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1.GENERALIDADES.

1.1. DEFINICION DE DERMATOFITOSIS.

Las dermatofitosis son micosis superficiales ocasionadas por un grupo de hongos
denominados dermatofitos, de los cuales se han identificado 41 especies y solo 11 se consideran
importantes como patogenas. Estos hongos miceliares se encuentran dentro de los géneros
Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton, y estan estrechamente relacionados desde el
punto de vista antigénico,!%’ fisiologico y morfologico, presentando solo ligeras diferencias
nutricionales y enzimaticas,840113.135

En general se caracterizan por:

1.- Su queratinofilia, es decir, su afinidad por desarroliarse sobre los tejidos queratinizados
(uiias, pelo y estrato corneo de la piel). Aunque existen otras especies de micromicetos igualmente
capacitados y semejantes a ellos, tales como: especies de Chrysosporium'd o algunos géneros
como Crenomyces, Gymnoascus y Malbrancha;'1911%. los dermatofitos son los miembros dotados
de poder patogeno dentro del grupo mas amplio de los hongos queratinoliticos.

2.- Su capacidad de producir enzimas a través de las cuales se efectia la asimilacion de
la queratina como nutriente del hongo.?%93

3.- La produccion de conidias que aunque variados en su estructura y frecuencia
confieren caracteristicas morfologicas similares a las diferentes especies.

4.- La produccion de enfermedad 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. 774,
En algunas localizaciones actlan como factores favorecedores al desarrollo de la enfermedad: 1a
hamedad, la maceracion, la oclusion y los traumatismos. No se ha establecido bien la
participacion del recambio epidérmico o de la accion de las queratinasas, ni la influencia del
sudor. Se cree que hay una predisposicion genética y/o resistencia natural a la infeccion, tal vez

dada por un factor sérico no bien definido.



1.2. Clasificacion Taxonémica de los Dermatofitos 85

SEXUADOS

ASEXUADOS

Reino
Division
Subdivision
Clase
Orden
Familia

Género

Subdivison
Clase
Orden
Familia
Género

Fungi

Eumycota
Ascomycotina
Ascohymenomycetes
Onygenales
Arthrodermataceae
(Gymnoascaceae)
Arthroderma

Deuteromycotina
Hyphomycetes
Hyphomycetales
Maoniliaceae
Trichophyiton
Microsporum
Epidermophyton



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. Segun el criterio basado en la teoria de la
evolucion, los dermatofitos han sufrido un proceso de diferenciacion bioldgica que ha
determinado la restriccion de los posibles huéspedes y su modo de vida. En esta diferenciacion se
ha basado la clasificacion en:!i*M1!8 2} Geofilicos: regularmente viven en la tierra y en raras
ocasiones atacan al hombre y a los animales. La especie mds frecuente ¢s M. gypseum que
produce tifias en individuos que estin constantemente en contacto con la tierra. Entre las
especies que se aislan en ocasiones y que pueden atacar a los animales se encuentran: AL, fufvim,
I. terrestre y 1. ajelloi, 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; I verrucosum, que afecta a gatos y
vacas; M. nanum a cerdos, 7. equinum a caballos, vacas, burros y a aves de corral, c)
Antropofilicos: es un grupe constituido por parasitos obligados, del que el hombre se ha
convertido en el Onico huésped y reservorio, excepcionalmente atacan a los animales.” Las
especies mas frecuentes en nuestro medio son:®15, 7. rubrum, 1. tonsurans, 1. mentagrophytes
var interdigitale, T. violaceum, 1. concentricum, M. audovinii y k. floccosum.

1.4. FORMAS CLINICAS DE LAS DERMATOFITOSIS.

Las dermatofitosis incluyen varias formas clinicas,!!? segiin el sitio anatdmico en que se
localicen,’? clasificandose en las llamadas tifias de la cabeza, de ia ufias, de la mano, de los pies,
de la ingle y del cuerpo (piel glabra). Todas ellas se caracterizan por una triada sintomatica,
constituida por eritema, descamacion y prurito. Pueden ser de evolucion aguda o cronica ,
dependiendo del tipo de dermatofito, por ejemplo, en forma general, los dermatofitos zoofilicos
ocasionan tifias agudas y los antropofilicos tifias cronicas. El tipo y gravedad de estas lesiones
estin en relacion con el estado inmune del huésped asi como la especie y con la cepa del
microorganismo causante de la infeccion.*® La invasion profunda es excepcional, 4?7, como en
los casos de granuloma tricofitico de Queridn de Celso?? (tifia supurativa) y micetomas,1?



1.5. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DE LOS DERMATOFITOS.

Se han descrito comio factores que contribuyen a la patogenicidad de los hongos: la
variabilidad fenotipica, la adherencia a los tejidos, la produccion de toxinas y
enzimas_50<58.100.126_

En los dermatofitos se han descrito como principales mecanismos de patogenicidad: la
induccion de estados de hipersensibilidad, 6!, 1a secrecion de enzimas y la variabilidad fenotipica.

Los estados de hipersensibilidad se pueden muanifestar como una dermatofitosis aguda
eccematosa, un granuloma tricefitico o una dermatofitides, y se dan como respuesta del huésped a
los componentes antigénicos de! dermaofito implicado. La tricofitina es un galactomanopéptido, el
cual es el responsable de fa reaccion alérgica del huésped.!? La fraccion de carbohidratos de este
complejo se ha relacionado con la hipersensibilidad inmediata y la fraccién peptidica con la
hipersensibilidad retardada 3334.50.51.33.71

La secrecion de enzimas hidroliticas como proteinasas, lipasas y fosfolipasas pueden tener
una participacion importante no sélo en el crecimiento y multiplicacion del hongo, sino también en
la infeccion al tejido del hospedero. Minocha?® ha estudiado el papel de las enzimas proteoliticas
en [a manifestacion 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
produccion de enzimas proteoliticas del hongo, en particular elastasa y colagenasa durante la
infeccion 60115116 Se pueden producir varias enzimas proteoliticas pero solo algunas en
particular producen acantolisis epidérmica y estimula la inflamacion.>
Se han realizado estudios svbre {a actividad proteolitica producida por algunos dermatofitos
como; Lipidermophyton  floccosim.56 Microsporum  canis®810L13.33 - Aicrospormm
gypseum'\ 2 {richophyton  granulosum,®> 1.Schoenfeinij, 1371345196 7 rybrum 367988121 ¥,
mentagrophytes, 1131152133 para dilucidar el mecanismo patogénico que emplean en los estratos
queratinizados. Entre estos mecanismos la actividad de las queratinasas extracelulares tienen una
funcion importante, Pues se ha demostrado que las queratinasas disuetven el citoplasma de las
células de la capa comea y digieren las fibras de queratina al penetrar en Jas células de la capa
escamosa 3133

Las enzimas proteoliticas no solo han sido identificadas en los dermatofitos sino también
en otros hongos patogenos como Coccidioides immitis?16.150. Candida albicans, 795114139
Cryptococeus neoformans,'s Conidiobolus coronatus,®' Rasidobulos hapiosporus,®? Histoplasma
capsulatum,3¢ y Sporothrix schenckii,\*® Aspergillus fimigatus®s entre otros. Estas enzimas no



solo tienen importancia como factores de virulencia, sino también pueden ser de gran utilidad
como criterios de identificacion y clasificacion taxonomica. ¥

Con respecto a la variabilidad fenotipica, como factor de patogenicidad, se ha descrito que
en cepas de morfologida granular, se encuentra elevada produccion de enzimas.!'® La forma
vellosa de 1. mentagrophytes produce lesiones menos graves en cobayos que la forma granular 7
En 7. rubrum se consideran mas virulentas las cepas vellosas que las cepas granulosas. La
produccion de conidias también se ha relacionado con la forma parasitaria, Rippon!’® describe que
las cepas de 7. rubrum que presentan abundantes conidias provicnen de tifias inflamatorias y
lesiones granulomatosas y las cepas desprovistas de conidias y con aspecto aterciopelado
provienen de tifias cronicas. Las cepas de forma granulosa de 7. mentagrophytes var.
mentagrophytes, producen reaccion irritante primaria, seguida de intensa respuesta inflamatoria y
pronta terminacion de la infeccion. Invade con facilidad el pelo y produce numerosas conidias en el
medio de cultivo. 1. mentugrophytes var. inferdigitale provoca respuesta inflamatoria
moderada, produce infecciones cronica, no infecta con facilidad a los animales de experimentacion

y en medios de cultivo produce pocas conidias.

1.6, CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS Y PATOGENICAS DE T, rubrum

Torubrim en la actualidad se ha convertido en el dermatofitos mas comin y mas
ampliamente distribuido en todo el mundo.?* Asi. por ejemplo en México Lopez Martinez y col™,
en un estudio de frecuencia de infeccion de las dermatofitosts sefialan el aumento en el aislamiento
de 7. rubrum en un periodo de trece afios (1972-1985) del 60% hasta 78%, y un incremento del 3%
en un pericdo de 7 afios (1986-1992), segin estudios realizados por Manzano y col.75%2, Estos
datos son muy parecidos a los publicados en otros paises de América como USA, 8119 Peny, 142 o
de Buropa tales como Espaiia,'% y Polonia.”

Las micosis causadas por este hongo antropofilico se caracterizan por su cronicidad,'?* lo
que indica una buena adaptacion 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 foliculos pilosebaceos!7 y el tejido celular subcutaneo,
dando origen a lesiones inflamatorias de tipo Querién 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 tricofitico de Majocchi”.?! Clinicamente puede ocasionar [esiones de aspecto



atipico, que pueden confundirse con otras dermatosis, siendo muy frecuente en sujetos en los que
las defensas inmunitarias estan disminuidas por terapéuticas a las que estan sometidos o bien por
otras enfermedades tales como: Diabetes,* y SIDA.%6.193,  Estudios realizados por Sindrup,!?}
Matis,®¥ Torssander'3® y Muhleman®™ han demostrado que las dermatofitosis son unos de los
hallazgos mas frecuentes en los pacientes infectados con el HIV o el complejo relacionado con el
SIDA.*? Korting y col%* demuestran que 7. rubrum es el dermatofito que se aisla con mayor
frecuencia de pacientes infectados con HIV.,

1.7. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE T, rubrum.
1.7.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS.

La colonia se desarrolla en un tiempo promedio de 15 dias, en medio agar Sabouraud
dextrosa a temperatura ambiente. Existen dos tipos de cepas: vellosas y granulosas, siendo mas
frecuentes las primeras e inclusive algunos autores la consideran mas virulenta.

1. rubraum var. vellosa. Es la forma comun 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.

1. rubrum var. gramulosa. 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 7richopiyton rubrun:16148.14  dos formas
polares representadas por la var. vellosa y la var. rodhainii. Entre éstas se sita una serie de
formas intermedias que tienden a evolucionar hacia la variedad vellosa a las que designa con los
términos de var. granular, var. africana, var, disgénica, y dentro de las vellosas distingue unas
subvariedades hiperpigmentadas y melanoides. Rippon!!® describe la variedad nigricans a la que

llama 7. olexae.



1.7.2. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS.

I. rubrum (var. vellosa) tiene abundantes hifas delgadas tabicadas, de aproximadamente
2 p de didmetro. Presenta muchas microconidias, sobre todo la variedad granulosa, éstas nacen
directamente de las hifas, son de aspecto piriforme o como "gotas", teniendo dimensiones de 2-3
1 de ancho por 3-5 p de largo y por lo regular se disponen alternativamente. En colonias vigjas
las microconidias se ven sueltas. La mayoria de las cepas producen escasas macroconidias o
estan ausentes, son de forma alargada su extremidad distal es roma y redondeada mientras que la
proximal, en general se inserta directamente sobre [a hifa por medio de una ancha base sin una
conexion identificable, dando el aspecto de un "puro o lapiz", ticnen paredes finas sin
ornamentaciones y con 2-7 septos y miden de 15-20 p de largo por 4-6p de ancho, se presentan
mas en la variedad granulosa *+63113- Asi mismo, se observan estructuras semejantes a las hifas
peridiales, clamidoconidias, hifas pectiniformes y muchas estructuras aberrantes. Rippon''¥
describe que en general Jas 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 cronica.

1.8. CARACTERISTICAS FISIOLOGIAS DE T. rubram.

1.8.1. PRODUCCION DE ORGANOS DE PERFORACION AL PELO in vitro

1. rubrum no perfora pelo, solamente crece en la superficie de la vaina sin penetrarla, a
diferencia de Trichophyton mentagrophytes que produce organos perforadores de forma conica
en el cuerpo del pelo. Cuando parasita el pelo pueden encontrarse conidios ecto y endotrix.236



1.8.2. PRUEBA DE UREASA,

T. rubrum es negativo para ureasa o bien puede producir un color rosa tenue a los siete
dias después de la inoculacion, presentandose este fendmeno sobre todo cuando se trata de cepas
granulosas. 7. memagrophytes produce ureasa entre 1 y 3 dias, después de la inoculacion 20106

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 llegan a presentarlo en los medios rutinarios de
aislamiento, por lo que se requiere de medios especiales como: papa-zanahoria adicionado de
dextrosa al 1% 0 agar harina de maiz con dextrosa al 0.2%, en donde las colonias producen sus
clasicos pigmentos (rojo vino), diferenciandolas de las cepas de 7. memtagrophytes. 1. ferrestre
puede producir este pigmento pero es considerado como un hongo no patdgeno.!1-12.90.

1.9. PRODUCCION DE ENZIMAS EXTRACELULARES,

Manzano-Gayosso®  estudio la produccion de algunas exoenzimas en 76 cepas clinicas de
dermatofitos, de las cuales 47 correspondian a /. 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.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Trichophiyton rubrinn presenta una gran diversidad fenotipica, por lo que se supone que
existan variedades de especie aiun no bien establecidas. Estas variedades fenotipicas podrian poseer

diferentes enzimas extracelulares.

En la actualidad se conoce poco sobre los mecanismos por los cuales las exoenzimas de 7.
rubrum, degradan diferentes sustratos para ser asimilados en sus procesos metabolicos. Ademas se
tienen escasas evidencias de la relacion que existe entre la magnitud de las formas clinicas de
dermatofitosis por 7. rubrum y sus exoenzimas, por lo que es importante determinar el perfil

enzimatico en cepas de 7. rubrum con diferentes caracteristicas fenotipicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GENERALES

-Estudiar algunas caracteristicas morfologicas y fisiologicas de Trichophyton rubrum asi

como determinar su perfil enzimatico extracelular.

-Dado que T. rubrum ataca primordialmente tejido queratinizado hacer la purificacion y

caracterizacion parcial de sus queratinasas,

-Estudiar la utilidad de relacionar caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y enzimaticas

para la integracion de nuevos grupos de T rubrum.
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3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Definir las caracteristicas macroscopicas de los cultivos de 7. rubrumn a través de la
observacion de: color del anverso y reverso de la colonia, asi como su difusion al medio de
cultivo, aspecto, textura y relieve.

-A través de examenes microscopicos de las colonias del hongo, definir caracteristicas
de abundancia de microconidias y dispisicion de éstas, presencia o ausencia de macroconidias v
clamidoconidias.

-Determinar las caracteristicas fisiologicas de parasitacion al pelo, proditccion de ureasa y
produccion de pigmento en medios especiales.

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

clastasa, hemolisina fosfolipasa y quitinasa.

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

actividad queratinolitica.

-Determinar el tiempo y concentracion de sustrato inductor para la produccion 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, LEUPEPTINA, APROTININA, sobre
la actividad de la enzima parcialmente purificada.

-Determinar su peso molecular,



+HIPOTESIS

Existen diferentes variedades fenotipicas en las cepas clinicas estudiadas de 7. rubrim,
como son su morfologia macroscopica y microscopica, forma de penetracion al pelo,

produccion de pigmento y de ureasa .

Es posible que exista una relacion entre las variedades fenotipicas, el tipo y nivel de

exoenzimas producidas por 7. rubrum

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

dafto, asi como ser de utilidad para diferenciar sus variedades.

12
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1, MICROORGANISMOS EMPLEADOS.

a) Las cepas de 1. rubrum fueron aisladas a partir de 70 pacientes con dermatofitosis de
diferentes localizaciones: cuerpo, manos, barba, pies, ingle y uitas. (Tabla 1).

Como testigos para los ensayos enzimaticos se emplearon:

b) Serratia marcescens wf, de la coleccion del Lab. de Enzimas Microbianas de la ENCB, para
la determinacion de quitinasas, esterasas, nucleasas, proteasas, queratinasas y fosfolipasas. ¢)
Streprococeus pyogenes donado por el Lab, de Microbiologia de la ENCB, para la prueba de
hemolisina.

d) Psendomonas aeruginosa, proporcionada por el Lab. de Microbiologia del Hospital Central
Dr. Ignacio Morones Prieto de la ciudad de San Luis Potosi, para la prueba de elastasa.

5.2. MEDIOS DE CULTIVO.

5.2.1. PARA EL AISLAMIENTO DE Trichophyton rubrunt.

Las muestras de las lesiones de tifias se sembraron en agar Sabouraud dextrosa (ASD)
(BIOXON) y agar Micobiotico (BIOXON). Para estimular y conservar la reproduccion asi 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 ml de medio. Se
incubaron 15 dias a 28°C, posteriormente se almacenaron a 4°C.

5.2.2. PARA LA OBSERVACION MACROSCGOPICA Y MICROSCOPICA DE

T. rubrum.

A partir de cultivos en ASD de 15 dias de incubacion a 28°C se determinaron tanto las
caracteristicas macroscopicas (aspecto, consistencia, textura, relieve, color en la superficie y
reverso de la colonia, y difusion del pigmento), como las caracteristicas microscopicas (forma,
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tamano, disposicion y abundancia de hifas y conidias).*-!4 Para determinar la forma y abundancia
de hifas, clamidoconidias y macroconidias se realizaron microcultivos, y la abundancia de
microconidias se determin®é por conteo en la camara de Neubauer,

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

a) Para favorecer la difusion del pigmento caracteristico de 7. rubrum se empled el agar
harina de maiz (AHM){ (DIFCO) con dextrosa a 0.2% y agar papa dextrosa (APD) (BIOXON),
incubando 15 dias 2 28°C. 111220

b) Para la prueba de ureasa se empled el medio de agar-urea de Christensen (DIBICO)
incubando 8 dias a 28°C. La hidroisis de la urea se pone de manifiesto por el viraje de amarillo a
rojo del indicador rojo de fenol. 24105

c) Para la prueba de penetracion al pelo o basqueda de conidios ecto o endotrix, se emple_
solucion salina adicionada de extracto de levadura en una placa de Petri con trozos de pelo de
niito, incubando un mes a 28°C.%? Se hicieron observaciones cada semana en busca de Organos
perforadores de forma conica y/o de conidios ¢cto o endotrix en el cuerpo del pelo. Se empled
como testigo 7. mentagrophytes por tener la capacidad de invadir la vaina del pelo, a diferencia de
T. rubrum que solo crece en la superficie pero no penetra, 236

d) Para Ia prueba de termotolerancia las cepas se sembraron en ASD y se incubaron 21
dias a 28°C y 42°C.

5.2.4. PARA LA DETERMINACION DE LAS DIFERENTES ACTIVIDADES
ENZIMATICAS,

Se empled 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 acido de potasto 0.15 g, sulfato de
magnesio 0.05 g, carbonato de sodio 0.15 g, agar 1.5 g, para 100 m! de medio. Se disuelven las
sales en agua destilada y se esteriliza a 121°C durante 15 minutos.

Las pruebas se realizaron en placas que contenian este medio mds un sustrato inductor. Se
inocularon las cepas a probar y el testigo correspondiente. La actividad se hizo evidente por la
formacién de halos cuyo aspecto y tamafio permitian evaluar la hidrélisis del sustrato, aunque
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los testigos dan 1a prueba positiva entre las 24 y 48 horas todas las lecturas se realizaron entre 1
a 3 semanas. Este medio se uso para la determinacion de proteasas, esterasas, fosfolipasas,

quitinasas y queratinasas.
5.2.5. PARA LA EVALUACION DE PROTEASAS.

Se disolvid caseina (SIGMA) al 1.5 % en el medio base procurando mantener el pH entre
6.5 y 7 para evitar la precipitacion de la caseina. Las placas inoculadas se incubaron 8 dias a
28°C. Cuando hay secrecion de proteasas, se forman halos con zonas opacas debido a la

precipitacion de paracaseinato de catcio, indicio de una hidrolisis parcial. Tales halos pueden o

no tornarse transparentes dependiendo de si contintia o no avanzando el proceso enzimatico 732

5.2.6. PARA LA EVALUACION DE ESTERASAS.

En este caso se disuelve Tween-80 al 0.4 % y cloruro de calcio al 0.015 % en el medio
base. Cuando hay secrecion de esterasas aparece un halo opaco granuloso en tormo a fa colonia,
debido a la formacion de oleato de calcio. Las placas se incubaron 8 dias a 28°C.31.32.76

5.2.7. PARA LA DETERMINACION DE FOSFOLIPASAS.

En este caso se disolvio yema de huevo de gallina al 3% en el medio base. Las placas
inoculadas se incubaron a 28°C durante 25dias. Cuando hay secrecion de fosfolipasas, se forman

halos con zonas claras (fosfolipasas A} o zonas opacas (fosfolipasas C).20-30.52.67.109.

5.2.8. PARA EVALUACION DE QUITINASAS.

Al medio base sintético descrito se adiciond de quitina coloidal al 12% peso hiumedo.
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Esta se prepar6 pesando 10 g de quitina comercial (SIGMA) molida {malla 40) y adicionandole
100 m! de acido fosforico al 85%, enseguida se homogenizd y se dejo en refrigeracién durante
24 h, luego se lavo con agua de la llave hasta eliminar el acido y finalmente se esterilizo a 15
Ib/15'. Cuando un microorganismo secreta uitinasas, puede observarse un halo transparente en
torno a su colonia, debido a la digestion de las particulas insolubles de quitina.*?! Se incubé por
3 semanas a 28°C observando diariamente.

5.2.9. PARA LA DETERMINACION DE HEMOLISINAS,

Se empled el medio de agar sangre bacteriologico (DIFCQO) 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 empled el medio de agar-DNA {DIFCO) adicionado de azul de O-
toluidina (MERCK), descrito por Lachica, las placas se incubaron 8 dias a 28°C. Cuando un
microorganismo secreta DNasas aparcce en tormo a su colonia un halo de color rosa.5%125

5.2,11. PARA LA DETERMINACION DE ELASTASAS.

El medio que se utilizo fue agar-elastina (SIGMA) el cual presenta un aspecto opaco, las
placas se incubaron 15 dias a 28°C y se revisaron diariamente en busca de halos transparentes

alrededor de las cepas productoras de elastasa 82.102.122
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5.2.12. PARA LA DETERMINACION DE QUERATINASAS,

Se disefid v se puso a punto una técnica, usando el medio base sin agar adicionado de
lana al 0.6% pretratada con sulfito de sodio y tefiida con azul brillante de remazol (SIGMA).
Cuya preparacion se describira mas adelante. Las cepas se incubaron 8 dias en agitacion (130
rpm) a 28°C. A través de ¢sta técnica se puede hacer el estudio simultaneo de un gran nimero de
cepas y la cvaluacion cuantitativa de la enzima por la valoracion de! colorante ltberado a una
longitud de onda de 585 nm. (Una unidad dec queratinasa equivale a un cambio en la A585 de
0.01).367.1:4.

La lana se lavd con abundante agua y jabon hasta eliminar grasa y materia organica adherida.
Después se suspendio en sulfito de sodio 0.3M y se llevo al autoclave durante 10-15 minutos a
10 1b de presion. Enseguida se lavd con suficiente agua hasta climinar el sulfito de sodio. Este
tramiento tuvo por objeto labilizar y romper puentes de hidrogeno y de disulfuro, lo cual se
refleja en un cambio en la consistencia del sustrato, tornandose un tanto gelatinoso, indicio de
que se ha incorporado agua en la estructura de la queratina.?® Este tratamiento se le dio
habitualmente a la lana para usarla como inductor para la produccion de queratinasas,!27.128

Para tefiir la lana se tomaron en principio las indicaciones de Poincelot y Day!98 para tefiir
celulosa con azul brillante de remazol con algunas modificaciones.

Se colocaron en un vaso de precipitado 370 ml de agua destilada y se hirvieron con el
colorante (1.5 g de azul brillante de remazol) por 15 minutos, tapando con una capsula de
porcelana llena con agua que servira a manera de refrigerante para evitar la pérdida de agua en el
vaso. Enseguida se afiadieron 20 g de lana y cada 2 minutos durantc 10 minutos sullato de sodio
(30 g disucltos en 100 ml de agua destilada) agitando después de cada adicion. Luego se afiadio
fosfato de sodio (1.5 g disueltos en 15 ml de agua destilada hirviendo) gota a gota y agitando.
Finalmente se agitd ¢ hirvio 15 minutos mas. Posterformente se lavd abundantemente con agua
de la llave hasta que ya no se desprendié colorante. Se dejd secar a temperatura ambiente sobre
papel absorbente. Una vez seca se molio en el molino Wiley (A. H. Thomas), con una malla 60
(figl).

Este sustrato tefiido sirvio tanto para evaluar la produccion de queratinasas, como para
ensayos de rutina de la actividad queratinolitica, por la valoracién 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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5.3. CONDICIONES PARA LA PRODUCCION DE QUERATINASAS.

La cepa mas queratinolitica {cepa 3, fig. 29), se resembré en medio base adicionado de
lana, a fin de condicionarla para la produccion de la enzima. Una vez condicionada se tomaron
de este cultivo 0.5 g de micelio (peso hitmedo) y se inocularon en un matraz Erlenmeyer de 1 |
que contenian 200 ml de medio base adicionado de lana al 3%. Se incubo durante 4 semanas a
28°C. Al termino de este tiempo el cultivo se centrifugd a 7000 rpm en una centrifuga JA-21,
rotor JA-10 a 4°C durante 15 minutos v el sobrenadante asi obtenido se empleé para los
diferentes ensayos enzimaticos y para la purificacion parcial de la enzima.

5.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD QUERATINOLITICA.

Para medir la actividad queratinolitica en el extracto crudo se colocaron en un tubo eppendorf:
50 mg de lana tefiida, 2 a 3 mg de proteina por mly 0.2 ml 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 tefiida, 60
pg/ml de proteina y 0.2 ml 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 37°C en agitacion. La reaccion se detuvo por
centrifugacion a 4000 rpm y la actividad se midio como un incremento en la A585 debida a la
liberacion de color del sustrato inducido por la enzima. Un cambio de 0.01 unidades en la A585
equivale a una unidad de actividad queratinolitica. Se emplearon 2 controles en cada ensayo
(i)enzima y reguldor, y (ii)lana tefiida 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 capitulo siguiente.

5.5. PURIFICACION DE LA QUERATINASA.

El cultivo de 7. rabrim (600 ml} incubado a temperatura ambiente durante 4 semanas
(fase estacionaria) se centrifugd durante 15 minutos a 7000 rpm (centrifuga modelo JA-21, rotor
JA-10) y el sobrenadante (550 ml) obtenido se precipito con (NH,),S0, al 90% de saturacion
final en agitacion constante toda la noche. Posteriormente se centrifugd 30 minutos a 7000 rpm
desechando el sobrenadante vy el precipitado se resuspendio en 50 ml del regulador Tris-HCl 20
mM pH 7 y se dializé contra 4 | del mismo regulador a 4°C con agitacidn constante durante toda

20
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la noche, haciendo un cambio. Enseguida se concentréd con Aquacide ITA hasta un volimen de 6
ml de los cuales 4.5 ml se aplicaron a una columna de Biogel P-100 (18mm x 220mm),
equilibrada con regulador Tris-HCl 20 mM pH 7. Se eluyd con el mismo regulador a una
velocidad de flujo de 4 ml/h, colectandose fracciones de 2 ml. Se determiné la proteina por el
método de Lowry™ asi como la actividad enzimatica en cada fraccion, mezclando las fracciones

con mayor actividad queratinolitica para realizar la caracteizacion de la enzima.

5.6, CARACTERIZACION PARCIAL DE LA QUERATINASA.

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

a) Para la degradacion de azoalbumina se utilizd la técnica descrita por Beyon y Bond, ™
segln el siguiente procedimiento.

1.-Los sustratos y las soluciones enzimaticas deben de estar a 25°C.

2.-Tomar 250 pl del sustrato en un tubo Eppendorf y afadir la concentracion de enzima

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

3.-Parar la reaccion por la adicion de 1.2 mi de acido tricloroacético al 10%.

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

sobrenadante a un tubo que contiene 1.4 m! 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 como 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 glicina-NaOH 0.2 M + enzima + acido tricloroacetico sustrato

(es imporiante afiadirlos en este orden).
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b) Para la degradacion de Hide Powder Azure (SIGMA) (derivado de colagena de piel
tefiido con azul brillante de remazol). La queratinasa se incubdé con 4 mg de este sustrato en el
regulador de glicina-NaOH 0.2 M pH 9 durante | y 2 h a 37°C en agitacidn constante. El voliimen

final de la reaccion fue de 1.6 ml. La reaccion se detuvo al centrifigar 5 min a 7000 rpm. La
degradacion del sustrato se midio por evaluacion de la Ay, del sobrenadante. Un cambio de 0.1 en

la A5 equivale a una unidad enzimatica.

5.6.2. EFECTO DE DIFERENTES INHIBIDORES DE PROTEASA SOBRE LA
ACTIVIDAD QUERATINOLITICA.

Se probaron 6 diferentes inhibidores de proteasa, los cuales fueron:
fenilmetilsulfonilfloruro (PMSF) (10mM), leupeptina (20ug), aprotinina (30 pg), E-64 (10uM),
parahidrozimercuribenzoato (PHMB) (100 mM), 4cido etilendiaminotetracético (EDTA) (100
pM), y se determing la actividad queratinolitica como se describio 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 POLIACRILAMIDA-SDS,

a) Electroforesis en condiciones desnaturalizantes: la separacion electroforética de las
proteinas se llevo a cabo en geles de poliacrilamida (Laemmli ®} al 7.5 %. Los geles se
prepararon en placas de vidrio de I8 x 16 cm y de 1.0 mm de grosor de un equipo
vertical (Hoefer Scientific Instruments). Tanto e! gel separador como el gel
concentrador se prepararon a partir de una soluciéon de acrilamida y bisacrilamida al
30% en agua bidestilada, segiin el esquema siguiente:



Acrilamida/bisacrifamida (30%)
Tris 1.5 M pH 8.8

Tris 0.5 M pH 6.8

Agua bidestilada

Filtrar y desgasificar

SDS al 10%

TEMED

Persulfato de amonio al 10%

Gel separador

(22.5 mi)
5.625 ml
5.625 ml
10.905 mi

10

0.225 mi
0.020 mi

0.100 mt
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Gel concentrador
(7.503 ml)

1.25 mi

1.88 ml
425 mi
0.075 ml
0.008 ml

0.040 ml

Un volimen de proteinas, correspondiente a 70 pg se mezclo 1:1 con solucién
solubilizadora con la siguiente composicion: Tris-Hel 0.5 M (pH 6.8), SDS al 4%, glicerol al
20%, 2-mercapteetanol al 10% y azul de bromofenol al 0.016%. Las muestras se calentaron en
un bafio de agua en ebullicion durante 10 minutos y se aplicaron en el gel. Se empled como
regulador de corrida Tris 0.025 M - Clicina 0.02 M. La electroforesis se realizé a 20 mA/gel
hasta que la marca del azul de bromofenol llegaba a 0.5 cm del extremo inferior de la placa.
Como marcadores se empleé una mezcla de los sipuientes estandares: Albumina (66,000 Da),
Ovoalbiimina (45,000 Da), Anhidrasa carbonica (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 poliacrilamida (7.5%) se polimerizaron en presencia de gelatina tipo 1 de
piel de cerdo al 0.1%. Se aplicaron concentraciones de proteina de 50 ug/mi de cada fraccion.
En este caso a las muestras no fueron adicionadas del agente reductor, ni se calentaron. Después
de la clectroforesis, ef gel se favo con 100 ml de Tritos X-100 al 2,5% (p/v) durante 2 h (para
remover el SDS) y posteriormente se incub6 en 100 ml de regulador Tris-HCl 100 mM
adicionado de CaCl2 1 mM, pH 7.8 durante 1-2 h a 37°C. La reaccion se detuvo tavando e gel
en acido tricloroacético al 50% (p/v) durante 1 h, a temperatura ambiente. El gel se tifié con azul
brillante de Coomassie R-250 durante 1 h, y se destifié con una mezcla de metanol al 45%
{v/v)facido acético al 10% (v/v) hasta que se observo clarificacion de las bandas con actividad

proteolitica. 5772

¢) TINCION DE LOS GELES

LTINCION CON AZUL DE COOMASSIE.

Cuando se requirid, los geles se tifieron con Azul de Coomassie al 0.25% , disuelto en
una mezcla de metanol al 25% y acido acético al 10%) durante dos horas. Para destefiirlos, se
empled una solucidn de acido acético al 10% y metanol al 50%, hasta que desaparecid el fondo
azul y finalmente se trataron con una solucion de dcido acético al 7% y metanol al 5%.

2. TINCION CON NITRATO DE PLATA.

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

continuacion:

Reactivo Volimen {mf) Tiempo (min.)
1. Fijador {metanol 40%, acido
acético 10%) 200 30

2. Fijador (etanol 10%, acido
acético 5%) 200 15
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3. Fijador (etanol 10%, acido

acético 5%) 200 15
4. Oxidante 100 5
5. Agua desionizada 200 5

Este paso se repitid hasta que desapareci¢ por completo la coloracion amarilla.

6. Reactivo de plata 100 20
7. Agua desionizada 200 I
8. Revelador 100 0.5

Se reveld hasta que la solucion se torno amarilla o hasta que aparecié un leve precipitado color
humo

9. Revelador 160 5
10. Revelador 100 5

11. Acido acético al 5% 200 5
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6. RESULTADOS

Las cepas clinicas estudiadas fueron aisladas de pacientes con dermatofitosis,
principalmente en ufias de pies (47.1%), (Tabla I, fig. 3-5).

6.1. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS,

6.1.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS,

Las colonias de tas 70 cepas analizadas se observaron planas de color blanco a cremoso,
ocasionalmente rosadas y con una ligera elevacion central (fig.6). El 78% de las cepas present6 un
aspecto algodonoso, un 13% polvoso y un 9% aterciopelado (tabla 1I). El 77% present6 en ASD
un pigmento rojo vino difusible al medio de cultivo (fig.7).

6.1.2. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS.

En las cepas que presentaron conidiacion (78.6%), se observo la forma, el tamafio y la
disposicion caracteristica de las microconidias de esta especie. El 21.4% de las cepas no presento6
conidiacton (fig.8-9), en un 10% se observaron clamidoconidias (fig.10) y en un 7.1%
macroconidias (fig. 11).

6.2. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS.

6.2,1, INVASION AL PELO in vitro.

Ninguna de las 70 cepas aisladas presentd organos de petforacion, solamente la cepa
aislada de la barba presentd conidios endotrix , todas las demas cepas crecieron sobre la superficie

de la vaina del pelo.



Tabla T. Origen clinico de las 70 cepas aisladas de T. rubrum.

AREA AFECTADA NUMERO DE CASDS A
URAS FPIES 3 7.1
FIES 21 0.0
INGLE %] 11.4
CUERFO 1 5.7
MANO 2 2.8
CARA 1 1.4
BARBA 1 i.4

TOTAL 70 100
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Figura 3, ExAmen microscédpico directo de escamas con KOH al 10% {400x).




Figura 4, Tifia de ufias por 7. rubrum.



Figura 5. Tifa de pies por T. rubrunm,
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Tabla 11, Aspecto de lns cepas aisladas

ATERCIOPELADO

[RANNAI

100

de 1. rubrum,
ASPECTO PORCIENTO
ALGODONOSO 78
1 POLVOSO 13
0
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PIGMENTACION

B0 picMENTADAS ELIG, PIGMENTADAS (1MUY PIGMENTADAS
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0 10 20 30 40 50 60 70 80

Figura 7.

NUMERO DE CEPAS

Produccién 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. Produccidén de microconidias por las 70 cepas
aisladas de T. rubrum. (ASD, 15 dias de incu
bacidén, 28°C.).
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6.2.2, PRUEBA DE LA UREASA.

Un 28.5% de las cepas analizadas presentd una reaccion 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 pigmenta rojo vino caracteristico
de 70 rubrum ast como su difusion al medio de cultivo. (fig. 15).

6.2.4. TERMOTOLERANCIA

Del total de cepas analizadas (nicamente 5 {7.14%) presentaron crecimiento a 42°C.

6.3. PRODUCCION DE ENZIMAS EXTRACELULARES.

Se determind la produccion de 8 enzimas por las 70 cepas aisladas de 7. rubrum | 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 especifico para cada
enzima (fig.16-22), mientras que fa actividad de queratinasas se determiné en matraces con el
medio base adicionado de lana tefiida como sustrato y midiendo la actividad enzimatica por la
liberacién de color a una longitud de onda de 585 nm. (fig.23). Las actividades enzimiticas de
proteasas, csterasas, tosfolipusas, clastasas y DNasas fueron positivas, presentando diferentes de
halos de hidrolisis (Tabla I11). Las actividades de hemolisina y quitinasa nu se presentaron en
ninguna de las cepas analizadas. De las actividades positivas la que presenté los mayores halos de
hidrolisis (10-20 mm) fue la elastasa (55.71%), el 14.28% de 5.1 a 7.5 y 30% de 0 a 2.5 mm.
(fig.24). La segunda mayor actividad encontrada fue la de esterasas, en la cual se observaron halos
de hidrolisis de 7.6 a 10 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 fa DNasa con halos de hidrolisis de 5.1 a 7.5 (48.57%),
2.625.0(34.28%) y de 0 a 2.5 {17.14%) (fig.26) y fas menores actividades encontradas fueron la
de fosfolipasa y proteasa, con halos de hidrolisis de 2.6 2 5.0 mm (64.2% Y {7.14%)yde 0 a 2.5
mm (35.7% y 82.85%) respectivamente. (fig.27-28). Con respecto a la produccidn de queratinasas,
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UREASA DEBILMENTE POSITIVA

UREASA NEGATIVA

Figura 13. Produccién de ureasa de las 70 cepas
aisladas de T. rubrum. Se empled el medio de
agar—-urea de Christensen, incubando 8 dias a

28°C.
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Fipura 19, Peroduceion de quilinasas por alpuasns cepians e T, rubieum,

on medio bace adieionado de oquibina coloidal al 100 poeso

himrdo, 3 aennnas de incnbacion, 2870,

Control positive: 5. marcescens wil
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Figura 20. Produccién de hemolisina por alpunas cepas de T. rubrum,

en medio de agar sangre adicionado de sangre desf{ibrinada
al 5%, 3 semanas de incubacibn, 28°C.

Control positivo: 5. pyogenes.
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Tabla T77. Perfil hidrolitico extracelular dr 1as 70 cepan ainladas

de T.

rubrum.
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- VALDOR

ENZIMAS
DINMETRG De ELASTASAS ESTERASAS DNasa FOSFOLIPASAS PROTEASAS
HIDROLISIS (am)
CASGS 3 CASOS 1 CASOS X £AS0S b CAs0S i
0-235 21 30 - - 12 17.1 23 35.7 38 62.8
2.4 - 5.0 - - 19 27,1 24 34,2 43 8.2 12 7.1
5.1 -72.3 10 14.2 35 31.4 34 48,5 - - - -
7.4 - 10.0 - - 5] 21,4 - - - - - -
10.1 - 20.0 19 357 - - - - - - - -
TaTAL 70 100 70 169 10 100 0 100 70 100




ACTIVIDAD

Flgura 24.

i

‘ A‘ A

T
i 200 30 40 50 60 70 8D
NUMERQ DE CEPA

v e

Actividad de clastasas en las 70 cepas aistadas de T. rubrum.
Control Positive: P. agruginosa,

§.Halo de hidralisis dc 0-2.5mm
2.Halo de hidrolisis de 2.6-5mm.
3.Halo de hidrdfisis de 5.1-7.3mm.
4, Halo de hidrolisis de 7.6-10mm,
§.Halo de hidrofisis de 10.1-20mm.
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ACTIVIDAD
W

0 10 20 30 40 50 60 70 S0
NUMERO DEE CEDPPA

Figura25. Actividad de esterasas en las 70 cepas sisladas de 7. rubrum.
Control Pesitive: S\ marcescens.

1.Halo de hidrolisis de 0-2.5mm
2.Halo de hidrdlisis de 2.6-5mm.
3.Halo de hidrdlisis dc 5.1-7.5mm.
4. Halo dc hidrélisis de 7.6-10mm.
5 Halo de hidrolisis de 10, 1-20mm.
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i T.rubrum. S.marcescens.

ACTIVIDAD
W

0 e o e e+ e .
(1] 106 20 306 40 S0 60 70 80

NUMERO DE CEPA

Figura 26. Actividad dc DNasas en las 70 cepas aisladas de T. rubrum.
Control Positivo: S. marcescens.

1.Halo de hidrélisis de -2 . 5mm.
2.Halo de hidrélisis de 2.6-5mnz.
3.Halo de hidedlisis de 5.1-7. 5mm.
4.Halo dc hidrdlisis de 7.6-10mm.
5.Halo de hidrélisis de 10.1-20mm,
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-ACTIVIDAD
[ 8]

Figura 27.

w 20 30 40 50 60
NUMERO DE CEPA

Actividad de fosfolipasas en Ias 70 cepas aisladas de 7. rubrum.
Control Positivo: 8. marcescens.

1.Halo de hidrélisis de¢ 9-2.5mm
2.Halo de hidrolisis de 2.6-Smm.
3.Halo dc hidrdlisis de 5.1-7.5mn.
4. Halo de hidrélisis de 7.6-10mm,
5.Halo de hidrdlisis de 10.1-20mm.
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ACTEVIDAD

T.rubrum. B S.marcescens.

h

(¥

SRR

BRI

NUMERO BE CEPA

Figura 28. Actividad de proteasay en fas 70 cepas aisiadas de 7. rubrum.

Control Positivo: 8. muarcescens.

1. Halo de hidrolisis de 0-2.5mm
2 Halo de hidrdlisis de 2.6-5mm.
3.Halo de hidrdlisis de 3.1-7.5mm.
4. Halo dg hidrélisis de 7.6-10mm.
5.Halo de hidrélisis de 10.1-20mm.
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se observd 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 relacion con las dreas afectadas, los resultados de actividad enzimatica fueron
similares a los anteriores, ya que las actividades mayeritarias fueron las de elastasas, seguida de
esterasas, DNasas, fosfolipasas y proteasas, tanto en las cepas aisladas de las ufias 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 QUERATINOLITICA ApH 7y 9,

PRODUCIDA CON DIFERENTES INDUCTORES,

Para determinar que sustrato inductor presentaba mayor produccion de enzima se probaron:
crin, pelo de gato, pelo de nifio, lana, harina de plumas de dos marcas diferentes (Farina y
Agromarina), incubando durante 28 dias y midiendo la actividad cada 4 dias de la siguiente manera:
se tomaron de 7-8 ml de cultivo y se centrifugaron a 4600 rpm durante 10 min, y 2 mi del
sobrenadante se mezclaron con 2 ml 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 tefiida como sustrato, y se incubaron a 37°C durante 2 h
en condiciones estaticas. La actividad queratinolitica se determind por la valoracion del colorante
liberado a 620 nm. Se eliminaron los sustraios de harina de pluma debido a que dieron resultados
falsos positivos. En los cuatso sustratos restantes, se determind la actividad enzimatica a pH 7y 9
observandose la mayor actividad a pH 7 cuando se produjo la enzima en cultivos incubados durante
28 dias utilizando crin {15 U.Q.} y lana (13 U.Q.) como 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 dias siempre se obtuvo mayor
actividad de la enzima a un pH 9 que a un pH 7 (fig.32).
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Figura 29.  Actividad de queratinayas en lay 70 cepas aisladas de 70
rithreem.
Control Positiva: 8. marcescens.
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Tahla IV. Perfil hidrolitico extracelular de las cepns ajisladas

de lan ufins de los pies.

VALOR ENZIMAS
. DIAMETRD DE ELASTASAS ESTERASAS [Nasa FOSFOLIPASAS PROTEASAS
HIDROLISIS (ma)
CASDS ] CAS0S % £ASOS 3 £AS0S % CASOS 3
0-25 It 3.3 - - 7 21.2 & 18.1 27 81.8
2,6 - 5.0 - - 4 12.1 12 J4.3 27 81.8 b 18.1
5.1 - 7.5 3 15.1 13 43.4 14 42,4 - - - -
7.6 - 10,0 - - 14 42.4 - - - - - -
10.1 - 20.0 17 51,3 - - - - - - - -
TOTAL 33 100 33 100 KA 100 3 100 33 100




Tabla V. Perfil hidrolitico extracelular de las cepas aisladas

de los pies,

60

VALOR ENZIMAS
DIAMETRD DE ELASTASAS ESTERASAS DNasa FOSFOLIPASAS FROTEASAS
HIDROLISIS (sa)
CASOS % CASTS % £ASOS % CASOS 1 CAS0S H
0-25 b 78,3 - - 3 23.8 17 80.9 18 B3.7
2,6 - 5.0 - - i1 52.3 [ 8.3 ] 19 3 4.8
5.1-7.5 4 - i9 10 7.6 10 47.6 - - - -
7.6 - 10,0 - - . - - - - - - -
10.1 - 20,0 11 32,3 - - - - - - - -
TotAL 21 100 21 100 21 100 21 100 il 100




Tabla VT. Perfil hidrolitico extiracelular de las cepas aislardns

de olras Areas

afeckndas.

61

VALOR ENZIMAS
-DIAMETRO DE ELASTASAS ESTERASAS DNasa FOSFOLIPASAS FROTEASAS
HIDROLISIS (mm)
CASOS ] £AS0S 3 €ns0s % CASUS % CASOS 1
0-2.5 4 25 - - - - 2 12.3 13 Bl.2
2,6 - 5.0 - - 4 23 b 37.5 14 87.3 N 8.7
3.1-7.3 { 6.2 I 68.7 10 62,5 - - - -
7.6 - 10,0 - - 1 6.2 - - - - - -
10.1 - 20.0 1 8.7 - - - - - - - -
TOTAL 16 100 16 100 16 100 1& 100 1 100

13

Inple, cuerpo,

mann, cara y barba.
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Figura 30. Comparacion de diferentes inductores para la
sintesis de queratinasas. La actividad gqueratinolitica se
determind por la valoracién del colorante liberado a una
longitud de onda de 620 nm, en una mezcla de reaccidn con
teniendo 40 mg de lana tefiida como sustrato, 2 ml del so-
brenadante del cultivo, 2 ml del regulador de fosfatos
0.2 M pH 7 incubando durante 2 h a 37°C en condiciones es

taticas,
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UNIDADES DE QUERATINASA
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Figura 31. Comparacidn de diferentes inductores para la

sintesis de queratinasas. La actividad quera
tinolitica se determind por la valoracidn del
colorante liberado a una longitud de onda de
620 nm, en una mezcla de reacidn conteniendo
40 mg de lana tefiida como sustrato, 2 ml del
sobrenadante del cultivo, 2 ml del regulador
de glicina-NAOH 0.2 M pH 9, incubando durante

2 h a 37°C encondiciones estaticas.

63



UNIDADES DE QUERATINASA

- —

e e 7 Clpw o

80 ;i'l

A0

30

20

OVl o e G,
PELO DE QATO PELC DE NINO

CONCENTRACION (3 g/100 ml)

Fipura A2, Deberminacidn de 1n anstividad queralino
1tiea n pll 7 y 9. Se compara 1a produceidn de Ia
enzimn por diCerenbes induckroes on cultivosn incu-

bades durante ?8 dins.

64



65
6.4.2. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LA PRODUCCION DE

QUERATINASAS.

Se determino la actividad queratinolitica en cultivos de 1,2,3,4, y 5 semanas, observandose
que la actividad enzimatica aumenta con la edad del culiivo, obteniendo un maximo a los 28 dias de
incubacion. Ademas el crecimiento y la actividad queratinolitica 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 QUERATINASA.

En la fig.34 se puede apreciar que la mayor produccion de la enzima se obtiene a
concentraciones de 3-5 % de lana, ya que a mayores concentraciones (6-7 %) disminuye su

produccion aunque el crecimiento se mantiene.

6.4.4. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA DEL EXTRACTO CRUDO
SOBRE LA ACTIVIDAD QUERATINOLITICA

Se probaron diferentes concentraciones de proteina (1 a 3 mg/ml) del extracto crudo y se
determiné la actividad queratinolitica como se indicé en Material y Métodos (5.4). n la fig.35 se
puede observar que a una mayor concentracion de proteina aumenta la actividad .
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Figura 33. Efecto del tiempo de incubacidn sobre la produccidn
de la queratinasa. Matraces que contenian el medio base adicio
nado de lana al 3% fueron inocculados e incubados durante 5 se-

manas en condiciones estaticas a 28°C, midiendo la actividad
queratinolitica cada semana, como se describid en Material ¥y
Métodos (5.4).
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Figura 35. Elfecto de la concentracion de prolefna
del extracto erudo sobre la nclividad queratinol (-
Lica. Sc probaron diferentes concentraciones de
proteina (1-3 mg/ml) midiendo 1a actividad aquera-
Linolitica como se deseribid en Material y Mélto-
doa (5.4).
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6.4.5. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LANA TENIDA SOBRE LA ACTIVIDAD

QUERATINOLITICA DEL EXTRACTO CRUDO.

Para medir 1a actividad queratinolitica se prabaron 4 concentraciones de lana tefida 25, 50,
75 y 100 mg, y se encontrd que la reaccion fue lineal hasta una concentracion de 75 mg de lana
(fig.36).

6.4.6. EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LA ACTIVIDAD
QUERATINOLITICA EN EL EXTRACTO CRUDO.

A diferentes intervalos de tiempo (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 24, 48 y 72 h), se tomaron
concentraciones de proteina de 2.9 mg/ml y se midio la actividad enzimatica como se describio en
Material y Métodos {5.4). Los resultados obtenidos se observan en la fig. 37 donde se puede
apreciar que la reaccion fue lineal hasta aproximadamente las 20 h y después empieza a decaer.

6.4.7. LFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD QUERATINGLITICA DEL
EXTRACTG CRUDO.

Para esta determinacion se utilizaron los reguladores de fosfatos 0.2 M (pH 6, 7y 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 maxima actividad a un valor de
pH de 9.

6.5. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LA ACTIVIDAD
QUERATINOLITICA DE T. rubrum.
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Figura 38. Efecto del pH sobre la actividad gue-
ratinolitica del extracto crudo. Se determind la
actividad como se describid en Material y Métodos
empleando los reguladores de fosfatos 0.2 M (pH 6
7 y 8) y de glicina-NaOH 0.2 M (pH 9 y 10).
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6.5.1. PURIFICACION DE LA ACTIVIDAD QUERATINOLITICA A PARTIR DE UN
SOBRENADANTE DE CULTIVO.

Con el procedimiento descrito en material v metodos (5.5) se tuvo una purificacion de 15
veces con un rendimiento del 10% (tabla VII) Las fracciones de mayor actividad queratinolitica
obtenidas en la cromatografia de Biogel P-100 (fig.39) se mezclaron para realizar la caracterizacion

parcial de la queratinasa.

6.5.2. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA PARACIALMENTE

PURIFICADA SOBRE LA ACTIVIDAD QUERATINOLITICA.

Se probaron diferentes concentraciones de proteina (20,40, 60, 80, 100, 250 y 500 pg/ml)
y se determino la actividad como se indicé en Material y Métodos (5.4). Los resultados (fig.40)
muestran que la actividad fue directamente proporcional a la concentracion de la enzima, aunque se

observan tres pendientes.

6.5.3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LANA TENIDA SOBRE LA
ACTIVIDAD QUERATINOLITICA.

Se tomaron diferentes concentraciones de lana tefiida (20,40,50,60,80 y 100 mg) y se
determind la actividad queratinolitica (ver apartado 5.4) con 60 pg de proteina por ensayo. Los
resultados de actividad obtenidos se muestran en la fig.41 donde seobserva la mayor actividad a una

concentracion de 50 mg de lana y a mayores concentraciones empezo a decaer.



Tabla VIl.- Purificacién de la actividad Queratinolitica de
sobrenadante de cultivo de Trichophyton rubrum
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Riapa Protoina f:;::ﬁﬂi Actividad T.a};c‘“l“ ] Rendimiento
purificacidn (mg) (Uimg) uQ) purificacidn )
Sobrenpiante 1213 17.9 27127 1 100
cultive
Preclpifacion
(Nﬁ}"go 4 1291.6 12,87 137114 0.47 72.3
Al 90 %
Dinlizade 397.2 43.17 17147 2.4 789
Coancentracidn
Aguacide ITA 945 §3.6 0159 35 2.7
Blogel
A 8.0 257 2060 1438 9.5
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6.5.4., EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA

ENZIMA PARCIALMENTE PURIFICADRA.

La mezcla de reaccion (40 mg de lana tefiida y 60 pg de proteina por ¢cnsayo) se incubd en
agitacion a 37°C a distintos intervalos de tiempo (1, 2, 4, 8, 12 y 24 h), determinando asi la
actividad queratinolitica, en la fig.42 se puede apreciar que la actividad es directamente
proporcional al tiempo de incubacion.

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

Para esta determinacion se utilizaron los reguladores PIPES 0.2 M (pH 6 y 7), Tris-HCI
02 M (pH 7, 8, 8.5 y 9) y glicinaNaOH 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 maximo a pH de 8-9.5.

6.5.6. DEGRADACION DE DIFERENTES SUSTRATOS POR LA QUERATINASA

PARCIALMENTE PURIFICADA.

Se determino [a degradacion de diferentes sustratos por la enzima parcialmente purificada,
midiendo la actividad enzimatica como se describié en Material y Métodos. Encontrando que los
sustratos probados son degradados por la enzima aunque en menor proporcion que el sustrato
especifico 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.

De los inhibidores utilizados (PMSF, leupeptina, aprotinana, E-64, PHMB y EDTA), EL
PMSEF fiie el que inhibio en mayor proporcion (55.3%) la actividad de la queratinasa, mientras que
los otros inhibidores lo hicieron en un intervalo de 4.6-16.9%, (tabla VIIL).

6.5.8. DETERMINACION DEL PESO MOLECULARY ACTIVIDAD PROTEOLITICA
CON ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS.

Alicuotas de las diferentes etapas de purificacion de la queratinasa de I\ rubrum se
sometieron a electroforesis como se indicd 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 proteina en un
intervalo de 25 a 45 KDa. Los pesos moleculares de las proteinas se muestran en la tabla IX. Por
otro lado, la (nica banda que mostro actividad proteolitica en geles de poliacrilamida-SDS
copolimerizado con gelatina fue la de 25 ™_ 2KDa (fig. 46).
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Tabla VIII.- Efecto de diferentes inhibidores sobre
la actividad queratinolitica,

INHIBIDOR CONCENTRACION % DE ACTIVIDAD
NINGUNO . 100
PMSF 10m> 44.7
LEUPEPTINA 200 8.1
APROTININA 30g 93
E-64 101 M 92.4
EDTA 10040 95.4
PUMB mM 91.8




Tabla [X. Proteinas detectadas por clectroforesis en gel de

poliacrilamida-SDS de la queratinasa parcialmente purificada de

T rubrum.

BANDA No.

RF {cm)

0.56
0.62
0.67
0.7

0.73
0.79

PESO MOLECULAR (Kd)

45
41

a4



Figuea A%, Blectroferesic en el dde poliaeri Tanida-008 de Tan

diforenles preparaciones de queratinaca de T, prubrum,
(A). Sobrenadante del cultivo, (B), Dializade después de pre-

cipitar con (NHA};)HDA, (), Fraccion protica oin afinidad por
ravhovimelilenlnlosa, (D). Concentrade con nquacide TTA, (R, F,
G, U, 1) Fracciones &, 2, 4, 6y 11 vespeclivanente, de) pra —
dient.e de Biopel P=100, y (J). PMroteinns maracadores e peonso mo
Trenlar conocido: AThimina de suero bovino, 66.2 kd: Ovoalbimi
na, A5 kd; Anhidrasa earbdnica, 31 kd; Tnhibider de ripsinn

ainlado de moyn, 21.%5 kd; Lisozima, 14.4 kd.
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Figura 46. Electroforesis en gel de poliacrilamida—SDS
copolimerizado con gelatina de las diferentes preparaciones
de queratinasa de T. rubrum. (A). Sobrenadante del cultivo,
(B).Fraccidn proteica sin afinidad por carboximetil celulosa,
(¢).Concentrado con aquacide ITA, (p, £, F, G, H,), Fraccio -
nes 1, 2, 4, 6Yy 11 respectivamente. del gradiente de Biogel
p-100, {(1). Protinas de peso molecular conocido, (J). Tripsi

na.
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7. DISCUSION

1. rihranr es un hongo antropofilico y en la actualidad se ha convertido en ol dermatolito
det hombre mis comiin y mas ampliamente distrtbuido | rara vez se aisla de animales y nunca del
suclo' y s morfologia es muay variable!™ La frecuencia de aislamiento varia del 0%, al R0% en
las diferentes poblaciones estudiadas™ 2, De las 70 cepas aisladas en este trabajo. se aisld una
mayor proporcion a partir de uiias de los pies (47.1%) y de pies (30%), lo que concuerda con los
datos reportados® 518137 pyes las infecciones en otras partes del cuerpo son menos frecuentes,

sobhre todo en cuero cabelhrdo y rara vez invaden pelo!®,

Par otro fado, ¢l analisis de las caracteristicas morfoldgicas v fisiologicas {macro
microscOpicas) como aspecto de la colonia, forma de conidios,  produccion de drganos de
perforacion al pelo in vitro, ureasa y produccion de pigmento en medios especiales. concuerdan
con la mayoria de los reportes de la literatura #1542611807 [ cuyamto a la termotolerancia de Tas
cepas aisladas, no se encontraron datos en la literatura, y lo encontrado en este trabajo (7.11%)

indica que esta caracteristica es poco frecuente.

Fn este estadio, se determind la produceion de 8 enzimas extracelulares por las 70 cepas
aisladas, de las cuales 7 s¢ analizaron mediante métodos cualitativos en placa y la queratinasa por
métodos cuantitativos, de las cuales 5 fueron positivas (proteasa, esterasa, foslolipasa, elastasa y
DNasa) y 2 negativas (hemolisina y quitinasa).  Tin un estudio similar, Manzano®', estudio la

actividad de 5 de cllas, encontrande datos similares para clastasa, DNasa, proteasa v hemaolisina,
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mientras que para las demds enzinms. (8 excepeion de la quitinasa, la cual esta ausente en el
hongo, confirmando Ia ansencia de actividad quitinolitica del mismao; Ruiz Herrera comunieacion
personal), se han repartado actividades cuali y cuantitativamente en ¢l mismo hongo., detmatofitos
y olroy hongos entre [os que se encuentran lipasas v quetatinasas de 72 rubram V. {osiolipasa de
o athicans!™ 1 Clipasa de M. firfur'®™, DNasa en Stapivlococens aureus y Streptopiyees
progenes'*® [ peptidasa y fosfatasa alealing de AL canis™, la lipasa de I, floceosin® y la
quitinasa, proteasa, hemalisina, DNasa y lipasa de Conidiobolus coronaros™

Aungtie se ha reportado que In expresion proteolitica de 7. ruhrun cs variable, que no

muestra relacion con la severidad de la inflamacion y que no tiene un papel signilicativa en Ja
<p:ltngcnia de las lesiones®}, otros autores indican que si estan relacionadas con la infeecion, por
cjemplo, la clastasa, la cual fue la que se obtuvo en mayor proporcion cn este frabajo, esti
refacionada con las infecciones cronicas, que son Ia mas caracieristicas que induce el 7 rubrin, y
Rippon!'® reporta que [a elastasa s un factor que ayuda a los dermatofitos a producir una reaccion

inflamatoria impaortante en ¢ tejido del huésped, mientras que Kothary y cols®* han sugerido que ia

clastasa y la PNasa son importantes ens la virulencia del hongo.

Por otra parte, Hellgren y Vincent™ no reportan actividad lipolitica en /0 vubrwn y
sugicren que debido a esta, se dificulta su penctracion en la piel de mamiferos, la cual estd cubicrta
por capas gruesas de lipidos y que se explica por que el hongo se localiza principalmente en fas
paimas de las manos, ufias y plantas de los pies. De las demas enzimas, no hay repories que
indiquen su relacion con la patogenicidad del hongo, aunque se cree que participan de una u otra
forma ent la misma?"¥u16 Ademas, el cstudio de las enzimas fingicas ha permitido Ia

identificacion y Ia ubicacion taxondmica de algimos hangos!'s.
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Por otvo fado, en la literatura se ha estudiado 1a praduccion de queratinasas por diversos
hongaes con diferentes nutrientes!? y sustratos como- la actividad queratinalitica de 77 schoenlein,
1o rvbrnn y 1 mentagroplyvies utilizando lana lavada v esterilizada con dxido de etileno?®-15 g
descomposicion de queratina nativa de lana por Streptomyees fradioe™ | la produccion de actividad
queratinolitica de diferentes dermatolitos (10 verrucosum, T mentagrophvtes, K. ajellai, 1.
gallinaceae) empleando como sustrato querating nativa, pelo de cobayo y plumas de pollot_ ia
sintesis y degradacion de queratinasas extracelulares en Chrvsosporinnr queensladicm, Craphinm
peicilloides y Scopulariopsis brevicendis, siendo el susirato queratina insofuble®!, la queratinolisis
por Absidier evlipdrospora y Rhizomucor pusilfis con los sustratos pelo himano, fana de cameto,
ufia de perro, cuerno de toro, piel de serpiente y plumas de pallina’'', Ja purificacion y
éaraclcrizncidn parcial de dos queratinasas extracelulares de Scopudlariopsis brevieantis utilizando
pele humano como sustrato®, la sulfitolisis en queratinalisis por X erjelloi, también inducienda [
enzima con pelo humano’??, la degradacion in vitro de pelo humano por Awxartheon conjugainm,
Chyrsosporium indicwn, ' panmicola, Keratomyees ajelloi y AMicrosporum gypscin’™s y la
degradacion de la queratina de pelo humano por Clyesosporivn indiciun, CGeoricln candidum,
Gymuoascoideus petalosporns, Scopuhiripsis brevicanlis, Taleromyees trachyvspernmst - Sin
embargo. Ia mayoria de los métodos se basa en la determinacion de proteina y/o nulrientes
liberados al medio de culiivo, por lo que en este trabgjo se implementd una téenica para la
determinacion de la actividad queratinolitica utilizando lana tefiida como sustrato y midiendo dicha
actividad evaluando Ia Eberacion de color a una A nm |, que es fa longitud de onda a [a cual sc
obtiene Ia mayor abserbancia del colorante. Cabe mencionar | que la lana fue of sustrato inductor
mas eliciente para la produccién de la enzima que.  crin, pelo de gato, pelo de nifia y harina de
plumas de dos marcas diferentes, ademis, la actividad enzimatica aumentd con la edad del cultivo
(hasta 28 dias de incubacion, lo que coincide con un estudio anterior®), la concentracion Optima

de sustrato para la produccion de la enzima fue de 3 a 5%.
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ista 1éenica es sencilla, facil. cconamica, reproducible v rapida, en comparacion con
algunas de las descritas en la litesatura, ademas, Ia actividad cncontrada es cspecifica para
queratina to cual es una ventaja con respecto a alginas actividades queratinoliticas descritas, las
cuales se analizan con sustratos inespecificos, principalmente azocoll, por lo que esia téenica se
puede ufilizar con alta confiabilidad en fa determinacion de la actividad queratinelitica de

diferentes hongos con resultados altamente satisfactorios

El estudio de la caracterizacion de algunas propiedades de la enzima cn ¢l sustrato crudo,
mostrd que la reaccion es lincal hasta 75 mg de sustrato, en cf tiempo de incubacién hasta 20
l;oras y el pHt 6ptimo fue a un pll de 9, algunas de estas propiedades coinciden con algmos
reportes de actividades queratinoliticas en ol mismo dermatofito v en ofros hongos relacionados,
por ciemplo, en medio condicionado de 7 rubrem?®, y el sobrenadante de Awxartron

conjugettum, Chysosporinm fndicum, C. pannicola, Kevatanryees ajellor y A gypsen™,

Por otra parte, cn este trabajo se purificd y caracterizd parcialmente una queratinasa a
partir de una copa clinica de 77 rubrwm en base a v metodologia deserita por Ashai y cols?,
modificada en dos aspectos, no se utilizo fa columna de Scphadex-G-100 ni la det gradicnte de pH,
y sc concentrd con Aquacide HA y se fracciond on columnas de Bioget P-100, lo cual nos permifio
obtener una purificacion de 15 veces y an rendimicnto de 1076, a cual tiene un peso wmolecular de
25 4 2 Kda fanto en electroforesis en gel de poliacrilanida SDS como en geles copolimerizados

con gelatina.

I.a enzima que se purificd y caracterizd parcialmente a partiv de fltrados de 72 rubram

miede estar refacionada con algunas proteinasas repottadas en otvas cepas de 10 rubrum
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diferentes dermatofitos, debido a que presenta propicdades similares a las reportadas, sobre todo
en el pH optimo el cual es alcalino con un maximo entre 8 y 9. Yu y cols?’, purificaron 2
enzimas proteoliticas de movilidad refativa de 38,000 y 48,000 daltones de 7. memiagroplytes.
También se ha reportado una proteinasa de movilidad relativa de 34,300 en 7. graumlosun, y
_ Ashai y cols ? reportaron 2 proteinasas de 44,000 y 36,000, las cuales se encuentran como dimeros

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

I.a enzima parcialmente purificada posibleniente sea una serin proteinasa, pues es inhibida
por agentes que actGian sobre este tipo de enzinas, y puede ser similar a Ja reportada por
Meevotisom y Niederpruem® y por Chattaway v cols?® en filirados del hongo, asi como a a de

Ashai y cols? en medio condicionado de 7. rubrum.

Por otra parte, Takiuchi y cols!¥, purificaron una protcinasa de M. canis y produjeron
anicuerpos contra la misma . Este anticuerpo presenta reaccion cruzada con matertal proteico de
7. rubrum , M. gypsenm v T, mentagrophiytes, lo cual sugiere que se pueden expresar proteinasas

estructuralmente similares por algunos o 1odos los dermatofitos.

La funci6n primaria de la queratindsa extracelular putificada 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 1. rwbrum produce lesiones muy profundas y destructivas en la piel®?,
principalmente con cepas de regiones tropicales!’®, finalmente la presencia de esta enzima, asi
como de actividad significativa de elastasa, sugiere que 7. rwhrum podria crecer y causar

destnuceion de tejidos en la capa dérmica rica en elastina.



8. CONCLUSIONES

1.- Se aislaron 70 cepas de T. rubrum a partir de muestras clinicas de diferentes
localizaciones, siecndo mayor de uiias de pies.

2.- El andlisis de Ias caracteristicas macro y microscopicas de las cepas aisladas, sugiere
que pueden estar correlacionadas con diferentes fenotipos los que serian sometidos a
estudios bioquimicos y de biologia molecular para comprobar este hecho.

3.- Se encontraron 6 actividades de proteasas exocelulares, de fas cuales se observé
mayor produccion de elastasas y esterasas.

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

5.- Se implement6 una técnica para la determinacibén de la actividad queratinolitica con
resultados altamente satisfactorios.

6.- Se obtuve mayor produccién de 1a enzima queratinolitica utilizande como inductor

lana.

7.~ Se aislg, purificoé y caracterizé parcialmente una queratinasa de peso molecular de
25 %, 2 kd.
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8.- La enzima parcialmente purificada presenté un pH optimo alealino (8-9) y fue
inhibida por PMSF, lo que sugiere que es una serin proteasa alcalina,

9.- Es una enzima termotolerante y degrada ademas de Ia lana otros sustratos como

azoalbumina y hide powder azure.
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