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maticas en cepas dMicrosporum
canisy Microsporum gypseum

M2 Teresa Bruguera, M2 Lourdes Abarca, M Rosa Bragulat y Francisco
Javier Cabaries

Departamento de Patologia y Produccién Animales, Unidad de Microbiologia,
Universidad Autonoma de Barcelona, 08193 Bellaterra, Barcelona, Espafia

Resumen  Se ha estudiado la presencia de 11 actividades enzimaticas siguiendo métodos
cualitativos y 19 enzimas utilizando el método semicuantitativo API ZYM® , en
cepas de Microsporum canis 'y Microsporum gypseum.

Entre las dos especies estudiadas no se observan marcadas diferencias con
respecto a las actividades enzimaticas estudiadas por los métodos cualitativos y
semicuantitativos, aunque algunas de ellas se detectan con mas intensidad en
Microsporum gypseum.
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Enzymatic activities ofMicrosporum canisand
Microsporum gypseunstrains

Summary  The presence of 11 enzymatic activities, detected bg qualitative methods, and 19
enzymes, semi-quantitatively detected by APl ZYM® system, in strains belonging
to Microsporum canis and Microsporum gypseum has been studied.

No pronounced differences were noted between Microsporum canis and
Microsporum gypseum, although Microsporum gypseum presented in some
cases more intense enzymatic activities than Microsporum canis.

Key words  Enzymatic activities, APl ZYM®, Microsporum canis, Microsporum gypseum.

Desde hace muchos afios, las actividades enzimatiMATERIAL Y METODOS
cas de los hongos dermatofitos han sido objeto de estudio
de diversos autores. Asi, ya en 1907, Bodin [1] determin6 Cepas ensayada<tEn la realizacion de este estudio
dentro de las posibilidades de la época dicha capacidad ese han utilizado 49 cepas pertenecientes al género
Achorion gypseumCon el avance de la tecnologia, los Microsporumy concretamente a dos especikk:canis
investigadores han estudiado los enzimas desde el punt(®6 cepas) y complejm. gypseun{23 cepas). De ambas
de vista de patogenicidad [2-7] y se han utilizado tambiénespecies se han incluido cepas procedentes de procesos de
como criterio para la ayuda en la clasificacion e identifica- dermatofitosis humanas y animales, incluyendo cepas ais-
cion de dichos hongos [8-14]. ladas de suelos en el casoMegypseumAlgunas de las
En este grupo de hongos quizas el ensayo mas uticepas utilizadas fueron aisladas en nuestro laboratorio y
lizado sea el de la determinacidon de la hidrélisis enziméati- otras facilitadas por centros asistenciales espafioles.
ca de la urea, de gran valor para distinguir las especies Las cepas se sembraron periédicamente en tubos
Trichophyton mentagrophytgsTrichophyton rubrum  de agar glucosado de Sabouraud al 4% (AGS) y se mantu-
[15]. vieron a 4C para su conservacion.
En el presente trabajo se estudian 11 actividades
enzimaticas utilizando métodos cualitativos, asi como, la Actividades enzimaticas y enzimas detectados.
presencia de 19 enzimas siguiendo el método semicuanti- Métodos cualitativosSe han estudiado un total de
tativo APl ZYM®, en cepas de dermatofitos pertenecien- 11 actividades enzimaticas siguiendo métodos cualitati-
tes aMicrosporum canisy al complejoMicrosporum vos. Las metodologias utilizadas para detectar las activi-
gypseum dades amilolitica, desoxirribonucleasica, fosfatasica,
lipolitica, proteolitica y ribonucleasica han sido las descri-
tas por Hankiret al. [16]. Las actividades catalasica y
oxidasica han sido ensayadas siguiendo los métodos cita-
dos por Cowaret al.[17]. La actividad celulolitica ha
sido estudiada mediante una modificacion del método de
Booth [18]. Las actividades pectoliticas (pH 7 y pH 5) se

Birre'g:rcailargigg(;%;?Iiré?scpgggﬁgsci%e artamento de han ensa_yado mediante el método d-e Haskial. [19].
Patologia y Produccion Anime{les,')LJniversidad En la actividad ureasica se han seguido las metodologias
Auténoma de Barcelona, 08193 Bellaterra, de Hankinet al.[16] y Christensen [20].

Barcelona, Espafia, . Método semicuantitativdPara realizar este ensayo
Tel.: (+34 3) 581 1749, Fax: (+34 3) 581 2006 L > ‘ <
E-mail: F.J.CABANES@CC.UAB.ES se utilizé el método APl ZYM, que permite la deteccion
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lina, Esterasa, Esterasa lipasa, Lipasa, Leucina arilamida-

sa, Valina arilamidasa, Cistina arilamidasa, Tripsina,  100-

Quimiotripsina, Fosfatasa acida, Fosfoamidasa,

Galactosidasa, R-Galactosidasa, R-Glucuronidasa, o so-

Glucosidasa, R-Glucosidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa

o-Manosidasa y-Fucosidasa. C  60-
La inoculacion de la galeria se realizo depositandog

en cada microtubo 65 pl de un cultivo liquido exento de g 40-

micelio obtenido al incubar, en 5 ml de caldo glucosados

R R AR SRR LR AR

R

de Sabouraud a 28 durante 14 dias, un disco de 5 mm 20- il
de diametro de un cultivo de la cepa en estudio desarrolla- ﬁ i _ :

. o . : Z 0- 14 W 4 |
do en AGS du_rar)te 14 dias a’@8 La incubacion de la ABCDEFGH I LMNKOP QR
galeria se realizo a 28 durante 6 h. Transcurrido este _
periodo de tiempo se procedié a realizar la lectura del enzimas
ensayo 5|gwendo las normas de la casa comercial. Figura 1. Porcentaje de cepas de M. canis (negro) y M. gypseum (rayado)

que presentaron los enzimas ensayados mediante el método API ZYM®,
RESULTADOS A: Fosfatasa alcalina; B: Esterasa; C: Esterasa lipasa; D: Lipasa; E:

Leucina arilamidasa; F: Valina arilamidasa; G: Cistina arilamidasa;
) H:Tripsina; I: Quimiotripsina; J: Fosfatasa acida; K: Fosfoqmidasa; L:a-

En. la tabla 1 se resumen los re_sultados Obt_enldOSGalactosidasa; M: B-Galactosi-dasa;N:R-Glucuronidasa; N: a-
en los diferentes ensayos de deteccién de actividadeSlucosidasa; O: B-Glucosidasa; P: N-acetil-3-glucosaminidasa; Q:
enzimaticas por métodos cualitativos. a-Manosidasa; R: a-Fucosidasa.

En la figura 1 se indican los porcentajes de cepas
de las dos especies estudiadas que presentaron los enzi-
mas ensayados mediante el método semicuantitativo API

ZYM®. DISCUSION

Las concentraciones determinadas (expresadas en .
nanomoles) en cada una de las cepas en esMdaafis . _Enninguna de las cepas ensayadas de ambas espe-
1-26; M. gypseum27-49) de los enzimas detectados Ci€S Se detectaron las actividades amilolitica, DNasica,
siguiendo el método semicuantitativo API Z¥Me indi- oxidasica y pectolitica (pectatoliasica y poligalacturonasi-
can en la figura 2. ca). Bodin [1] ya en la descripcion de gypseunindica

que esta especie no presenta actividad amilolitica.

En la tabla 2 se resumen los perfiles enzimaticos Tampoco ha sido citada en el génémpidermophyton

de M. canisy M. gypseunobtenidos mediante el método [18]. Otros autores [21-23] también la citan para los géne-
semicuantitativo AP| ZYM. ros Trichophytony Arthroderma (Nannizziagunque con

marcada variabilidad segun especies y/o cepas. La activi-
dad DNésica fue detectada en cepa&pielermophyton,

no detectandose ni actividad oxidasica ni pectolitica (pec-
tatolidsica y poligalacturonasica) en este género [18].

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos en los diferentes ensayos de deteccion de actividades enzimaticas por métodos cualitativos. Actividades:

AM: Amilolitica; CA: Catalasica; CE(7): Celulolitica (inéculo de 7 dias de incubacion); CE(14): Celulolitica (in6culo de 14 dias de incubacién);

DN: Desoxirribonucleéasica; FO: Fosfatasica; LI: Lipolitica; OX: Oxidasica; PES5: Pectolitica pH 5; PE7: Pectolitica pH 7; PR: Proteolitica; RN: Ribonucleasica;
UC: Ureasica (método de Christensen); UH: Ureasica (método de Hankin). (1) Una cepa no presenté esta actividad.

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DETECTADAS

AM CA CE(7) CE(14) DN FO LI OX PE5 PE7 PR RN uc UH
ESPECIE 7 14 7 14 7 14 7 14 77 7 7 14 7 14 7 14 7 7 7 14 7 14
M . canis - - + + o+ o+ + o+ - + + - - - - - R +1) + + + + +
M. gypseum - - + o+ o+ o+ + o+ - + + - - - - - - + o+ o+ 4+ o+ o+

Tabla 2. Perfiles enzimaticos de M. canisy M. gypseum siguiendo el método API zYm® (+: 290% cepas positivas; d: 11-89% cepas positivas; -: 290% cepas
negativas). A: Fosfatasa alcalina; B: Esterasa;C: Esterasa lipasa; D: Lipasa; E: Leucina arilamidasa; F: Valina arilamidasa; G: Cistina arilamidasa; H: Tripsina;
I: Quimiotripsina; J: Fosfatasa acida; K: Fosfoamidasa; L: a-Galactosidasa; M: B-Galactosidasa; N: B-Glucuronidasa; N: a-Glucosida-sa; O: R-Glucosidasa; P:
N-acetil-8-glucosaminidasa; Q: a-Manosidasa; R: a-Fucosidasa.

ENZIMAS

ESPECIE A B C D E F G H | J K L M N N 0] P Q R

M. canis + + + d + d - - - d - - - - - d d d -

M. gypseum + d + d + d - - - + d - - - - d d + -
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glucosidasa no fue puesta de manifiesto en ninguna cepa
En el 100% de las cepas klle canisy M. gypseum de M. gypseuny enM. canissolamente en un 7,7%. En
ensayadas se detect6 actividad catalasica, celulolitica, fosninguna de las cepas ensayadas se observo cistina arilami-
fatasica, lipolitica, RNasica y uredsica. La actividad cata- dasa, tripsina, quimiotripsina,-galactosidasa, 3-galacto-
lasica ha sido descrita en diversas especies desidasa, B-glucuronidasagrfucosidasa. Los restantes

MicrosporumincluyendoM. canisy M. gypseuni8], enzimas ensayados se presentaron en porcentajes varia-
Epidermophytor[8,18], Trichophyton[8]. La actividad bles en ambas especies.
celulolitica fue en general mas marcadd/emgypseunya En la fosfatasa alcalina (enzima detectado en todas

gue los halos de clarificacion del medio fueron mayores las cepas) las concentraciones determinadad.egyp-

que los obtenidos eNl. canis Dicha actividad se puso seumfueron superiores a las obtenidasMncanis, ya
también de manifiesto en cepasEf@dermophytorj18]. gue en la primera especie la concentracion maxima fue
La actividad fosfatasica fue detectada por Jones y Noble40 nmol y la mimina de 20 nmol, y &h canisel valor

[8] en diversas especies de dermatofitos. Otros autoresmaximo detectado fue de 30 nmol apreciado solamente en
indican también esta actividad en distintas especies, comauna cepa y la concentracion mas baja correspondié a 5
Arthroderma benhamiafl1], Arthroderma(Nannizzia nmol. Rezusta [28] determind asimismo dicha actividad
gypsea [10], Epidermophyton floccosumy en el 100% de las cepas ensayadabdideanis M. gyp-
Epidermophyton stockdaled&8]. La elaboracion de  seum T. mentagrophytes, T. rubrum, M. persicolor
enzimas lipoliticos, ha sido descrita en especies del géneArthroderma simii En cepas dé&pidermophytorse

ro Trichophyton[21,22,24] yEpidermophytor{18]. En observd también este enzima en la totalidad de éstas y las
cuanto a la actividad RNasica, detectada en todas lasconcentraciones determinadas fueron asimismo elevadas
cepas ensayadas, hemos de indicar que, en general, € 40 nmol) [18]. En otro estudio realizado la fosfatasa
desarrollo de las cepas y en especial laBldeanisen el alcalina fue también observada en cepas pertenecientes a
medio de cultivo utilizado en este ensayo fue escaso. Enlos géneros Epidermophyton, Microsporumy

otros estudios realizados anteriormente, esta actividad fueChrysosporiuni29], y Trichophyton[30]. Pereiro [31] la
también observada en cepasedéloccosuny E. stockda- cita enArthoderma (Nannizzia) persicolor

leae[18]. El 100% de las cepas di& caniselaboraron este-

La determinacion de la hidrélisis de la urea se rasa, mientras que evi. gypseuneste porcentaje fue
puede considerar como la prueba bioquimica mas utiliza-inferior, obteniéndose en ambas especies unas concentra-
da en la diferenciacion de los dermatofitos, principalmen- ciones maximas de 10 nmol. El enzima esterasa ha sido
te entre las especids mentagrophyteg T. rubrum citado también eif. mentagrophytes, T. rubrum, M. per-
[12,15,21,22,25]. En nuestro estudio, todas las cepassicolor, A. simii, M. caniy M. gypseunj28], siendo en
ensayadas fueron positivas a los siete dias de incubacioreste estudio también superior el porcentaje de cepas pro-
mediante los dos métodos utilizados. Philpot [25] deter- ductoras de dicho enzima bh canisque enM. gypseum
mina esta actividad a los siete dias de incubacion en toda€n un estudio realizado en nuestro laboratorio con cepas
las cepas ddlicrosporum nanunensayadas y en algunas de Epidermophytordas concentraciones apreciadas de
de M. canis Microsporum distortum, Microsporum persi-  este enzima resultaron ser también bajas (10 nmol) [18].
colory M. gypseumobteniendo resultados positivos para Dicho enzima ha sido también descrito Aenpersicolor
las restantes cepas ensayadas de este género a los 10, 1431], y en cepas dEpidermophyton, Microsporufi29] y
incluso 21 dias de incubacioMicrosporum audouinily Trichophytor[29,30].

M. persicolo). Summerbellet al.[13] al ensayaM. per- La concentracion maxima determinada de esterasa
sicolor detectaron también la hidrdlisis de la urea a los lipasa (enzima detectado en todas las cepas) en las dos
siete dias de incubacion. También se indica la presenciaespecies estudiadas fue también baja (10 nmol), si bien el
del enzima ureasa en la mayoria de especies deporcentaje de cepas di& gypseunton esta concentra-
Trichophytonensayadas [25], eB. floccosun{18,25] y cion fue superior al determinado Eh canis Este enzima
enE. stockdaleagl8]. ha sido también citado eén mentagrophytes, T. rubrum,

Respecto al ensayo de deteccion de actividad pro- M. persicolor, A. simii, M. canig M. gypseungen un ele-
teolitica, hemos de indicar que todas las cepas fueronvado porcentaje de cepas [28]. También se ha descrito en
positivas a excepcion de una cepaMiecanis Minocha cepas deéepidermophyton, Microsporum, Trichophytgn
[4] indica una posible relacion entre la gravedad de las Chrysosporiuni29] y A. persicolor[31]. En otro estudio
lesiones que produce una determinada especie y el nivefealizado se ha citado en cepaskedermophytorcon
de proteasas que contiene. Actividades proteoliticas hanuna concentracion maxima igual a la determinada en
sido citadas en un nimero elevado de dermatofitos. Bodinnuestro estudio (10 nmol) [18].
ya indica en 1907 [1] qu&. gypseumes capaz de degra- Los porcentajes de cepas en que se detectaron los
dar la gelatina. Actividades proteoliticas han sido descri- enzimas lipasa (C14) y valina arilamidasa fueron superio-
tas enTrichophyton[14,21-23,25-27] Arthroderma res enM. canisque enM. gypseumy la concentracion
(Nannizzia)23], M. canis M. gypseunji25,27], M. persi- apreciada en todas las cepas que presentaron estos enzi-
color [14,25], Microsporum equinuni25], Arthroderma mas fue la minima que se puede determinar mediante la
gloriae [27], E. stockdalead18] y E. floccosum metodologia empleada (5 nmol). Esta misma concentra-

[4,18,25]. cion se determind en las dos Unicas cepadd.deanisen
Tal como se puede deducir de los resultados obte-que se observé la presenciaaglucosidasa. El enzima
nidosM. canisy M. gypseunpresentan perfiles enzimati- lipasa (C14) no fue detectado Mncanis M. gypseumT.

cos idénticos, no pudiéndose diferenciar ambas especiesnentagrophytes, T. rubrum, M. persicolor, A. sii2d], y

mediante las técnicas de deteccién de actividades enzimatampoco en cepas dgidermophytorj18]. Sin embargo,

ticas empleadas. si se ha descrito en cepas pertenecientes a los géneros
De los resultados obtenidos mediante el método Microsporum, Epidermophyton Chrysosporium29],

semicuantitativo APl ZYN observamos que en la totali-  Trichophyton29,30] y también ei. persicoloi{31].

dad de las cepas se detecto la presencia de fostatasa alca- La valina arilamidasa ha sido citadaAenpersico-

lina y esterasa lipasa. La leucina arilamidasa fue detectaddor [31], M. canis M. gypseumT. mentagrophyteg T.

en mas de un 90% de las cepas de ambas especies. La rubrum, pero no enM. persicolor, A. simii[28] y
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Figura 2 . Concentraciones (nmol) de los enzir&as detectados en cada una de las cepas ensayadas (M. canis: 1-26; M. gypseum: 27-49)
mediante el método semicuantitativo APl ZYM™.

Epidermophytor{18]. Sin embargo en otro estudio [29] Chrysosporium y Microsporuny, en menor proporcién
su presencia fue puesta de manifiesto en cepas desn Trichophyton[29]. Pereiro [31] también la cita en
Epidermophyton, Chrysosporium, Microsporym A. persicolor

Trichophyton. En M. gypseumla fosfatasa acida, al igual que la

El enzimaa-glucosidasa solo fue detectado en dos fosfatasa alcalina, se detectd en la totalidad de las cepas,
cepas deM. canis También ha sido citado ef. menta- mientras que eM. canisel primer enzima sdélo se ha
grophytes[28,29], y en algunas cepas de los géneros observado en un 69,2% de las cepas. Las concentraciones
Microsporum, EpidermophytonChrysosporiuntambién determinadas en las cepas de ambas especies fueron
a bajas concentraciones [29]. variables, aunque se observan, en general, mayores con-

La leucina arilamidasa, se puso de manifiesto en centraciones eM. gypseuntgue enM. canis Podemos
un elevado porcentaje de cepas de ambas especies, siendtecir también que las concentraciones determinadas en la
la concentracion maxima determinada de este enzima erfostatasa acida fueron inferiores a las determinadas en la

M. gypseunsuperior a la apreciada &h. canis Dicho fosfatasa alcalina. Esta diferencia en las concentraciones
enzima también fue determinado, en general, en porcentaapreciadas en los dos enzimas considerados también se
jes elevados de cepas e canis M. gypseumT. menta- observo en cepas dgpidermophytor{18]. La fosfatasa
grophytes, T. rubrum, M. persicolor, A. sinjig8], acida ha sido citada también en cepadMdeanis M.

Epidermophyton[18], en cepas de los géneros gypseumT. mentagrophytes, T. rubrum, M. persicolor y
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Figura 2 (Continuacion). Concentraciones (nmol) de los enzimas detectados en cada una de las cepas ensayadas (M. canis: 1-26; M.
gypseum: 27-49) mediante el método semicuantitativo APl ZYM*™,

A. simii [28], en A. persicolor[31], en cepas de galactosidasa, R-galactosidasa, 3-glucuronidasdugo-
Epidermophyton, Chrysosporium, y Microspor{28], y sidasa) otros autores si citan algunas de ellas en distintos
Trichophyton30]. géneros y especies de dermatofitos y hongos queratinofili-
En los enzimas fosfoamidasa, R-glucosidasa, N- cos. Rezusta [28] s6lo determind quimiotripsina en
acetil-3-glucosaminidasag~-manosidasa, los porcentajes M. canisen un bajo porcentaje de cepas. Pereiro [31] cita
de cepas en que se detectd su presencia fueron superioréa presencia de cistina arilamidasa, tripsina y R-galactosi-
enM. gypseungue enM. canis presentandose en general dasa erA. persicolor Calvoet al.[29] detectaron cistina
unas concentraciones de estos enzimas algo superiores earilamidasa y tripsina en cepas @&arysosporium,
el caso deM. gypseumEstos enzimas han sido también Epidermophytory Microsporum a-galactosidasa en
indicados erM. canis M. gypseumT. mentagrophytes,  Chrysosporium, Microsporum Trichophyton a-fucosi-
T. rubrum, M.persicolor, A. simj28], A. (N). persicolor dasa erEpidermophytonguimiotripsina en cepas de

[31] v en cepas deEpidermophyton[18,29], todos los géneros ensayados en su estudio, mientras que
Chrysosporium, Microsporurf29] y Trichophyton sOlo detectaron [3-glucuronidasa@mysosporium.
[29,30]. Con estos resultados, se observa que los perfiles

Si hacemos referencia a los enzimas que no se harenzimaticos obtenidos en las dos especies estudiadas son
detectado en ninguna de las cepas ensayadas en nuestsimilares a los determinados por Rezusta [28Ylenanis
estudio (cistina arilamidasa, tripsina, quimiotripsiaa, y M. gypseumsi bien este autor no indica la presencia de
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lipasa ya-glucosidasa en estas especies, pero si quimio-cias notables entre los distintos grupos de procedencia

tripsina en cepas dd. canisaunque con un porcentaje de establecidosM. canis humama y animalM. gypseum

positividad muy bajo. _ _ humana, animal y suelos). Si bien existen algunas cepas
De los resultados obtenidos en este estudio seque presentan actividades enzimaticas superiores al resto,
puede deducir que no se observaron diferencias muy mar-€stas no pertenecen a un grupo en concreto, si no que se

cadas entre los perfiles enziméticos que presentan ladistribuyen entre los distintos grupos establecidos.

especiedM. canisy M. gypseumNo obstante se puede
apreciar, aunque con cierta variabilidad, que tanto el por-
centaje de cepas productoras de enzimas como las concen-
traciones producidas de las mismas fueron algo mas
elevados en la espedk gypseumSi hacemos referencia

al origen de las cepas, no se observaron tampoco diferen-
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