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S U M M A R Y

A study was made to observe the prod,uction of different enzymes
of two strains of Conidlobolus coronatus, one iaolated from insects and
another from a human case of rhinioentomophthoromycosis. Chitinase,
protease, hemoilysine, deoxiribonuclease and upase were studied. The
enzymes were present in both strains with the exception of chitinase
as there was no chitinolytic activity present in these strains. The velocity
of growth and diameter of the colony were alwayg greater from the
insect strain.

R E S U M E N

Se hizo un estudio para observar la producción de diferentes
enzimas de d,os cepas da Conidiobolus coronatus, una aislada de in-
sectos y 'Otra de un caso humano de rlnoentomoftoromicosis. Las
enzimas estudiadas fueron quitinasa, proteasa, hemolisina, desoxi-
rriboinucleasa y Mpasa; en ambas cepas se demostró la presencia de
todas las enzimas, con excepción de la quitinasa ya que no se observó
ninguna actividad quitinolítica. La velocidad de crecimiento y el diá-
metro de la colonia fue siempre mayor en la cepa aislada de insectos
en comparación con la cepa de>l caso humano.

* Departamento de Ecología Humana, Facultad de Medicina, Universidad Nacional
Autónoma de México, México, D. F.
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I N T R O D U C C I Ó N

Uno de los criterios de diferenciación entre los hongos contami.
nantes y hongos patógenos, se basa en que éstos últimos tienen en-
zimas capaces de agredir los tejidos del huésped, tal es el caso de
Coacidioides immitist Histoplasma capsulatum y los dermatofitos,
hongos considerados como de alta patogenicidad para el hombre, según
Rippon (1968), Rippon & Garber (1959) Renold et al. (1968) y Li
& F'leming (1967).

Ciertos hongos producen ocasionalmente micosis humanas y sin
embargo, son abundantes y ampliamente distribuidos en la natura.
leza, tal es el caso de GonidAobolus coronatus (Cost.) Tyrrel & MaciLeod,
causante de la rinoentomoftoromicosis humana, de simios y equinob,
según Eiras et al. (1965), Clark (1976) , Restrepo et al. (1967, 1973)
y Roy & Cameroun (1972). Este hecho haría suponer que'existen
ciertas diferencias einzimáticas entre las pocas cepas patógenas pro-
ductoras de las micosis y las que se encuentran en ila naturaleza. Otro
interés de estudio en C. coronatus es que por ser un hongo parásito de
insectos, se pensó en la posibilidad de que fuera utilizado en el con-
trol biológico de plagas, con el consiguiente riesgo de producir infec-
ciones en el hombre y otros mamíferos.

Eli un intento por caracterizar mejor a dos cepas de G. voronatus,
una aislada de insectos: Guzmán & Alcocer-Gómez (1972) y otra
de un caso humano de rinoentomoftoromicosis, hemos hecho previa-
mente estudios de patogenicidad experimental en animales (López-
Martínez et al., 1978), así como análisis de algunos factores físicos
y nutricionales para el desarrollo de estas dos cepas (Mier et al.,
1980), llegando a ¡la conclusión de que esta especie definitivamente no
podría ser utilizada en control biológico.

En el presente trabajo se aborda el estudio de las probables
enzimas ligadas a patogenicidad que pudieran tener estas dos cepas
de O. coronatus.

M E T O D O L O G Í A

I.—MEDIOS DE CULTIVO

1) Determinación de quitinasa: Medio sintético ( M S ) ; Citrato
diamónico (C t íH14N2O7) 2.5 g, NaCl 1.0 g; KH2PO4 1.5 g, Mg SO4;
7 H2O 0.5 g, Na2 CO3 1.5 g. glicerol 25.o' mi. Ajustar a pH 6.5,
aforar a 1000 mi con agua destilada. Añadir al MS quitina coloidal al
1.5% y extracto de levadura al 0.05%.

2) Determinación de proteasa: Añadir al MS 1.5% de caseína.
La caseína debe incorporarse al medio lentamente disolviéndola com-
pletamente en un mortero con el MS. Verificar el pH, el cuaili deberá
quedar entre 6.5 y 7.0. Agregar 1.5% de agar, esterilizar a 15 Ibs.
de presión durante 25 minutos y verter en cajas de Petri.
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3) Determinación de hemolisina: Agar sangre bacteriológico
(AS) (Difco).

4) Determinación de lipasa: Medio de Agar-Tween (AT); peptona
10.0 g, CaCl2 0.1 g, NaCl 5.0 g. Tween-20 10.0 mi, agar 15.0 g,
aforar a 1000 mi con agua destilada.

5) Determinación de nucleasa (MN) : Disolver verde de metil
al 0.5% en agua destilada, extraer seis a siete veces en un embudo
de separación con volúmenes iguales de cloroformo hasta que salga
incoloro, esterilizar por filtración la solución resultante y añadir 1.0
mi -de la misma a 100 mi de medio de agar nutritivo (DIFCO) fun-
dido y estéril conteniendo 0.03% de ácido desoxirribonucleico (ADN),
altamente polimerizado y puro (SIGMA). Esterilizar >a 15 Ibs. de pre-
sión durante 15 minutos. Agitar suavemente para distribuir el ADN
disu&lto así como el colorante. Verter el medio en cajas de Petri.
Estas quedaran de un color verde pálido.

II.—HONGOS

Gonidiiobolus coronatus. Se usaron dos cepas, una proporcionadla
por el Depto. de Control Biológico de la Dirección de Sanidad Ve-
getal de la Secretaría de Agricultura y Recursos Hidráulicos, México,
D. F. y la cual fue la usada por Guzmán & Alcocer-Gómez (1972),
que fue aislada de la mosca pinta (HMP) y otra domada por el
Prof. F. Mariat, del Servicio de M'icología del Instituto Pasteur de
París, aislada de un caso de rinoentomoftoromico>sis humana (IP-
951-72). Estas cepas son las mismas que se citan en Mier et al. (1980).

III.—INOCULO

Con asa calibrada de 0.01 mi se tomaron las esporas obtenidas
en cultivo de 5 días a 29°C en medio de Sabouraud y se colocaron
en el centro de las cajas de Petri.

IV.—DETERMINACIÓN DE QUITINASA

Se sembraron las cepas en el medio MP y se incubaron a 28°C
para observar la aparición de halo de proteolisis. Cepa testigo: Se-
rratia marcescens.

V.—DETERMINACIÓN DE HEMOLISINA

Se sembraron las cepas problemas en el medio de agar sangre
bacteriológico y se incubaron a 37°C para observar la aparición de
la zona de lisis alrededor de las colonias con actividad hemolítica.
Cepa testigo: Staphylocoocus aureus.
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VI.—DETERMINACIÓN VE LIPASA

Se sembraron tanto las cepas del hongo oo>mo la cepa testigo en
medios AT conteniendo como fuente de carbono Tween-20 y se incu-
baron a 28"C para observar la aparición de uin halo alrededor de las
colonias productoras de lipasa. La cepa testigo utilizada fue Listeria
monocytogenes.

VII.—DETERMINACIÓN DE DESOXIRRIBONUCLEASA

Se sembraron dos cepas de C. aoronatus conjuntamente con
Serratia marcescens como cepa testigo en el medio de cultivo (NS).
Se incubaron a 28°C para observar la aparición de un halo color de
rosa alrededor de las cepas productoras de las nucleasas sobre el fondo
verde del medio.

RESULTADOS Y COMENTARIOS

En la Tabla 1 se puede observar que todas las enzimas estudiadas
estuvieron presentes, con la excepción de la quitiniasa.

Quitinasa: En ninguna de las dos cepas se demostró la presencia
de quitinasa. En trabajos previos (Gabriel, 1968) se ha demostrado
a través as/ la reacción del ácido peryódico de Schiff (P.A.S.) que este
hongo no actúa sobre la quitina en el sitio de penetración; probable-
mente la invasión de O. coronatus a la cavidad de] insecto, se haga
por penetración del micelio a través de los intersticios o pliegues
anatómicos del mismo.

Proteosa: Se observó un pequeño halo de proteolisls en ambas
cepas. Algunos autores (Fromentin, 1976) señalan que el sistema de
regulación de la producción de proteasas se presenta ein cultivos jóvenes
donde hay una mayor producción enzimática y cuando el cultivo alcanza
su óptimo desarrollo, éstas se reducen considerablemeinte. Otros autores
también señalan que1 diversos hongos entomoftorales, particularmente
C. coronatus, tienen una importante actividad proteolítica, tales como
Jonsson (1968), Dien (1950) y Matsushima (1958), lo que está d,e
acuerdo con los resultados del presente trabajo, ya que ambas cepas
tuvieron una actividad proteolítica.

Lipasa: Tanto la cepa IP-951-72 como la HMP tuvieron una
moderada actividad lipolítica. Aquí sí parece existir una acción diges-
tiva de lipidos en al punto de penetración del hongo en los insectos,
como lo demostró Gabriel (1968).

Desoxirribonucleasa: Ambas cepas produjeron una cantidad con-
siderable de esta enzima, la que por su acción sobre ácidos nucleicos
podría catalogarse como factor de virulencia d,e linteres, presente en
oí hongo y que sería objeto de estudios posteriores.
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Hemolisina: Fue el tipo de enzima que se demostró con mayor
intensidad, lo cual es una evidencia del potencial de agresión de estos
hongos hacia diversos sustratos.

Resumiendo, se puede observar que las únicas diferencias notables
en el comportamiento de tos dos cepas en el presente trabajo, fue
en cuanto a la velocidad y grado de crecimiento; ya que! la cepa de
vida libre HMP, creció en el mismo tiempo de incubación y con todos
lO'g substratos empleados, aproximadamente 5 veces más en su diáme-
tro que la cepa patógena IP-951-72. En otro trabajo, Mier et al. (1980)
se observó que esta misma cepa tuvo requerimientos vitamínicos, par-
ticularmente de la piridoxina, dei ácido P-amínobenzodco y del i'icido
pantoténico; en camibio la cepa HMP, no tiene requerimientos vita-
mínicos para su crecimiento.

Por todo lo anterior se puede concluir que las dos cepas estu-
diadas mo exhibieron diferencias notables en cuanto a su comporta-
miento fisiológico en el laboratorio, sin embargo, las cepas de C.
aoronatus de vida libre tienen una mayor adaptabilidad para desa-
rrollarse en diversidad de sustratos lo que les permite su gran dis-
tribución geográfica en la naturaleza.
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