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INTRODUCCIÓN 

Las infecciones fúngicas invasoras son frecuentes en los pacientes 

inmunodeprimidos y en aquellos ingresados en áreas críticas. Estas infecciones 

causan una elevada morbilidad y mortalidad, así como un consumo elevado de los 

recursos para su prevención, diagnóstico y tratamiento. Frecuentemente, la 

candidiasis de las mucosas (oral, gastrointestinal y vaginal), es el primer signo de 

deterioro de la función inmunológica. La severidad de las infecciones micóticas 

aumenta proporcionalmente con el aumento de la disfuncionalidad del sistema 

inmune; por lo tanto. Los episodios de candidiasis en las superficies mucosas son 

muy frecuentes y difíciles de tratar (Panizo, 2001).  

El conocimiento de la patogenia del hongo así como de la respuesta inmunitaria del 

huésped frente a la agresión, se postula como una herramienta imprescindible para 

optimizar el manejo de estas infecciones (García-Vidal, 2012). 

 

1.0 Generalidades de Candida albicans. 

El género Candida incluye cerca de 200 especies, pero solo 58 son oportunistas en 

animales y el humano, entre las cuales sobresale C. albicans. Usualmente el género 

Candida tiene características definidas: son levaduras con ausencia de pigmentos 

(melánicos y carotenoides); forma celular variable, es decir, pueden ser elípticas, 

globosas, cilíndricas y triangulares; tiene pared celular con dos capas; reproducción 

por gemación holoblástica o blastoconidios y pueden formar seudohifas e hifas (con 

excepción de C. glabrata) (Bonifaz, 2010). 

El género Candida con anterioridad se clasificó dentro de Deuteromycetes, familia 

Criptococaceae, sin embargo, con la desaparición de estos grupos y la nueva 

taxonomía basada en la secuenciación genética, se les ordena dentro del tipo de 

levaduras ascosporadas. La taxonomía se describe en el cuadro 1. 
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Cuadro 1 Taxonomía del género Candida (Bonifaz, 2010). 

Clase:  

Subclase: 

Orden: 

Familia: 

Género: 

Ascomicetes 

Hemyascomycetes 

Saccharomycetales 

Saccharomycetes 

Pichia, Hansenula, Arxiozyma (estados teleomórficos). 

Especies: Los estados anamorficos son denominados Candida y 

los ejemplos más importantes son: C. albicans, C. 

glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. dubliniencis. 

 

1.1 CANDIDIASIS 

Se trata de una micosis primaria o secundaria ocasionada por levaduras endógenas 

y oportunistas del género Candida, en especial C. albicans. Las manifestaciones 

clínicas son localizadas, diseminadas o sistémicas; puede afectar piel, mucosas, 

estructuras profundas y órganos internos. Las alteraciones histopatológicas varían 

desde inflamación mínima hasta supuración o granuloma. La evolución es aguda, 

subaguda o crónica (Arenas, 2014). 

Las micosis superficiales de la piel y mucosas son algunas de las infecciones 

humanas con mayor prevalencia observadas en la práctica clínica. Los agentes 

etiológicos comprenden los dermatofitos y levaduras responsables de infecciones 

tales como dermatofitosis, pitriasis versicolor y candidiasis. Los casos de micosis 

superficiales y enfermedades invasivas relacionadas a especies pertenecientes al 

género Candida han aumentado progresivamente con los años. La candidiasis es 

la micosis oportunista más frecuente. Es una infección aguda o crónica de las 

mucosas, piel, uñas o tejidos profundos causada por levaduras del genero Candida. 

En general afecta a todos los grupos de edad, sexo raza y ocupación, aunque 

algunos tipos particulares de candidiasis afectan con mayor frecuencia a 

determinados grupos de personas (López, 2004).  
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La candidiasis es causada por diversas especies de levaduras del género Candida. 

Y Candida albicans es uno de los mayores agentes causales de las micosis 

profundas y superficiales (Rohitashow, 2010). De hecho la reciente incidencia en 

las infecciones fúngicas a nivel mundial son motivo de gran preocupación en salud 

pública. A lo largo de los años las especies de Candida siguen siendo causa de 

infecciones hospitalarias, particularmente en adultos y en las unidades de cuidados 

intensivos pediátricos (Bezerra, 2015, García, 2012).   Cualquier tejido puede ser 

afectado por lo que se presentan diversos cuadros clínicos, cada uno de ellos 

asociado directamente al estado inmunológico del paciente. Las candidiasis de 

mucosas y piel son las más frecuentes, mientras que las sistémicas son de 

evolución aguda o crónica y generalmente severas (García, 2012). 

La mayoría de las especies de Candida son saprofíticas y pueden formar parte de 

la flora cutánea con excepción de Candida albicans que cuando se encuentra en la 

piel es agente etiológico de una candidiasis primaria. Hay múltiples factores 

predisponentes a la infección candidiásica: unos dependen del huésped y otros de 

las condiciones ambientales como se explica en el cuadro 2. 

Cuadro 2.- Factores que predisponen a candidiasis (Arenas, 2014). 

Estados 

fisiológicos. 

Infancia y vejez, embarazo. 

Factores locales. Humedad, exposición ocupacional, oclusión cutánea, prótesis, 

heridas y quemaduras, hemostasis. 

Endocrinopatías y 

enfermedades 

metabólicas 

Diabetes, obesidad, hiperuricemia, síndrome de Cushing, 

insuficiencia tiroidea, acrodermatitis enteropática, deficiencia de 

hierro, poliendocrinopatia. 

Enfermedades 

debilitantes 

Neoplasias, infecciones, inanición, infección por VIH, 

enfermedades relacionadas con VIH, SIDA (Síndrome de 

Inmunodeficiencia Adquirida). 

Medicamentos y 

otros tratamientos. 

Hormonas sexuales (anticonceptivos), antibióticos de amplio 

espectro, glucocorticoides, inmunosupresores, citotóxicos, 

radioterapia. 
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Intervenciones 

quirúrgicas y otras 

medidas. 

Intervención quirúrgica, hiperalimentacion parenteral, 

cateterismo, traqueotomía. 

Consumo de 

drogas. 

Heroína (por su forma de administración en ocasiones con 

jeringas no estériles). 

 

La gravedad de la infección depende sobre todo de las alteraciones primarias del 

hospedero más que de las propiedades patógenas del hongo. El microorganismo 

causal más frecuente y virulento es C. albicans,  responsable de un 90% de las 

candidiasis. (Arenas, 2014)  

Aunque en México la incidencia de C. glabrata se ha incrementado de manera 

importante. 

Sin lugar a dudas, la candidiasis es la enfermedad fúngica invasora (EFI) más 

común en nuestro entorno y aunque hay descritas más de cien especies distintas 

de Candida, el 95-97% de todas las EFI producidas por levaduras de este género 

están causadas por solo cinco especies: Candida albicans, Candida glabrata, 

Candida parapsilosis, Candida tropicalis y Candida krusei. La principal fuente de 

infección por Candida spp.,  es endógena (previa colonización de la piel o mucosas 

durante el parto), aunque también puede trasmitirse a través de material infectado, 

personal sanitario o desde otros pacientes (Pemán, 2012). 

La manera en la que Candida albicans invade las células del hospedero puede 

ocurrir de formas físicas, enzimáticas o una combinación de las dos. Muchos 

investigadores han sugerido que hay una relación entre la patogenicidad y la 

actividad enzimática en Candida lo que podría ser una expresión de su virulencia 

(Pakshir, 2013).  

Existen dos grandes familias de enzimas degradativas secretadas y algunos de sus 

miembros han sido asociados con invasión y con evasión del sistema inmune. 

Corresponden a las aspartil proteinasas (SAP, codificadas por 10 genes) y las 

fosfolipasas (PL). Las primeras pueden estar unidas o incorporadas en la pared 

celular o ser secretadas y sirven para que  C. albicans hidrolice proteínas del 



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN AISLAMIENTOS DE CANDIDA 
ALBICANS DE ORIGEN CLINICO. 

 
15 

hospedero como colágeno, laminina, fibronectina, mucina, lactoferrina e 

inmunoglobulinas (De la Calle, Rodríguez, 2012). 

De hecho algunos de los pasos cruciales en la patogénesis de las candidiasis 

superficiales consisten en la adhesión fúngica, colonización y una subsecuente 

penetración de los tejidos. En todas estas fases la producción de enzimas 

hidrolíticas es un evento fundamental (Souza, 2015).  

En este sentido las 2 clases más importantes de enzimas tienen roles centrales y 

prominentes: proteasas y fosfolipasas, ya que tanto las proteínas como los 

fosfolípidos representan los constituyentes químicos más importantes en la 

membrana de las células del hospedero, como queratina y colágeno, las cuales 

tienen que ser destruidas con el propósito de obtener nutrientes para el crecimiento 

y desarrollo fúngico así como facilitar la diseminación dentro del hospedero (Souza 

Ramos, 2015).  

Otros de los mecanismos postulados como parte de la virulencia in vivo de Candida 

son: Hongo dimórfico (transformación morfológica de levadura en hifa), lo que 

también favorece la penetración y permite evadir  el sistema de defensa, pues la 

hifa libera mayor cantidad de fosfolipasas y es más resistente a la fagocitosis; 

efectos inmunorreguladores de determinantes fúngicos que contribuyen a disminuir 

la actividad de las defensas del huésped; cambios fenotípicos, que permiten al 

hongo adaptarse a condiciones diferentes o cambiantes. (Arenas, 2014) 

En el presente estudio se proponen  maneras cualitativas y semi cuantitativas de 

comprobar y medir la actividad de cuatro enzimas conocidas del género Candida 

spp.: proteasa, esterasa, fosfolipasa y hemolisinas. Que en el reino fúngi son 

consideradas como importantes factores de virulencia (Pakshir, 2013). 
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1.1.1 Antecedentes históricos. 

La candidiasis es una de las enfermedades micóticas que se conoce desde la 

antigüedad. En su obra Epidemics, Hipócrates describió que en niños recién nacidos 

y en pacientes debilitados se presentaban placas blanquecinas en la boca, a lo que 

denominó “estomatitis aftosa”. En Francia fueron descritas diversas variedades 

clínicas por Veron y Berg en 1835, pero no es sino hasta 1844 que Bennet, y en 

1853 Robin, aislaron el hongo y propusieron de nueva cuenta que la enfermedad es 

propia de pacientes debilitados. A través de los años, muchos han sido los autores 

que han descrito las variedades clínicas y que han realizado trabajos 

epidemiológicos, tanto por su frecuencia como por su creciente resistencia a los 

antifungicos. En la actualidad la candidiasis sigue siendo una de las enfermedades 

más estudiadas a todos los niveles tanto por su frecuencia como por su creciente 

resistencia a los antifungicos (Kwon-Chung, 1992).  

En 1849, Wilkinson describió por primera vez la candidiasis vaginal y su origen 

micológico. Robin reconoció que las aftas fúngicas podían causar infecciones 

sistémicas como un evento final de otra enfermedad no relacionada y llamo al hongo 

Oidium albicans en 1853 (Kwon-Chung, 1992).  

Fue hasta el año 1875 que Haussmann reconoció que los agentes etiológicos de 

las aftas orales y vaginales era el mismo. El demostró la transmisión del hongo a la 

boca de infantes desde las lesiones vaginales de sus madres. En 1890, Schmorl 

reporto un caso de candidiasis diseminada que involucraba múltiples órganos. 

Durante los siguientes 50 años, continuaron los reportes de las diferentes formas 

de infección de la candidiasis incluyendo onicomicosis, enfermedad crónica 

mucocutánea, cistitis, endocarditis, osteomielitis y endoftalmitis, (Kwon-Chung, 

1992). 

Después de décadas estudiando a este hongo y tras haber sido nombrado de 

diversas formas, el nombre genérico Candida fue aceptado finalmente como nom. 

cons. (Nombre conservado) por el octavo congreso de botánica de Paris en 1954 

(Kwon-Chung, 1992). 
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El nombre del agente etiológico ha pasado por diversos géneros y especies, se ha 

llegado a contar hasta 250 sinónimos y acrónimos, de los más importantes tenemos 

a Oidium albicans (Robin 1853) y Monilia candida (Bonoderm y Hansen 1868), este 

último término utilizado hasta 1932, cuando gracias a los trabajos de Langeron y 

Talice, quedó clasificada como Candida albicans. (Bonifaz, 2010) 

1.1.2 Etiología. 

La candidiasis es producida por diversas especies del genero Candida, en la 

actualidad clasificada con base en su secuenciación genética, dentro de la clase 

Ascomycetes y la familia Saccharomycetes. Las especies más frecuentes son: C. 

albicans (40-85%), C. tropicalis, C glabrata, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. 

krusei, C. famata, C. guillermondii y C. lusitaniae. Algunas de estas especies 

presentan estados teleomorficos (ascosporados) (Bonifaz, 2010). 

1.1.3 Distribución geográfica 

Es una enfermedad cosmopolita y la más frecuente en todo el mundo. La incidencia 

se ha elevado durante los últimos 30 años. Afecta a individuos de cualquier edad, 

grupo étnico o sexo. No tiene relación con el clima, la situación geográfica ni el 

estado socioeconómico; sin embargo, se han encontrado algunas diferencias 

regionales, como el hecho de que la candidiasis interdigital en los pies es más 

frecuente en lugares tropicales y la onicomicosis sin paroniquia en lugares fríos. 

(Arenas, 2014)  

1.1.4 Hábitat y fuente de infección 

El hábitat de las diversas especies de Candida es el humano y algunos animales 

homeotermos. No se aísla del suelo, ni de detritus vegetal; los raros aislamientos 

que se han hecho de estas fuentes se consideran por contaminación fecal.  

Diversas especies de Candida son componentes de la microbiota habitual del 

cuerpo, se presentan desde el primer día de nacimiento, dado que se adquiere en 

canal de parto y tienen una gran predilección por las mucosas. Se encuentran en el 

tracto gastrointestinal, habitando boca, laringe y faringe; su número en estos sitios 
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se puede incrementar por diversos factores, por ejemplo la simple falta de aseo 

bucal; el estómago en general no es saprofitado porque presenta un pH demasiado 

acido, en cambio coloniza intestino delgado y grueso, de ahí que en la materia fecal 

y en la región perianal es común encontrarla. La flora intestinal compuesta por 

Candida y otras levaduras se incrementa con dietas ricas en carbohidratos, sobre 

todo a partir de frutas. 

Se estima que del 25% al 50% de las personas sanas tienen Candida como parte 

de la microbiota normal de la boca, y se encuentra a C. albicans en el 70-80% de 

esos aislamientos. El rango de carga oral aumenta substancialmente en pacientes 

hospitalizados; especialmente los que tienen VIH, dentaduras postizas, diabetes, 

pacientes recibiendo quimioterapia antineoplásica, antibióticos, personas de la 

tercera edad y niños (Murray, 2013).  

Forman parte también de la flora normal en mucosas genitales. En el hombre es 

menos frecuente y se puede encontrar de 0 a 10%. En cambio en vagina, por su 

propia condición anatómica, C. albicans y Candida spp habitan en equilibrio con 

otros microorganismos como el bacilo de Doderlein (Lactobacillus); en mujeres no 

embarazadas y, dependiendo de sus hábitos higiénicos, del uso de dispositivos 

intrauterinos, de tratamientos anticonceptivos orales, entre otros, se puede 

encontrar en un porcentaje que va desde 5 hasta 30%. 

Cuando la mujer se embaraza, la microbiota de Candida se incrementa de  un 30 

hasta un 75% debido entre otras cosas a desequilibrios con la flora bacteriana, 

aumento de glucógeno, cambios de pH, y modificaciones de la respuesta inmune 

dependiendo del trimestre en el que se encuentre. 

Las diversas especies de Candida no son frecuentes en piel sana, llegándose a 

aislar muy de vez en cuando en región perianal, interdigital y umbilical. Cuando la 

piel está enferma, sobre todo por algunas dermatosis (dermatitis por contacto o del 

área del pañal), la flora de Candida se incrementa. C. albicans no forma parte de la 

flora de uñas, su aislamiento de estas se considera infección. En vías respiratorias 

superiores y urinarias se encuentra con frecuencia (Bonifaz, 2010). 
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1.1.5 Vía de entrada 

Debido a que Candida albicans y otras especies oportunistas son parte integral de 

la flora habitual, en general provocan enfermedades endógenas favorecidas por 

algún factor de predisposición del paciente; sin embargo, hay ocasiones en que la 

candidiasis se adquiere en forma exógena, por ejemplo, por introducción de grandes 

inóculos de levaduras a través de catéteres y de jeringas no estériles (por 

drogadicción), o bien por cateterismo (Bonifaz, 2010). 

1.1.6 PATOGENIA 

Las infecciones de piel más comunes producidas por Candida spp son intertrigo, 

dermatitis del pañal, balanitis, paroniquia, onicomicosis, afectación perineal y 

foliculitis. En cuanto a infecciones superficiales en membranas mucosas incluye 

vaginitis, estomatitis, glositis, esofagitis y otras del tracto gastrointestinal.  

El término de candidiasis mucocutánea crónica comprende un grupo de infecciones 

por Candida, que afecta a piel, mucosas, pelo y uñas, que suele comenzar en el 

primer año de vida, de evolución prolongada y persistente a pesar del tratamiento, 

y que se asocia a anomalías en las células T. (Martínez, 2014) 

Considerada como una clásica enfermedad por hongos oportunistas, la candidiasis 

requiere por fuerza de factores predisponentes, la mayoría de las veces se origina 

de manera endógena, casi siempre atribuible a dos procesos: el desequilibrio de la 

microbiota microbiana, que favorece el incremento de levaduras de Candida, lo cual 

se puede deber a cambios en el pH, cúmulos de nutrientes como el glucógeno, o 

por disminución de la microbiota bacteriana por antibióticos; o bien por 

enfermedades o procesos que influyan en la respuesta inmune, sobre todo a nivel 

celular, por ejemplo defectos en leucocitos polimorfonucleares (PMN) y linfocitos T 

y B. 

Los casos exógenos siempre se inician por el ingreso al organismo de grandes 

cantidades de levaduras, por ejemplo por cateterismo o drogadicción, ya que se 

inoculan los microorganismos de manera directa al torrente circulatorio. 
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El desarrollo del padecimiento está influido por una serie de factores que actúan de 

manera coordinada; los más importantes son: 

a) Adaptación al pH: Las diversas especies de Candida tienen una gran 

adaptación a diversos medios y sustratos. Propiedad regida por 2 genes 

(PHR1 y PHR2), ambos se inactivan en diferentes condiciones, el primero se 

activa en pH neutro o ligeramente básico (sangre o piel alcalinizada) y se 

inactiva en medio acido, activándose a su vez el segundo (por ejemplo en 

vagina). 

b) Adhesinas: sustancias que influyen en la adhesión de la levadura, su 

presencia está bien comprobada en C. albicans y C. glabrata. 

c) Enzimas: Se han reportado como factores de virulencia de las especies de 

Candida a diversas enzimas, siendo las más importantes: queratinasas, 

peptidasas, hemolisinas, proteasas, hialorunidasas. En forma específica: 

aspartil-proteasas secretora, fosfolipasas y lipasas. 

d) Dimorfismo: capacidad de estas levaduras de cambiar morfológicamente de 

blastoconidio a pseudohifa e hifa. Cambio estimulado por condiciones 

ambientales y considerado unos de los factores de patogenia más 

significativos. 

e) Switching fenotípico: entendida como la capacidad que tienen estas 

levaduras de hacer grandes cambios fenotípicos como diferencias en la 

morfología colonial, antigenicidad o disminución en la producción de enzimas 

y toxinas. 

f) Formación de biopelículas: Una biopelícula es una comunidad de 

microorganismos adheridos a una superficie y mantenidos con fuerza por 

sustancias poliméricas secretadas por los mismos, lo cual le da alta 

capacidad defensiva, persistencia, mayor resistencia al ataque de 

antibióticos y más capacidad invasiva.  
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2.0 ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

Aproximadamente el 60% de los adultos sanos y el 26-65% de niños sanos pueden 

albergar microorganismos de Candida sin signos o síntomas de candidiasis. Como 

ya se mencionó anteriormente si la variedad de condiciones sistémicas y locales 

que mantienen balance entre hospedero y levadura es perturbado Candida puede 

proliferar y producir enfermedad. Las especies de Candida desarrollan mecanismos 

específicos de virulencia que les confieren la habilidad de colonizar células 

epiteliales del hospedero, para invadir células más profundas, o para afectar las 

defensas del mismo (Kadir, 2007).  

Muchas características de Candida spp. han sido propuestas como factores que le 

permiten a este hongo causar infecciones diseminadas en hospederos susceptibles. 

Por ejemplo la habilidad de reconocer y adherirse a tejidos de hospederos, tubo 

germinativo y la formación de hifas, switch fenotípico entre otros, así como la 

producción de enzimas hidrolíticas como las lipasas y proteasas, las aspartil 

proteasas  fosfolipasas fosfatasas y esterasas, son todos importantes 

determinantes de virulencia.(Yigit, 2009) 

Las enzimas pueden proponerse como determinantes de virulencia en Candida, ya 

que tienen la capacidad de romper polímeros que proporcionan nutrientes 

accesibles para el crecimiento de los hongos, así como le permiten introducirse a la 

célula hospedera e inactivar las moléculas útiles en la defensa del organismo. Las 

principales enzimas extracelulares relacionadas con la patogénesis de Candida son 

las proteasas, fosfolipasas y lipasas. (Calderone, 2002; Castrillón, 2005) 

2.1 Hemolisinas  

Las hemolisinas son sustancias que producen lisis de los eritrocitos, mediante la 

producción de poros en la membrana citoplasmática. La mayoría de ellas son 

proteínas o lípidos. Son un factor de virulencia de Staphylococcus aureus, Vibrio 

parahemolyticus, Streptococcus pyogenes y otro gran número de patógenos entre 

ellos Candida albicans. 
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La secreción de hemolisinas es un factor de virulencia que contribuye a la 

patogénesis de Candida. El factor hemolítico de las especies de Candida ha sido 

descrito por muchos investigadores. En particular a Candida albicans puesto que 

esta especie tiene la capacidad de secretar hemolisina seguida de la adquisición 

del hierro contenido en la hemoglobina y su capacidad de fijar el complemento, 

opsonizando la superficie de los eritrocitos y finalmente lisandolos lo que facilita la 

invasión de hifas en candidiasis diseminada (Pakshir, 2013). Mientras que ha habido 

un importante número de estudios acerca de enzimas hidrolíticas como las 

proteasas, lipasas y fosfolipasas, los estudios acerca de la actividad hemolítica en 

Candida spp. son pocos (Yigit, 2009). 

2.2 Proteasas 

La actividad proteolítica extracelular juega un papel importante en la patogenicidad 

de C. albicans y se han descrito 10 miembros de una familia de enzimas de 

secreción aspártico proteasas (SAP), que han sido bastante estudiadas en estos 

hongos. En particular, las aspartil proteinasas secretadas (Saps) son codificadas 

por los genes de la familia SAP, la presencia de los genes de la familia SAP en C. 

albicans proporciona al hongo un sistema proteolítico eficiente y flexible que puede 

garantizar su éxito como patógeno oportunista. Las aspartil proteasas secretadas 

desempeñan un papel importante en la patogénesis de C. albicans, ya que se ha 

demostrado in vitro que estas enzimas en general son capaces de hidrolizar 

proteínas estructurales de la célula hospedera y proteínas del sistema inmune 

favoreciendo la colonización, persistencia e invasión del hongo. Además de 

correlacionar la producción de SAP y la virulencia del hongo, ya que se han obtenido 

mutantes con varios genes SAP alterados y se ha demostrado que SAP1, SAP2, 

SAP3 y SAP6 son importantes en la infección oral, mientras que solamente SAP1 y 

SAP2 son importantes en la candidiasis vaginal. En contraste SAP 4, SAP 5 y SAP 

6 son esenciales para la invasión en órganos y la manifestación sistémica, ya que 

cepas carentes de dichos genes para estas SAP’s presentaban una capacidad 

reducida para causar daño al tejido hepático o cualquier otro órgano del 

parénquima, sobre todo en las cepas mutantes deficientes de SAP-6. También se 
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ha demostrado que los genes que codifican para las SAP 4, SAP 5 y SAP 6 son 

expresados significativamente durante el desarrollo de la forma filamentosa. Las 

proteínas que comprenden la familia SAP no se limitan sólo a la especie C. albicans, 

ya que se ha demostrado su presencia en otras como: C. dubliniensis, C. tropicalis 

y C. parapsilosis. La presencia de los genes de la familia SAP es única en las 

especies patógenas de Candida y están ausentes en la levaduras no patógenas 

como por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, lo cual apoya que estas proteinasas 

están implicadas en su virulencia. (Calderone, 2002; Castrillón, 2005) 

Las proteínas SAP tienen diversas funciones durante el proceso infectivo, que no 

incluyen solamente el simple papel de digestión de moléculas para la adquisición 

de nutrientes sino que también contribuyen a la distorsión de membranas celulares 

del hospedador para facilitar la adhesión y la invasión de tejidos, y la digestión de 

células y moléculas del sistema inmunitario del hospedador para evitar o resistir la 

respuesta inmune. (Aguilera, 2009; Pemán, 2007, Castrillón 2010) 

2.3 Fosfolipasas  

Las fosfolipasas son enzimas que degradan lípidos, por ejemplo los que se 

encuentran en membranas y se nombran dependiendo del sitio en que actúan 

(Figura 1). Uno de los factores más importantes de virulencia de C. albicans son las 

fosfolipasas extracelulares, que degradan los constituyentes fosfolípidos de la 

membrana celular llevando a la destrucción de las células huésped o la alteración 

de las características de la superficie para facilitar la adherencia y la subsecuente 

infección (Kadir, 2007, Kohler, 2006).  
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La producción de fosfolipasa extracelular de C. albicans fue reportada por primera 

vez en la década de 1960 por Costa et al. y Werner sembrándola para su 

crecimiento en medio que contenía yema de huevo o lecitina y analizando los 

productos degradados de lípidos. Y su detección cuantitativa en la misma levadura 

con un ensayo en placa fue descrita por Price et al., quien demostró importantes 

variaciones en la actividad fosfolipasa entre diferentes aislamientos de C. albicans 

de sangre, orina y heridas. Se concluyó con esto que la prevalencia de aislamientos 

de C. albicans productoras de fosfolipasa varían con el tipo de aislamiento y se 

correlacionan con el sitio o tipo de infección y con la presencia de alguna 

enfermedad sistémica. Price et al. reportó que el 55% de aislamientos de C. albicans 

de la sangre, 50% de infecciones de heridas y el 30% de infecciones urinarias con 

candidiasis grave produjeron fosfolipasa (Kadir, 2007). 

Entre todos los factores de virulencia que le confieren patogenicidad a Candida 

albicans, las fosfolipasas merecen especial atención. Las fosfolipasas están 

formadas por un grupo heterogéneo de enzimas que comparten la habilidad de 

hidrolizar uno o más enlaces éster. Dichas enzimas facilitan la penetración de las 

hifas verdaderas dentro de las células y tejidos puesto que tienen la capacidad de 

hidrolizar las moléculas que constituyen en mayor medida las membranas celulares 

Figura 1.- Tipos de fosfolipasas (en general) en función del lugar donde cortan al 

fosfolípido. 
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como se puede observar en la figura 2. Diferentes especies producen una cantidad 

variable de enzimas dependiendo de su patrimonio genético, estímulos ambientales 

y otras condiciones lo que impacta directamente en su virulencia y lo hace un blanco 

importante para su tratamiento:  

1) La actividad extracelular fosfolipasa fue siempre mayor en cepas aisladas de 

infecciones clínicas respecto a cepas comensales. 

2) Un aislado productor de gran actividad fosfolipasa extracelular mostró invasividad 

en ratones mientras que uno de baja producción no. 

3) Los niveles de actividad fosfolipasa resultaron predictivos de mortalidad en 

estudios con animales. (Aguilera, 2009) 

Las fosfolipasas extracelulares predominantes en C. albicans son la fosfolipasa B 

(PLB) y fosfolipasa D (PLD). Notablemente, PLB es una enzima que puede remover 

a los ácidos grasos sn-1 (PLB1) y sn-2 (PLB2) de los fosfolípidos de la columna 

vertebral (Taniguchi, 2009). 

Se han identificado cuatro fosfolipasas (PLA, PLB, PLC y PLD1), de las cuales sólo 

la PLB1 ha demostrado ser necesaria para la virulencia en modelo animal de 

candidiasis. La PLB1A es una glucoproteína de 84 kDa, el gen PLB1 se encuentra 

localizado en el cromosoma 6 y presenta una similitud en la secuencia de 

aminoácidos de 45% comparada con las fosfolipasas de Saccharomyces cerevisiae. 

La enzima PLB1A presenta actividad de hidrolasa y lisofosfolipasa transacilasa. La 

transcripción del gen PLB1A es detectado en ambas formas celulares (blastospora 

e hifa) pero se secreta y detecta principalmente en la punta de las hifas durante la 

invasión a los tejidos, esto se ve reforzado por medio de la experimentación con una 

cepa mutante de C. albicans con la eliminación de este gen, observando una 

reducción de su nivel de virulencia hasta en un 60% comparada con las células 

silvestres. (Aguilera, 2009; Castrillón, 2005) 
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2.4 Esterasas 

Forma parte de las enzimas lipolíticas que al igual que las fosfolipasas son enzimas 

que causan daño a las membranas celulares del hospedero. Estas actividades 

lipolíticas han sido reportadas en varias especies de Candida. Aunque existe 

relativamente poca información concerniente a las actividades lipolíticas de los 

aislamientos de C. albicans que estén consistentemente asociados a infecciones 

humanas y animales. Es interesante determinar si estos factores están presentes 

en linajes patógenos de C. albicans (Khosravi, 2008). Existen varias opciones para 

realizar este estudio, y en esta ocasión se optó por el test de opacidad de tween 80. 

 

 

Figura 2.- Esquema de la estructura de membranas biológicas. (Flores, 2005) 
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Justificación  

Como se mencionó en la introducción las infecciones fúngicas invasoras son 

frecuentes en los pacientes inmunodeprimidos y en aquellos ingresados en áreas 

críticas. El conocimiento de la patogenia del hongo así como de la respuesta 

inmunitaria del huésped frente a la agresión, se postula como una herramienta 

imprescindible para optimizar el manejo de estas infecciones (García-Vidal, 2012). 

Solo una mínima proporción de hongos tienen capacidad para ser patógenos del 

ser humano. En la actualidad las infecciones fúngicas invasoras más frecuentes son 

aquellas causadas por las especies de Candida y de Aspergillus, que pueden 

presentar diferentes factores de virulencia que potencien su capacidad invasora 

(García-Vidal, 2012).  

Se eligió a Candida albicans porque es el patógeno fúngico más común en humanos 

y en los últimos años ha desarrollado un extenso repertorio de mecanismos 

putativos de virulencia que le permiten una colonización exitosa e infección de un 

hospedero bajo oportunas condiciones predisponentes. Y uno de los factores que 

contribuyen a esta virulencia es la producción de enzimas hidrolíticas (Khosravi, 

2008). 

En este estudio se utilizaron cepas provenientes de diversas infecciones causadas 

por Candida albicans además de 2 cepas ATCC de C. albicans y C. dubliniensis y 

se llevaron a cabo cuatro pruebas en cada una para demostrar que los aislamientos 

clínicos presentan cuatro de los principales factores de patogenicidad que le dan su 

virulencia a Candida albicans: hemolisinas, proteasas, fosfolipasas y esterasas. 

Hipótesis  

Si se llevan a cabo las pruebas para las enzimas hemolisinas, proteasas, 

fosfolipasas y esterasas en las 102 cepas  de Candida albicans provenientes del 

Hospital Regional de Tlalnepantla, con la ayuda de métodos cualitativos y semi 

cuantitativos entonces se podrá comprobar que las cepas presentan dicha actividad 

enzimática y por lo tanto son virulentas. 
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Objetivo general 

Determinar si los aislamientos de Candida albicans poseen la capacidad de producir 

los factores patogénicos de: hemolisinas, proteasas, fosfolipasas y esterasas. 

Objetivos particulares 

 Estandarizar los métodos en placa para actividad fosfolipasa, proteasa,  

esterasa y actividad hemolítica. 

 Realizar un análisis estadístico de la actividad enzimática encontrada en los 

aislamientos con base en los resultados obtenidos. 

 Medir la actividad enzimática de fosfolipasa, proteasa y hemolisinas con 

ayuda de métodos semi cuantitativos. 

 Comprobar si las cepas tienen actividad esterasa con la ayuda del método 

cualitativo de tween 80. 
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METODOLOGIA 
Identificación de 

cepas con Chromagar 

y tinción de GRAM. 

Actividad 

proteasa  
Actividad 

fosfolipasa 

Actividad 

hemolitica 

Actividad 

esterasa 

Agar albumina 

sérica bovina. 
Agar yema de 

huevo 
Agar sangre 

de carnero 

Agar tween 

80 

Resiembra en SDA a partir del cepario, 

incubar a 37°C por 24 a 48 hrs. 

Realizar suspensiones 

al 0.5 del nefelómetro 

de Mc Farland en agua 

destilada estéril. Y 

dispensar 3 gotas de 

10µl en cada placa. 

Proteasa: incubar 

a 37°C por 5 días. 

Fosfolipasa: 

incubar a 37 °C por 

3 días. 

Actividad  Hemolítica: 

incubar a 37 °C por 48 

hrs. 

Esterasa: incubar 

a 30 °C por 10 

días. 

Medición 

semicuantitaviva 

Con la ayuda de un 

vernier medir:           

a= diámetro de la 

colonia (mm).               

b= diámetro de 

colonia mas zona de 

actividad enzimática. 

*para la 

actividad 

hemolítica 

el valor se 

llama Hi en 

vez de Pz. 

Observar tipo de hemolisis 

que se presente de acuerdo 

a las siguientes 

características: 

β-hemolisis: anillo traslucido 

alrededor de la colonia. 

α-hemolisis: halo verdoso o 

negro alrededor de la 

colonia. 

γ-hemolisis: sin hemolisis. 

La presencia de 

un halo opaco con 

precipitaciones 

alrededor de la 

colonia indica 

actividad esterasa 

positiva. 

Diagrama 1.- Metodología general del estudio. 

Conservación de 

cepas en medio 

Litmus Milk con 

glicerina estéril a -

74°C 
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IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS 

Después de ser recibidas las 102 muestras del Hospital Regional de Tlanepantla (HRT) 

etiquetadas como Candida spp. estas fueron resembradas en SDA por 24 horas a 37 °C 

además de que a cada una se le realizo una revisión con microscopio óptico con la tinción 

de GRAM para asegurar que se tratara de levaduras y que no estuvieran contaminadas con 

bacterias a consecuencia de un mal manejo durante la toma de muestra o el transporte (ver 

Figura 3), una vez corroborado el punto anterior fueron sembradas en Chromoagar para 

identificar la especie de Candida de la que se trataba. Posteriormente se realizó con la 

ayuda de la técnica de biología molecular PCR, una identificación de las cepas utilizadas 

en el presente estudio y se confirmó que pertenecen al género Candida y especia albicans. 

Una vez identificadas fueron resembradas en tubos con medio YM inclinado se conservaron 

en un medio que consiste en Litmus Milk y glicerina estéril para  ser congeladas a -74 °C 

de temperatura en un refrigerador especial para conservación de muestras biológicas a 

dicha temperatura.  

  

 

 

Figura 3.- Tinciones de GRAM de muestras L17-60-15 (100x). 
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PRUEBA DE ACTIVIDAD HEMOLITICA 

 Preparación del medio 

Se utilizaron 7 ml de sangre de carnero desfibrinada de los Laboratorios Microlab 

S.A. de C.V. por cada 100ml de SDA suplementado con 3% de glucosa. 

El medio es preparado con 65g de SDA por cada 1000 ml de agua destilada y 1.95g 

de glucosa (el 3% de la mezcla total) para la misma cantidad de agua. 

Posteriormente el medio es esterilizado con autoclave bajo las condiciones 

121°C/15lb/15min.  

Se deja enfriar el medio hasta que se pueda manipular y se agrega la sangre de 

cordero desfibrinada con la ayuda de una pipeta estéril, cuidando que este proceso 

sea en un  área estéril (cerca de un mechero) y la fuerza con la que se dispensa la 

sangre para no provocar la lisis de los eritrocitos. Si el medio conserva el color 

original de la sangre el medio está listo, sin embargo, si el color del medio cambió a 

negro o verde oscuro, los eritrocitos han sido lisados y el medio se debe repetir. 

 

 Sembrado 

Se preparó una suspensión de células igualada al 0.5 del nefelómetro de McFarland 

de cultivos de 24 hrs. en agua destilada estéril, luego 10 µl de esa suspensión 

siembran goteando dicha cantidad en el medio por triplic8ado en cada placa y se 

incuban a 37°C por 48 hrs. 

 

 Lectura de resultados: 

La presencia de un anillo traslucido transparente distintivo alrededor del sitio de 

inoculo indica beta hemolisis, en caso de encontrar un halo verde o negro indica alfa 

hemolisis (en ambos casos la hemolisis es positiva pero en los resultados de debe 

especificar si es alfa o beta) y en caso de no encontrarse un halo la actividad 

hemolítica se considera negativa (Figura 4).  

Posteriormente se realiza un análisis semicuantitativo basado en lo reportado por 
Yigit en 2009 con la siguiente formula: 
 

𝐻𝑖 =
𝑎

𝑏
 

Dónde:    a= diámetro de la colonia (mm); b= diámetro de la colonia más la zona de 
precipitación (mm). 
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PRUEBA DE ACTIVIDAD DE PROTEASAS 

 
 Preparación del medio 

Se llevó a cabo el método en placa, utilizando medio de cultivo que contiene 0,5 g 

K2HPO4; 0,04 g MgSO4-H2O; NaCl 1 g; 0,2 g extracto de levadura; 4 g glucosa y 4 g 

de agar bacteriológico por cada 150ml de agua destilada, esta solución es 

esterilizada en autoclave a 121°C/15lb/15minutos.  

 Se pesan 0.5g de albúmina sérica bovina; que sirve como única fuente de 

nitrógeno, y se solubiliza en 50ml de agua destilada tras lo cual se filtró con la ayuda 

de papel con tamaño de poro de 0.45 µm (marca Mllipore). Se agrega al medio, se 

disuelve con agitación suave y se dispensa en las placas Petri estériles grandes.  

 

 Sembrado  

Se preparan suspensiones de células con agua destilada estériles igualadas al 0.5 

del nefelómetro de McFarland y se inoculan 10µl de la suspensión por triplicado en 

cada placa y se incuban a 37°C durante 5 días. 

 

 Lectura de resultados 

Transcurrido el tiempo se tiñen con amino black al 0.6 %; la decoloración se realiza 

con ácido acético al 20%. Se miden los diámetros de las colonias y de las zonas 

claras alrededor de cada una de ellas (Figura 5), con la ayuda de un vernier y los 

Figura 4.- Actividad hemolítica de Candida spp. 
En Agar SDA sangre de borrego (enriquecida 
con 3% de glucosa). a: α hemolisis, b: β 
hemolisis (se puede observar el anillo 
representativo alrededor de la zona de 
hemolisis), c: no hemolisis (Yigit, 2009). 
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valores en milímetros (mm) son utilizados para calcular el índice de actividad 

enzimática (Pz) de la siguiente forma: 

𝑃𝑧 =
𝑎

𝑏
 

Dónde:    a= diámetro de la colonia (mm); b= diámetro de la colonia más la zona de 

precipitación (mm). 

 Interpretación de resultados por el cuadro 3 

 

 

 

 

 

Pz=1.0 Sin actividad enzimática. 

0.900≤Pz≤0.999 Actividad enzimática 

muy débil. 

0.800≤Pz≤0.899 Actividad enzimática 

débil. 

0.700≤Pz≤0.0.799 Actividad enzimática 

moderada. 

Pz≤0.699 Actividad enzimática alta. 

Cuadro 3.- Escala para interpretación de 

intensidad enzimática de acuerdo a su valor 

de Pz (Hernandez-Solis, 2014). 

A 

Figura 5.- Actividad proteolítica de 
diferentes aislamientos de C. 

albicans en medio con albumina 
sérica bovina, después de cinco 
días de incubación. A: se puede 
observar un área de actividad que 
no fue teñida por el colorante tras 
la incubación. (Ombrella, 2008) 
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PRUEBA DE ACTIVIDAD FOSFOLIPASA 

 Preparación del medio 

La actividad fosfolipasa se detectó por el método en placa que consistió en agar de 

extracto de malta suplementado (BD) con 2% de yema de huevo. 

Se agregan 33.6g de Agar extracto de Malta (BD) en 980ml de agua destilada, tras 

lo cual se introduce al autoclave 121°C/15lb/15 minutos. Se deja enfriar el medio a 

temperatura ambiente y una vez que alcance una temperatura aproximada de 50°C 

se agregan 20ml de yema de huevo por cada litro de medio con la ayuda de una 

pipeta estéril cerca de un mechero para evitar contaminación. 

 

 Sembrado 

Tras sembrar las cepas en SDA por 48 HRS. A 37 °C se preparan una suspensión 

de levadura en agua destilada estéril igual a 0.5 de McFarland a partir de las colonias 

puras, se toman 10 µl de la suspensión y se inoculan dejando caer una gota de dicho 

volumen al medio por triplicado en cada placa, se le permite reposar a 25 °C o a 

temperatura ambiente para que se sequen las gotas (cerca del mechero que provee 

un área de esterilidad) incubar a 37°C por 3 días (Ombrella, 2008).  

 

 Lectura de resultados 

En el día cinco, un halo de hidrolisis alrededor de las colonias se mide con la ayuda 

de un vernier y la actividad de fosfolipasa es medida por el cociente del diámetro de 

la colonia entre el diámetro de la colonia más la zona de hidrolisis (Figura 6) y 

expresada como Pz que es calculada e interpretada de la siguiente forma:  

𝑃𝑧 =
𝑎

𝑏
 

Dónde:    a= diámetro de la colonia (mm); b= diámetro de la colonia más la zona de 
precipitación (mm). 

 Interpretación de resultados: Ver cuadro 3 
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PRUEBA DE ACTIVIDAD ESTERASA 

 PREPARACION DEL MEDIO  

Se pesaron 10 g de peptona de carne, 5g de NaCl, 0.1g de CaCl2 (Merck) y 15 g de 

agar bacteriológico de BD por cada 1000ml de agua destilada, posteriormente se 

ajusta el pH a 6.8 y posteriormente se esteriliza en autoclave. 

Finalmente de agregan 5 ml de tween 80 (esterilizado por autoclave) al medio frio 

(50°C) y se dispensa el medio en placas Petri estériles de 90mm. 

 

 Sembrado 

Se realizan suspensiones de las cepas en agua destilada al 0.5 del nefelómetro de 

McFarland y se inoculan 10µl de dicha suspensión (por triplicado en cada placa), las 

cepas utilizadas van a ser de 1 noche de crecimiento.  

Todas las placas se incuban a 30 °C por 10 días. 

 

 Lectura de resultados 

Un halo opaco donde se observan puntos de precipitado alrededor de las colonias,  

es tomado como actividad esterasa positiva (Figura 7). 

Figura 6.- Actividad fosfolipasa positiva de diferentes aislamientos de C. albicans en agar malta 
suplementado con yema de huevo después de tres días de incubación. Donde se puede observar 
área de precipitación alrededor de la colonia (Ombrella, 2008) 
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RESULTADOS 

Las muestras obtenidas en el HRT fueron aisladas como consecuencia de infecciones o 

enfermedades de pacientes de dicho hospital razón por la cual contaban en su totalidad 

con un diagnóstico presuntivo de ser Candida spp.. Cuando estas muestras llegaron al 

laboratorio fueron identificadas mediante tinción de GRAM, en primer lugar,  para corroborar 

que el diagnóstico con el que se contaba era correcto, que efectivamente se trataba de 

levaduras y para asegurarse que no estaban contaminadas con bacterias a causa de la 

toma de muestra, manipulación en el hospital o el transporte. Posteriormente fueron 

resembradas en medio SDA para obtener mejores aislamientos con el propósito de ser 

sembradas una vez más en Chromagar para diferenciar la especie de Candida de la que 

se trataba dando como resultado el diagnóstico confirmatorio, estos datos fueron 

organizados en la tabla 1. 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.- Prueba de opacidad en tween 80 se puede observar un halo de opacidad alrededor del 

sembrado lo que indica que la prueba es  positiva  (30°C por 10 días)  (Pakshir, 2013) 
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Tabla 1.- Identificación de las muestras provenientes del HRT. 

Clave 

original. 

Clave 

nueva. 

Sexo. Tipo de 

muestra. 

Diagnóstico 

presuntivo. 

Diagnóstico 

confirmatorio. 
2 L17-1-15 INP INP C.albicans C.albicans 

3 L17-2-15 INP INP C.albicans C.albicans 

6 L17-3-15 INP INP C. albicans C. albicans 

11 L17-4-15 INP INP C.albicans C.albicans 

106 L17-5-15 Masculino Faríngeo C. albicans C.albicans 

147 L17-6-15 Femenino Faríngeo C.albicans C.albicans 

198 L17-7-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans 

216 L17-8-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans 

241 L17-9-15 Femenino Vaginal C.albicans C. albicans 

267 L17-10-15 INP Faríngeo Candida C. albicans 

274 L17-11-15 Masculino Faríngeo C. albicans C. albicans 

298 L17-12-15 Femenino Faríngeo C.albicans C.albicans 

328 L17-13-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans 

481 L17-14-15 Femenino Vaginal Desconocido C.albicans 

498 L17-15-15 Femenino Vaginal C.albicans C.albicans 

524 L17-16-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans 

534 L17-17-15 Femenino Vaginal C.tropicalis C.albicans 

543 L17-18-15 Femenino Faríngeo C. albicans C.albicans 

614 L17-19-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans 

624 L17-20-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans 

625 L17-21-15 Femenino Faríngeo C. albicans C.albicans 

650 L17-22-15 Femenino Faríngeo C. albicans C. albicans 

683 L17-23-15 Femenino Faríngeo C. albicans C.albicans 

704 L17-24-15 Femenino URO C. albicans C.albicans 

731 L17-25-15 INP Secreción C.albicans C.albicans 

786 L17-26-15 INP INP C.albicans C.albicans 

796 L17-27-15 Femenino Faríngeo C. albicans C. albicans 



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN AISLAMIENTOS DE CANDIDA 
ALBICANS DE ORIGEN CLINICO. 

 
38 

820 L17-28-15 Femenino Faríngeo C. albicans C. albicans 

929 L17-29-15 Femenino Vaginal C.albicans C.albicans 

939 L17-30-15 Femenino Secreción C. albicans C.albicans 

940 L17-31-15 Femenino Secreción C. albicans C. albicans 

941 L17-32-15 Femenino Secreción C. albicans C.albicans 

943 L17-33-15 Masculino Faríngeo C. albicans C.albicans 

947 L17-34-15 Masculino Secreción C. albicans C.albicans 

953 L17-35-15 Femenino Vaginal C.albicans C.albicans 

956.1 L17-36-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans 

956.2 L17-37-15 Femenino Vaginal C. tropicalis C. albicans 

957 L17-38-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans 

963 L17-39-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans 

971 L17-40-15 Masculino Faríngeo C.albicans C.albicans 

982 L17-41-15 Masculino Faríngeo C. albicans C.albicans 

984 L17-42-15 Masculino Faríngeo C. albicans C.albicans 

988 L17-43-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans 

1018 L17-44-15 Femenino Secreción C. albicans C. albicans 

1171 L17-45-15 Femenino Urocultivo C. albicans C.albicans 

1201 L17-46-15 Masculino Faríngeo C. albicans C.albicans 

1269 L17-47-15 Femenino Faríngeo C. albicans C. albicans 

1440 L17-48-15 Femenino Faríngeo C. albicans C. albicans 

1575.1 L17-49-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans 

1575.2 L17-50-15 Femenino Vaginal C. tropicalis C.albicans 

1586 L17-51-15 Femenino Faríngeo C. tropicalis C. albicans 

1621 L17-52-15 Femenino F-S C. albicans C.albicans 

2350 L17-53-15 Femenino Urocultivo C. albicans C. albicans 

2404 L17-54-15 Femenino Faríngeo C. albicans C. albicans 

2422 L17-55-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans 

2465 L17-56-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans 

2527 L17-57-15 Masculino Faríngeo C. albicans C. albicans 

2965 L17-58-15 INP INP INP C. albicans 
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3105 L17-59-15 Masculino Faríngeo C. albicans C.albicans 

3218.1 L17-60-15 Femenino Secreción C. albicans C. albicans 

3800 L17-61-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans 

3812 L17-62-15 Masculino Faríngeo C. albicans C.albicans 

4034 L17-63-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans 

4349 L17-64-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans 

4459 L17-65-15 Masculino Faríngeo C. albicans C. albicans 

4533 L17-66-15 Femenino Faríngeo C. tropicalis C. albicans 

4537 L17-67-15 Femenino Faríngeo C. albicans C. albicans 

4730 L17-68-15 Masculino Faríngeo C. albicans C.albicans 

4812 L17-69-15 Femenino Faríngeo C. albicans C. albicans 

4814 L17-70-15   C. albicans C. albicans 

4853 L17-71-15 Femenino URO C. albicans con 

contaminación 

C. albicans 

4853.1 L17-72-15 INP URO C.albicans C.albicans 

5376 L17-73-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans 

5507 L17-74-15 INP Secreción C.albicans C. albicans 

5507.2 L17-75-15 INP INP INP C. albicans 

5509 L17-76-15 Masculino Secreción C. albicans C. albicans 

5674 L17-77-15 Femenino Faríngeo C. albicans C. albicans 

6321 L17-78-15 Femenino Vaginal C. albicans C. albicans 

6920 L17-79-15 Femenino URO C. albicans C.albicans 

7120 L17-80-15 INP INP C.albicans C.albicans 

7661 L17-81-15 Femenino Vaginal C.albicans C. albicans 

7760 L17-82-15 Femenino URO C. albicans C.albicans 

8750.1 L17-83-15 Femenino URO C. albicans C.albicans 

8750.2 L17-84-15 Femenino URO C. tropicalis C.albicans 

8881 L17-85-15 Femenino Faríngeo C.albicans C.albicans 

9072 L17-86-15 Femenino Faríngeo C.albicans C.albicans 

9085 L17-87-15 Masculino Faríngeo C.albicans C.albicans 

9154 L17-88-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans 
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9289 L17-89-15 Femenino Vaginal C.albicans C.albicans 

9653 L17-90-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans 

9655 L17-91-15 Femenino Vaginal C. albicans C.albicans 

9676 L17-92-15 INP Secreción 

glandular 

Candida spp. C. albicans 

9676.1 L17-93-15 INP Secreción 

glandular 

Candida spp. C. albicans 

9686 L17-94-15 Femenino Vaginal Candida spp. C. albicans 

9686.1 L17-95-15 Femenino Vaginal Candida spp. C. albicans 

9708 L17-96-15 INP Faríngeo C. albicans C. albicans 

9753 L17-97-15 INP INP INP C. albicans 

9763 L17-98-15 Femenino INP INP C. albicans 

9895 L17-99-15 Femenino URO INP C.albicans 

9895.1 L17-100-15 INP INP INP C.albicans 

2509095.1 L17-101-15 INP INP C.albicans C. albicans 

2509095.2 L17-102-15 Femenino INP C. tropicalis C.albicans 

Cepa ATCC L17-103-15 -- -- C. albicans C. albicans 

INP.- Información no proporcionada por HRT.  
 

Se analizaron a las 102 cepas provenientes del Hospital Regional de Tlalnepantla 

(HRT) en el medio de agar sangre de carnero para analizar su actividad hemolítica 

en primer lugar y el 100% de ellas presento el anillo que de acuerdo a la bibliografía 

es indicativo de hemolisis beta (ver figura 8), posteriormente se llevaba a cabo la 

medición del diámetro de la colonia con la ayuda de un vernier y se dividió entre el 

diámetro de la colonia más el anillo de hemolisis con lo cual se obtenía el Hi o 

Hemolytic index por sus siglas en inglés.  

El promedio de índice hemolítico (Hi) obtenido en la prueba de actividad hemolisina 

fue de 0.527, haciendo un análisis estadístico se encontró que 40 de las cepas, es 

decir, el 39.21% están por encima del promedio y 62 de las cepas, que representa 

un 60.78% de las cepas están por debajo del promedio (Ver gráfico 1). 
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Figura 8.- Cepas L17-12-15 (izquierda) y L17-19-15 (derecha) sembradas por triplicado en medio 

SDA sangre de carnero (enriquecida con 3% glucosa), presentando beta hemolisis en todos los 

casos usando de criterio el anillo alrededor del inoculo junto con hemolisis alfa alrededor del 

mismo. 

Grafico 1.-Cepas cuyo Pz se encuentra por debajo y por arriba del promedio. Se puede 

observar de manera general que aunque el 100% de las cepas presentan actividad 

hemolítica solo el 39% tienen actividad hemolítica arriba del promedio. 
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 En cuanto a la actividad proteasa que fue medida de acuerdo al criterio utilizado 

por Hernández-Solís se obtuvo un Pz promedio de 0.726 que al ser comparado 

con los resultados de la tabla 2; 62 de ellas, es decir, un 60.78% estaban por 

arriba de esta media y por lo tanto 40 cepas (39.21%) tuvieron una actividad 

proteasa por debajo de la media (Ver gráfico 2) con lo cual se puede apreciar que 

una notable mayoría además de tener actividad proteasa, dicha actividad está por 

encima del promedio del total de las cepas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De acuerdo al criterio de Hernández-Solís el valor Pz se divide en rangos dentro de 

los cuales se puede clasificar la intensidad de la actividad enzimática; siguiendo 

este criterio se analizaron las 102 cepas y se obtuvo que 32 cepas (32.35%) tienen 

actividad proteasa alta, 54 (52.94%) moderada, 13 (12.74%) débil y solo 2 cepas 

(1.96%) tienen actividad enzimática muy débil (Gráfica 3). 
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Grafica 2.- Porcentaje de cepas cuyo Pz se encuentra por debajo y por arriba del promedio. Se observa 

que el 61% de las cepas tienen actividad proteasa con intensidad arriba del promedio. 
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Analizando el origen clínico de las cepas con las que se llevó a cabo la prueba de proteasa 

en función de la intensidad de actividad enzimática de acuerdo a Hernandez-Solís se obtuvo 

que de las dos cepas con actividad proteasa muy débil una pertenecía a una muestra 

vaginal y la otra proviene de un exudado faríngeo, de las 13 muestras con actividad 

enzimática débil el 23.07% fueron vaginales, el 46.15% fueron de exudado faríngeos, el 

7.6% era de una infección urinaria y el 23.07% no se especifica el origen. Por otro lado 

entre las 54 cepas que presentaron actividad proteasa moderada el 33.33% fueron de 

origen vaginal, el 31.48% de exudados faríngeos, el 12.9% de secreciones glandulares y 

faríngeas, 9.25% de infecciones urinarias y un 12.9% de origen no especificado. Por último,  

de un total de 33 cepas con actividad proteasa alta un 33.33% fueron de origen vaginal, 

27.27% de exudados faríngeos, 15.15% de secreciones, 12.12% de infecciones urinarias y 

otro 12.12% de ellas se desconoce el origen clínico. Todos estos resultados se muestran 

en la gráfica 4. 

Grafico 3.- Distribución de cepas de acuerdo al criterio de intensidad de actividad enzimática 

utilizado por Hernández. Solís (2014). En esta grafica se observa de manera más detallada que 

predomina la actividad proteasa moderada y alta. 
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La manera cualitativa de saber si las cepas poseían actividad proteasa fue 

observando un halo blanco alrededor de las colonias después de haber sido teñidas 

con el colorante Amido- black tras los 5 días de incubación como se muestra en las 

figuras 9 y 10. 
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Figura 9A.- Actividad proteolítica de la muestra L17-86-15 de C. albicans en medio con albumina 
sérica bovina, después de cinco días de incubación. La actividad proteolítica (señalada con las 
flechas en la figura) sedistingue por tratarse de una zona clara alrededor del área de sembrado 
después de la tinción del medio con amidoblack.                                                                                                                                                                                              
Figura 9B.- Foto de uno de los inóculos de la muestra L17-86-15, la actividad proteasa está señalada 
con una flecha. 
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Grafica 4.- Origen clínico de los aislamientos estudiados de acuerdo a la intensidad de 

actividad proteasa. (INP=Información no proporcionada por el HRT) 
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El promedio Pz de actividad fosfolipasa fue de 0.671 con 52 cepas (50.98%) por arriba de 

este promedio y 50 cepas (49.01%) por debajo del mismo (Ver gráfico 5). Así mismo, se 

realizó un análisis con base en los rangos de actividad con base en el criterio usado por 

Hernandez-Solís, al igual que con el ensayo de actividad proteasa y se obtuvo que 72 cepas 

(70.58%) tuvieron actividad enzimática alta, 29 (28.43%) tuvieron actividad enzimática 

moderada y únicamente una cepa  (que representa un 0.98%) presentó actividad 

fosfolipasa débil. (Ver gráfica 6) 

Otra forma en la que se realizó una distribución de las cepas fue por su origen clínico en 

función de la intensidad de la actividad fosfolipasa: ninguna tuvo actividad fosfolipasa muy 

débil, una cepa de origen vaginal tuvo actividad débil, entre las 29 cepas con actividad 

enzimática moderada 34.5% fueron vaginales, 27.6% de exudados faríngeos, 20.7% de 

secreciones, 6.9% de infecciones urinarias y 10.3% de origen desconocido y por ultimo para 

esta prueba de las 72 con actividad fosfolipasa alta el 30.55% fueron de origen vaginal, 

34.7% de exudados faríngeos, 8.3% de secreciones, 11.1% de infecciones urinarias y 

15.3% de origen desconocido (Grafica 7) 

Figura 10.- Actividad proteolítica de la 
muestra L17-50-15 de C. albicans en medio 
con albumina sérica bovina, después de 
cinco días de incubación, se puede observar 
un halo claro alrededor del inoculo 
(Actividad señalada por las flechas). 
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Grafica 6.- Distribución de cepas de acuerdo a la intensidad de actividad enzimática según 

Hernandez-Solis (2014). Se observa con mayor detalle que predomina la actividad 

fosfolipasa moderada y alta. 

Grafico 5.- Distribución de cepas para actividad fosfolipasa de acuerdo al promedio Pz de toda la 

prueba. Se observa que el 51% de las cepas tienen actividad fosfolipasa por arriba del promedio. 

0.00%

10.00%

20.00%

30.00%

40.00%

50.00%

60.00%

70.00%

80.00%

Actividad enzimatica alta Actividad enzimatica
moderada

Actividad enzimatica débil

ACTIVIDAD FOSFOLIPASA



DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN AISLAMIENTOS DE CANDIDA 
ALBICANS DE ORIGEN CLINICO. 

 
47 

 

 

 

La forma cualitativa de saber que la actividad fosfolipasa era positiva consistía en identificar 

un halo de hidrolisis alrededor del área de sembrado en la placa como se muestra en la 

figura 11. 
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Figura 11.- Actividad fosfolipasa de muestra L17-103-15 C. albicans   ATCC  en agar malta suplementado 
con yema de huevo después de tres días de incubación, se observa un área de hidrolisis alrededor 
(Flechas). 

Grafica 7.- Origen clínico de los aislamientos estudiados de acuerdo a la intensidad de actividad 

fosfolipasa. (INP= Información no proporcionada por el HRT) 
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Por último, para que el ensayo de actividad esterasa se considerara positiva, se debe  

observar un halo opaco con precipitaciones alrededor de la colonia como se muestra en la 

figura 9; y como se muestra posteriormente en la figura 12 este resultado se obtuvo en un 

99.01% de las muestras con excepción de la cepa L17-21-15 sin actividad esterasa. 

 

ANALISIS DE RESULTADOS 

La prevalencia de micosis superficiales ha tenido un enorme aumento en los últimos años, 

afectando alrededor del 20-25% de la población mundial. En este escenario, las micosis 

cutáneas son la forma más frecuente de infección y en consecuencia constituyen un mayor 

problema de salud pública a nivel mundial (De Souza, 2015). La candidiasis es una infección 

fúngica oportunista causada por varias especies de Candida, la severidad de las infecciones 

micóticas aumenta proporcionalmente con el aumento de la disfuncionalidad del sistema 

inmune, por lo tanto, los episodios de candidiasis en las superficies mucosas son muy 

frecuentes y difíciles de tratar (Panizo, 2001). Aunado a los factores de virulencia que posee 

Candida, como la propiedad de adherencia, la habilidad de competir con otros 

microorganismos por nutrientes y la capacidad de evadir defensas del hospedero, 

interactúan entre sí, aumentando la frecuencia de la candidiasis especialmente en 

pacientes inmunosuprimidos (Panizo, 2001). Además existe la habilidad de este organismo 

para producir enzimas extracelulares lo que también puede estar ligada a su virulencia. Y 

Figura 12.- Resultado positivo para prueba de esterasa de muestra L17-102-15 (izquierda) y l17-

103-15(derecha) tras 10 días a 30°C. en ambas placas se pueden observar halos opacos con 

precipitaciones alrededor de las colonias. 
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aunque Candida tiene la habilidad de producir estas enzimas, la cantidad y potencia de las 

mismas es diferente entre especies o incluso depende de la fuente o sitio de aislamiento 

(Pakshir, 2013). 

Como ya se ha mencionado con anterioridad en este estudio se determinó in vitro la 

actividad hemolítica y enzimática de fosfolipasa, proteasa y esterasa en 102 cepas de 

aislamientos clínicos que causaron candidiasis en humanos.  

La secreción de hemolisinas es un factor de virulencia que contribuye a la patogénesis de 

Candida. En particular en Candida albicans puesto que esta especie tiene la capacidad de 

secretar hemolisina seguida de la adquisición del hierro contenido en la hemoglobina y su 

capacidad de fijar el complemento, opsonizando la superficie de los eritrocitos y finalmente 

hemolizandolos lo que facilita la invasión de hifas en candidiasis diseminada (Pakshir, 

2013).  

Como resultado de esta prueba el 100% de los aislamientos produjeron una beta hemolisis 

en el medio con un Hi promedio de 0.527 y como se muestra en el grafico aunque todas 

tuvieron β-hemolisis solo un 39.21% presentaron actividad alta con respecto a la media de 

las muestras totales. 

Debido a que la patogenicidad de C. albicans está regulada por una serie de factores de 

virulencia, entre los cuales se encuentran diversas enzimas hidrolíticas extracelulares que 

convierten a las infecciones candidiasicas en multifactoriales, se decidió estudiar la 

participación de las actividades fosfolipasa y proteinasa en las candidiasis de los 

aislamientos clínicos del HRT.  

Como se ha mencionado Candida albicans  es un patógeno facultativo que ha desarrollado 

una serie de factores de virulencia entre los que se encuentran la producción de enzimas 

hidrolíticas extracelulares entre las que destacan las aspartil proteinasas secretorias (Saps), 

que son una familia de enzimas capaces de degradar diversos tipos de sustratos 

fisiológicamente importantes como los que conforman las mucosas y elementos del sistema 

inmune. Estudios experimentales han demostrado que la elevada producción de Saps por 

C.albicans mejora la capacidad del microorganismo para colonizar y penetrar tejidos y 

evadir el sistema inmune del huésped (Hernández-Solís, 2014). Las proteasas secretadas 

son activas a un pH ácido, presentando cada isoenzima un rango de pH y un pH óptimo de 

actividad en este estudio en particular, se cuidó que el medio de cultivo en el que se llevaba 
a cabo la prueba estuviera ajustado en un pH entre 4.5 y 5. 
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La colonización por C. albicans puede llevar a la infección sistémica cuando el huésped 

presenta factores de riesgo, como el uso de antibióticos de amplio espectro, esteroides u 

otros agentes inmunosupresores, diabetes mellitus, sida, quimioterapias por tratamiento 

contra el cáncer, y pacientes sometidos a trasplante de órganos (Hernández-Solís, 2014). 

La secreción de Saps ha sido asociada a la patogenicidad de C albicans, ya que cepas 

aisladas de pacientes con candidiasis bucal han mostrado mayor actividad proteolítica que 

las aisladas de la cavidad oral de portadores sanos (Hernández-Solís, 2014). En este 

trabajo se demuestra esto ya que de las 33 cepas que se utilizaron y tenían un origen de 

infección faríngea 17 mostraron actividad proteasa moderada y 9 actividad alta.  

En este estudio además de separar los resultados de acuerdo a la intensidad de actividad 

también se dividieron las cepas por su origen clínico, entre los cuales se encuentran 

además de las 33 cepas de origen faríngeo, 33 de origen vaginal, 12 provenientes de 

secreciones, 10 provenientes de infecciones urinarias y 14 cuyo origen no estaba 

especificado por el HRT que las donó. Con esto se muestra claramente que las cepas que 

suelen tener una importante actividad proteolitica provienen de infecciones vaginales y 

faríngeas seguidas por las provenientes de alguna secreción y las urinarias 

respectivamente. 

Al analizar la actividad proteolítica entre los diferentes grupos, se observó que aquel con 

Candida proveniente de secreciones presento mayor actividad, con una media de actividad 

Pz de 0.707, aunque no hubo una diferencia significativa estadísticamente y le siguieron los 

grupos de cepas provenientes de origen vaginal con 0.724, urinario con 0.725 y faríngeo 

con 0.735. Aunque en este estudio las cepas provenientes de exudados faríngeos tuvieron 

una media de actividad proteasa relativamente baja, un estudio realizado por Tsang et al. 

en el 2007 señala que las cepas de C. albicans aisladas de pacientes diabéticos mostraron 

una mayor actividad proteolítica que las cepas aisladas de sujetos sanos, y mencionan que 

esta actividad podría estar relacionada con características propias de estos pacientes, 

como el pH ácido y la reducción del flujo salival (Hernández-Solís, 2014). (Ver grafica 8) 
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En estudios similares se ha publicado que el 100% de las cepas provenientes de pacientes 

con VIH, cáncer, diabetes y candidiasis oral presentaron actividad proteolítica; en sujetos 

sanos se ha publicado que el 50% de las cepas presentan dicha actividad (Hernández-

Solís, 2014). 

El tercer grupo de enzimas que se evaluaron en este estudio son las fosfolipasas que son 

consideradas una de las enzimas extracelulares más importantes porque juegan un papel 

significativo en la patogénesis ya que juegan un rol activo en la invasión del tejido del 

hospedero en candidiasis (Pakshir, 2013). También es sabido que los aislamientos clínicos 

de C. albicans, con un alto nivel de actividad fosfolipasa extracelular está relacionado con 

otros factores de patogenicidad como adhesión, invasión, de tejido del hospedador y un 

aumento de la formación del tubo germinativo (Kumar, 2010). 

El termino fosfolipasas describe un grupo heterogéneo de enzimas con capacidad de 

hidrolizar glicerofosfolipidos. La fosfolipasa parece jugar un papel clave en la invasión del 

tejido del hospedero en la candidiasis. Estas enzimas han sido reconocidas como factores 

de virulencia de bacterias, protozoos y hongos como Candida albicans, Aspergillus 

fumigatus o Cryptococcus neoformans (Ombrella, 2008). 
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Grafica 8.- Comparación de promedios de Pz de las cepas de acuerdo a su origen clínico en la 

prueba de actividad proteasa. 
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Algunos investigadores sugieren que aunque no encontraron diferencias significativas entre 

las cepas aisladas de pacientes diabéticos y sujetos sanos, parece ser que la diabetes 

mellitus podría influir en el mejoramiento de la expresión de los factores de virulencia de C. 

albicans, y aun que no se contó con el historial médico de los pacientes de quienes 

provenían las cepas utilizadas en el estudio, esto podría ser la explicación de porqué las 

fosfolipasas fueron en su mayoría de intensidad enzimática alta (70.6%), seguidas por 

actividad moderada (28.4% cepas), solo una cepa con actividad enzimática débil y ninguna 

con actividad enzimática muy débil, con una media de Pz de 0.671 sobre la que se 

encontraron el 50.98% de las cepas del estudio. 

Barret-Bee et al. desde 1985 En particular, fueron los primeros en correlacionar la 

producción de fosfolipasa por C. albicans con su naturaleza patogénica demostrando que 

los aislamientos con alto potencial patogénico (altos niveles de adhesión a  células del 

epitelio oral y gran patogenicidad para ratones) tenían una alta actividad fosfolipasa en 

comparación con levaduras con bajo potencial patogénico. Adicionalmente, los 

aislamientos en sangre de C. albicans han mostrado mayor actividad fosfolipasa in vitro que 

los aislamientos orales en pacientes sanos (Pini, 2011).  

En el caso de esta enzima también se hizo un análisis estadístico separando en grupos de 

acuerdo al origen de las infecciones de las cuales provinieron las cepas utilizadas y se 

obtuvo que el grupo de cepas con un promedio menor de Pz (y por lo tanto mayor actividad 

enzimática como se explica en la tabla 3) fueron las de origen urinario con 0.654, seguidas 

de las de origen faríngeo con 0.655, luego las de origen vaginal con 0.681 y finalmente las 

que provenían de secreciones con un Pz promedio de 0.694. Esto último queda 

representado visualmente en la gráfica 9.  

Este resultado muestra tener gran concordancia con los datos proporcionados por la 

literatura, ya que aproximadamente el 80% de los aislamientos de Candida de 

enfermedades crónicas de riñón exhiben actividad fosfolipasa, mientras que otros autores 

afirman que el 55.9% de los aislamientos de Candida spp. provenientes de catéter, sangre 

y cavidad oral, presentan actividad fosfolipasa. En otro estudio en una ciudad al sudeste de 

Iran, reporta que todos los aislamientos de C. albicans de vías urinarias y candidiasis 

vaginal tienen actividad fosfolipasa igual que en este estudio (Pakshir, 2013). 

Además se considera a las fosfolipasas una de las enzimas hidrolíticas más importantes 
para la invasión de Candida en el tejido del hospedero. 
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Por último se realizó el estudio de la actividad esterasa con la ayuda del Test de opacidad 

con Tween 80 que es utilizado para la detección de dicha actividad enzimática en especies 

de Candida e incluso para distinguir entre ellas en algunos casos. Las enzimas lipolíticas 

hidrolizan el Tween y liberan ácidos grasos que luego se unen al calcio contenido en el 

medio. Este complejo es visible como cristales insolubles alrededor de las colonias (Pakshir, 

2013). Este estudio es completamente cualitativo por lo que los resultados se expresaron 

como “Positivo” o “Negativo”, y tal como se menciona en los resultados; 101 de 102 cepas 

dieron un resultado positivo a esta prueba. Lo que demuestra que aunque aún no esté claro 

el mecanismo por el cual las enzimas lipolíticas actúan o si están relacionadas directamente 

con la virulencia de Candida albicans es cierto que se encuentra activa en cepas 

provenientes de infecciones activas junto con otras enzimas que si están claramente 

relacionadas a la patogenicidad de este microorganismo. 
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Grafica 9.- Comparación de promedios de Pz de las cepas de acuerdo a su origen clínico en la prueba 

de actividad fosfolipasa. 
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 CONCLUSIONES 

Finalmente  con la reunión y análisis de los datos obtenidos por la experimentación, 

se concluye que ya que la virulencia de C. albicans se debe no solo a una de sus 

factores de patogenicidad sino a la combinación de los mismos y se comprobó con 

este estudio que todas las cepas obtenidas del HRT, a excepción de la cepa L17-

21-15 que presento todas las actividades enzimáticas excepto por la actividad 

esterasa; tenían los cuatro factores de patogenicidad que contribuyen 

principalmente a dicha virulencia. Por lo tanto, se comprobó que eran patógenas, 

debido a que dichas cepas provenían de infecciones activas.  

Se cumplió con el objetivo de determinar si los aislamientos de Candida albicans poseen 

la capacidad de producir los factores patogénicos de: esterasas, fosfolipasas, proteasas y 

hemolisinas, y con esto se confirmó la hipótesis de que aplicando a las cepas de Candida 

albicans estudiadas las cuatro pruebas elegidas para comprobar y cuantificar (en el caso 

de actividad proteasa y fosfolipasa) la actividad enzimática, se demostraría que dichas 

cepas tienen estas enzimas y por tanto, son virulentas. 

Por último, cabe mencionar, que este estudio se puede complementar examinando 

con las mismas cepas otros de los factores de patogenicidad como la adhesión y la 

resistencia a antimicóticos, producción de biopelículas, entre otros. 
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ANEXO 1 

Preparación de amido black para la prueba de actividad proteasa. 

Por cada 100ml de Ácido acético 20% 

Ácido acético glacial                                20ml 

Agua destilada                                         80ml 

Disolver el ácido acético en el agua destilada y homogeneizar. 

Para 120 ml de Amidblack 0.6%  

Colorante Amidblack (polvo)                    0.7g 

Ácido acético 20%                                   40ml 

Agua desionizada                                    40ml  

Etanol                                                      40ml 

Disolver el polvo de amidoblack en el ácido acético 20%, agua desionizada y etanol 

hasta que no haya grumos y conservar en frasco ámbar. 

Revelado de las placas para la prueba de actividad proteasa. 

Agregar colorante amidoblack hasta cubrir por completo la superficie de la placa de 

agar, esperar alrededor de un minuto y retirar el excedente en un contenedor 

adecuado (ya que el amidoblack no se desecha en el drenaje, sino que se contratan 

los servicios de una empresa que le dé el tratamiento adecuado a este tipo de 

residuos). Posteriormente revelar la placa con ácido acético 20%, agregándolo en 

la superficie de la placa por no más de un minuto. 
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ANEXO 2 

Interpretación de Chromagar de la marca BD para identificación de 

especies del genero Candida spp. 

 

Chromagar BD= Candida 

C. albicans Verde esmeralda con crecimiento a 42ºC 

C. dubliniensis  Verde oscuro sin crecimiento a 42ºC 

C. tropicalis  azul oscuro con halo purpura (colonias aisladas se ven moradas. Fig. 1) 

C. krusei  Colonias rugosas centro rosado. 

C. glabrata  Violeta- morado (incluso las colonias aisladas) 

C. parapsilosis  Colonias rosas con halo blanco (colonias solas se ven blancas) 

 

Aislamientos sembrados en Chromoagar para Candida spp. BD 

(Becton Dickson). 
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