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l. G E N E R A L 1 D A D E S. 

J.l. DEFrNICION DE DERMATOFITOSIS. 

Las dermatofitosis son micosis superficiales ocasionadas por un grupo de hongos 

denominados dermatofitos, de los cuales se han identificado 41 especies y sólo 11 se consideran 

importantes corno patógenas. Estos hongos miceliares se encuentran dentro de los géneros 

Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton, y están estrechamente relacionados desde el 

punto de vista antigénico, 107 fisiológico y morfológico, presentando sólo ligeras diferencias 

nutricionales y enzimáticas.R.40.1 n.m 

En general se caracterizan por: 

1 

J.- Su queratinofilia, es decir, su afinidad por desarrollarse sobre los tejidos queratinizados 

(uñas, pelo y estrato córneo de la piel). Aunque existen otras especies de micromicetos igualmente 

capacitados y semejantes a ellos, tales como: especies de Chrysosporium110 o algunos géneros 

como Ctenomyces, Gymnoascus y Malbra11cha;' 1º·11 8· los dermatofitos son los miembros dotados 

de poder patógeno dentro del grupo más amplio de los hongos queratinolíticos. 

2.- Su capacidad de producir enzimas a través de las cuales se efectúa la asimilación de 

la queratina como nutriente del hongo. 28.93 

3.- La producción de conidias que aunque variados en su estructura y frecuencia 

confieren caracteristicas morfológicas similares a las diferentes especies. 

4.- La producción de enfennedad en el hombre o animal es por mecanismos de contacto 

directo de persona a persona o de animales, de suelo a personas y de fomites contaminados. 41.74. 

En algunas localizaciones actúan como factores favorecedores al desarrollo de la enfermedad: la 

húmedad, la maceración, la oclusión y los traumatismos. No se ha establecido bien la 

participación del recambio epidérmico o de la acción de las queratinasas, ni la influencia del 

sudor. Se cree que hay una predisposición genética y/o resistencia natural a la infección, tal vez 

dada por un factor sérico no bien definido. 



1.2. Clasificación Taxonómica de los Dermatofitos 85 

SEXUADOS 

ASEXUADOS 

Reino 
División 
Subdivisión 

Clase 
Orden 
Familia 

Género 

Subdivisón 
Clase 
Orden 
Familia 
Género 

Fungí 
Eumycota 
Ascomycotina 
Ascohymenomycetes 
Onygenales 
Arthrodermataceae 
(Gymnoascaceae) 
Arthroderma 

Deuteromycotina 
Hyphomycetes 
Hyphomycetales 
Moniliaceae 
Trichophyton 
Microsporum 

Epider111ophyto11 
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1.3. CLASIFICACION DE LOS DERMATOFITOS DE ACUERDO CON EL 

SUSTRATO. 

Los dermatofitos son altamente ubicuos y pueden desarrollarse con distintos tipos de 

nutrientes, desde escasos hasta muy elaborados. Según el criterio basado en la teoría de la 

evolución, los dermatofitos han sufrido un proceso de diferenciación biológica que ha 

determinado la restricción de los posibles huéspedes y su modo de vida. En esta diferenciación se 

ha basado la clasificación en: 11 3.l IH a) Geofilicos: regularmente viven en la tierra y en raras 

ocasiones atacan al hombre y a los animales. La especie más frecuente es l-.4. gypseum que 

produce tiñas en individuos que están constantemente en contacto con la tierra. Entre las 

especies que se aíslan en ocasiones y que pueden atacar a los animales se encuentran: J¡,f. full'/1111, 

7: terrestre y 1: aje!loi, b) Zoofilicos: atacan a los animales y por el contacto con el hombre 

pueden infectarlo. La especie que sobresale en frecuencia es M canis que tiene como reservorio 

natural a gatos y perros, entre otros ejemplos se encuentra: 1: l'ermcosum, que afecta a gatos y 

vacas; M. 11a1111m a cerdos, 1: eq11i1111111 a caballos, vacas, burros y a aves de corral., c) 

Antropofilicos: es un grupo constituido por parásitos obligados, del que el hombre se ha 

convertido en el único huésped y reservorio, excepcionalmente atacan a los animales.67 Las 

especies más frecuentes en nuestro medio son:8•15 . 1: rubrum, 7: tonsurans, 7'. mentagrophytes 

var illlert!igila/e, 7: l'iolace11111, 7: co11ce11tric11m, M. audovinii y E. .floccosum. 

1.4. FORMAS CLINICAS DE LAS DERMATOFITOSIS. 

Las dermatofitosis incluyen varias fomias clínicas, 11 2 según el sitio anatómico en que se 

localicen, 13 clasificándose en las llamadas tiñas de la cabeza, de la uñas, de la mano, de los pies, 

de la ingle y del cuerpo (piel glabra). Todas ellas se caracterizan por una triada sintomática, 

constituida por eritema, descamación y prurito. Pueden ser de evolución aguda o crónica ,54 

dependiendo del tipo de dermatofito, por ejemplo, en forma general, los dermatofitos zoofilicos 

ocasionan tiñas agudas y los antropofilicos tiñas crónicas. El tipo y gravedad de estas lesiones 

están en relación con el estado inmune del huésped asi como la especie y con la cepa del 

microorganismo causante de la infección.48 La invasión profunda es excepcional, 24.41.97, como en 

los casos de granuloma tricofitico de Querión de Celso92 (tiña supurativa) y micctomas.19 

3 
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1.5. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DE LOS DERMATOFITOS. 

Se han descrito como factores que contribuyen a la patogenicidad de los hongos: la 

variabilidad fenotípica, la adherencia a los tejidos, la producción de toxinas y 
enzimas. so.s&.100.126. 

En los derrnatofitos se han descrito como principales mecanismos de patogenicidad: la 

inducción de estados de hipersensibilidad, 1·61 . la secreción de enzimas y la variabilidad fenotípica. 

Los estados de hipersensibilidad se pueden manifestar como una dermatofitosis aguda 

eccematosa, un granuloma tricofitico o una dennatofitides. y se dan como respuesta del huésped a 

los componentes antigénicos del derrnaofito implicado. La tricofitina es un galactomanopéptido, el 

cual es el responsable de la reacción alérgica del huésped.1º La fracción de carbohidratos de este 

complejo se ha relacionado con la hipersensibilidad inmediata y la fracción peptídica con Ja 
hipersensibilidad retardada. 33.34,50.51.53.71 

La secreción de enzimas hidroliticas como proteinasas, lipasas y fosfolipasas pueden tener 

t:na participacion importante no sólo en el crecimiento y multiplicación del hongo, sino también en 

la infección al tejido del hospedero. Minocha93 ha estudiado el papel de las enzimas proteolíticas 

en Ja manifestación de reacciones inflamatorias en hospederos con infecciones por dermatofitosis. 

Se ha demostrado que la enfermedad inflamatoria en humanos y en animales se debe en parte a 

producción de enzimas protcolíticas del hongo, en particular elastasa y colagenasa durante la 

infección.6º·115,116. Se pueden producir varias enzimas proteolíticas pero sólo algunas en 

particular producen acantolisis epidérmica y estimula la inflamación. 59 

Se han realizado estudios subre la actividad proteolítica producida por algunos dermatofitos 

como: Epidermophyton .floccosum55.56 Microsporum ca11i.16B.101.rn.1J4, Microsporum 

gypseuml32frichophyton gra1111/os11m, 35 7:Schoen/einii, 117.145.146. 7: r11bm111,5.6,1.9.8B,121. 'f'. 

mentagrophytes, 14l,15l,152.153. para dilucidar el mecanismo patogénico que emplean en los estratos 

queratinizados. Entre estos mecanismos la actividad de las queratinasas extracelulares tienen una 

función importante. Pues se ha demostrado que las queratinasas disuelven el citoplasma de las 

células de la capa córnea y digieren las fibras de queratina al penetrar en las células de la capa 
escamosa.19.n3. 

Las enzimas proteolíticas no sólo han sido identificadas en los dermatofitos sino también 
en otros hongos patógenos como Coccidioides immitis99,l 46.1so., Candida a/bicans,19.95.114,139 

Cryptoc:occus 11eqforma11s, 18 Conidiobolus coro11a/11s,91 Basidobulos hapto.1poru~; 37 Histop/asma 

caps11/a111m, 136 y Sporothrix schenckii, 14o A~pergillus f11111igat11s6 s entre otros. Estas enzimas no 
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sólo tienen importancia como factores de virulencia, sino también pueden ser de gran utilidad 

como criterios de identificación y clasificación taxonómica.45 

Con respecto a la variabilidad fenotípica, como factor de patogenicidad, se ha descrito que 

en cepas de morfologióa granular, se encuentra elevada producción de enzimas.1 18 La forma 

vellosa de 1: mentagropl~vtes produce lesiones menos graves en cobayos que la forma granular. 47 

En T. mhr11111 se consideran más virulentas las cepas vellosas que las cepas granulosas. La 

producción de conidias también se ha relacionado con la forma parasitaria, Rippon118 describe que 

las cepas de T. ruhrnm que presentan abundantes conidias provienen de tiñas inflamatorias y 

lesiones granulomatosas y las cepas desprovistas de conidias y con aspecto aterciopelado 

provienen de tiñas crónicas. Las cepas de forma granulosa de T. mentagrophytes var. 

mentagrophytes, producen reacción irritante primaria, seguida de intensa respuesta inflamatoria y 

pronta terminación de la infección. Invade con facilidad el pelo y produce numerosas conidias en el 

medio de cultivo. 1: mentagrophytes var. interdigitale provoca respuesta inflamatoria 

moderada,produce infecciones crónica, no infecta con facilidad a los animales de experimentación 

y en medios de cultivo produce pocas conidias. 

1.6. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS Y PATOGENICAS DE T. r11hrum 

7:rubmm en la actualidad se ha convertido en el dermatofitos más común y más 

ampliamente distribuido en todo el mundo. 25 Así. por ejemplo en México López Martínezy co/13, 

en un estudio de frecuencia de infección de las dermatofitosis señalan el aumento en el aislamiento 

de 7'. rubrnm en un período de trece años (1972-1985) del 60% hasta 78%, y un incremento del 3% 

en un período de 7 años (1986-1992), según estudios realizados por Manzano y col. 15•82• Estos 

datos son muy parecidos a los publicados en otros paises de América como USA,86·11 9 Perú, 142 o 

de Europa tales como España,1os y Polonia.78 

Las micosis causadas por este hongo antropofilico se caracterizan por su cronicidad, 123 lo 

que indica una buena adaptación del hongo a los tejidos humanos con tendencia a extenderse por 

amplias superficies del tegumento, teniendo casi siempre como punto de partida las lesiones 

interdigitales de los pies. Puede invadir los folículos pilosebáceos147 y el tejido celular subcutáneo, 

dando origen a lesiones inflamatorias de tipo Querión de Celso, cuando asienta en el cuero 

cabelludo o la barba (donde se encuentran conidios ecto y endotrix que no dan 

fluorescencia), aunque estas localizaciones son poco comunes; o bien puede originar granulomas 

del tipo "granuloma trícofitico de Majocchi". 23 Clinicamente puede ocasionar lesiones de aspecto 



atípico, que pueden confündirse con otras dermatosis, siendo muy frecuente en sujetos en los que 

las defensas inmunitarias están disminuidas por terapéuticas a las que están sometidos o bien por 

otras enfermedades tales como: Diabetes,4 y SIDA.96.IDJ. Estudios realizados por Sindrup, 124 

Matis,84 Torssanderl38 y Muhleman94 han demostrado que las dermatofitosis son unos de los 

hallazgos más frecuentes en los pacientes infectados con el HIV o el complejo relacionado con el 

SIDA.49 Korting y col.64 demuestran que 7: mbrum es el dermatofito que se aisla con mayor 

frecuencia de pacientes infectados con HIV. 

1.7. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE T. rubrutn. 

l.7.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS. 

La colonia se desan-olla en un tiempo promedio de 15 días, en medio agar Sabouraud 

dextrosa a temperatura ambiente. Existen dos tipos de cepas: vellosas y granulosas, siendo más 

frecuentes las primeras e inclusive algunos autores la consideran más virulenta. 

7: rubmm mr. vellosa. Es la forma común en los paises templados, muestra colonias blancas de 

aspecto velloso, algodonosa, seca y en algunas ocasiones con micelio de color rosa. Al reverso 

presenta un pigmento difusible color rojo vino, aunque no todas las cepas llegan a presentarlo. 

7: rubrum mr. granulosa. Propia de los paises tropicales presenta colonias con aspecto 

pulverulento, blanca o blanco amarillento, plana o plegada ilimitada, al reverso puede presentar o 

no pigmento rojo vino. 

Se han descrito las siguientes variedades de frichophyton rubmm: 16·148•149. dos formas 

polares representadas por la var. vellosa y la var. rodhainii. Entre éstas se sitúa una serie de 

formas intermedias que tienden a evolucionar hacia la variedad vellosa a las que designa con los 

términos de mr. granular, mr. africana, mr, disgónica, y dentro de las vellosas distingue unas 

subvariedades hiperpigmentadas y melanoides. Rippon118 describe la variedad nigricans a la que 

llama 7: olexae. 

6 
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1.7.2. CARACTERlSTICAS MICROSCOPICAS. 

7: ruhrum (mr. 1•el/osa) tiene abundantes hifas delgadas tabicadas, de aproximadamente 

2 µ de diámetro. Presenta muchas microconidias, sobre todo la variedad granulosa, éstas nacen 

directamente de las hifas, son de aspecto pirifonne o como "gotas", teniendo dimensiones de 2-3 

µ de ancho por 3-5 µ de largo y por lo regular se disponen alternativamente. En colonias viejas 

las microconidias se ven sueltas. La mayoría de las cepas producen escasas macroconidias o 

estan ausentes, son de forma alargada su extremidad distal es roma y redondeada mientras que Ja 

proximal, en general se inserta directamente sobre la hifa por medio de una ancha base sin una 

conexión identificable, dando el aspecto de un "puro o lápiz", tienen paredes finas sin 

ornamentaciones y con 2-7 septos y miden de 15-20 µ de largo por 4-6µ de ancho, se presentan 

más en la variedad granulosa.44·6.i.r r.i. Así mismo, se observan estructuras semejantes a las hifas 

peridiales, clamidoconidias, hifas pectiniformes y muchas estructuras aberrantes. Rippon 1 ' 8 

describe que en general las cepas conidiantes provienen de tinea corporis inflamatorias, tinea 

capitis y lesiones granulomatosas; y las cepas desprovistas de conidios y con aspecto 

aterciopelado provienen de tinea pedis y corporis crónica. 

1.8. CARACTERISTlCAS FISIOLOGIAS DE T. mhrum. 

1.8.1. PRODUCCION DE ORGANOS DE PERFORACION AL PELO in 1•itro 

7: ruhrum no perfora pelo, solamente crece en la superficie de la vaina sin penetrarla, a 

diferencia de 7i"ichophyto11 menta¡;rophytes que produce órganos perforadores de fonna cónica 

en el cuerpo del pelo. Cuando parasita el pelo pueden encontrarse conidios ecto y endotrix.2•36 



1.8.2. PRUEBA DE UREASA. 

T. rubrum es negativo para ureasa o bien puede producir un color rosa tenue a los siete 

días después de la inoculación, presentandose este fenómeno sobre todo cuando se trata de cepas 

granulosas. 7: mentagrophytes produce ureasa entre 1 y 3 días, después de la inoculación.20,1°6 

1.8.3. PRODUCCION DE PIGMENTO EN MEDIOS ESPECIALES. 

T. rubrum se caracteriza por desarrollar un pigmento rojo vino, difusible al medio de 

cultivo, sin embargo, no todas las cepas ll~gan a presentarlo en los medios rutinarios de 

aislamiento, por lo que se requiere de medios especiales como: papa-zanahoria adicionado de 

dextrosa al 1% ó agar harina de maíz con dextrosa al 0.2%, en donde las colonias producen sus 

clásicos pigmentos (rojo vino), diferenciandolas de las cepas de 7: mentagrophytes. 7: terrestre 

puede producir este pigmento pero es considerado como un hongo no patógeno.11.12.9o. 

1.9. PRODUCCION DE ENZIMAS EXTRACELULARES. 

Manzano-Gayosso83 estudió la producción de algunas exoenzimas en 76 cepas clínicas de 

dermatofitos, de las cuales 47 correspondían a 7: rubrum, encontrando una frecuencia de 97.8% 

para la DNasa, 76.5% para la elastasa y para la lipasa, 12.8% para la hemolisina y 0% para la 

caseinasa. 

8 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Trichophyton rubrum presenta una gran diversidad fenotípíca, por lo que se supone que 

existan variedades de especie aún no bien establecidas. Estas variedades fenotípicas podrian poseer 

diferentes enzimas extracelulares. 

En Ja actualidad se conoce poco sobre los mecanismos por los cuales las exoenzimas de T. 

rubrum, degradan diferentes sustratos para ser asimilados en sus procesos metabólicos. Además se 

tienen escasas evidencias de Ja relación que existe entre la magnitud de las formas clínicas de 

dermatofitosis por T. rubrum y sus exoenzimas, por lo que es importante determinar el perfil 

enzimático en cepas de 1: rubrum con diferentes características fenotípicas. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVOS GENERALES 

-Estudiar algunas características morfológicas y fisiológicas de Trichophyton ruhrum así 

como determinar su perfil enzimático extracelular. 

-Dado que 7: rubrum ataca primordialmente tejido queratinizado hacer la puríficación y 

caracterización parcial de sus queratinasas. 

-Estudiar la utilidad de relacionar caracteristicas morfológicas, fisiológicas y enzimáticas 

para la integración de nuevos grupos de T. ruhrum. 



3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

-Definir las características macroscópicas de los cultivos de 7'. rubrum a través de la 

observación de: color del anverso y reverso de la colonia, así como su difusión al medio de 

cultivo, aspecto, textura y relieve. 

-A través de exámenes microscópicos de las colonias del hongo, definir caracteristícas 

de abundancia de microconidias y dispísíción de estas, presencia o ausencia de macroconidias y 

clamidoconídías. 
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-Determinar las características fisiológicas de parasitación al pelo, producción de ureasa y 

producción de pigmento en medios especiales. 

-Demostrar mediante la técnica en placa la presencia de: proteasa, esterasa, DNasa, 

elastasa, hemolisína fosfolipasa y quitinasa. 

-Establecer técnicas para medir cuantitativamente la producción de queratinasas y la 

actividad queratinolitica. 

-Determinar el tiempo y concentración de sustrato inductor para la producción de 

queratinasas. 

-Hacer un estudio parcial sobre la especificidad de la enzima semipurificada sobre 

diferentes sustratos de tipo protéico. 

-Estudiar el efecto de EDTA, E64, PHMB, PMSF, LEUPEPTrNA, APROTININA, sobre 

la actividad de la enzima parcialmente purificada. 

-Determinar su peso molecular. 



4. H I P O T E S I S 

Existen diferentes variedades fenotípicas en las cepas clínicas estudiadas de 7'. rubrum, 

como son su morfología macroscópica y microscópica, forma de penetración al pelo, 

producción de pigmento y de ureasa . 

Es posible que exista una relación entre las variedades fenotípicas, el tipo y nivel de 

exoenzimas producidas por 7: mbmm 

También cabe la posibilidad de que en base al nivel y el tipo de exoenzimas secretadas 

por 7'. rubrum, se pueda explicar la preferencia de ataque a ciertos tejidos y la magnitud del 

daño, así como ser de utilidad para diferenciar sus variedades. 
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5. MATERIAL Y METODOS 

5.1. MICROORGANISMOS EMPLEADOS. 

a) Las cepas de 1: mbmm fueron aisladas a partir de 70 pacientes con dermatofitosis de 

diferentes localizaciones: cuerpo, manos, barba, pies, ingle y uñas. (Tabla I ). 

Como testigos para los ensayos enzimáticos se emplearon: 

b) Serratia marc~Sl'e/IS 11:(, de la colección del Lab. de Enzimas Microbianas de la ENCB, para 

la determinación de quitinasas, esterasas, nucleasas, proteasas, queratinasas y fosfolipasas. e) 

Slreptococc11.1· pyog1me.1· donado por el Lab. de Microbiologia de la ENCB, para la prueba de 

hemolisina. 
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d) Pse11do111011as aemf?i110sa, proporcionada por el Lab. de Microbiología del Hospital Central 

Dr. Ignacio Morones Prieto de la ciudad de San Luis Potosí, para la prueba de elastasa. 

5.2. MEDIOS DE CULTIVO. 

5.2.1. PARA EL AISLAMIENTO DE Triclwpltyton rubmnL 

Las muestras de las lesiones de tiñas se sembraron en agar Sabouraud dextrosa (ASO) 

(BIOXON) y agar Micobiotico (BIOXON). Para estimular y conservar la reproducción así como 

para evitar el pleomorfismo se resembraron en medio de Borelli, el cual contiene: harina de trigo 

14 g, leche descremada en polvo 14 g, miel de abeja 7 g, agar 14 g, para 1000 mi de medio. Se 

incubaron 15 días a 28ºC, posteriormente se almacenaron a 4ºC. 

5.2.2. PARA LA OBSERVACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE 

T. rubrunL 

A partir de cultivos en ASO de 15 días de incubación a 28ºC se determinaron tanto las 

características macroscópicas (aspecto, consistencia, textura, relieve, color en la superficie y 

reverso de la colonia, y difusión del pigmento), como las características microscópicas (forma, 
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tamaño, disposición y abundancia de hifas y conidias).~6 .IO·I Para determinar la forma y abundancia 

de hifas, clamidoconidias y macroconidias se realizaron microcultivos, y la abundancia de 

microconidias se determinó por conteo en la cámara de NeubauPr. 

5.2.3. PARA LA DETERMINACION DE LAS CARACTERJSTICAS FISIOLOGICAS DE 
T. rubrum. 

a) Para favorecer la difusión del pigmento característico de 7: mhmm se empleó el agar 

harina de maíz (AHM)( (DIFCO) con dextrosa a 0.2% y agar papa dextrosa (APD) (BIOXON), 

incubando J S días a 28ºc.11.12.20 

b) Para la prueba de ureasa se empleó el medio de agar-urea de Christensen (DIBICO) 

incubando 8 días a 28ºC. La hidróisis de la urea se pone de manifiesto por el viraje de amarillo a 

rojo del indicador rojo de fcnol.2º· 1º6 

e) Para la prueba de pene! ración al pelo o búsqueda de conidios ecto o endotrix, se emple _ 

solución salina adicionada de extracto de levadura en una placa de Petri con trozos de pelo de 

niño, incubando un mes a 28ºC.63 Se hicieron observaciones cada semana en busca de órganos 

perforadores de forma cónica y/o de conidios celo o endotrix en el cuerpo del pelo. Se empleó 

como testigo 7: mentagroplrytes por tener la capacidad de invadir la vaina del pelo, a diferencia de 

T. rubrum que solo crece en la superficie pero no penetra. 2.16 

d) Para la prueba de termotolerancia las cepas se sembraron en ASD y se incubaron 21 

dias a 28ºC y 42ºC. 

5.2.4. PARA LA DETERMINACION DE LAS DIFERENTES ACTIVIDADES 

ENZIMA TICAS. 

Se empleó un medio base sintético, libre de glicerol que contiene las siguientes sales: 

citrato de amonio 0.25 g, cloruro de sodio 0.1 g, fofato ácido de potasio 0.15 g, sulfato de 

magnesio 0.05 g, carbonato de sodio 0.15 g, agar 1.5 g, para 100 mi de medio. Se disuelven las 

sales en agua destilada y se esteriliza a 121 ºC durante 15 minutos. 

Las pruebas se realizaron en placas que contenían este medio más un sustrato inductor. Se 

inocularon las cepas a probar y el testigo correspondiente. La actividad se hizo evidente por la 

formación de halos cuyo aspecto y tamaño permitían evaluar la hidrólisis del sustrato, aunque 
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los testigos dan la prueba positiva entre las 24 y 48 horas todas las lecturas se realizaron entre I 

a 3 semanas. Este medio se uso para la determinación de proteasas, esterasas, fosfolipasas, 
quitinasas y queratinasas. 

5.2.5. PARA LA EVALUACION DE PROTEASAS. 

Se disolvió caseína (SIGMA) al 1.5 % en el medio base procurando mantener el pH entre 

6.5 y 7 para evitar la precipitación de la caseína. Las placas inoculadas se incubaron 8 días a 

28ºC. Cuando hay secreción de proteasas, se fonnan halos con zonas opacas debido a Ja 

precipitación de paracaseínato de calcio, indicio de una hidrólisis parcial. Tales halos pueden o 

no tornarse transparentes dependiendo de si continúa o no avanzando el proceso enzímátíco.27·22 

5.2.6. PARA LA EVALUACION DE ESTERASAS. 

En este caso se disuelve Tween-80 al 0.4 % y clornro de calcio al 0.015 % en el medio 

base. Cuando hay secreción de esterasas aparece un halo opaco granuloso en tomo a la colonia, 

debido a la forniación de oleato de calcio. Las placas se incubaron 8 días a 28ºC.31 ·:12·76 

5.2.7. PARA LA DETERMINACION DE FOSFOLIPASAS. 

En este caso se dísolvio yema de huevo de gallína al 3% en el medio base. Las placas 

inoculadas se incubaron a 28ºC durante 25días. Cuando hay secreción de fosfolipasas, se fonnan 
halos con zonas claras (fosfolipasas A) o zonas opacas (fosfolipasas C).29.J0.~2.B7,J09. 

5.2.8. PARA EVALUACION DE QUITINASAS. 

Al medio base sintético descrito se adicionó de quitina coloidal al 12% peso húmedo. 
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Esta se preparó pesando JO g de quitina comercial (SIGMA) molida (malla 40) y adicionándole 

100 ml de ácido fosfórico al 85%, enseguida se homogenizó y se dejó en refrigeración durante 

24 h, luego se lavo con agua de la llave hasta eliminar el ácido y finalmente se esterilizó a 15 

lb/15'. Cuando un microorganismo secreta quitinasas, puede observarse un halo transparente en 

torno a su colonia, debido a Ja digestión de las partículas insolubles de quitina . .1·2 ' Se incubó por 

3 semanas a 28ºC observando diariamente. 

5.2.9. PARA LA DETERMINACION DE HEMOLISINAS. 

Se empleó el medio de agar sangre bacteriológico (DIFCO) adicionado de sangre 

desfibrinada al 5%, las placas se incubaron a 28°C durante .3 semanas. Las colonias productoras 

de hemolisina presentan halos transparentes. 

5.2.10. PARA EVALUACION DE DNasas. 

Para esta prueba se empleó el medio de agar-DNA (DIFCO) adicionado de azul de 0-

toluidina (MERrK), descrito por Lachica, las placas se incubaron 8 dias a 28ºC. Cuando un 

microorganismo secreta DNasas aparece en torno 11 su colonia un halo de color rosa.69.1 2i 

5.2.11. PARA LA DETERMINACION DE ELASTASAS. 

El medio que se utilizó fue agar-elastina (SIGMA) el cual presenta un aspecto opaco, las 

placas se incubaron 15 días a 28ºC y se revisaron diariamente en busca de halos transparentes 

alrededor de las cepas productoras de elastasa.62.102.122. 
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5.2.12. PARA LA DETERMINACION DE QUERATINASAS. 

Se diseñó y se puso a punto una técnica, usando el medio base sin agar adicionado de 

lana al 0.6% pretratada con sulfito de sodio y teñida con azul brillante de remazol (SIGMA). 

Cuya preparacion se dcscribira mas adelante. Las cepas se incubaron 8 días en agitación ( 130 

rpm) a 28ºC. A través de ésta técnica se puede hacer el estudio simultáneo de un gran número de 

cepas y la evaluación cuantitativa de la enzima por Ja valoración del colorante liberado a una 

longitud de onda de 585 nm. (Una unidad de queratinasa equivale a un cambio en la A585 de 
O.O! ).S.6.1.1+1. 

La lana se lavó con abundante agua y jabón hasta eliminar grasa y materia orgánica adherida. 

Después se suspendió en sulfito de sodio 0.3M y se llevó al autoclave durante 10-15 minutos a 

1 O lb de presión. Enseguida se lavó con suficiente agua hasta eliminar el sulfito de sodio. Este 

tramiento tuvo por objeto labilizar y romper puentes de hidrógeno y de disulfüro, lo cual se 

refleja en un cambio en la consistencia del sustrato, tornándose un tanto gelatinoso, indicio de 

que se ha incorporado agua en la estructura de la queratina. 98 Este tratamiento se le dio 

habitualmente a la lana para usarla como inductor para la producción de queratinasas.127•128 

Para teñir la lana se tomaron en principio las indicaciones de Poineelot y Dayios para teñir 

celulosa con azul brillante de remazol con algunas modificaciones. 

Se colocaron en un vaso de precipitado 3 70 mi de agua destilada y se hirvieron con el 

colorante (1.5 g de azul brillante de remazol) por 15 minutos, tapando con una cápsula de 

porcelana llena con agua que servirá a manera de refrigerante para evitar la pérdida de agua en el 

vaso. Enseguida se añadieron 20 g de lana y cada 2 minutos durante 1 O minutos sulfato de sodio 

(30 g disueltos en 100 mi de agua destilada) agitando después de cada adición. Luego se añadió 

fosfato de sodio (1 .5 g disueltos en 15 mi de agua destilada hirviendo) gota a gota y agitando. 

Finalmente se agitó e hirvió 15 minutos más. Posteriormente se lavó abundantemente con agua 

de Ja llave hasta que ya no se desprendió colorante. Se dejó secar a temperatura ambiente sobre 

papel absorbente. Una vez seca se molió en el molino Wiley (A. H. Thomas), con una malla 60 

(fig 1). 

Este sustrato teñido sirvió tanto para evaluar Ja producción de queratinasas, como para 

ensayos de rutina de la actividad queratinolítica, por la valoración del colorante liberado a una 

longitud de onda de 585nm, que es la longitud a la cual se observa la mayor absorbencia del azul 

brillante de remazol en un rango intervalo de pH de 5 a 12. (fig. 2). 
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Figura 2. Espectros de absorción del azul brillante de 

Remazol en intervalos de pH de 5 a 12. 
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5.3. CONDICIONES PARA LA PRODUCCION DE QUERATINASAS. 

La cepa más queratinolítica (cepa 3, fig. 29), se resembró en medio base adicionado de 

lana, a fin de condicionarla para la producción de la enzima. Una vez condicionada se tomaron 

de este cultivo 0.5 g de micelio (peso húmedo) y se inocularon en un matraz Erlenmeyer de 1 1 

que contenian 200 mi de medio base adicionado de lana al 3%. Se incubó durante 4 semanas a 

28°C. Al termino de este tiempo el cultivo se centrifugó a 7000 rpm en una centrifuga JA-21, 

rotor JA-! O a 4ºC durante 15 minutos y el sobrenadante asi obtenido se empleó para los 

diferentes ensayos enzimaticos y para la purificación parcial de la enzima. 

5.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD QUERATINOLITICA. 

Para medir la actividad queratinolítica en el extracto crudo se colocaron en un tubo eppendorf: 

50 mg de lana teñida, 2 a 3 mg de proteina por mi y 0.2 mi de regulador de glicina-NaOH 0.2 

M pH 9. En el caso de la enzima parcialmente purificada se colocan: 0.40 mg de lana teñida, 60 

µg/ml de proteina y 0.2 mi de regulador de glicina-NaOH 0.2 M pH 9 o 0.2 mi del regulador de 

TRIS-HCI 0.2 M pH 8. Se incuba durante 2 h a 37ºC en agitación. La reacción se detuvo por 

centrifugación a 4000 rpm y la actividad se midió como un incremento en la A585 debida a la 

liberación de color del sustrato inducido por la enzima. Un cambio de O.O! unidades en la A585 

equivale a una unidad de actividad queratinolítica. Se emplearon 2 controles en cada ensayo 

(i)enzima y reguldor, y (ii)lana teñida y regulador. 

" Nota: las condiciones descritas en el apartado 5.3 y 5.4 fueron el resultado de una serie de 

investigaciones. cuyos resultados seran descritos en el capítulo siguiente. 

5.5. PURIFICACION DE LA QUERA TINASA. 

El cultivo de 1: rubrnm (600 mi) incubado a temperatura ambiente durante 4 semanas 

(fase estacionaria) se centrifugó durante 15 minutos a 7000 rpm (centrifuga modelo JA-21, rotor 

JA-10) y el sobrenadante (550 mi) obtenido se precipitó con (NH4) 2S04 al 90% de saturación 

final en agitación constante toda la noche. Posteriormente se centrifugó 30 minutos a 7000 rpm 

desechando el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 50 mi del regulador Tris-HCI 20 

mM pH 7 y se dializó contra 4 1 del mismo regulador a 4ºC con agitación constante durante toda 
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la noche, haciendo un cambio. Enseguida se concentró con Aquacide JIA hasta un volúmen de 6 

mi de los cuales 4.5 mi se aplicaron a una columna de Biogel P-100 (18mm x 220mm), 

equilibrada con regulador Tris-HCI 20 mM pH 7. Se eluyó con el mismo regulador a una 

velocidad de flujo de 4 ml/h, colectandose fracciones de 2 mi. Se determinó la proteína por el 

método de Lowry77 así como la actividad enzimática en cada fracción, mezclando las fracciones 

con mayor actividad queratinolítica para realizar la caracteización de la enzima. 

5.6. CARACTERIZACION PARCIAL DE LA QUERATINASA. 

5.6.1. DEGRADACION DE DIFERENTES SUSTRATOS POR LA QUERATINASA DE 
T.rubmm. 

21 

a) Para la degradación de azoalbumina se utilizó la técnica descrita por Beyon y Bond, 14 

según el siguiente procedimiento. 

! .-Los sustratos y las soluciones enzimáticas deben de estar a 25ºC. 

2.-Tomar 250 µI del sustrato en un tubo Eppendorf y añadir la concentración de enzima 

deseada, mezclar suavemente e incubar a 37°C durante 1-2 h. 

3.-Parar la reacción por la adición de 1.2 mi de ácido tricloroacético al 10%. 

4.-Centrifugar la mezcla de reacción a 8000 rpm durante 2-5 min y transferir 1.2 mi del 

sobrenadante a un tubo que contiene 1.4 mi de NaOH 1.0 M. 

5.-Determinar la absorbencia a una longitud de onda de 440 nm. Una unidad de actividad de 

proteasa se define corno la cantidad de enzima requerida para producir un cambio en la 

absorbencia de 1.0. 

Se usan dos blancos: a)sustrato + regulador de glicina-NaOH 0.2 M sin enzima. 

b)regulador de glícina-NaOH 0.2 M +enzima+ ácido tricloroacetico sustrato 

(es importante añadirlos en este orden). 
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b) Para la degradación de Hide Powder Azurc (SIGMA) (derivado de colágena de piel 

teñido con azul brillante de remazol). La queratinasa se incubó con 4 mg de este sustrato en el 

regulador de glicina-NaOH 0.2 M pH 9 durante 1 y 2 h a 37ºC en agitación constante. El volúmen 

final de la reacción fue de 1.6 mi. La reacción se detuvo al centrifugar 5 min a 7000 rpm. La 

degradación del sustrato se midió por evaluación de la A595 del sobrenadante. Un cambio de 0.1 en 

la A595 equivale a una unidad enzimática. 

5.6.2. EFECTO DE DIFERENTES INHIBIDORES DE PROTEASA SOBRE LA 

ACTIVIDAD QUERA TINOLITICA. 

Se probaron 6 diferentes inhibidores de proteasa, los cuales fueron: 

fenilmetilsulfonilfloruro (PMSF) (!OmM), leupeptina (20µg), aprotinina (30 µg), E-64 (lOµM), 

parahidrozimercuribenzoato (PHMB) (100 mM), ácido etilendiaminotetracético (EDTA) (100 

µM), y se detenninó la actividad queratinolítica como se describió en Material y Métodos (5.4). El 

control utilizado fue tripsina con azoalbumina como sustrato. 

5.6.3. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR Y ACTIVIDAD PROTEOLITICA 

EN ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACR!LAMIDA-SDS. 

a) Electroforesis en condiciones desnaturalizantes: la separación electroforética de las 

proteínas se llevó a cabo en geles de poliacrilamida (Laemmli 70 ) al 7.5 %. Los geles se 

prepararon en placas de vidrio de 18 x 16 cm y de 1.0 mm de grosor de un equipo 

vertical (Hoefer Scientific Instruments). Tanto el gel separador como el gel 

concentrador se prepararon a partir de una solución de acrilamida y bisacrilamida al 

30% en agua bidestilada, según el esquema siguiente: 
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Gel separador Gel concentrador 

(22.5 mi) (7.503 mi) 

Acrilamidalbisacrilamida (30%) 5.625 mi 1.25 mi 

Tris 1.5 M pH 8.8 5.625 mi 

Tris 0.5 M pH 6.8 1.88 mi 

Agua bidestilada 10.905 mi 4.25 mi 

Filtrar y desgasificar 10' 

SDS al 10% 0.225 mi 0.075 mi 

TEMED 0.020 mi 0.008 mi 

Persulfato de amonio al 10% 0.100 mi 0.040 mi 

Un volúmen de proteínas, correspondiente a 70 µg se mezcló 1: 1 con solución 

solubilizadora con la siguiente composición: Tris-Hcl 0.5 M (pH 6.8), SDS al 4%, glicerol al 

20%, 2-mercaptoetanol al 10% y azul de bromofenol al 0.016%. Las muestras se calentaron en 

un baño de agua en ebullición durante 10 minutos y se aplicaron en el gel. Se empleó como 

regulador de corrida Tris 0.025 M - Glicina 0.02 M. La electroforesis se realizó a 20 mNgel 

hasta que la marca del azul de bromofenol llegaba a 0.5 cm del extremo inferior de la placa. 

Como marcadores se empleó una mezcla de los siguientes estándares: Albúmina (66,000 Da), 

Ovoalbúmina (45,000 Da), Anhidrasa carbónica (29,000 Da), Inhibidor de tripsina (21,000 Da) 

y Lisozima (14,000 Da). 
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b) ELECTROFORESIS EN CONDICIONES NATIVAS. 

Los geles de políacrilamida (7.5%) se polimerizaron en presencia de gelatina tipo I de 

piel de cerdo al 0.1%. Se aplicaron concentraciones de proteína de 50 µg/ml de cada fracción. 

En este caso a las muestras no fueron adicionadas del agente reductor, ni se calentaron. Después 

de la electroforesis, el gel se lavó con IOO mi de Triton X-100 al 2.5% (p/v) durante 2 h (para 

remover el SDS) y posteriormente se incubó en 100 ml de regulador Tris-HCI 100 mM 
adicionado de CaCl2 1 mM, pH 7.8 durante 1-2 ha 37ºC. La reacción se detuvo lavando el gel 

en ácido tricloroacético al 50% (p/v) durante 1 h, a temperatura ambiente. El gel se tiñó con azul 

brillante de Coomassie R-250 durante 1 h, y se destiñó con una mezcla de metano! al 45% 

(v/v)/ácido acético al 10% (v/v) hasta que se observó clarificación de las bandas con actividad 

proteolitica. s7.n. 

e) TINCION DE LOS GELES 

1.TINCION CON AZUL DE COOMASSIE. 

Cuando se requirió, los geles se tiñeron con Azul de Coomassie al 0.25% , disuelto en 

una mezcla de metano! al 25% y ácido acético al 10%) durante dos horas. Para desteñirlos, se 

empleó una solución de ácido acético al 10% y metano! al 50%, hasta que desapareció el fondo 

azul y finalmente se trataron con una solución de ácido acético al 7% y metano! al 5%. 

2. TINCION CON NITRA TO DE PLATA. 

Para esta tinción los geles se trataron con las soluciones (BIO-RAD) que se indican a 

continuación: 

Reactivo 
1. Fijador (metano! 40%, ácido 

acético 10%) 

2. Fijador (etanol 10%, ácido 
acético 5%) 

Volúmen (mi) 

200 

200 

Tiempo (min.) 

30 

15 



3. Fijador (etanol 10%, ácido 
acético 5%) 

4. Oxidante 

5. Agua desionizada 

200 

100 

200 

Este paso se repitió hasta que desapareció por completo la coloración amarilla. 

6. Reactivo de plata 100 

7. A¡,>ua desionizada 200 

8. Revelador 100 

25 

15 

5 

5 

20 

0.5 

Se reveló hasta que la solución se tornó amarilla o hasta que apareció un leve precipitado color 
humo 

9. Revelador 100 5 

10. Revelador 100 5 

11. Acido acético al 5% 200 5 
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6. R E S U L TA D O S 

Las cepas clínicas estudiadas fueron aisladas de pacientes con dermatofitosis, 

principalmente en uñas de pies (47.1%), (Tabla 1, fig. 3-5). 

6.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS. 

6.1.l. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS. 

Las colonias de las 70 cepas analizadas se observaron planas de color blanco a cremoso, 

ocasionalmente rosadas y con una ligera elevación central (fig.6). El 78% de las cepas presentó un 

aspecto algodonoso, un 13% polvoso y un 9% aterciopelado (tabla II). El 77% presentó en ASD 

un pigmento rojo vino di fusible al medio de cultivo (fig. 7). 

6.1.2. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS. 

En las cepas que presentaron conidiación (78.6%), se observó la forma, el tamaño y la 

disposición característica de las microconidias de esta especie. El 21.4% de las cepas no presentó 

conidiación (fig.8-9), en un 10% se observaron clamidoconidias (fig.10) y en un 7.1% 

macroconidias (fig. 11 ). 

6.2. CARACTERISTICAS FJSIOLOGICAS. 

6.2.1. INVASION AL PELO i1111itro. 

Ninguna de las 70 cepas aisladas presentó órganos de perforación, solamente la cepa 

aislada de la barba presentó conidios endotrix , todas las demás cepas crecieron sobre la superficie 

de la vaina del pelo. 
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'l'nb]n J. Or:igrn r.línir.o de los 70 cepnr, r1ir,lndnr. dr. T. ruhrum. 

AREA AFECTADA NUMERO DE CASOS f. 

IJf:tAS PIES 3.3 47. l 

PIES 21 ·5u •O 

INGLE o 11. 4 

CUERPO 'I 5.] 

MANO ., 
¿ ::e.o 

CARA 1 1. 'I 

BARBA 1 1. 4 

TOTAL 70 1 (l(I 



Fin11rA 3. I~x6men 1nicrosc6pico directo ele esca1nRs con KO~I nl 10% (~OOx). 



FigurR 4. Tiña de uñas por T. rubrum. 



Figura 5. TiñR de pies por T. rubrum. 





32 

1'nhl::1 :Jl. J\RpPc\:o rlc }nR crrnR nih]nrlns 

ele '!'. rubrum. 

------------.---------------· 
ASPECTO PORCIENTO 

ALGODONOSO 78 

POlNOSO 13 
,......._ ___________ -------···----~-----·~-·-·--
ATERCIOPELADO 6 

1rn liL 100 ·-



4 
/ l~o PIGME:-;TADAS 0uG. PIG\IE~TADAS OmY PIG\IE~TADAS 

'» "' 
3 

1 

o 1/ / 
o 10 20 30 40 50 60 70 80 

NUMERO DE CEPAS 

Figura 7. Producción de pigmento rojo vino por las 

70 cepas aisladas de T. rubrum. 

1.- Cepas no pigmentadas. 

2. Cepas ligeramente pigmentadas. 

3.- Cepas muy pigmentadas. 
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Figura 8. Producción de microconidias por las 70 cepas 
aisladas de T. rubrurn. (ASD, 15 días de incu 
bación, 28°C.). 

34 



mi r·1·n~e(1¡1i f'íl F i r.11 rn r¡. Vi !~ L:i 

,, 
,, . IJ 

.~ ~ 
'\ 

" ... . ~·i;~ ,., 

• 
>) 

<Q,,. ' 

( 111 Í' lil\ l P ~~ 1 1 ';i mic1·rn~c111idi...-1~: d" ']'. -~~\ ~~~:.1_~1~ 
.. -·- f.Ol'líl'l ;1 j r; J :Hlil • • . f'nl'lllf'!> nnr;I 011i d:i:-; pl J'I 011 • 







38 

6.2.2. PRUEBA DE LA UREASA. 

Un 28.5% de las cepas analizadas presentó una reacción debilmente positiva para esta 

prueba (fig. 13-14 }. 

6.2.3. PRODUCCION DE PIGMENTO EN MEDIOS ESPECIALES. 

Tanto en APD como en AHM todas las cepas produjeronel pigmento rojo vino característico 

de 7: mh/'11111 así como su difüsión al medio de cultivo. (fig.15). 

6.2.4. TERMOTOLERANCIA 

Del total de cepas analizadas únicamente 5 (7.14%) presentaron crecimiento a 42ºC. 

6.3. PRODUCCION DE ENZIMAS EXTRACELULARES. 

Se determinó la producción de 8 enzimas por las 70 cepas aisladas de 7: l'llbmm , de las 

cuales las actividades de: elastasa. esterasa, DNasa, fosfolipasa, proteasa, hemolisina y quitinasa se 

determinaron en placa utilizando el medio base adicionado de un sustrato específico para cada 

enzima (fig. l 6-22), mientras que la actividad de qucratinasas se determinó en matraces con el 

medio base adicionado de lana teñida como sustrato y midiendo la actividad enzimática por la 

liberación de color a una longitud de onda de 585 nm. (fig.23). Las actividades enzimáticas de 

proteasas, csterasas, fosfolipasd5, clastasR~ y DNasas fueron positivas, presentando diferentes de 

halos de hidrólisis (Tabla fll). Las actividades de hemolisina y quitinasa no >e presentaron en 

ninguna de las cepas analizadas. De las actividades positivas la que presentó los mayores halos de 

hidrólisis (10-20 mm) füe la elastasa (55.71%), el 14.28% de 5. l a 7.5 y 30% de O a 2.5 mm. 

(fig.24 ). La segunda mayor actividad encontrada füe la de esterasas, en la cual se observaron halos 

de hidrolisis de 7.6 a JO mm (21.42%), 5.1 a 7.5 mm (51.42%) y de 2.6a 5.0 (27 1%) (fig.25). La 

siguiente mayor actividad encontrada fue la DNasa con halos de hidrólisis de 5.1 a 7.5 (48.57%), 

2.6 a 5 .O (34.28%) y de O a 2.5 ( 17.14%) (fig.2ó) y las menores actividades encontradas füeron la 

de fosfolipasa y proteasa, con halos de hidrólisis de 2.6 a 5.0 mm (64.2% Y 17.14%) y de O a 2.5 

mm (35.7% y 82.85%) respectivamente. (fig.27-28). Con respecto a la producción de queratinasas, 
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UREASA DEBILMENTE POSITIVA 

28.5% 

71.5% 

UREASA NEGATIVA 

Figura 13. Producción de ureasa de las 70 cepas 

aisladas de T. rubrum. Se empleó el medio de 

agar-urea de Christensen, incubando 8 días a 

28°C. 
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Figura 20. Producción de hemolisina por Rl~1nAR cepos de T. rubrum, 

en medio de agar sangre adicionado ne sangre desfibrinada 

al 5%, 3 semanas de incubación, 28°C. 

Control positivo: S. pyogenes. 
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'J'abln TíT. i'r?rfi.l hirlrolíl:ko cxl".rncnlulnr rlr> ];rn 70 rr>[lnn nir.brlnr; 

rle 'I'. rubr!Hn. 

VALOR ENZIMAS 

DlnHETRO DE El.J1STASl\S ESTERl\Sl\S Dllasa FOSHX.IPASl\S Nmmsns 
HIDROLISIS lm.11J 

CASOS ¡ CASOS ¡ CASOS ¡ CASOS X Cl\SOS X 

o - 2.5 21 30 - - 12 17. l 25 35. 7 5B 82.B 

2.6 - 5.0 - - 19 27. l 21 34.2 45 M.2 12 17. l 

5.l - 7,5 10 11. 2 36 51.4 34 48.5 - - - -
7.6 - 10.0 - - 15 21.4 - - - - - -

10.1 - 20.0 39 55. 7 - - - - - - - -
TOTAL 70 100 70 100 70 100 70 100 70 100 
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Figura 24. Acth'idad de clastasas en las 70 cepas aisladas de T. rubrum. 
Control Positivo: P. aemgino.m. 

1.Hato de hidrólisis de 0-2.5mm 
2.Hato de hidrólisis de 2.6-5mm. 
3.Halo de hidrólisis de 5. t-7.5mm. 
4. Halo de hidrólisis de 7.6-IOmm. 
5.Halo de hidrólisis de IO. l-20mm. 
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tli T.rubrum. 11 S.marcescens. 

5 

4 

2 

/ o, __ _ 
o 10 40 50 60 70 20 30 80 

/ 

NUMEl{O DE CEPA 

Figura 25. Acthidad de esterasas en la.• 70 cepas aisladas de T. ruhrum. 
Control Positivo: S. marcescens. 

1. Halo de hidrólisis de 0-2.5mm 
2. Halo de hidrólisis de 2.6-5mm. 
3.Halo de hidrólisis de 5.l-7.5mm. 
4. Halo de hidrólisis de 7.6-IOmm. 
5.Halo de hidrólisis de IO. l-20mm. 
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Figura 26.Actividad de DNasas en las 70 cepas aisladas de T. ruhrum. 
Control Positivo: S. marcescens. 

1.H:tlo de hidrólisis de 0-2.5mm. 
2.Halo de hidrólisis de 2.6-5mm. 
3.Halo de hidrólisis de 5. l-7.5mm. 
4.Halo de hidrólisis de 7.6-IOmm. 
5.flalo de hidrólisis de I0.1·20mm. 
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l!íl T.rubrum. !I S.marcescens. 
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NUMERO DE CEPA 

Figura 27. Actividad de fo:<folipa.~as en las 70 cc1ias aisladas de T. ruhrum. 
Conlrol Posilivo: S. marc:csccns. 

l .Halo de hidrólisis de 0-2.5rnm 
2.Halo de hidrólisis de 2.6-5rnm. 
3.Halo de hidrólisis de 5.1-7.5rnm. 
4. Halo de hidrólisis de 7.6-IOmm. 
5.Halo de hidrólisis de IO. l-20rnm. 
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Figura 28. Actividad de proteasas en las 70 cepas aisladas de T. rubrum. 
Control Positivo: S. marccscen.<. 

! .Halo de hidrólisis de 0-2_5mm 
2.Halo de hidrólisis de 2.6-5mm. 
3.Halo de hidrólisis de 5_ J-7.5mm. 
4. Halo de hidrólisis de 7.6-IOmm. 
5.Halo de hidrólisis <le IO. l-20mm. 
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se observó que el 15. 71 % de las cepas presentaron actividad mayor a las 100 unidades de 

queratinasa, mientras que en el resto de las cepas (84.28%) la actividad fue menor a las 100 

unidades. (fig.29).En relación con las áreas afectadas, Jos resultados de actividad enzimática fueron 

similares a los anteriores, ya que las actividades mayoritarias fueron las de elastasas, seguida de 

esterasas, DNasas, fosfolipasas y proteasas, tanto en las cepas aisladas de las uñas de los pies; pies y 

otras regiones del cuerpo.(tabla IV-VI). 

6.4. PRODUCCION Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LA(S) QUERATINASA(S) 

DE T. rubrum A PARTIR DE EXTRACTO CRUDO. 

6.4.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD QUERA TINOLITICA A pH 7 y 9, 

PRODUCIDA CON DIFERENTES INDUCTORES. 

Para determinar que sustrato inductor presentaba mayor producción de enzima se probaron: 

crin, pelo de gato, pelo de niño, lana, harina de plumas de dos marcas diferentes (Farina y 

Agromarina), incubando durante 28 días y midiendo la actividad cada 4 días de la siguiente manera: 

se tomaron de 7-8 mi de cultivo y se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min, y 2 mi del 

sobrenadante se mezclaron con 2 mi del regulador de fosfatos 0.2 M pH 7 o del regulador de 

glicina-NaOH 0.2 M pH 9 y 40 mg de lana teñida como sustrato, y se incubaron a 37ºC durante 2 h 

en condiciones estáticas. La actividad queratinolítica se determinó por la valoración del colorante 

liberado a 620 nrn. Se eliminaron los sustratos de harina de pluma debido a que dieron resultados 

falsos positivos. En los cuatro sustratos restantes, se determinó la actividad enzimática a pH 7 y 9 

observándose Ja mayor actividad a pH 7 cuando se produjo la enzima en cultivos incubados durante 

28 días utilizando crin (15 U.Q.) y lana (13 U.Q.) corno inductores (fig.30), mientras que a un pH 9 

el sustrato que indujo mayor actividad fue la lana (52. U.Q.), seguido de la crin (22.5 U.Q,), 

(fig.31 ). Cabe mencionar que en los cultivos incubados desde 4 a 28 días siempre se obtuvo mayor 

actividad de la enzima a un pH 9 que a un pH 7 (fig.32). 
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Tnhla IV. Perfil hldroll~ico cxtrncclulRr dn lnn ccpnn niAlndns 

df! ) flG t1ii::1s dP los f).i('8. 

·-·-

VALOR ENZIMAS 

_ DIAMETRO DE EI.ASTASAS ESTER ASAS DNasa FOSFOL 1 PASAS PRO TE ASAS 
HlllROLIS!S (ma¡J 

CASOS 7. CASOS 7. CASOS 7. CASOS 7. CASOS 7. 

O - 2.S 11 33.3 - - 7 21.2 6 18. t 27 81.8 

2.6 - s.o - - 4 12. I 12 36.3 27 81.8 6 18.1 

5.1 - 7.S s 15. t IS 45.4 14 42. 4 - - - -

7.6 - 10.0 - - 14 42. 4 - - - - - -
10. ! - 20.0 17 Sl.5 - - - - - - - -
TOTAL 33 100 33 100 33 100 33 100 33 100 



Tabla V. Pcrril hldrol{tico extrncclulnr de lnn ccpRn ninlndnn 

dn los pie~. 

-·---
VALOR ENZIMAS 

D 1 Al'ETRO DE ELASTnSAS ESTERASAS DNasa FOSFIJLIPASAS PROTEASAS 
HIDRol!SIS l••l 

CASOS l CASOS l CASOS l CASOS l CASOS l 

o - 2.5 6 28.5 - - 5 23.8 17 80.9 18 85. 7 

2.6 - 5.0 - - 11 52.3 6 28.:.1 4 19 3 11.8 

5.1 - 7.5 4 19 10 47.6 10 47.6 - - - -

7.b - !O.O - - - - - - - - - -
10. 1 - 20.0 l1 52.J - - - - - - - -
TOTAL 21 100 21 100 21 100 21 100 21 100 

60 
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Tabln VT. Pcrfi .1 lli rlroH l:i c:o CY. trace 111 l r11· de 1 nR r:epnR rd s.1 nrlns 

dn ot:ron rí.rrir-1n nfech1dnR. * 

........ -·-- ------
VALOR ENZIMAS 

-DIAHETRO DE ELASTASAS ESTERílSl\S DNasa FOSFOU PASílS PROTEASl\S 
HIDROLISIS !""") 

CASOS X CASOS X CASOS X Cl\SOS X CASOS X 

o - 2.5 4 25 - - - - 2 12.5 13 81.2 

2.6 - 5.0 - - 4 25 6 37.5 H 87.5 3 18. 7 

5.1 - 7.5 l b. 2 ll 68. 7 10 62.5 - - - -

7.b - !O.O - - 1 6.2 - - - - - -

10.1 - 20.0 11 68. 7 - - - - - - - -
TOTAL 16 100 lb 100 16 100 16 100 16 100 

~ ....... ~ 

11 TnP.lc, cuerpo, mnno, cnrn .V bnrbn. 



16r-~~-;:::::=================================;-~~--, 

14 

12 

~ 10 
~ 
~ 
ffi 
::> o 
UJ o 
Ul 
UJ 

~ z 6 
::> 

/ 
I 

-+-PELO GATO -PELO NINA :?*CRIN *LANA 

/-' 
/ 

!' 

!?. In ?.O 

TIEMPO DE INCUBACION (dlaa) 

?.ll 

Figura 30. Comparación de direrentes inductores para la 
síntesis de queratinasas. La actividad queratinolítica se 
determinó por la valoración del colorante liberado a una 
longitud de onda de 620 nm, en una mezcla de reacción ca~ 
teniendo 40 mg de lana teñida como sustrato, 2 ml del so­
brenadante del cultivo, 2 ml del regulador de rosratos 
0.2 M pH 7 incubando durante 2 11 a 37ºC en condiciones es 
táticas. 
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de glicina-NAOH 0,2 M pH 9, incubando durante 

2 h a 37°C encondiciones estáticas. 
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6.4.2. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACIO!'i SOBRE LA PRODUCCION DE 

QUERA TINASAS. 

Se determinó la actividad queratinolítica en cultivos de 1,2,3,4, y 5 semanas, observándose 

que la actividad enzimática aumenta con la edad del cultivo, obteniendo un máximo a los 28 días de 

incubación. Además el crecimiento y la actividad queratinolítica fueron paralelas a la edad del 

cultivo (fig.33). 

6.4.3. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LANA (SUSTRATO 

INDUCTOR) SOBRE LA PRODUCCION DE LA QUERA TINASA. 

En la fig.34 se puede apreciar que la mayor producción de la enzima se obtiene a 

concentraciones de 3-5 % de lana, ya que a mayores concentraciones (6-7 %) disminuye su 

producción aunque el crecimiento se mantiene. 

6.4.4. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA DEL EXTRACTO CRUDO 

SOBRE LA ACTIVIDAD QUERAHNOLITICA 

Se probaron diferentes concentraciones de proteína ( 1 a 3 mg/ml) del extracto crudo y se 

determinó la actividad qucratinolítica como se indicó en Material y Métodos (5.4). En la fig.35 se 

puede observar que a una mayor concentración de proteína aumenta la actividad . 
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6.4.5. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LANA TEÑIDA SOBRE LA ACTIVIDAD 

QUERATINOLITICA DEL EXTRACTO CRUDO. 

Para medir la actividad queratinolítica se probaron 4 concentraciones de lana teñida 25, 50, 
75 y 100 mg, y se encontró que la reacción fue lineal hasta una concentración de 75 mg de lana 
(fig.36). 

6.4.6. EFECTO DEL TIEMPO DE JNCUBACION SOBRE LA ACTIVIDAD 

QUERATINOLITICA EN EL EXTRACTO CRUDO. 

A diferentes intervalos de tiempo {!, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 24, 48 y 72 h), se tomaron 
concentraciones de proteína de 2. 9 mg/ml y se midió la actividad enzimatica como se describió en 
Material y Métodos (5.4). Los resultados obtenidos se observan en la fig. 37 donde se puede 

apreciar que la reacción fue lineal hasta aproximadamente las 20 h y después empieza a decaer. 

6.4.7. EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD QUER.\TINOLITICA DEL 

EXTR<\CTO CRUDO. 

Para esta determinación se utilizaron los reguladores de fosfatos 0.2 M (pH 6, 7 y 8) y de 
glicina-NaOH 0.2 M (pH 9 y 10). Los resultados de actividad obtenidos mostraron (fig.38) que el 

pH afecta notablemente la actividad de la enzima, obteniéndose la máxima actividad a un valor de 

pH de9. 

6.5. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LA ACTIVIDAD 

QUERA TINOLITICA DE T. mbrum. 
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6.5.1. PURll11CACION DE LA ACTIVIDAD QUERATINOLITICA A PARTIR DE UN 

SOBRENADANTE DE CULTIVO. 

Con el procedimiento descrito en material y metodos ( 5 .5) se tuvo una purificación de 15 

veces con un rendimiento del 10% (tabla VII) Las fracciones de mayor actividad queratinolítica 

obtenidas en la cromatografia de Biogel P-100 (fig.39) se mezclaron para realizar la caracterización 

parcial de la queratinasa. 

6.5.2. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA PARACIALMENTE 

PURIFICADA SOBRE LA ACTIVIDAD QUERA TINOLITICA. 

Se probaron diferentes concentraciones de proteína (20,40, 60, 80, 100, 250 y 500 µg/ml) 

y se determinó la actividad como se indicó en Material y Métodos (5.4). Los resultados (fig.40) 

muestran que la actividad fue directamente proporcional a la concentración de la enzima, aunque se 

observan tres pendientes. 

6.5.3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LANA TEÑIDA SOBRE LA 

ACTIVIDAD QUERA TINOLITICA. 

Se tomaron diferentes concentraciones de lana teñida (20,40,50,60,80 y 100 mg) y se 

detenninó la actividad queratinolítica (ver apartado 5.4) con 60 µg de proteína por ensayo. Los 

resultados de actividad obtenidos se muestran en la fig.41 donde seobserva la mayor actividad a una 

concentración de 50 mg de lana y a mayores concentraciones empezó a decaer. 
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6.5.4. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA 

ENZIMA PARCIALMENTE PURIFICADA. 
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La mezcla de reacción (40 mg de lana teñida y 60 µg de proteína por ensayo) se incubó en 

agitación a 3 7°C a distintos intervalos de tiempo ( 1, 2, 4, 8, 12 y 24 h), determinando así la 

actividad queratinolítica, en la fig.42 se puede apreciar que la actividad es directamente 

proporcional al tiempo de incubación. 

6.5.5. EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA PARCIALMENTE 

PURIFICADA. 

Para esta determinación se utilizaron los reguladores PIPES 0.2 M (pH 6 y 7), Tris-HCl 

0.2 M (pH 7, 8, 8.5 y 9) y glícinaNaOH 0.2 M (pH 9, 9.5 y 10). Los resultados de actividades 

obtenidos mostraron (fig.43) que la actividad de la enzima tiene un intervalo máximo a pH de 8-9.5. 

6.5.6. DEGRADACION DE DIFERENTES SUSTRATOS POR LA QUERATINASA 

PARCIALMENTE PURIFICADA. 

Se determinó la degradación de diferentes sustratos por la enzima parcialmente purificada, 

midiendo la actividad enzimática como se describió en Material y Métodos. Encontrando que los 

sustratos probados son degradados por la enzima aunque en menor proporción que el sustrato 

específico en los 2 tiempos ensayados (fig.44 ). 
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6.5.7. EFECTO DE DIFERENTES INHIBIDORES SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA 

ENZIMA PARCIALMENTE PURIFICADA. 

82 

De los inhibidores utilizados (PMSF, leupeptina, aprotinana, E-64, PHMB y EDT A), EL 

PMSF füe el que inhibió en mayor prnporción (55.3%) la actividad de la queratinasa, mientras que 

los otros inhibidores Jo hicieron en un intervalo de 4.6-16.9%, (tabla VIII). 

6.5.8. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR Y ACTIVIDAD PROTEOLITICA 

CON ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS. 

Alícuotas de las diferentes etapas de purificación de la queratinasa de 1: ruhmm se 

sometieron a electroforesis como se indicó en Material y Métodos (5.6.3). En la fig. 45 se muestran 

los resultados obtenidos, en donde se observa la presencia de varias bandas de proteína en un 

intervalo de 25 a 45 KDa. Los pesos moleculares de las proteínas se muestran en la tabla IX. Por 

otro lado, la única banda que mostró actividad proteolítica en geles de poliacrilamida-SDS 

copolimerizado con gelatina füe la de 25 + _ 2KDa (fig. 46). 
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C'OSCESTRACIOS 

IOm't 

20¡1~ 

30/lll 

1011'1 

100µ'1 

lmM 

83 

<¡¡ DE ACTIYIIlAil 

100 

44.7 

83.l 

9J 

92.4 

95.4 

91.8 



Tabla IX. Proteínas detectadas por electroforesis en gel de 
poliacrilamida-SDS de la qucratinasa parcialmente purificada de 

1: rubrum. 

BANDA No. RF (cm) PESO MOLECULAR (Kd) 

0.56 45 

2 0.62 41 

3 0.67 32 

4 0.7 29 

5 0.73 27 

6 0.79 25 

84 



Fip.tll'H 

di f"p1·011 L<'n prrpill'~l('i nn,...,:, d,..., '111,...,1':1 I i nn;,.-i dr ~·...:._!_~~1_ln~~~1~. 

(/\). ~~ohrnn;idnnh.., d0l r11\ Livn, (H). Jli;il iz;idn rlc•r;p11f-.~; el(• pr0-

r.ipi l.n1· con (Nll,1 )~}~;()11 , (C). Fr;ic~ci(111 rwol í1::1 nin :ifinid.-id pnr 

rn1·h0-..:im0l:i lcr:l11lo~'.\n, (11). <'nnr.0tü.r:ido <:011 :iq11nrid~ 11/\, (f·:,F, 

n, 11, T) Fr·:iccic,110;, 1, ~), 11, r, y 11 1·rr:¡i0cl.ivrnnrnt.r, drl r.1·n -

<li.cnL0 dt.., f\io¡~0l P-1110, y (J). 1""'1·nl.r\11:i!:: mnrr.ndo1·0;, rlf• p0no m~ 

l0r11l:lr r.nnnr.idn: J\lh(1111in;i d0 s11r.rn hnvino, Gri.? kd; Ovnnlbí11n_!_ 

nn., 1p1 1-;d; /\nhidr·:i;,ri c:nrbf1nicri, Jl 1-:d¡ Tnilihidr:r d0 h·ipsinn 



A B CDE I 

kda 

66 

45 

31 

Figura 46. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 
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7. D 1S('lIS1 O N 

l: m!m1111 es un hongo antrnpofilico y en la actualidad se ha convertido en r1 clernrntolilo 

del hombre mús común y mús amplia111cnte distribuido. rara vez se nisln de aninrnles y 111111cn del 

suclo1R y s11 motfolngía es 111uy variabJe1'1'' La frec11cncia de aisla111icnto varia clrl •10°;, al 80°~ en 

las diferentes poblaciones cstucliaclas.,''-81 De las 70 cepas aisladas en este trabajo. se aisló una 

mayor proporción a partir ele uiias de los pies (<17.1%) y de pies (30%). lo que concuerda con los 

datos reportados'· 1'-1 '"·l.17, pues las infecciones en otras partes del cuerpo son 111cnos frecuentes. 

snhre tocio en cuero cabelluelo y rara vez invaden pelol 18 

Por otro lado, el anúlisis de las características 11101 llilbgicas y lisiológicas (macm y 

microscópicas) cn1110 aspecto ele la colonia, fnr111a de coniclins. proch1cl'.ión ele úrgmrns ele 

perforación al pelo i11 1·itro. ureasa y producción ele pigmento en medios especiales. concuerdan 

con la mayoría de los reportes de la literatura 8·"-'1'J.f• 1·' '"· 117 En cuanto a la terrnotolerancía de las 

cepas aisladas, no se encontraron elatos cn la literatura, y lo cncontrnclo en este trabajo (7 l~~·'Ó) 

indica que esta característica es poco frecuente 

En este estuclío, se clctcnninú la prnd11cciún de 8 enzimas extraceh1lares por las 70 cepas 

aisladas, de las cuales 7 se analizaron mediante métodns cualitativos en placa y la queratinasa por 

métodos cuantitativos, de las cuales 5 fuewn positivas (protcasa, cstcrasa. f'osllilipasa. clastasa y 

DNasa) y 2 negativas (hemolisina y cp1itinasa). Fn un estudio similar, l\fai17ano"'. cstmlin la 

actividad de 5 de ellas. encontrando datos similares para clastasa, DNasa. proteasa v lwmolisina, 
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mientras r¡11e parn las demás enzimas. (a excepción de la q11ilinasa. la rnal esla a11sc11tc en el 

hongo. co11fin11a11do la a11sencia de acli"idml q11iti11nlitica del 111is1110. ll11i~ l IPIT<:'ra con11111icacic'111 

persn11al). Sl' han re1){11tado acti\'idades cu ali y c11anti1ativa111cnte en el mismo hongo. clcr 111a1olilns 

y otros hongns entre los q11e se cnrnenlran lipas:1s v q1w1a1i11asas de r ,.,,¡,,.,,111 11 • fosli1lipa:;;1 de 

l'. al!iicm1.1·1""· 1"'' , lipasa de Al .. ft11/11r 1"". DNasa en Sl<1f'/~rloco<'C'//.\' 11111·1"11.1· y S1n·11t1m11·"''·'' 

/~roge111•.1· 12 ~ , pep1idasa y fosratasn alcalina de Al. 1·a11is1" 1. l;i lipasa de r:. flocni.111111''· y la 

q11itirrnsa, proteasa, he111nlisina, DNasa y lipasa de< '011idinho/,,.1 coro11r1/os"' 

1\1111que se ha reportado que la exprl'sir1n protpolíticn de !: mhmm es \'a1iahle, q11c nn 

muestra relación con la severidad ele la inflamación y que no tiene un papel sig11iticativn en la 

patogenia de las lesioncs91, otros milores indican q11c si estún rclacirnwdas con la i11fccciéin. por 

eje111pln, la elastasa, la c11al fue la que se obtuvo en nwynr proporción en este trabajo, est;í 

relacionada con las infecciones crónic;1s. c¡11e son la mils carnrtl'ristieas r¡11e incl11ce el r /'//hmm, y 

Rippon' "' report;i que la clastnsa es 1111 fitctor r¡ue ayuda a los dcrmatofitos a prod11eir una reacción 

inflamatoria importante en el tejido del h11éspecl. 111icntrns CJllC' l<othary y mis''). han s11gcrido q11c la 

clay,tasa y la DNasa snn i111portantes l'n la virnlcncia del hongo 

Por otra parte. llcllgrcn y Vinr.en1·'6 nn reportan actividad lipolilir.a ('11 l: mhmm y 

s11gic1cn que debido a esto, se diliculta su penetración en la piel de mamircrns. la c11al csl:í cubierta 

por capas grnesas de lipidos y que se explica por que el hongo se locali7.a principalmente en las 

palmas de las manos. uiias y plantas de los pies. Dl' las demiis enzimas. no hay reportes r¡ue 

indiquen su relación con la patogeniciclncl del hongo. aunque se cree que pa11icipan de 1111n u otra 

forma en la 111is111a1 i.81·116 Ade111its, el estudio de las en7imas ff111gicas ha per111iticlo la 

idcntilicación y la 11bkación taxonómica de algunos hongos''· 
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Por olrn lado. C'll la lilC'ral11ra se ha csl11cliaclo la prncl11cci(111 ck c¡11erati11asas por dil'l·rsos 

hongos con diferentes mrtriC'ntcs 17 y s11strnlns como· la at·tiviclacl q11eratinnlitic:a cfp /' w·/11!C'11/1•i111. 

l: mhmm y t: 111<·11111gm¡1/~1·tc.1· utilizando lana lavada )'esterilizada con c'ixiclo clr c1ill'1102'·.1·11 . la 

dC'scornpnsicic'in dC' queratina 11ati1·a ele lana por ,\'trc•¡1to1111•n•.1·frrrrlim"". la pn1cl11cciún ck actividad 

q11eratinolítica de cfiferC'lltes dcrmatofitns ( /'. \'('/'/ llCll.\11111. 'f: 11/t'l//Og/'0/1/¡¡·/1•.1·, ¡,·. a¡t'//ni, ( 

¡;rt!li11ocea<') empicando como sustrato queratina nativa. pelo rle n1hayo y phrmas dC' pollo 1·1\ la 

sintesis y degradación de q11C'rati11asas C'Xtracehrlares en ( '/n:\'.1·os¡un:i11111 r111c·c•11sf1111rli11m. < ;,.,,,,¡,i11111 

peicil/oir/1'.1· y Sm¡m/11rio¡1,i.1· hrc•1•11·1111!ts, siC'nclo el :.11straln q11er:1tina insnl11hle". la q11erntinnl!sis 

por 11 hsirlio <:rli11rlro.vum1 y Nhi~o11111cor ¡111.li/111.1 con los susl ralos 1wlo h11111:1110, larra ele carnet n, 

uña de perro. cuerno de loni. piel de serpiente y plumas ele gallina 111 • la p11ril1caciún y 

caracterización parcial de dos q11eratinasas e~lracehrlarrs de Sc:o¡111/ario¡>si.1· hrc1'i<'a11/is 11tili7.ando 

pelo l111111ann t·omo sustratoR0 • la sullitolisis en queratinolisis por A'. rr¡d/oi, tambic'n indm:icndo la 

enzima c¡111 pelo h11111ann 1211 , la degradación i11 1•i1m de pelo humano por A11.rt1rthrt111 co11j11gat11111, 

Chyrsospori11111 i11dic11111, ( '. l'"'111icolt1, Kerato111yce.1· rrje//oi y 1\ticms¡111mm g1y1.1't.'11m 1" y la 

dcgrndación de la q11rrntina de pelo l11;;11ano por ( '/(l'l'.l'O.l'/10l'i11111 i11dic11111, < ;c111rid1111111'!111did11m, 

( !r11111oa.\'l·oidc•11s ¡wto/l/.\¡111r11s, S1·0¡1/I/, 1ri!'si.1· hrci•inmfis. li1'11ro111,1'<'<'.1· tr11c·/~1·srwr11111.1· 111 Sin 

embargo. la mayoria dr los métodos se basa en la dctcrminaciún de prnll'ína y/o mrtricntes 

liberados al medio de cultivo, por In que en este trabajo se i111ple111C'ntc'1 urrn t&cnica para la 

deterrninaciún de la actividad c¡uernlinolítica utilizando lana teñida como srrstrato y midiendo dicha 

actividad cvahrando la liberación de color a una A,.~ nm , que rs la longitud de onda a la cual se 

obtiene la mayor absorbancia del colorante. Cabe mencionar . que la líllrn fue el sustrato inductor 

rni\s eficiente para la prorlucciún dr la enzima que crin, pelo de gato. pelo de niña y harina de 

plumas de dos marcas diferentes. ademils. la actividad cn7.imiltica mrmentú wn lardad del cultivo 

(hasta 28 días de incubaciún, lo que coincide con un estudio anterior""), la concentración óptima 

de sustrato para la producción de la enzima tire de 3 a 5%. 
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Esta técnica es sencilla, mcil. ecnnci111ica. reproducible y r~pidn, en wmparnciún con 

algunas de las descritas en la literatura. adcrrnís. la acti' idad encontrada es cspecílirn pnrn 

queratina lo mal es una ventaja con respecto a algunas actividades queratinolitirns descritas. !ns 

cuales se analizan ron sustratos inespecilícns. prineipalmentc azocoll. por lo (jll(' esta tfrnica se 

puede utilizar con alta conliahilídad en la dctcrrninación de la actividad qucratínnlitica de 

diferentes hongos con rcs11ltados altamente satisfoetorins 

El estudio de In caracterización de algunas propiedades de In enzima en el s11strnto crudo. 

mostró que la reacciím es lineal lrnsta 75 mg de sustrntn. en el tiempo dc inrnbación !insta 20 

horas y el pi 1 óptimo fue a un pi l de 9. alg1111as de estas propiedades coinciden con alg1111ps 

reportes de actividades querntinolíticas en el mis111n dcrmatnlito y en otros hong<>s relacionados. 

por ejemplo. en medio condicionado de J: mhmm7·'', y el sohrcn;idanle de ..111x11rthrm1 

crm¡11gal11111, ('/~1·so.111111h1111 íwlic11111, l ·. ¡1m111ico/11, K1•mtomrccs ajt'!loí y/\/. g.1l1sc11111''· 

Por otra parte, en este trabajo se pi;rilicó y caracterizó parcialmente 111m qucrntinasa a 

partir de una cep;i clínica de J: mhrn111 en base a la 111etodología descrita por l\shai y cols''. 

modificada en dos aspectos. no ,,e 11tilid1 la columna de Sephadex-G-100 ni la del gradiente de pH. 

y se conccntrr'1 con l\quacide 11 !\ y se frarcionó en colu1111ms de Biogcl 1'-1 no. lo mal nos pcnnitiú 

nhtc-ncr mm purificación de 15 veces y un rendimiento de 10%. la ctrnl tiene un peso molecular de 

25 :1: 2 Kda tanto en electroforesis en gr.! de políal'rilamida SDS como en geles copolimerizadns 

con gelatina 

l.a e1111ma que se purificó y caracterizó parcialmente a partir de liltrados de ·¡: mhrn111 

puede estar rcbcionmla con algunas proteínasas reportadas en otras cepas de J: mhmm y 



91 

diferentes dermatolitos, debido a que presenta propiedades similares a las reportadas, sobre lodo 

en el pH óptimo el cual es alcalino con un máximo entre 8 y 9. Yu y cols 1i1, purificaron 2 

enzimas proteolíticas de movilidad relativa de 38,000 y 48,000 daltones de 7'. 111c11tagmpliytcs. 

También se ha reportado una proteinasa de movilidad relativa de 34,JOO en ·¡: gra1111lo.m111, y 

Ashai y cols 9 reportaron 2 proteinasas de 44,000 y 36,000, las cuales se encuentran corno dímeros 

en ausencia de agentes reductores, y una tercera actividad de 27,000. 

La enzima parcialmente purificada posiblemente sea una serín proteinasa, pues es inhibida 

por agentes que actúan sobre este tipo de enzimas, y puede ser similar a la reportada por 

Meevotisom y NiederpruemRR y por Chattaway y cols2R en filtrados del hongo, así como a la de 

Ashai y cols9 en medi.(J condicionado de 7: mhmm. 

Por otra parte, Takiuchi y colsl.14 , purificaron una protcinasa de M. ClUli.1' y produjeron 

anticuerpos contra la mi~ma . Este anticuerpo presenta reacción cmzada con material proteico de 

7: ruhmm , M. !O'fJ.l'eum y 7: 111e11tagrophytes, lo cual sugiere que se pueden expresar proteinasas 

estructuralmente similares por algunos o todos los dermatolitos. 

La función primaria de la queratinása extracelular purificada en este trabajo probablemente 

sea degradar queratina de la superficie de piel como una fuente de nutrientes para el hongo. Hay 

reportes que indican que 7: ruhrum produce lesiones muy profündas y destrnctivas en la pie192, 

principalmente con cepas de regiones tropicalesli 8, finalmente la presencia de esta enzima, así 

como de actividad significativa de elastasa, sugiere que 7: ruhmm podría crecer y causar 

destrucción de tejidos en la capa dérmica rica en elastina. 



8.CONCLUSIONES 

1.- Se aislaron 70 cepas de T. rubrum a partir de muestras clínicas de diferentes 

localizaciones, siendo mayor de uñas de pies. 

2.- El análisis de las características macro y microscópicas de las cepas aisladas, sugiere 

que pueden estar correlacionadas con diferentes fenotipos los que serían sometidos a 

estudios bioquímicos y de biología molecular para comprobar este hecho. 

3.- Se encontraron 6 actividades de proteasas exocelulares, de las cuales se observó 

mayor producción úe elastasas y esterasas. 

4.- No se encontró actividad de hemolisina y quitinasa. 

5.- Se implementó una técnica para la determinación de la actividad queratinolíticn con 

resultados altamente satisfactorios. 

6.- Se obtuvo mayor producción de la enzima queratinolítica utilizando como inductor 

lana. 

7.- Se aisló, purificó y caracterizó parcialmente una queratinasa de peso molecular de 
25 +_ 2 kd. 
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8.- La enzima parcialmente 1mrificada presentó un pH óptimo alcalino (8-9) y fue 

inhibida por PMSF, lo que sugiere que es una serin proteasa alcalina. 

9.- Es una enzima termotolerante y degrada además de la lana otros sustratos como 

azoalbumina y hide powder azure. 
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