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RESUMEN. Se estudi6 la presencia de la enzima [-glucosidasa en
107 cepas pertenecientes a seis especies del género Candida,c on
el objetivo de comprobar su papel como marcador enzimdtico en el
diagnostico de las especies Candida albicans y Candida parap-
silosis; empleandose para ello, dos modelos experimentales, uno
cualitativo y uno cuantitativo. La B-glucosidasa fue detectada en
las seis especies estudiadas con una alta frecuencia, lo que habla en
detrimento de su papel como marcador enzimdtico de una especie
del género, por estar presente en todas las especies ensayadas.

ABSTRACT. The presence of B-glucosidase was studied in 107
strains belonging to six species of the Candida genus, in order to
test its value as an enzymatic marker in the diagnosis of the Can-
dida albicans and Candida parapsilosis species. In this study a
qualitative and quantitative experimental design was employed. [3-
glucosidase was detected with a high frequency in all species evi-
dencing its uselessness as a marker of one of these species. On the
other hand, this enzyme could be a marker of the Candida genus
since it is present in all the species tested.

INTRODUCCION

Los perfiles enzimaticos han sido usados para diferen-
ciar distintos bitipos del género Candida'? y mas reciente-
mente, para identificar levaduras importantes en la clinica.>”
Estos perfiles se obtienen por liberacion enzimatica de grupos
cromc‘)g]enos o flurégenos a partir de sustratos enzima especi-
ficos.*

Las pruebas enzimaticas de esta clase, no dependen del
crecimiento de la levadura, estan menos sujetas a errores in-
terpretativos y permiten una identificacion mas rapida que los
métodos convencionales de asimilacion de carbohidratos. *

Se ha descrito que la enzima B-glucosidasa aparece con
una alta frecuencia en la especie Candida albicans®. Por ofra
parte, se ha reportado esta enzima como marcador enzimati-
co de Candida paraps.-'fos.fs5, con gran valor potencial para su
diagnéstico. De ser asi, la enzima B-glucosidasa no constitu-
ye un marcador enzimatico que permite la identificacion hasta
especie, pues se presentaria de manera simultanea en dos
microorganismos diferentes pertenecientes a un mismo géne-
ro.

Este trabajo se realizé con el objetivo de verificar si la -
glucosidasa esta presente en una o ambas especies y si real-
mente constituye un marcador que las diferencia dentro del
género Candida.

MATERIALES Y METODOS

Cepas empleadas

Se empleardn un total de 107 cepas pertenecientes a las
siguientes especies: Candida tropicalis (19), Candida guiller-
mondii (13), Candida pseudotropicalis (16), Candida parap-
silosis (27), Candida albicans (21), Candida stellatoidea (10) y
Candida krusei (1), las cuales fueron obtenidas a partir de ais-
lamiento clinicos de pacientes hospitalizados.

Todas las cepas aisladas fueron mantenidas en cufias de
agar Sabouraud-dextrosa(ASD) a 4 °C hasta su uso, siendo
transferidas a ASD fresco, y caldo Sabouraud e incubadas a
37 °C, durante24 a 48 h antesde su empleo en el estudio.

Las especies analizadas fueron clasificadas de acuerdo
con los procedimientos morfolégicos y fisioldgicos estandar®
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(resistencia a la actidiona, reduccion del tetrazolium, fermen-
tacion y asimilacion de los azucares glucosa, lactosa sacaro-
sa, maltosa, galactosa, trealosa y rafinosa) en los laboratorios
de micologia de los hospitales donde fueron aisladas las ce-
pas.

Determinacion enzimatica

Los ensayos experimentales de la actividad B-glucosi-
dasa se llevaron a cabo con el sustrato 4-metilumbelliferil B—
D-glucopiranosodico (MUGLUP), de la Koch-Ligth Co, prepa-
rado en fresco, a una concentracion 2,5 mmol en amortigua-
dor fosfato (0,1 mol/L, pH 6,45)/dimetilsulfoxido,10 mL/200 pL.

Para la determinacion enzimatica se emplearon dos me-
todologias:

I. Determinacion cualitativa en medio liquido amplifi-
cando la respuesta por crecimiento del germen.P ara el
desarrollo de este método, se empleé un medio de cultivo
disefiado en el laboratorio con la composicion siguiente:

(g/L)
Extracto de levadura 50
Glucosa 20,0
MUGLUP 0,6

Ap H6 ,8-7e na guad estilada.

Se tomo una asada del cultivo crecido en ASD (24-48 h),
y se transfiri6 a 1 mL del medio de cultivo anteriormente de-
scrito,i ncubandose durante2 4ha3 0 °C . A continuacién se
anadieron 100 puL de NaOH 0,1 mol/L, se agité y se observo
la posible fluorescencia bajo una lampara de luz ultravioleta
de 366 nm (tipo A 409,P.W. Allen and Company).

En cada corrida se monté un control positivo con una
cepa de Candida parapsilosis que tenia altos niveles de la
enzima y otro negativo con una cepa de Candida krusei. Las
determinaciones se registraron como valores de una a tres
cruces de intensidad fluorescente.

Il. Determinacioén cuantitativa a partir de células cre-
cidas en medio liquido. Se tomaron 100 uL de cultivo de 24-
48 h en caldo Sabouraud y se centrifugaron a 12 000 r/min
durante 2 min . Se eliminé el sobrenadante y se afiadi6 al pel-



llet 200 uL de la solucion del sustrato. Se resuspendio y se in-
cubé a 40 y a 23 °C durante 30 min . La reaccion se detuvo
con 800 ulL de amortiguador carbonato 0,5 mo/Ll, pH 10,2, y
se realizo la determinacion en un fluorimetro Corning-Ell-244
(ajustado previamente con un estandar de sulfato de quinina),
a 365 nm de exitacion y 448 nm de emision. En cada corrida
se montaron controles positivos y negativos como en el meto-
do anterior.

La incubacion a 23 °C, se introdujo para establecer una
comparacion con los resultados descritos por Catherine Smit-
ka®, quién obtuvo diferenciacion de Candida parapsilosis con
respecto a las demas especies, al bajar la temperatura de in-
cubacion de 37 °C a temperatura ambiente.

Determinacion de la concentracion adecuada
del sustrato para el analisis enzimatico

Se determiné la concentracion optima del sustrato me-
diante el calculo de la constante de Michaelis-Menten (Km)
por el método de Lineweaver-Burk® en un rango de concen-
tracion entre 0,23 y 2,95 mmol/L, utilizando para este estudio
una cepa de Candida parapsilosis y siguiendo la metodolo-
gia ll, excepto para la temperatura de incubacion que fue de
3z°c.

Seleccion de la temperatura para la determina-
cion de la actividad enzimatica

Se tomaron 10 mL de un cultivo crecido 24 h en caldo
Sabouraud, en condiciones de agitacion a 30 °C; se centrifu-
garon a 4 000 r/min durante 10 min y el sedimento se resus-
pendi6 en 5 mL de amortiguador fosfato 0,1 mol/L, pH 6,45.
Después de dos lavados con el amortiguador, se resuspendio
en 5 mL de éste y se afadid 1 g de perlas de cristal
(d = 0,45 mm). Se realizo la ruptura celular en un equipo vor-
tex mixer, aternando un minuto de agitacion con otro de repo-
so en baro de hielo, hasta completar los 5 min .

Postereiormente, se centrifugé a 400 r/min durante 5 min
y el sobrenadante se emple6 para la determinacion enzimati-
ca, siguiendo la metodologia Il, pero variando las temperatu-
ras de incubacion entre 25y 60 °C .

Neterminacion del ph 6ptimo para el analisis de
la actividad enzimatica

Para este estudio se emplearon los tampones siguien-
tes: acetato, fosfato, citrato y borato. Todos a una concentra-
cion de 0,1 mol/L .

Para la ruptura celular se emple6 la misma metodologia
que en el experimento anterior, con la diferencia de que se
partié de 20 mL de un cultivo, el cual se resuspendio en un
volumen de 10 mL de amortiguador fosfato y se repartio 1 mL
de esta suspension en cada tubo eppendorf (10 tubos).

Posteriormente, se centrifugaron los tubos a 4 000 r/m,
10 min y se afadi6 a cada sedimento 0,5 mL de los tampones
a diferentes pH con 0,1 g de perlas de cristal (d = 0,45 mm),
hasta cubrir todos los puntos de la curva, en un rango desde
4.6 hasta 8 unidades de pH. A partir de este punto, se siguio
la misma metodologia, obteniéndose al final 10 extractos en-
zimaticos crudos, cada uno con un pH diferente.

Para la determinacion enzimatica se empleo la metodo-
logia I, sustituyendo las células por 100 uL de extracto enzi-
mético, incubando a 37 °C y deteniendo la reaccion con
0,7 mL de amortiguador carbonato.

También se caracterizo, la zona de pH con maxima acti-
vidad para la enzima, siguiendo el mismo procedimiento, pero

empleando para ello el amortiguador fosfato, con valores de
pHentre 64y 6,8

RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado del estudio de normalizacion de las con-
diciones para la determinacion enzimatica, se obtuvo un valor
de 1,3 mmol/L para la constante de Michaelis-Menten. La fi-
gura 1 muestra que a valores de concentracion iguales o su-
periores a 2 mmol/L la actividad enzimatica se hace constan-
te, por lo que para el estudio, se tomo 2,5 mmol/L, como con-
centracion adecuada del sustrato.
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Fig. 1. Efecto de la concentracion del sustrato sobre la actvidad
enzimatica.
UIF cambio de unidades de intensidad fluorescente.

El estudio del efecto de la temperatura arrojo como pun-
to de maxima actividad enzimatica 50 °C, escogiéndose para
el trabajo 40 °C, condicién en la cual, la enzima resulta muy
eficiente y no corre el riesgo de desnaturalizarse ( Fig. 2)
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Fig. 2. Efecto de la temperatura de incubacion sobre la actividad
enzimatica.
UIF cambio de unidades de intensidad fluorescente.

La determinacion del pH optimo de la enzima mostro un
comportamiento en forma de meseta entre 4,6 y 7,5, con un
pequefio maximo entre 56 y 7,1, por lo que se caracterizo
esta zona, obteniéndose un maximo a 6,45 con amortiguador
fosfato 0,1 mol/L, pH que fue seleccionado para las posterio-
res mediciones (Fig. 3)
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Fig. 8. Curva de caracterizacién de la zona de pH de maxima
actividad enzimatica.
UIF cambio de unidades de intensidad fluorescente.
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Sobre la base de estos resultados fueron modificadas al-
gunas de las condiciones experimentales empleadas por Cat-
herine Smitka en su trabajo (concentracién del sustrato
1 mmol/L, amortiguador fosfato pH 7; 0,1 mol/L, temperaturas
de incubacion: 37 °C y ambiente), con el objetivo de aumen-
tar la sensibilidad y eficiencia del método II.

Los resultados correspondientes a la determinacion de la
enzima [-glucosidasa, empleando los métodos | y Il se pue-
den observar en la tabla |.

TABLA |
Resultados de la determinacion de la enzima
fi-glucosidasa empleando los métodos 1y Il

Cepas positivas (%)

Especies Cepas  \istodo | Método Il
(30 °C) 40°C 23°C

C. tropicalis 19 100,0 . .1 00,0 1 00,.(-)
C. guillermondii 13 61,5 100,0 61,5
C. pseudotropicalis 16 1000 1000 687
C. parapsilosis 27 100,0 100,0 888
C. albicans 21 100,0 81,0 0
C. stellatoidea 10 100,0 70,0 0

Método I. Determinacion cualitativa en medio liquido apmplificando

la respuesta por crecimiento del germen.

Método Il. Determinacion enzimatica cuantitativa a partir de células
crecidas en medio liquido.

Empleando el método | se detecto actividad en el 100 %
de las cepas en cada especie estudiada, excepto en Candida
guillermodii que fue de un 61,5 % . A pesar de la disminucion,
este valor continuo siendo muy alto,

Este método permite detectar la actividad enzimatica
muy eficientemente, pues el microrganismo emplea el sustra-
to como nutriente durante su crecimiento por lo que la res-
puesta se amplifica, a diferencia del método Il que detecta si
la enzima esta presente o no en sus niveles constitutivos en
la célula y la efectividad disminuye, pues esta condicionada
por el proceso de permeabilizacion celular.

Al emplear el método Il y una temperatura de incubacion
de 40 °C, se detecto actividad en el 100 % de los cepas por
cada especie estudiada, excepto para Candida albicans (81
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%) y Candida stellatoidea (70 %), cuyos valores resultaban
muy altos también . Estos resultados son muy semjantes a
los obtenidos por Catherine Smitka,® quien reporto una fuerte
fluorescencia a 37 °C para todas las especies ensayadas.

Al disminuir la temperatura a 23 °C, se mantuvo el
100 % de cepas positivas para Candida tropicalis. El resto de
las especies redujo su positividad, no obteniéndose ninguna
cepa con actividad de fi-glucosidasa en los casos de Candida
albicans y Candida stellatoidea. Aun con la disminucion de la
temperatura no se logro la selectividad esperada para una es-
pecie, ya que se detectaron altos niveles de actividad enzifa-
tica (> 50 %) en cuatro de las seis especies estudiadas.

Estos resultados no coinciden con los reportados por
Catherine Smitka,® ya que en su estudio, al incubar a tempe-
ratura ambiente, sélo se obtuvo una fluorescencia intensa
para la especie Candida parapsilosis, mientras que el resto
presento ausencia o fluorescencia muy débil.

Las diferencias observadas pudieran deberse a las pe-
quenas ligeras variaciones que se realizaron en las condicio-
nes de la determinacion enzimatica (concentracion del sustra-
to, temperatura de incubacion, pH del amortiguador, etc.),
pues resultados preliminares obtenidos por D.G. Bobey y
G.M. Ederer," y por C. Smitka,® empleando diferentes siste-
mas amortiguador-sustrato a bajo pH, demostraron que la ac-
tividad f-glucosidasa no fue significativa en Candida parapsi-
losis bajo ciertas variaciones en las condiciones de la deter-
minacion,

Por otra parte, al disminuir la temperatura de incubacion
se aleja la zona de maxima actividad de la enzima, disminu-
yendo su eficiencia, y por tanto, la sensibilidad del método II.
En Candida albicans y Candida stellatoidea, se redujo la acti-
vidad a cero, lo que indica, que en estas especies probable-
mente la enzima tiene muy baja actividad a esta temperatura,
0 que el proceso de permiabilizacién pierde eficiencia a tem-
peratura ambiente, debido quizas, a la diferencia en la com-
posicion de la pared celular, que varia ligeramente de una es-
pecie a otra.

Los autores M.C. Roman y J.L. Sicilia," y M.I. William-
son,? no encontraron actividad p-glucosidasa en 339 cepas
aisladas de Candida albicans. Otros estudios realizados por
ltzhack Polacheck® acerca de esta misma actividad en
100 cepas de Candida albicans, reportaron sin embargo, acti-
vidad en todas las cepas, encontrandose la mayor parte de la
actividad detectada en el citoplasma, hecho descrito con an-
terioridad por S.P. Ram,'! Io que podria explicar la importan-
cia de la permeabilizacion en esta determinacion

En un estudio comparativo realizado por | Polacheck en-
tre células de Candida albicans provenientes de dos territo-
rios diferentes, se detectaron células con deficiencias en el
sistema de transporte del sustrato, lo que podria explicar que
algunas cepas dentro de una misma especie, no manifiesten
actividad por los métodos empleados.*

La no deteccion de actividad en el total de cepas de
Candida albicans ensayadas, pudiera deberse al tipo de sus-
trato empleado (derivado de la metilumbelliferona), el cual se
diferencia totalmente en estructura de los utilizados por Itz-
hack Polacheck® (derivados cromogeénicos del p-nitrofenol y la

naftalina), para los cuales la enzima muestra diferente afini-
dad.

Aplicando las dos metodologias y variando la temperatu-
ra, no se obtuvo el efecto reportado por Catherine Smitka pa-
ra Candida parapsilosis y tampoco se observé un gran valor
diagnostico para Candida albicans, pues no pertenece al gru-
po de especies que mantuvo altos porcentajes de positividad,




dad, como reportd I. Polacheck.* Ademas, no se observé
especificidad, pues en general, la actividad enzimatica fue
grande independientemente del método, la temperatura y la
especie empleada.

CONCLUSIONES

La B-glucosidasa fue detectada con una alta frecuencia,
en las seis especies estudiadas, lo que no concuerda con su
papel como marcador enzimatico para el diagndstico de las
especies Candiad albicans o Candida parapsilosis, por care-
cer de especificidad para una en particular.

Por otra parte, pudiera constituir un marcador enzimatico
del género por estar presente en todas las especies en-
sayadas, para lo cual resultaria necesario un estudio mas pro-
fundo, extendido a un mayor nimero de cepas, asi como a
una mayor diversidad de especies, incluyendo una bateria de
diferentes sustratos especificos para la B-glucosidasa, con el
objetivo de seleccionar el mas adecuado en este tipo de de-
terminacion y poder arribar entonces, a conclusiones mas
certeras.
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