1-5.8S-1TS2 para los aislamientos A’, NO: y NO:
procedentes de diferentes ecosistemas dentro de la fabrica
de azucar. Estas cepas fueron identificadas taxonémica-
mente como Candida tropicalis con porcentajes de identi-
dad del 99% al ser comparados un ntimero de pares de
bases representativo en su secuencia (aproximadamente
520 pb), con otros pertenecientes a la base de datos NCBI.
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Figura 2. Crecimiento de C. utilis NRRL Y-660 sobre vinazas de destileria
suplementadas con nutriente de levadura 0,03 g/I. Temperatura: 37 °C,
pH 4, aire 1 vvm.

Aunque los aislamientos NOs y NO- no llegaron a
ser identificados por secuenciacién, si mostraron patrones
de bandas similares respecto al tamafio aproximado de los
productos PCR ITS1/ITS4 (550-600 pb) junto con la mor-
fologia celular y cultural cercanos filogenéticamente a la
especie C. tropicalis.

Discusion

C. tropicalis comparte el grupo de homologias de
las especies Candida albicans y Candida parapsilosis
[5,6,10,11] reportadas como las especies pertenecientes a
este género de mayor interés clinico, por poseer estructu-

Tabla 1. Secuencias nucleotidicas de regiones ADNrib ITS1-5.8S-ITS2 obtenidas por amplificaciéon por PCR con

cebadores ITS1/ITS4.

Aislamiento

Secuencia de la region del ADNrib ITS1-5.8S-ITS2

NO4

5’-GATTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAAAGTT
ATGAAATAAATTGTGGTGGCCACTAGCAAAATAAGCGTTTTTGGATAAACCTAAGTCGCTTAAAAT
AAGTTTCCACGTTAAATTCTTTCAAACAAACTAGCGTATTGCTCAACACCAAACCCGAGGGTTTGAG
GGAGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGA
TCGATGATTCACGAATATCTGCAATTCATATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG
GAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGACTATTGTAATAATAAATCAAGTTTGACTGTAAATA
AAAGTTTGGTTTAGTTATAACCTCTGGCGGTGGGATTGCTCCCGCCACCAAAGAAATTTGTTCAATA
AAAAACACATGTGGTGCAATTAAGCAAATCAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAATC-3’

5'-GATTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAAAGTT
ATGAAATAAATTGTGGTGGCCACTAGCAAAATAAGCGTTTTTGGATAAACCTAAGTCGCTTAAAAT
AAGTTTCCACGTTAAATTCTTTCAAACAAACCTAGCGTATTGCTCAACACCAAACCCGGGGGTTTGA
GGAGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGA
TCGATGATTCACGAATATCTGCAATTCATATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG
AAAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGACTATTGTAATAATAAATCAAGTTTGACTGTAAAT
AAAAGTTTGGTTTAGTTATAACCTCTGGCGGTAGGATTGCTCCCGCCACCAAAGAAATTTGTTCAAT
AAAAAACACATGTGGTGCAATTAAGCAAATCAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGAAATC-3’

NO1

5’-GATTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAAAGTT
ATGAAATAAATTGTGGTGGCCACTAGCAAAATAAGCGTTTTTGGATAAACCTAAGTCGCTTAAAAT
AAGTTTCCACGTTAAATTCTTTCAAACAAACCTAGCGTATTGCTCAACACCAAACCCGGGGGTTTGA
GGGAGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAG
TTCGATGATTCACGAATATCTGCAATTCATATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG
AGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGACTATTGTAATAATAAATCAAGTTTGACTGTAAAT
AAAAGTTTGGTTTAGTTATAACCTCTGGCGGTAGGATTGCTCCCGCCACCAAAGAAATTTGTTCAAT
AAAAAACACATGTGGTGCAATTAAGCAAATCAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAATC-3’




ras celulares muy resistentes a tratamientos fisico-quimi-
cos con modificaciones para la colonizacién de tejidos ani-
males [8], lo cual las convierte en agentes de infecciones
oportunistas por excelencia. Muchos autores sitian a esta
especie secundando a C. albicans, de acuerdo a su morbi-
lidad en candidemias [1,3,4,11], por tanto la presencia de
este patdgeno en productos biotecnoldgicos destinados al
consumo animal constituye un riesgo microbioldgico inad-
misible.

A pesar de que la especie de produccién C. utilis
presenta una ubicacién taxonémica diferente [5], C. tropi-
calis puede mostrar una apariencia celular muy préxima
dependiendo de su estadio fisioldgico y ciclo vital. Este
hecho puede enmascarar el control de pureza de la cepa de
produccién por simple observacién microscopica, afec-
tando cinéticamente la multiplicacion celular de C. utilis y
conduciendo la produccién hacia una paulatina pero ine-
xorable sustitucion del cultivo, como fue observado en las
instalaciones tanto de la industria como a escala de labo-
ratorio. Estos enmascaramientos morfolégicos han sido
reportados entre varias especies de este género formadoras
de tubos germinativos y blastosporas [2] y en muchos ca-
sos el andlisis de la secuencia nucleotidica en estos aisla-
mientos ha resuelto discrepancias en el andlisis fenotipico.

El diagndstico microbioldgico en varios entornos
de la instalacion, detectando el agente causal de la conta-
minacién, su origen, rutas y puntos criticos, permitié la
inmediata adopcién de medidas higiénico-sanitarias. Se
procedi6 a realizar limpiezas fisicas seguidas de profundas
limpiezas quimicas en equipos, superficies y dreas de tra-
bajo mediante pulverizaciones a presion con detergente
ligeramente alcalino. Posteriormente se implementaron
ciclos de desinfecciones con vapor de agua a presion, sosa
caustica (2%) y agua caliente.
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