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Resumen: El objetivo de este trabajo fue determinar y comparar la actividad de fosfolipasas y protesasas de cepas de Candida spp., asi
como correlacionar la actividad enzimatica con el sitio de aislamiento de las levaduras. Se emplearon 95 cepas de Candida spp. aisladas
de diferentes muestras clinicas. La actividad de fosfolipasas se evalu6 de acuerdo al ensayo de Polak, utilizando dos medios de cultivo a
base de yema de huevo. La actividad de protesasas se evalu6 seglin el ensayo de Aoki y col., utilizando un medio de cultivo a base de
albiimina sérica bovina. Para el analisis estadistico se utilizaron las pruebas de ANOVA vy ¢ de Student para muestras pareadas. Se pudo
establecer que las cepas de Candida albicans poseen mas actividad de protesasas que las especies de Candida no albicans, asi como una
relacion entre la actividad de protesasas y el sitio de aislamiento de las levaduras. No se obtuvieron diferencias estadisticamente significa-
tivas al evaluar la actividad de fosfolipasas entre Candida albicans y Candida no albicans y no se pudo establecer una relacion entre la
actividad de fosfolipasas y el sitio de aislamiento de las levaduras. Los medios de cultivo solidos son una alternativa viable y facil de usar
para evaluar la actividad enzimatica de proteasas y fosfolipasas en un laboratorio de micologia, unido a pruebas de rutina como el examen
directo y el cultivo, para la identificacion de especies de Candida. Su uso puede tener una gran aplicabilidad, ayudando a establecer si
existe una relacion entre la produccion de estas enzimas y la patogenicidad de estas levaduras, asociado al sitio de aislamiento de las
mismas.
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Phospholipase and protease activity in clinical Candida spp. isolates

Abstract: The objectives of this work were to determine and to compare the phospholipase and protease activity of Candida spp. strains,
and to correlate the enzymatic activity with the place of yeasts isolation. 95 Candida spp. strains isolated of different clinical samples
were used. Phospholipase activity was performed according to Polak, using two egg yolk agar culture media. Protease activity was as-
sayed according to Aoki et al., using bovine serum albumin agar plates. For the statistical analysis ANOVA test and paired samples Stu-
dent’s t test were used. It could be settled down that Candida albicans strains posses more protease activity than Candida non albicans
species, as well as a relationship between protease activity and yeasts isolation place. No statistically significant differences were obtained
when Candida albicans and Candida non albicans phospholipase activity were evaluated and could not settled down a relationship be-
tween the phospholipase activity and yeasts isolation place. Solid culture media are a viable and easy-to-use alternative, to evaluate prote-
ase and phospholipase enzymatic activity in a mycology laboratory, for the identification of Candida species, together with routine tests
like direct exam and culture, and would help to establish if a relationship exists between yeasts pathogenicity and enzymes production,
associated with the isolation place of the same ones.
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Introduccién con la finalidad de establecer una relacion entre estos fac-
tores y la patogenicidad, disefiar estrategias de control y
Debido al incremento en la incidencia de las infecciones prevencion de la candidosis, asi como desarrollar nuevos
causadas por levaduras del género Candida, hay un gran agentes terapéuticos con estos factores como posibles

interés en la investigacion de sus factores de virulencia, blancos de accion [1,2].
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Candida albicans es un patdgeno ampliamente recono-
cido, pero cada dia se esta observando el aumento de in-
fecciones causadas por levaduras del género Candida, que
ahora son catalogadas como patégenos emergentes. Tal es
el caso de C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C.
lipolytica, C. lusitaniae, C. parapsilosis y C. tropicalis
entre otras [3].

Un gran nimero de estudios ha demostrado que los fac-
tores de virulencia intervienen en los procesos de coloni-
zacion e infeccion de C. albicans. No sucede asi con otras
levaduras oportunistas, donde estos factores sdlo han podi-
do ser detectados en algunas especies, como en C. tropica-
lis y C. glabrata por ejemplo [4,5].

Las células microbianas poseen enzimas hidroliticas
constitutivas e inducibles que ayudan a la invasion de los
tejidos del hospedero. Particularmente, las fosfolipasas y
proteasas juegan un papel importante en el dafio causado a
las membranas celulares, ya que tienen la capacidad de
degradar los lipidos y proteinas que las constituyen. La
produccion o no de estas enzimas, consideradas elementos
fundamentales e integrales para la patogénesis de las leva-
duras, puede ser un importante determinante en la capaci-
dad de estos microorganismos de producir infecciones
graves en pacientes inmunocomprometidos [6,7].

Mientras que la actividad enzimatica de Candida albi-
cans ha sido bien estudiada, no sucede lo mismo con otras
levaduras del género Candida. La actividad de protesasas
y fosfolipasas ha sido detectada particularmente en C.
glabrata 'y C. tropicalis y poco se sabe de la produccion de
estas enzimas en otras levaduras [8].

En Venezuela son escasos los estudios en relacion a este
particular. Este trabajo pretende aportar informacion im-

Tabla 1. Distribucion y procedencia de las cepas de Candida spp.

portante acerca de la produccion de proteasas y fosfolipa-
sas en aislados venezolanos de Candida spp., utilizando
medios de cultivo sélidos, sencillos y con una metodologia
facil de implementar en un laboratorio, para tratar de esta-
blecer si existe una relacion entre la produccion de estas
enzimas y la patogenicidad de estas levaduras.

Los objetivos de este trabajo fueron determinar y com-
parar la actividad de fosfolipasas y protesasas de cepas de
Candida spp., y correlacionar la actividad la actividad
enzimatica con el sitio de aislamiento de las levaduras.

Materiales y métodos
Muestras

Se estudiaron 95 cepas de levaduras, procedentes de
diversos aislamientos clinicos, conservadas en la Micoteca
del Departamento de Micologia del Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel” por el Método de Castellani [9].
Su distribucion se presenta en la Tabla 1. Todas las cepas
fueron identificadas siguiendo la metodologia convencio-
nal [10]:

1. Pruebas rapidas: produccién de tubo germinal y
formacion de clamidosporas (especificas para
Candida albicans).

2. Pruebas bioquimicas: asimilacion de carbohidra-
tos.

3. Pruebas complementarias: termotolerancia, resis-
tencia a la actidiona y produccion de ureasa.

Para la realizacion de los ensayos, se repicaron las cepas
en tubos de agar Sabouraud Dextrosa y se incubaron a 25-
28°C por 24 horas.

Microorganismos

Candida no albicans

Procedencia Candida Total
albicans Candida Candida gui- Candida Candida Candida Candida Candida
glabrata lliermondii krusei sake lipolytica parapsilosis tropicalis
Sec. Oral 32 1 2 2 39
Sec. Vaginal 10 1 1 13
Sangre 1 1 4 1 5 12
Orina 3 5 1 2 6 17
Liq. Peritoneal 1 3 5 2 12
Lav. Bronquial 1 1 2
Total 46 9 5 4 1 11 16 95

Meétodos

La produccion de fosfolipasas se evalud de acuerdo al
ensayo de Polak [11], con el método descrito por Price y
col., [12], usando dos medios de cultivo a base de yema de
huevo: Agar Extracto de Malta-Yema de Huevo (MEA-
YEA) y Agar Sabouraud Dextrosa-Yema de Huevo (SDA-
YEA) [8, 13]. La actividad de proteasas se evalud segun el
ensayo de Aoki y col., [14], utilizando un medio de cultivo
a base de albimina sérica bovina: Yeast Carbon Base-
Albimina Bovina (YCB-BSA) [15].

Evaluacion de actividad de fosfolipasa

Las levaduras de 24 horas de incubacién se inocularon
en placas con los medios de cultivo MEA-EYA y SDA-
EYA, y se incubaron a 37°C. Se midieron los diametros de
las colonias y de las zonas de precipitacion generadas por
la actividad enzimatica a las 24, 48 y 72 horas. Los ensa-
yos se realizaron por triplicado. Las medidas y los célculos
de la actividad de fosfolipasas se hicieron de acuerdo al
método descrito por Price y col. [12]. Se calcul6 un coefi-
ciente de actividad enzimatica (Pz) que se obtiene al divi-
dir el didmetro de crecimiento de la colonia levaduriforme
entre el didmetro de la zona de produccién enzimatica. El
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indice Pz puede tomar valores que van de cero a uno, co-
rrespondiendo aquellos mas proximos a cero a niveles
maximos de actividad enzimética. Inversamente, aquellos
indices con valores préximos a uno son indicativos de un
bajo nivel en dicha actividad. En cepas que no muestran
actividad enzimatica, el indice Pz es igual a uno. Estos
coeficientes posteriormente se agrupan en 4 clases, lo que
permite hacer una medicién semicuantitativa de la activi-
dad enzimatica:

DIAMETRO DE LA COLONIA 09-1.0 “)
0.89-0.80 (++)

0.79-0.70 (+++)
<0.69 — +++H)

Pz-
DIAMETROVDE LA ZONA DE
PRODUCCION ENZIMATICA

Evaluacion de la actividad de protesasa

Se inocularon las placas con cada una de las cepas de
levadura en el medio de cultivo YCB-BSA, y se incubaron
a 37°C. Los diametros de las colonias y de las zonas de
precipitacion generadas por la actividad enzimatica se
midieron a las 24, 48 y 72 horas. Los ensayos se realizaron
por triplicado. Las medidas y los célculos de la actividad
proteolitica se hicieron de acuerdo al método descrito por
Price y col. [12], mencionado anteriormente.

Controles

Se utilizaron cepas controles pertenecientes a la Micote-
ca del Departamento de Micologia del Instituto Nacional
de Higiene “Rafael Rangel”, las cuales fueron evaluadas
previamente para conocer su actividad enzimatica.

L-412000-286 Candida albicans ATCC 38696
L-412000-32  Candida albicans ATCC 28367/36801
L-412000-156 Candida krusei ATCC 6258

L-412000-157 Candida parapsilosis ATCC 22019

Analisis Estadistico

Una vez obtenidos los valores de las variables, se proce-
di6 a su descripcion utilizando porcentajes y medidas de
tendencia central como promedio y desviacion estandar.
Para establecer si existian diferencias estadisticamente
significativas al comparar las actividades enzimaticas de
las cepas de C. albicans y de C. no albicans, asi como
diferencias en cuanto a su procedencia, se utilizé el Anali-
sis de Varianza (ANOVA). Para establecer si existian
diferencias en la produccion de fosfolipasass al comparar
los medios de cultivo MEA-YEA y SDA-YEA, se utilizo
la prueba ¢ de Student para muestras pareadas. En todos los
andlisis estadisticos se utilizaron los programas Statgrap-
hics Plus 5.0 y Excel para Windows.

Resultados

De los 95 aislados de Candida spp. ensayados, 94 (99%)
presentaron actividad de proteasas, 93 (98%) presentaron
actividad de fosfolipasas en el medio de MEA-YEA y 90
(95%) presentaron actividad de fosfolipasas en el medio de
SDA-YEA. Todos los aislados de Candida albicans pre-
sentaron actividad enzimatica de proteasas y fosfolipasas
De las cepas de Candida no albicans ensayadas, Candida
lipolytica no exhibi6é ningun tipo de actividad enzimatica y
solo algunas cepas de C. sake, C. glabrata y C. tropicalis
no presentaron actividad de fosfolipasas detectable en los
medios de cultivo utilizados para tal fin. En la Tabla 2 se
presentan los resultados de las actividades de proteasas y
fosfolipasas de los 95 aislamientos de Candida spp.

Tabla 2. Actividad de Proteasas y Fosfolipasas de Candida spp. (n= 95)*.

Fosfolipasas MEA-YEA

Fosfolipasas SDA-YEA Proteasas YCB-BSA

Microorganismo n

(Pz + SD) + % (Pz + SD) + % (Pz +SD) + %
Candida albicans 46 0,574 + 0,099 46 100 0,558 +0,103 46 100 0,364 + 0,069 46 100
Candida sake 4 0,806 + 0,113 3 75 0,631 +0,124 4 100 0,499 +0,173 4 100
Candida lipolytica 1 1,000 + 0,000 - - 1,000 + 0,000 - - 1,000 + 0,000 - -
Candida krusei 3 0,482 + 0,084 3 100 0,425+ 0,103 3 100 0,343 +0,093 3 100
Candida glabrata 9 0,554 + 0,140 9 100 0,500 + 0,094 8 89 0,273 + 0,054 9 100
Candida parapsilosis 11 0,632 +0,118 11 100 0,552 + 0,153 11 100 0,471 + 0,161 11 100
Candida guilliermondii 5 0,598 + 0,122 5 100 0,533 +£0,173 5 100 0,504 +0,173 5 100
Candida tropicalis 16 0,506 + 0,111 16 100 0,568 + 0,095 13 81 0,415+ 0,098 16 100
Total 95 0,644 + 0,098 93 98 0,596 + 0,105 90 95 0,484 +0,103 94 99

* Cada ensayo se realizo por triplicado. Pz: Indice de actividad enzimatica. SD: Desviacion estandar.

La distribucion de los valores de Pz de los 95 aislados de
Candida spp. ensayados se muestra en la Tabla 3. En los
ensayos de actividad enzimatica de proteasas para C. albi-
cans, el valor minimo de Pz obtenido se ubicé en 0,255 y
el maximo en 0,509; para los ensayos de fosfolipasas utili-
zando el medio de MEA-YEA, el valor minimo de Pz fue
0,289 y el maximo de 0,807; para los ensayos de fosfolipa

sas con el medio de SDA-YEA, el valor minimo de Pz fue
0,248 y el maximo 0,852. Para las cepas de Candida no
albicans, en los ensayos de actividad enzimatica de protea-
sas, el valor minimo de Pz obtenido fue 0,208 correspon-
diente a una cepa de C. glabrata y el méaximo de 1,00
correspondiente a la cepa de C. lipolytica; para los ensayos
de fosfolipasas con el medio de MEA-YEA, el valor mi-
nimo de Pz fue 0,344 correspondiente a una cepa de C.



Panizo y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2005; 25:88-95

parapsilosis y el maximo 1,00 correspondientes a la cepa
de C. lipolytica y una cepa de C. sake; para los ensayos de
fosfolipasas con SDA-YEA, el valor minimo de Pz fue
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0,256 correspondiente a una cepa de C. tropicalis y el
valor maximo 1,00 correspondientes a la cepa de C. lipoly-
tica, una de C. glabrata y tres de C. tropicalis.

Tabla 3. Distribucion de los valores de Pz entre los aislados de Candida spp. (n=95).

Candida albicans Candida no albicans
Pz Clase* Fosfolipasas Fosfolipasas Proteasas Fosfolipasas Fosfolipasas Proteasas
MEA-YEA SDA-YEA YCB-BSA MEA-YEA SDA-YEA YCB-BSA
N° % N° % N° % Ne % N° % Ne %
1,00 1+ - - - - - - 2 4,1 5 10,2 1 2.04
0,90 - 0,99 1+ - - - - - - - - - - - -
0,80 - 0,89 2+ 1 2,2 1 2,2 - - 5 10,2 - - - -
0,70 - 0,79 3+ 10 21,7 5 10,9 - - 3 6,1 4 8,2 1 2,04
0,60 — 0,69 4+ 7 15,2 14 30,4 - - 8 16,3 7 14,3 4 8,2
0,50 - 0,59 4+ 15 32,6 11 24 2 43 14 28,6 10 20,4 8 16,3
0,40 - 0,49 4+ 8 17,4 9 19,6 7 15,2 11 22,4 14 28,6 9 18,4
0,30 - 0,39 4+ 8,7 4 8,7 34 74 6 12,2 7 14,3 16 32,7
0,20 - 0,29 4+ 1 2,2 2 43 3 6,5 - - 2 4,1 9 18,4
0,00 - 0,19 4+ - - - - - - - - - - 2,04

*0,90 — 1,00: 1+; 0,80 — 0,89: 2+; 0,70 — 0,79: 3+; < 0,69: 4+.

La relacion entre la actividad enzimatica de proteasas y
fosfolipasas de Candida spp., el sitio de aislamiento de
las levaduras y los valores de Pz obtenidos se muestra en
la Tabla 4. Las levaduras aisladas de secreciones vagina-
les mostraron los valores de Pz mas bajos, seguidos de

muestras de orina, sangre y liquido peritoneal, mientras
que las levaduras aisladas de lavados bronquiales mostra-
ron los valores de Pz mas elevados para todas las activi-
dades enzimaticas probadas.

Tabla 4. Distribucion de la actividad de fosfolipasas y proteasas de Candida spp. aisladas de diferentes muestras clinicas.

Fosfolipasas MEA-YEA

Fosfolipasas SDA-YEA Proteasas YCB-BSA

Muestra n (P2 + SD) (Pz+ SD) (Pz+ SD)
Cavidad Oral 39 0,606 + 0,093 0,585 + 0,089 0,380 + 0,076
Orina 17 0,552 + 0,139 0,529 + 0,091 0,359 + 0,085
Liquido Peritoneal 12 0,682 +0,116 0,549 + 0,134 0.461 + 0,160
Sangre 12 0,551 +0,128 0,577 +0,136 0,441 +0,121
Lavado Bronquial 2 0,690 + 0,014 0,650 + 0,053 0,624 +0,011
Secrecién Vaginal 13 0,453 + 0,098 0,481 +0,155 0,352 + 0,079

Pz: Indice de actividad enzimatica. SD: Desviacion estandar.

Al comparar la produccion de proteasas entre las cepas
de C. albicans y las cepas de Candida no albicans utili-
zando la prueba de ANOVA, se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas (p=0,0158). Las cepas de C.
albicans producen mas proteasas que las cepas de Candida
no albicans. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,0063) al evaluar el sitio de aislamiento
de las levaduras y relacionarlo con la actividad de protea-
sas. Las levaduras aisladas de muestras de secreciones
vaginales son las mas productoras de proteasas, seguidas
en orden decreciente por las levaduras aisladas de muestras
de orina, cavidad oral, sangre, liquido peritoneal y final-
mente lavado bronquial. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al evaluar la produccion de
proteasas de cada especie de Candida y relacionarlo con el
sitio de aislamiento.

Al comparar la produccion de proteasas entre las espe-
cies de Candida, se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas

e C. albicans con: C. lipoltica, C. sake, C. glabra-
ta, C. guilliermondii, C. tropicalis y C. parapsilo-
sis (p<0,05).

o C. lipolytica con: C. krusei, C. glabrata, C. gui-
lliermondii, C. tropicalis y C. parapsilosis
(»<0,05).

o C. glabrata con: C. sake, C. guilliermondii, C.
tropicalis y C. parapsilosis (p<0,05).

La produccién de proteasas de las especies de Candida
en orden descendiente fue: C. glabrata >C. krusei >C.
albicans >C. tropicalis >C. parapsilosis >C. sake >C.
guilliermondii >C. lipolytica. En cuanto al medio de culti-
vo, los halos de produccion enzimatica obtenidos siempre
fueron claros y definidos, de facil lectura y apreciacion
(Figuras 1y 2).

Para evaluar la produccion de fosfolipasas se utilizaron
dos medios de cultivo y se realiz6é un estudio comparativo



92 Panizo y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2005; 25:88-95

mediante la prueba de ¢ de Student para muestras pareadas,
con la finalidad de determinar su utilidad.

Figura 1. Produccién de proteasas en YCB-BSA. Cepa de Candida
albicans aislada de cavidad oral (Produccion de proteasas 2+).

No se encontraron diferencias estadisticamente significati-
vas al comparar la produccion de fosfolipasas utilizando
los medios de MEA-YEA y SDA-YEA para C. albicans
(»=0,4878) y Candida no albicans (p=0,2647). Ambos
medios de cultivo son equivalentes para evaluar la produc-
cion de fosfolipasas de Candida spp.

Figura 2. Produccion de proteasas en YCB-BSA. Cepa de Candida
albicans aislada de cavidad oral (Produccion de proteasas 4+).

Durante la realizacion de los ensayos de produccion de
fosfolipasas, se observaron diferencias de orden cualitativo
al utilizar los medios de cultivo. Con el medio de SDA-
YEA (Figura 3) se facilitaba la lectura de los halos de
produccion enzimatica, ya que se producia un halo claro y
definido, mientras que el halo obtenido en el medio de
MEA-YEA (Figura 4) fue mas opaco, lo que dificultaba un
poco mas la lectura. Debido a que no se obtuvieron dife-
rencias estadisticamente significativas usando ambos me-
dios de cultivo con cepas de Candida spp., se presentan a
continuacion los datos de produccion enzimatica de fosfo-
lipasas obtenidos usando el medio de SDA-YEA.

Figura 3. Produccion de fosfolipasas en SDA-YEA. Cepa de Candida
albicans aislada de cavidad oral.

Figura 4. Produccion de fosfolipasas en MEA-YEA. Cepa de Candida
albicans aislada de cavidad oral.

Al comparar la produccion de fosfolipasas, usando el
medio de SDA-YEA, entre las cepas de C. albicans y las
cepas de Candida no albicans, mediante la prueba de
ANOVA, no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas (p=0,8852). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p=0,3717) al evaluar el
sitio de aislamiento de las levaduras y relacionarlo con la
actividad de fosfolipasas, pero las levaduras aisladas de
muestras de secreciones vaginales son las mas productoras
de fosfolipasas, seguidas en orden decreciente por las
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levaduras aisladas de muestras de orina, liquido peritoneal,
sangre, cavidad oral y lavado bronquial.

Al relacionar la produccion de fosfolipasas de cada es-
pecie de Candida y el sitio de aislamiento, sélo se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas al compa-
rar las especies de Candida aisladas de cavidad oral
(p=0,0177), siendo C. glabrata la mas productora, seguida
de C. krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis 'y C. albicans.
Al comparar la produccion de fosfolipasas entre las espe-
cies de Candida, no se encontraron diferencias estadisti-
camente significativas (p=0,2160). La produccion de fos-
folipasas de las especies de Candida en orden decreciente
fue: C. krusei >C. glabrata > C. parapsilosis > C. albicans
> C. tropicalis > C. guilliermondii > C. sake > C. lipolyti-
ca.

Discusion

Se considera que la produccion de proteasas y fosfolipa-
sas juega un papel importante en la patogenicidad de los
hongos oportunistas. Existe un gran nimero de publicacio-
nes en las cuales se examina la produccion de estas enzi-
mas hidroliticas en aislados de C. albicans y su papel en la
patogénesis de la candidosis invasiva, ya que estan rela-
cionadas con su virulencia, pero, existen escasos reportes
en la literatura que investiguen su existencia y su relacion
con la virulencia en otras especies de levaduras. Se ha
detectado actividad enzimatica de fosfolipasas y proteasas
en otras especies de levaduras como Cryprococcus neo-
formans [16], C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis,
C. lusitaniae y C. kefyr entre otras [8].

Diferentes métodos han sido usados por los investigado-
res para medir la actividad de proteasas o fosfolipasas en
levaduras [13,17]. En este estudio, la actividad de ambas
enzimas fue examinada simultineamente en las mismas
cepas de levaduras, utilizando medios de cultivo soélido,
siendo ademas medidas y calculadas [8,12].

Todas las cepas de C. albicans en este estudio mostraron
actividad de proteasas, resultados muy similares a los de
otras investigaciones. De Bernardis y col. [18] reportaron
una elevada produccion in vitro de proteasas en C. parap-
silosis aisladas de muestras de secreciones vaginales. Ya-
mamoto y col. [19] encontraron que 13 de 18 cepas de C.
tropicalis y 11 de 18 cepas de C. parapsilosis presentaban
actividad proteolitica, mientras que ninguna de las cepas
de C. glabrata ensayadas manifesto esta actividad. Kantar-
cioglu y Yucel [8] encontraron que 3 de 4 C. lipolytica, 2
C. parapsilosis, 4 C. kefyr y 9 C. tropicalis mostraron
actividad de proteasas. En este estudio, 48 de las 49 cepas
de las diferentes especies de Candida no albicans ensaya-
das mostraron actividad de proteasas: 4 C. sake, 3 C. kru-
sei, 9 C. glabrata, 11 C parapsilosis, 5 C. guilliermondii y
16 C. tropicalis; 1a tinica excepcion fue C. lipolytica. Posi-
blemente la diferencia entre estos resultados se debe al uso
de diferentes cantidades de cada especie de levadura en las
investigaciones y las discrepancias observadas en la acti-
vidad enzimatica pueden ser atribuidas a variaciones intra
especie.

Las levaduras aisladas de muestras de secreciones vagi-
nales, presentaron la mayor produccion enzimatica, segui-
das de muestras de orina, cavidad oral, sangre, liquido
peritoneal y por ultimo lavados bronquiales, pudiéndose
establecer una relacion entre la actividad enzimatica y el
sitio de aislamiento de las levaduras. Estos resultados son
similares a los obtenidos por De Bernardis y col. [18] pero
diferentes a los obtenidos por Kantarcioglu y Yucel [8],
que reportan que las levaduras aisladas de muestras de
tracto respiratorio presentan mayor actividad de proteasa,
seguidas de muestras urogenitales y cavidad oral, mientras
que las levaduras aisladas de muestras de sangre no pre-
sentaron actividad enzimatica de proteasa. Estos resultados
probablemente estan relacionados con la especie y varia-
ciones intra especie de la levadura aislada en cada muestra.
Resultados de varias investigaciones han determinado que
los aislamientos con elevada actividad proteolitica son mas
virulentos que aquellos que no la poseen o tienen baja
produccion enzimatica, pero no suministran suficientes
datos para relacionar el sitio de infeccion con la especie de
levadura aislada, por lo tanto la produccion de proteasa
debe ser considerada como un factor de virulencia mas no
el tnico factor que influye sobre la patogenicidad de las
levaduras. Ademas, debe tomarse en cuenta el estado in-
mune del hospedero, que tiene una marcada influencia en
la aparicion de los factores de virulencia de Candida spp.

En cuanto a la actividad de fosfolipasas, Samaranayake
y col. [20] hallaron que el 73% de los aislados de levadu-
ras que estudiaron presentaban actividad de fosfolipasas,
mientras que Kantarcioglu y Yucel [8] obtuvieron un 79%
de actividad de fosfolipasas en sus aislados. En este estu-
dio, utilizando dos medios de cultivo solidos para evaluar
la actividad in vitro de produccion de fosfolipasas, se ob-
tuvo un 98% de actividad en el medio de MEA-YEA y
95% en el medio de SDA-YEA, porcentajes muy superio-
res a los obtenidos por los citados autores. Estas discre-
pancias en los porcentajes de positividad se relacionan
probablemente con las diferentes especies y cantidades de
levaduras usadas en los estudios, asi como a variaciones
intra especie.

Samaranayake y col. [20] encontraron que de 41 C.
albicans ensayadas, 30 (73%) presentaron actividad de
fosfolipasas y ninguna de las cepas de C. tropicalis, C.
glabrata y C. parapsilosis mostraron esta actividad. En
este estudio, todas las cepas de C. albicans mostraron
actividad de fosfolipasas en los dos medios de cultivo
usados y s6lo algunas cepas de C. tropicalis, C. sake, C.
glabrata y C. lipolytica no mostraron actividad de fosfoli-
pasas detectable en alguno de ellos. Al comparar ambos
medios de cultivo utilizados para la deteccion in vitro de la
actividad de fosfolipasas, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, por lo tanto, ambos medios
son equivalentes para detectar la actividad de la citada
enzima.

C. glabrata y C. krusei han sido reconocidas como pat6-
genos emergentes, sobre todo a nivel nosocomial y en
pacientes inmunocomprometidos. La actividad de fosfoli-
pasas se ha reportado como un factor de virulencia impor-
tante en pacientes con candidemia causada por C. glabrata
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[6]. Por otra parte, escasas investigaciones reportan activi-
dad de fosfolipasas y proteasa en C. krusei. En el estudio
de Kantarcioglu y Yucel [8], solo 1 de 4 C. glabrata pro-
dujo fosfolipasas y ninguna de las C. krusei mostrd esta
actividad enzimatica; adicionalmente, ninguna de las dos
especies presento actividad de proteasa. De forma similar,
un estudio reciente reporta que cepas de C. glabrata, C.
krusei, C. lusitaniae y C. tropicalis, aisladas de muestras
de secreciones vulvovaginales, no mostraron actividad de
fosfolipasas y proteasa [21]. Las investigaciones de Fu y
col., [22] por el contrario sugieren la presencia de un gen
que codifica actividad de lipasa en C. parapsilosis, C.
tropicalis y C. krusei, mientras que el trabajo de Clancy y
col. citados por Kantarcioglu y Yucel [8], observaron que
C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitaniae y
C. krusei presentan actividad de fosfolipasas. En este estu-
dio, todas las cepas estudiadas de C. glabrata 'y C. krusei
produjeron actividad de fosfolipasas y proteasas, asi como
las cepas de C. parapsilosis, C. tropicalis e inclusive C.
guilliermondii, algunas veces mucho mayor que la detec-
tada para C. albicans. Los resultados de estas investiga-
ciones, incluyendo el presente estudio, son contradictorios
en relacion con las especies de Candida no albicans. Pro-
bablemente se relacionen con variaciones intra especie en
estas levaduras, el sitio de aislamiento y las condiciones
inmunes del hospedero, pero al no poseer los datos com-
pletos sobre los pacientes, no se pudo establecer una rela-
cién sobre este particular.

Al relacionar el sitio de aislamiento de la levadura con la
produccion de fosfolipasas, Kantarcioglu y Yucel (8) no
encontraron diferencias estadisticamente significativas,
pero las levaduras aisladas del tracto respiratorio presenta-
ron la mayor produccién enzimatica, seguidas por las le-
vaduras aisladas de muestras urogenitales, cavidad oral y
sangre. Los resultados obtenidos en este estudio son muy
similares, ya que tampoco se encontraron diferencias esta-
disticamente significativas al relacionar la actividad de
fosfolipasas con el sitio de aislamiento de las levaduras y
se pudo determinar que las levaduras aisladas de muestras
de secreciones vaginales presentaron la mayor actividad
enzimatica, seguidas por las levaduras aisladas de muestras
de orina, liquido peritoneal, sangre, cavidad oral y lavado
bronquial.

De acuerdo con los resultados obtenidos por investiga-
ciones previas y los presentados en este estudio, se necesi-
tan mas investigaciones que evallen las actividades enzi-
maticas de proteasas y fosfolipasas, sobre todo en aisla-
mientos de Candida no albicans provenientes de diferentes
sitios anatdmicos, para conocer su contribucion con la
virulencia asociada a la candidosis.

El uso de medios de cultivo sélidos para la determina-
cion de la actividad enzimatica de proteasas y fosfolipasas,
puede tener una gran aplicabilidad en el laboratorio de
micologia, unido a pruebas de rutina como el examen
directo y el cultivo, para la identificacién de especies de
Candida aisladas de diferentes sitios anatomicos, ayudan-
do a establecer criterios para diferenciar entre su estado
comensal o patégeno [23].

Conclusiones

1. Las cepas de Candida albicans poseen mas acti-
vidad de proteasas que las especies de Candida
no albicans.

2. Se establecié una relacion entre la actividad de
proteasas de Candida spp. y el sitio de aislamien-
to, pero no se pudo establecer una relacion entre
la actividad de proteasa de cada especie de leva-
dura y el sitio de aislamiento de las mismas.

3. Candida glabrata fue la especie del género Can-
dida que mostr6 la mayor actividad enzimatica de
proteasas.

4. Los resultados obtenidos al comparar la actividad
de fosfolipasas de Candida albicans y Candida
no albicans fueron similares en este estudio.

5. No se pudo establecer una relacion entre la acti-
vidad de fosfolipasas y el sitio de aislamiento de
las levaduras. Sélo se estableci6 una relacion en-
tre la produccion de fosfolipasas de las especies
de Candida aisladas de cavidad oral.

6. Los medios de cultivo MEA-YEA y SDA-YEA
pueden ser utilizados indistintamente para evaluar
la actividad enzimatica de fosfolipasas en Candi-
da spp.
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