g

Universidad Nacional del Nordeste
Facultad de Medicina

Maestria en Micologia Médica

Efecto del tiempo de preservacion empleando el
método de Castellani y la crioconservacion sobre

la actividad enzimatica en Candida albicans

Alumna

Biog. Maria Alejandrina Giordano
Directora y Co-directora
Mg. Maria de los Angeles Sosa

Biog. Adriana del Valle Telechea

Ano 2019




Esta tesis esta dedicada con todo mi carifio
a mi familia y de manera especial a mi esposo,
quienes han puesto toda su confianza

para lograr un objetivo mas en mi vida.



AGRADECIMIENTOS

El desarrollo de esta tesis no lo puedo catalogar como algo facil pero lo que si
puedo hacer es afirmar que durante todo este tiempo pude disfrutar de cada momento
y de cada etapa, y eso se lo agradezco a todas las personas que me acompafaron
antes y durante este trayecto.

Gracias a mi directora Tina porque, a pesar de la distancia, siempre supo
ayudarme en todo lo que necesité; gracias por resolverme dudas y por haberme
orientado al correcto desarrollo y culminacion de este trabajo.

Gracias a mi co-directora Adriana por abrirme las puertas de su laboratorio y
recibirme de la mejor manera, por brindarme todo, por los dias compartidos, por la
paciencia, apoyo, dedicacion y aliento.

Gracias a todo el personal del Area de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Médicas de la Universidad Nacional de Cuyo, por haberme permitido realizar la parte
practica de la tesis alli. Particularmente quiero agradecer al técnico José Luis, por su
colaboracion, buena predisposicién y voluntad.

Gracias a los profesores y comparfieros de la Maestria en Micologia de la
Universidad Nacional del Nordeste, por todo lo que nos ensefiaron y por hacernos
pasar tan lindos momentos cada vez que nos tocO cursar. Gracias a las chicas de
Salta, con las cuales compartimos la pension, gracias Ruth, Yone, Emi y muy
especialmente quiero agradecer a Flor, por contagiarme la pasién hacia los hongos,
por la paciencia y tolerancia cuando coincidimos en la misma habitacién, por las largas
charlas compartidas.

Gracias a la Fundacion Williams, quién me otorgd una beca para poder afrontar
los viajes desde Mendoza hacia Chaco para el cursado de la Maestria. Asimismo,
guiero agradecer a la Asociacién Bioquimica de Mendoza y a AMPROS por haberme
brindado ayuda econémica para el pago de los médulos. Gracias porque, de otra

manera, no hubiese sido posible la finalizacién de esta carrera.



Gracias a los que de una manera u otra han sido claves en mi vida profesional. A
todo el personal del servicio de Micologia del Hospital Mufiiz, porque iniciaron mi
interés en esta especialidad, por todos los conocimientos que me transmitieron y lo
mucho que aprendi de ellos. Gracias por haberme hecho vivir una experiencia muy
positiva los cuatro meses que roté por alla, durante la residencia en Bioquimica.
Gracias al Doctor Negroni, Alicia, Gabi, Laura, Roxi, Mario, y muy especialmente
quiero agradecer a Mercedes, por haberme acompafiado y dedicado tiempo, por
compartir todos sus conocimientos y valiosa experiencia y por hacerme ver lo hermoso
de esta profesion.

Gracias a la Doctora Raquel por haberme dado la oportunidad de trabajar en lo
gue me gusta, por facilitarme la rotacidn externa durante la residencia, asi como por su
apoyo en el desarrollo del area de Micologia del Hospital del Carmen de Mendoza,
lugar donde actualmente trabajo. Gracias a todos mis compafieros, particularmente a
Nadya, por la compaiiia, colaboracion y buena predisposicién en el trabajo diario.

Gracias a mi familia por estar incondicionalmente conmigo durante todos estos
afios. Gracias a mi papa y a mi mama, por los consejos, valores y principios que me
han inculcado. Gracias a mi hermana Guille por ser un pilar fundamental en mi vida,
por sus sabios consejos y por demostrarme dia a dia todo su carifio y amor.

Gracias a mis amigos, primos, cufiados, tios y suegros porque con cada uno de
ellos he vivido momentos hermosos y han sabido darme entusiasmo a lo largo de todo
este tiempo. Gracias a mis sobrinos y a mis dos pequefios ahijados, Benjamin vy
Emiliano, por llenarme los dias de alegria.

Gracias a mi esposo Pablo, por su amor incondicional, por creer en mis

capacidades, por haberme ayudado infinitamente en esta tesis.



INDICE

RESUMEN . . et e ettt e et e e e et e e e e bt r e e e e aaa e e eeananas 3
[N T0 01U 001 [ N T 5
1. Candiday Su rol COMO PAtOGENO ........uuueiiiieeeiiiiiiiieeiiaee e e e s e e e e e e eeebeeeeeeeas 5
2. Factores de virulencia en Candida albicans .............ccccoooiiiiiie 7
3. Meétodos de conservacion de miCroorganiSMOS..........ccuuvvverieeeeeiniiiiiiiieeeeeeeaaenns 12
JUSTIFICACION ..ottt ettt e ettt s s 18
HIPOTESIS. ..ottt ettt ettt sttt en s nene s 19
OBJETIVO GENERAL ..ottt e e et a et e e e e aa e 20
MATERIALES Y METODOS .....oviiiiiie ittt ettt ettt eve e 21
1. CepPas ESIUAIAUAS .....covviiiiiiiiiiiiiiiiii ettt e e eeeeees 21
2. CoNnservacion de as CEPAS .......uuuuiiiiieiiiiiiiiiiiiie ettt 24
3. Estudio de las actividades enzimatiCas ............cccccvviiiiiriiiiiiiieeiieeeee e 26
4. Viabilidad de las cepas y medicion de la actividad enzimatica ......................... 29
5. Consideraciones del disefio experimental ..........ccccceevviviiiiiiiiin e, 32
6. ANAlISIS StAUISTICOS ......oi it 35
RESULTADOS ...ttt e e e e e et et b e e e e e e e e eebbbb e r e e e e e eeeesanees 36
1. Viabilidad de las cepas de C. albicans ...........cccovvviiiiiiiiiciiiicc e, 36

2. Influencia del tiempo de lectura sobre la determinacion de la actividad
ENZIMIALICA . ... 37
3. Efecto del tiempo de conservacién de las cepas sobre la actividad enzimatica 42

4. Variacion cuantitativa del indice Pz con el tiempo de conservacién por ambos

1= (0 To [0 1S 44
BRSO (] N S 48
1. Viabilidad de las cepas de C. albicans ...........ccccoovviiiiiii i, 48

2. Influencia del tiempo de lectura sobre la determinacién de la actividad

L P4l (4= 1A o W TR 50



3. Actividad enzimatica POrCENTUAL ..........cooiiuviiiiiiiiee e 52

4. Variacion de la actividad enzimatica con el tiempo de conservaciéon por ambos

INVEEOTOS .ttt 54
CONCLUSIONES ... e e e e et e e et e e e e e 56
BIBLIOGRAFIA ... .ottt ettt ettt ettt et e ettt eteereare e 58
ANEXOS o e e e e e e aeae 67

1. Procedencia de las cepas de C. albicans aisladas de pacientes del Hospital del

(O 11 117 o TR U SPTPT 67
2. Composicion de medios de cultivos para identificacion de levaduras............... 68
3. Composicién de medios de cultivos para medir actividad enzimatica............... 69
4. Funcionamiento del espectrometro de masas: MALDI-TOF ............................. 71
5. Planilla de registro de las actividades enzimatiCas ............cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 73

6. Estadistica descriptiva de las actividades enzimaticas para cada método de
CONSEIVACION ... e 74
7. Tabla con la prueba de Kruskal Wallis para cada actividad enzimética segun los
métodos de Castellani y congelacion ..........cccoooi i 80
8. Analisis estadistico y figuras para cada actividad enzimatica segun tipo de

41Oy 1 = Wl LT o= 81



RESUMEN

Debido al incremento en la incidencia de las infecciones causadas por levaduras
del género Candida, hay un gran interés en la investigacion de sus factores de
virulencia con la finalidad de establecer una relacion entre estos factores y la
patogenicidad, disefiar estrategias de control y prevencién de las candidiasis, asi como
desarrollar nuevos agentes terapéuticos con estos factores como posibles blancos de
accion.

A pesar de que existen numerosas publicaciones en las cuales se examina la
produccion de enzimas hidroliticas en aislados de C. albicans y su papel en la
patogénesis de las candidiasis, la preservacion de la secrecion enzimatica a lo largo
del tiempo de conservacion aun no ha sido exhaustivamente estudiada. La
conservacion de cepas de Candida es indispensable en un laboratorio de Micologia
debido a que son consideradas material necesario para ensefianza, investigacion y
como testigos para estudios especiales. Un método muy utilizado y que aporta altos
porcentajes de viabilidad, es la suspension en agua destilada estéril.

El objetivo general de este trabajo fue evaluar el efecto del tiempo de preservacion
empleando los métodos de Castellani y congelacién sobre la actividad esterasa,
fosfolipasa y proteinasa de Candida albicans. Se utilizaron 30 cepas aisladas a partir
de muestras clinicas provenientes de pacientes tanto intra como extra hospitalarios del
Hospital del Carmen de Mendoza. El aislamiento de cada cepa, se realiz6 en agar
glucosado Sabouraud y en medio CHROMagarTM Candida. El estudio
micromorfolégico se realizé en el medio agar harina de maiz y la identificacién
definitiva se realiz6 por espectrometria de masas por sistema MALDI-TOF.

Todas las cepas fueron conservadas segun los métodos de Castellani y
congelacion durante 0, 2, 4, 6 y 12 meses. Luego de transcurrido cada uno de esos
tiempos, se registro la viabilidad y midio la actividad enzimética. Para determinar la

produccion de proteinasas, fosfolipasas y esterasicas se utilizaron los medios



albumina sérica bovina, Sabouraud yema de huevo y el test de opacidad del Tween
80, respectivamente. Las lecturas de cada actividad se realizaron a las 24, 48 y 72
horas de incubacion midiendo el diametro de la colonia y el diAmetro de la colonia mas
el halo o la zona de hidrdlisis. A partir de la relacion entre estos valores se calcularon
los indices Pz.

Al evaluar el porcentaje de supervivencia de las cepas de C. albicans conservadas
durante un afio con el método de congelacion, se pudo comprobar la eficacia de este
método, ya que, de las 30 cepas evaluadas se recuperé el 100% al afio de
conservacion. Mientras que, con el método de Castellani, la viabilidad que se obtuvo
fue del 66,67%.

Los resultados obtenidos en esta tesis conforman las primeras estimaciones sobre
el efecto del tiempo de conservacion empleando los métodos de Castellani y el de
congelacion sobre la actividad enzimatica en cepas de C. albicans y demostraron que
la evolucién de las tres actividades enziméticas a lo largo de todo el ensayo, fue
diferente. Mientras que la actividad esterdsica mostr6 menor actividad enzimatica que
se mantuvo constante durante los 12 meses, la actividad fosfolipasa en la primera
medicion temporal, presentd mayor actividad enzimatica que disminuyé con el
transcurrir del tiempo. En tanto que, la actividad proteolitica tuvo un comportamiento
opuesto a la fosfolipasa, incrementando su actividad al final del ensayo. No se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre ambos métodos de
conservacion.

Es importante continuar con los estudios que evallen actividades enziméaticas
(proteasas, fosfolipasas, esterasas, hemolisinas y coagulasas) asi como otros factores
de virulencia, como son: adherencia, cambio fenotipico, morfologia celular y
produccion de biopeliculas en cepas de C. albicans y en otros microorganismos, para
determinar su estabilidad a lo largo del tiempo de conservacién por distintos métodos e
identificar hasta qué momento se pueden preservar las cepas aisladas para garantizar

la reproducibilidad de las investigaciones.



INTRODUCCION

1. Candiday su rol como patégeno

El género Candida pertenece al Reino Fungi y al Phylum Ascomycota. Se
describen dentro de este género alrededor de 314 especies (1). C. albicans continda
siendo la especie mas frecuente y es considerada, ademds, la mas virulenta (2-11);
sin embargo, en los Ultimos afios se ha observado un incremento en la incidencia de
especies de Candida no albicans como C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata y C.
krusei, en orden de frecuencia (1,12).

Candida spp. se presenta como células levaduriformes que se reproducen
asexualmente por un proceso de division celular conocido como gemacion. Algunas
especies, presentan estados teleomorficos conocidos (ascosporados) (13). Son
microorganismos eucaridticos y unicelulares, que miden de 2-4 micras y tienen
paredes finas (4). Pueden presentar distintas formas: globosas, elipsoidales, cilindricas
0 elongadas. Algunas especies presentan pseudohifas y ocasionalmente pueden
presentar hifas septadas (1).

La pared celular de C. albicans esta constituida por 3-(1,3)-D-glucano, manano,
quitina, proteinas y lipidos (6). Ademas de servir para su crecimiento, la pared le
otorga rigidez y proteccién a la célula; es el lugar de contacto entre la superficie del
microorganismo y el medio ambiente y es esencial para su patogenicidad (4).

Estos hongos, son ubicuos y se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza. En el ser humano, diversas especies de Candida forman parte de la
microbiota habitual del tracto gastrointestinal, la piel y las mucosas oral y vaginal. Son
agentes oportunistas, que pueden causar enfermedad en el hospedador
inmunocomprometido (6,12,14).

Las candidiasis o candidosis se desarrollan cuando ocurre un desequilibrio en la
relacion hospedador-parasito, que favorezca al hongo y le permita invadir el mismo

sitio donde se encuentra u otros tejidos mas alla de las mucosas donde se mantiene



como comensal (2). Sin embargo, la gravedad de la infeccién depende sobre todo de
las alteraciones primarias del hospedador mas que de las propiedades patdgenas del
microorganismo (6).

En las dltimas décadas, se ha producido un aumento global de las candidiasis
invasivas nosocomiales, y a pesar del incremento de especies de Candida no albicans,
C. albicans sigue siendo el agente etiol6gico predominante. Por diversos factores, su
incidencia tuvo un crecimiento sostenido representando un problema de salud publica
por las altas tasas de morbilidad y mortalidad, el aumento de los costos de la atencién
y la duracién de la hospitalizacion (1,15).

La mayor parte de las candidiasis intrahospitalarias son de origen endégeno, es
decir, causada por levaduras integrantes de la microbiota habitual del paciente. La
supresion de la microbiota bacteriana habitual del tracto intestinal, por la accion de
antibacterianos de amplio espectro, facilita la proliferacién de levaduras en el tubo
digestivo, y con ella aumenta el riesgo del paso al torrente sanguineo a través del
epitelio intestinal por fendmenos de translocacion (12,16).

En otras ocasiones, el origen de la infeccibn es exégeno, por levaduras
provenientes de manos del personal hospitalario y de productos de aplicacion
intravenosa contaminados como el uso de catéteres endovenosos para la aplicacion
de medicamentos y de soluciones parenterales, protesis cardiacas, entre otros
factores (12,17).

Aunqgue la invasioén inicial depende de los mecanismos inmunes del hospedador,
C. albicans posee caracteristicas intrinsecas que promueven su habilidad de causar
enfermedad (14). La determinacion de la produccion de factores de virulencia permite
determinar, de manera mas precisa, como se modifica su papel como comensal para

transformarse en microorganismos patégenos (18,19).



2. Factores de virulencia en Candida albicans

Los factores principales que contribuyen a la patogénesis de C. albicans son: el
cambio fenotipico, la morfologia celular, la adherencia, la secrecién de enzimas y la
formacion de biopeliculas (6,7,10,20-24). La expresion de estos factores, pueden
variar de acuerdo con el lugar y el grado de invasion, asi como por la naturaleza de las

defensas del hospedador (4,7,18,19,24).

a) Adhesion

La colonizacion e infeccion por C. albicans comienza por una adherencia, a través
de su pared celular, a las células epiteliales de la superficie. La presencia de
receptores especificos sobre la membrana citoplasmatica, son necesarios para la
fijacién y penetracion del hongo a los tejidos y a las células del hospedador (3,4).

El reconocimiento de las células epiteliales se realiza a través de manoproteinas
de superficie de C. albicans que se unen a queratinocitos, células endoteliales y
proteinas de la matriz, como fibronectina, laminina y colageno (25). Existen diferentes

tipos de adhesinas en C. albicans, como Alslp, Als5p, Hwplp, Intlp y Mntlp (13,18).

b) Morfologia celular

Después del fendmeno de adherencia, se establecen interacciones entre el hongo
y el hospedador que son criticas para el balance entre la enfermedad y la salud. C.
albicans es capaz de adoptar diversas formas y asi pasar de levadura, redonda u
ovoide a filamentosa y elongada (hifa y pseudohifa) (6,13,14). Esta propiedad,
constituye un mecanismo de adaptacién a su ambiente ya que, le confiere mayor
virulencia permitiéndole penetrar en los tejidos e invadir los vasos sanguineos,
ademas, le brinda capacidad de evadir el sistema inmune y de suprimir la respuesta

proinflamatoria del hospedador (6,26).



C. albicans se comporta como hongo dimorfico; la forma de levadura se presenta
en el medio ambiente o durante el comensalismo (estado saprdéfito), en cambio la
forma filamentosa existe en el hospedador durante el proceso de la enfermedad

(estado parasitario) (4,27). Este fendmeno de morfogénesis es reversible (8,18).

c¢) Switching fenotipico

Es la capacidad que tiene C. albicans de hacer grandes cambios fenotipicos,
como son diferencias en la macromorfologia de la colonia: lisas y rugosas y cambios
en la antigenicidad: como aumento o disminucion en la producciéon de enzimas y
toxinas. Este fenbmeno, se expresa como una estrategia del microorganismo frente a

las diferentes células del hospedador y medios que soporta (13).

d) Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas de C. albicans consisten en una estructura de levaduras e hifas
embebidas en una matriz extracelular producida por si misma, que contribuyen a la
dificultad en el tratamiento de pacientes con infecciones sistémicas, debido a la alta
resistencia a la respuesta inmune, a los medicamentos antifUngicos y a que genera
una falla en artefactos médicos como catéteres y valvulas cardiacas que le sirven al
hongo como superficie de adhesién. La formacion de la biopelicula esta regulada por

el factor de transcripcion Berlp y la adhesina Hwpl (26).

e) Secrecion de enzimas

Las enzimas juegan un rol fundamental en la virulencia de este hongo, ya que
tienen la capacidad de romper polimeros causando dafio en las membranas celulares,
asi como de inactivar las moléculas utiles en la defensa del organismo. Las principales

enzimas son: proteasas, fosfolipasas y lipasas (18,23).



Proteasas

La actividad proteolitica en C. albicans se atribuye a las enzimas aspartil
proteinasas que catalizan la hidrélisis de las cadenas peptidicas de las proteinas que
forman parte de las membranas celulares del hospedador. La presencia de los genes
de la familia de aspartil proteinasas (SAP) es Unica en las especies patégenas de
Candida y estan ausentes en la levadura no patégena Saccharomyces cerevisiae, lo
cual manifiesta que estas enzimas estan implicadas en su virulencia (18,19,23).

Las enzimas de secrecion aspartico proteinasas (Saps) estan codificadas por una
familia de genes de, al menos, diez miembros, localizados en 5 cromosomas distintos.
SAP 1-8 codifican proteinasas que son secretadas al espacio extracelular (20,28),
mientras que SAP 9 y 10 codifican para proteinas de membrana, que estan
conectadas con la pared celular fangica al poseer un sitio de unién
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (23,26,28,29).

Las Saps juegan un papel importante en la degradacion de los componentes de la
mucosa del hospedador como: mucina, queratina, colageno, laminina, fibronectina y
lactoferrina. También hidrolizan componentes inmunes, como citoquinas, anticuerpos y
complemento; de esta manera facilitan la adhesion, la invasion a tejidos y la digestion
de moléculas del sistema inmunitario del hospedador para evitar o resistir el ataque
antimicrobiano de éste (8,18,20).

Existen diferencias en la expresion de las Saps, cada una de las cuales
desempenfa diferente papel en el establecimiento de la enfermedad y en la invasion de
los tejidos. Saps 1-3 y Saps 8-10 son secretadas s6lo por levaduras y contribuyen al
dafio tisular e invasién del epitelio oral y mucosa vaginal, mientras que Saps 4-6,
producidas por las hifas, son importantes para la infeccién sistémica (23,30). Ademas,
el papel de Sap 1 y Sap 3 es esencial en las infecciones de las mucosas en las fases
iniciales, mientras que, Sap2 y Sap 8 juegan un rol importante en las fases mas

avanzadas de la infeccion (11).



La principal enzima proteolitica expresada por C. albicans es Sap 2, que esta
regulada por un mecanismo de retroalimentaciébn positiva donde los péptidos
resultantes de su accion inducen su sintesis. Los genes de Sap 1y Sap 3 se expresan
diferencialmente durante el cambio de fenotipo de ciertas cepas, en cambio, la
expresion de Sap 8 esta regulada por la temperatura (18,19).

Se ha demostrado que las diferentes Saps tienen un valor de pH éptimo para su
actividad. La Sap 2 actla sobre todo en valores de pH acidos (cercanos a 4.0), las
Saps 4 a 6 son activas al pH fisioldgico y la Sap 3 al pH de 2.0. Esta caracteristica
proporciona a C. albicans un rango muy amplio de actividad proteolitica, que va de 2.0
a 7.0, lo que es esencial para la adaptacion especifica hacia diferentes condiciones
ambientales del hospedador (19).

Se reportan en la bibliografia distintos medios de cultivos para medir la actividad
de las Saps, entre ellos se pueden mencionar: agar albumina sérica bovina (BSA)
ideado por Staib en 1966 (31); yeast carbon base agar con albimina bovina (YCB-
BSA), usado por Ruchel y col., en 1982 (32) y Cassone y col., en 1987 (33); y agar

caseina empleado por Carrillo-Dover y col., 2009 (17).

Fosfolipasas

Las fosfolipasas son consideradas un importante factor de patogenicidad para C.
albicans ya que hidrolizan los enlaces éster presentes en los fosfolipidos que
componen la membrana celular del hospedador, trayendo como consecuencia la
disfuncién de la misma y la consecuente invasién del hongo a través de los tejidos
(23).

La familia de enzimas fosfolipasas esta compuesta por cuatro clases: A, B, Cy D
y esta regulada por 7 genes: PLA, PLB1, PLB2, PLC1, PLC2, PLC3 y PLD1 (8,34).
Aunque todas reconocen a los fosfolipidos como sustratos, cada una tiene la

capacidad de romper una union éster especifica (35).
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So6lo PLB1 y en menor medida PLB2, contribuyen a la patogenicidad de C.
albicans (11,27). La expresion del gen PLB1, esta regulada por factores nutricionales,
medioambientales (temperatura, pH), y por la fase de crecimiento de la levadura (20).

Para determinar la actividad fosfolipasa de C. albicans se reportan en la
bibliografia dos medios de cultivo diferentes: agar Sabouraud yema de huevo (SEA)

ideado por Price y col., en 1982 (36) y agar malta yema de huevo (MEA).

Lipasas

Las lipasas son enzimas que catalizan la hidrdlisis de triacilglicerol a glicerol y
acidos grasos libres. C. albicans tiene la habilidad de secretar enzimas hidroliticas con
actividad esterasica que pueden romper polimeros para proveer nutrientes, asi como
también, inactivar las defensas del hospedador (23). Las lipasas secretadas por C.
albicans se codifican por una familia de genes con, al menos, 10 miembros (LIP 1- LIP

10) (18,27).
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3. Métodos de conservacion de microorganismos

Los objetivos primordiales que persigue la conservacion de cepas microbianas
son: que el cultivo a conservar sea puro, evitando que se produzcan contaminaciones
durante el proceso de preservacion; que durante este tiempo sobrevivan al menos el
70-80% de las células, y, por ultimo, que estas células permanezcan morfolégica y
genéticamente estables (37—40). Todos estos factores hacen que mantener en buenas
condiciones una coleccion de hongos por largos periodos de tiempo, sea una tarea
gue demande constante atencion y vigilancia (41).

El método de conservacion se selecciona teniendo en cuenta distintos factores
como: las caracteristicas de los microorganismos que se desean preservar, el tempo
gue se desea mantener conservados los cultivos (periodos de tiempos cortos o largos)
la cantidad de cepas que se quieren mantener, con qué finalidad seran utilizadas y
cudles son los recursos, tanto humanos como materiales, que dispone el laboratorio
para dedicarse a esta tarea. Varios métodos se han descrito a lo largo del tiempo para
lograr estos objetivos y ninguno de ellos es de utilizacion general (37,38).

Las técnicas de conservacion se pueden agrupar en: a) métodos de conservacion
a largo plazo o de eleccion, b) métodos alternativos y c¢) métodos restringidos

(37,39,42).

a) Métodos de conservacién a largo plazo o de eleccion

Los métodos de conservacion mas utilizados pertenecientes a este grupo son dos:
criopreservacion vy liofilizacion. Permiten detener el crecimiento de las células sin
producir su muerte, de esta manera, al evitarse la aparicion de generaciones
sucesivas, se garantiza al maximo la estabilidad genética (37,42,43). Esto los
transforma en los métodos mas recomendables y se emplean fundamentalmente

cuando se desea mantener las cepas por periodos de tiempo muy prolongados (44).
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La crioconservacion consiste en guardar una suspension de células a
temperaturas inferiores a cero grados Celsius, con lo que el agua se congela. De esta
forma, al no disponer las células de agua en forma liquida, no hay crecimiento (37).
Las membranas celulares son las estructuras que sufren mayor dafio en los procesos
de crioconservacion debido a la pérdida de fluidez de sus componentes lipidicos, esto
le confiriere un alto grado de fragilidad (45,46).

La lesion celular se explica en funcién de la formacién de hielo intracelular
(consecuencia de una velocidad de enfriamiento inadecuada) y la accion combinada
de factores fisicos, como el stress osmético al que se ven sometidas las membranas
celulares a consecuencia de la formacién de hielo y la fuerza fisica constituida por el
frente de hielo en expansion que presiona sobre las células. Esto resultaria en
deformacion de las células (45).

La temperatura de almacenamiento debe ser lo mas baja posible. Lo mejor es
guardar las cepas en tubos sumergidos en nitrégeno liquido, que tiene una
temperatura de -195°C, o bien en la fase gaseosa del nitrégeno liquido, con una
temperatura de -140°C. También existen armarios congeladores, de los cuales los mas
aconsejables son los que alcanzan temperaturas por debajo de -70°C (42).

Dentro de las ventajas de la crioconservacion se pueden nombrar la alta viabilidad
de las cepas conservadas con periodos de sobrevivencia de mas de 30 afios, el alto
grado de estabilidad y que es un método muy simple (39). Sin embargo, tiene el
inconveniente de requerir aparatos especiales, existe el peligro de que algun fallo del
sistema produzca una subida no deseada de la temperatura durante el
almacenamiento y, ademas, resulta ser un método poco practico para realizar envio de
cepas (42).

La conservacion por liofilizacion se basa en paralizar el metabolismo por
deshidratacion celular sometiendo la muestra a congelacion y sublimacion. La

disminucion en el contenido de humedad residual da lugar a un material compacto que
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se disuelve posteriormente con facilidad. Una vez liofilizadas las cepas, éstas se
pueden almacenar a temperatura ambiente (44).

La liofilizacion es un método de conservacibn muy recomendable por su
comodidad en el almacenamiento y el envio de cepas (37,47). Ademas, los hongos
pueden conservarse durante afios manteniendo las propiedades morfolégicas y
bioguimicas originales. Su principal inconveniente es que requiere de un equipamiento
especial y es un proceso complejo (48).

Los fendmenos fisicoquimicos que se producen durante la congelacion y
liofilizaciéon pueden afectar la viabilidad de la célula, por lo que resulta imprescindible
trabajar con un agente protector que impida la lisis celular debido a la disminucién de
la temperatura, es decir, aumenta la resistencia de las cepas al estrés sometido
protegiéndolas de la formacion de cristales de hielo (43,44,49).

Los crioprotectores son sustancias muy hidrosolubles y de baja citotoxicidad. Se
pueden clasificar en agentes penetrantes y no penetrantes. Los primeros, son
sustancias de bajo peso molecular y por ello permeables a través de la membrana,
gue protegen a la célula de las lesiones producidas por las congelaciones a velocidad
lenta, los mas utilizados son: glicerol, dimetilsulféxido y propanediol. Los agentes
crioprotectores no penetrantes son sustancias de alto peso molecular, que son
efectivas cuando se utilizan velocidades altas de congelacion y suelen usarse
asociados a los agentes penetrantes. Los mas utilizados son: sacarosa, glucosa,
dextrosa y dextrano (45,46).

La eleccidn del crioprotector, va a depender del tipo de microorganismo que se va
a conservar; el mas conveniente para criopreservar estructuras flngicas es el glicerol,

y el mas favorable para liofilizarlas es la leche descremada (37,42).
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b) Métodos alternativos

Los métodos alternativos se utilizan cuando no se pueden emplear los métodos de
eleccion, bien por carecer de los equipos necesarios, o0 bien porque la cepa microbiana
no resiste a los tratamientos de conservacion por estos métodos (37,44).

Los métodos alternativos mas comunes son: conservacion por transferencia
periédica, bajo aceite mineral, por congelamiento y por suspension en agua destilada.
Conviene tener en cuenta que nunca se debe usar uno solo, sino que se recomienda
conservar el microorganismo empleando varios de estos métodos (39,42).

La conservacion por transferencia periodica es un método tradicional en el que se
repica periddicamente el microorganismo a un medio de cultivo fresco, antes de la
pérdida del cultivo predecesor (44). Este método tiene la limitante de incrementar el
riesgo de contaminacion y de permitir el crecimiento del microorganismo, lo que puede
hacer cambiar espontaneamente sus caracteristicas. Ademas, se requiere un espacio
grande de almacenamiento (39,43).

Un complemento para la transferencia peridédica es atenuar el metabolismo de los
microorganismos adicionando aceite mineral lo que disminuiria la velocidad de
transferencia de oxigeno y ademas evitaria en la medida de lo posible, la desecacion
del medio de cultivo. Adicionalmente, el almacenamiento a 4°C favorece la estabilidad
y minimiza la frecuencia de resiembra (42,44).

La conservacién bajo capa de aceite mineral consiste en sembrar trozos de
cultivos de hongos ya desarrollados, en tubos que contienen agar extracto de malta
dispuesto en forma de taco y posteriormente se cubren con una capa de aceite mineral
estéril. Los cultivos son viables por dos afios a temperatura ambiente o refrigerados.
Es un método rapido, econémico y poco laborioso (37,38,47).

La conservacion por congelamiento mantiene una temperatura entre -10°C y -
25°C. Los cultivos se preparan de la misma manera que en el caso de la

crioconservacion 'y son colocados en congelador. Este método permite la

15



sobrevivencia de bacterias y levaduras en algunos casos por afios y en la mayoria de
las veces por al menos 6 a 12 meses (47).

La conservacion por suspension en agua destilada estéril fue propuesta por
Castellani hace mas de 4 décadas (48) y de alli proviene su nombre. Ha demostrado
ser una técnica que garantiza porcentajes elevados de viabilidad, pureza y estabilidad
fenotipica de las cepas ya que disminuye la tendencia al pleomorfismo (50). Ademas,
es una técnica de bajo costo y sencillez, que no requiere de personal especializado.
Esto lo convierte en una ventajosa alternativa para el mantenimiento de pequefias

colecciones de hongos en laboratorios con recursos limitados (38,40,41,43,47,51,52).

c) Métodos restringidos

Los métodos restringidos no son empleados habitualmente, pero es necesario
recurrir a ellos a la hora de conservar grupos de microorganismos muy determinados
gue no resisten los métodos de eleccién. Estos métodos se basan en detener el
crecimiento de las células por eliminacion del agua disponible. Los mas comunes son:
desecacion en papel de filtro y la desecacion en tierra, arena o silica gel o algan otro
soporte apropiado (37,42).

Estos métodos de conservacion son particularmente Utiles para preservar
microorganismos productores de esporas y su accién se debe a la drastica reduccion
de su metabolismo. Sin embargo, no todos los microorganismos sobreviven a estos
métodos de secado, por lo que se hace necesario afadir agentes protectores (leche
descremada o glutamato sodico al 10%). Una vez secos es importante mantener el
producto sellado para evitar el contacto con el aire ya que son higroscépicos (39).

La desecacion en papel de filtro se basa en utilizar un papel de filtro absorbente y
estéril que se impregna en una soluciéon muy densa de células y se deja secar al aire
en condiciones de esterilidad. Una vez secos los discos se colocaron en tubos

Eppendorf estériles a 4°C hasta su nuevo uso (42,53).
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También es posible desecarlos por desecacion liquida, se utiliza para ello un
liofilizador, pero sin que haya habido congelacion previa de las células. El vacio
producido por el liofilizador deseca las células, pero hay que evitar que un vacio
excesivo provoque evaporacion brusca con ebullicion o que la temperatura disminuya
demasiado, ocasionando la congelacion incontrolada de las células (39,42).

La desecacion en suelo, arena o silica gel, se basa en afadir las células a estos
sustratos que las protegeran al desecar. Los microorganismos productores de esporas

se pueden conservar durante bastante tiempo por este método (39,42).
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JUSTIFICACION

Candida albicans es la especie tipo y la mas extensamente estudiada, tanto en su
aspecto oportunista como en los factores de virulencia, epidemiologia, perfil de
sensibilidad a los antifungicos y como modelo de patégeno fungico (1). La
conservacion de cepas es indispensable en un laboratorio de Micologia debido a que
son consideradas material necesario para ensefianza, investigacion y como testigos
para estudios especiales (41,51). Un método de conservacion muy utilizado y que
aporta altos porcentajes de viabilidad, es la suspension en agua destilada estéril
(38,40,41,43,47,52). Sin embargo, aun no se ha comprobado que mantenga la
estabilidad en caracteres especificos, como los factores de patogenicidad (39,42).

Debido al incremento en la incidencia de las candidiasis de las Ultimas décadas,
hay un gran interés en la investigacion de sus factores de virulencia con la finalidad de
establecer una relacion entre estos factores y la patogenicidad, disefar estrategias de
control y prevencion, asi como desarrollar nuevos agentes terapéuticos con estos
factores como posibles blancos de accion (24,27,54). A pesar de que existen
numerosas publicaciones en las cuales se examina la produccion de enzimas
hidroliticas en aislados de C. albicans y su papel en la patogénesis de las candidiasis
(20,22,54-56), la preservacién de la secrecién enzimatica a lo largo del tiempo de
conservacion aun no ha sido exhaustivamente estudiada (39,42).

Debido a que existen escasos reportes en la literatura, resulta importante analizar
la actividad enzimatica a través del tiempo de conservacién para comprobar si los
métodos de Castellani y congelacion son Gtiles para mantener estable la produccién
de esterasa, proteinasa y fosfolipasa en cepas de C. albicans. El analisis de esta
informacién es una herramienta valiosa a la hora de identificar hasta qué tiempos se
pueden preservar las cepas aisladas de distintas muestras clinicas, para garantizar la
reproducibilidad de las investigaciones microbiolégicas y conocer cual de los dos

métodos de conservacion es mas eficaz.
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HIPOTESIS

La produccién de las enzimas: proteinasa, fosfolipasa y esterasa de cepas de
Candida albicans disminuyen con el tiempo de conservacion empleando los métodos

de Castellani y el de congelacion, sin encontrar diferencias entre ambas técnicas.
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OBJETIVO GENERAL

+ Evaluar el efecto del tiempo de preservacion empleando los métodos de
Castellani y congelacion sobre la actividad proteolitica, fosfolipasa y esterasica de

cepas de Candida albicans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Tipificar cepas de Candida spp. aisladas de muestras clinicas, por la
metodologia convencional y por espectrometria de masa. Seleccionar las cepas de C.
albicans.

» Conservar las cepas de C. albicans durante un afio segun los métodos de
Castellani y congelacion.

» Comprobar la viabilidad de las cepas de C. albicans durante un afio en ambos
métodos de conservacion.

» Analizar la variacién de la actividad proteolitica, fosfolipasa y esterasica de las
cepas de C. albicans a las 24, 48 y 72 horas de incubacién durante un afio con ambos
métodos de conservacion.

» Establecer el porcentaje de actividad proteolitica, fosfolipasa y esterasica de las
cepas de C. albicans durante un afio con ambos métodos de conservacion.

+ Comparar la actividad enziméatica de C. albicans a diferentes tiempos de

conservacion (0, 2, 4, 6 y 12 meses) empleando ambos métodos.
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MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se detallan las actividades realizadas y la metodologia empleada:

1. Cepas estudiadas

Se trabajé con 30 cepas de Candida albicans aisladas a partir de muestras
clinicas provenientes de pacientes internados y ambulatorios. Las muestras fueron
remitidas al laboratorio de Microbiologia del Hospital del Carmen de Mendoza, durante
el periodo de tiempo comprendido entre diciembre del 2016 a diciembre del 2017. Se
registraron datos acerca de la edad y sexo de cada paciente, tipo de muestra, servicio
de procedencia, asi como de la existencia de alguna patologia subyacente si la
hubiese (Anexo 1).

Los especimenes que se eligieron fueron, en su mayoria, secreciones vaginales y
orinas debido a que, segun estudios previos, las levaduras aisladas de estas muestras
clinicas, presentan mayor actividad enziméatica comparadas con otras, como:

respiratorias, sangre y liquido peritoneal (5,54).

a) Aislamiento e identificacidn microbioldgica presuntiva

El cultivo primario de las distintas muestras clinicas se efectué en agar glucosado
Sabouraud incubado en condiciones aerobias a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente, las colonias obtenidas fueron sembradas en el medio CHROMagarTM
Candida, que contiene sustancias cromoégenas que confieren coloracién particular a
algunas colonias de especies del género Candida. De acuerdo con las instrucciones
del fabricante, este medio fue incubado en condiciones aerobias durante 48 horas a
37°C (Anexo 2).

Las cepas de C. albicans fueron presuntivamente identificadas por la coloracién

verde de las colonias (6,13,57) (Foto 1). Aquellas muestras que luego de ser
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sembradas en este medio, mostraron mezcla de colores (indicando mas de una

especie de Candida) no fueron seleccionadas para el ensayo.

Foto 1. Medio de cultivo CHROMagar™ Candida. Se observan colonias de color

verde, identificadas presuntivamente como C. albicans.

El estudio micromorfoldgico se realiz6 en el medio agar harina de maiz, donde se
pudo observar la presencia de blastoconidios esféricos o subesféricos, solitarios, en
pares, en cadena o agrupados. Pseudohifas ramificadas con blastoconidios agrupados
0 en cadenas y ademas la produccién de caracteristicos clamidoconidios
(clamidosporas) grandes, redondos, terminales y de paredes gruesas (1) (Anexo 2)

(Foto 2).

b) Identificacién microbiolégica definitiva

La identificacion definitiva de C. albicans se realiz6 por espectrometria de masas
por sistema MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry). Las lecturas se realizaron con un espectrometro de masas
Microflex LT y el software Flex Control (versién 3.0, Bruker Daltonics). El equipo se
calibré utilizando un extracto de proteinas de Escherichia coli (Bacterial Test
Standard).

La espectrometria de masa es una técnica que permite la identificacion de

microorganismos mediante el andlisis de proteinas, principalmente ribosémicas, a
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través de la creacion de un espectro de masas que es especifico para cada especie.
Posteriormente, este espectro se compara automaticamente con la base de datos y el
resultado se emite junto a un puntaje o score. Es una técnica especifica, rapida y
confiable (58).

Existen tres principales niveles de fiabilidad: A, identificacion fiable a nivel tanto de
género como de especie (score = 2); B, identificacion fiable a nivel de género (score
1,7-2); C, identificacién poco fiable (score <1,7) (59). En este trabajo, se seleccionaron

cepas de C. albicans que presentaron un score 2 1,7 (Anexo 4).

Foto 2. Medio agar harina de maiz. Se observan pseudohifas ramificadas con

blastoconidios esféricos o subesféricos, solitarios, en pares, en cadena y agrupados a 4X (a) y

10X (b) y clamidosporas grandes, redondas, terminales y de paredes gruesas a 40X (c).
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2. Conservacion de las cepas

Debido a que todos los métodos de conservacion poseen ventajas y desventajas,
es recomendable utilizar mas de uno y trabajar con réplicas del microorganismo que
se desea conservar como medida de seguridad (44,53). Los métodos elegidos en este
experimento fueron el de Castellani y el de congelacion, teniendo en cuenta el
equipamiento que dispone el laboratorio de Micologia del Area de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cuyo, lugar donde se
llevd a cabo esta segunda parte del trabajo. Ademas, ambos métodos son sencillos,
econdmicos, poco laboriosos y requieren poco espacio para el almacenamiento de las
cepas (38,40,41,47,52).

Después de 72 horas del primer aislamiento de cada una de las cepas en agar
Sabouraud, se realizaron 20 alicuotas para cada una, utilizando tubos Eppendorf
estériles (viales), para su posterior preservacion durante un afio segun los métodos de
Castellani y congelacion. La edad del cultivo es muy importante a la hora de conservar
cualquier microorganismo; se deben utilizar células maduras del inicio de la fase
estacionaria de la curva de crecimiento ya que, las células son mas resistentes a la

congelacion-descongelacién que en la etapa exponencial (39,42,49).

a) Método de Castellani

Los primeros 10 viales seleccionadas para este método, contenian 3 mL de agua
destilada estéril y una ansada de la colonia a estudiar, de manera de obtener una
densidad superior a la del tubo N° 2 del estandar de Mac Farland. Luego, se
almacenaron en refrigeracién a 4°C (52,60,61) durante un afo y se utilizaron al cumplir
los siguientes tiempos de conservacion: 2 semanas (considerado como mes 0), 2, 4, 6

y 12 meses. Para cada tiempo de conservacion fueron previstas 2 alicuotas.
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b) Método de congelacion

Los otros 10 viales contenian 3 mL de agua destilada estéril, una gota de glicerol
al 10% estéril, utilizado como crioprotector y una ansada de la colonia a estudiar de
manera de obtener una densidad superior a la del tubo N° 2 del estdndar de Mac
Farland. Luego, se almacenaron en freezer a -18°C (37,39,44) durante un afio y se
utilizaron al cumplir los mismos tiempos de conservacion planteados con el método de
Castellani.

El pasaje de cada tubo Eppendorf de temperatura ambiente a menor temperatura
fue realizado de manera gradual para evitar la formacién de cristales de hielo y asi
alcanzar alta viabilidad de los microorganismos. Inversamente, para descongelar cada
uno de los tubos Eppendorf se hizo mediante el calentamiento de la suspensién en
bafio Maria a 37°C durante 15 minutos de manera de obtener un descongelado rapido

(37,39,44).
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3. Estudio de las actividades enzimaticas

a) Actividad proteolitica en medio sélido

El medio que se eligié para la determinacion de la produccion de proteinasas de
las cepas de C. albicans fue el agar albumina sérica bovina (BSA), con el fin de
estimular la producciéon de aspartil-proteasas, necesarias para la utilizacion de la

albumina como fuente de nitrégeno (22,31,62) (Anexo 3) (Foto 3).

Foto 3. Placa con agar albumina sérica bovina con cepas de C. albicans, en su lado anverso (a)
y reverso (b). Se observa un caracteristico halo alrededor de cada colonia a las 72 horas de
incubacién. “H” indica conservacion en heladera (método de Castellani) y “F” indica

conservacion en freezer (método de congelacién).
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a) Actividad fosfolipasa en medio sélido

Para determinar la actividad fosfolipasa de las cepas de C. albicans se utilizo el
agar Sabouraud yema de huevo (SEA) (Anexo 3). Debido a la accién de las enzimas
fosfolipasas secretadas al medio, se produce la hidrolisis de los fosfolipidos presentes
en el mismo, liberandose acidos grasos, que al unirse a los iones de calcio del medio
forman complejos insolubles que precipitan en el agar, formando un caracteristico halo
alrededor de la colonia cuya medida seria un reflejo de la actividad enzimatica de la

cepa estudiada (35) (Foto 4).

Foto 4. Placa de agar Sabouraud yema de huevo con cepas de C. albicans, en su lado anverso

(a) y reverso (b). Se observa un caracteristico halo alrededor de cada colonia a las 72 horas de

incubacion. “F” indica conservacion en freezer (método de congelacion).
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c) Actividad esterasica en medio sélido

Para la determinacion de la actividad esterasica de las cepas de C. albicans, se
utilizo el test de opacidad del Tween 80, descrito por Rudek en 1978 (63), y usado con
posterioridad por multiples autores (24,55,64-67) (Anexo 3).

La hidrélisis del Tween 80 esta mediada por enzimas lipoliticas secretadas por C.
albicans. Como consecuencia de su actividad, se liberan &cidos grasos que al unirse al
calcio incorporado en el medio forman complejos insolubles que producen el

caracteristico halo de precipitacion alrededor de la colonia (64,65) (Foto 5).

Foto 5. Placa con Medio Tween 80 con cepas de C. albicans, en su lado anverso (a) y reverso

(b). Se observa un caracteristico halo alrededor de cada colonia a las 78 horas de incubacion.

“H” indica conservacion en heladera (método de Castellani).
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4. Viabilidad de las cepas y medicion de la actividad enzimética

En todas las cepas conservadas por los métodos de Castellani y congelacion
durante 2 semanas, 2, 4, 6 y 12 meses, se determiné su viabilidad y midié la actividad
proteolitica, fosfolipasa y esterasica por triplicado calculando el indice de actividad
enzimética de manera simultadnea. Para ello, los viales se descongelaron y agitaron en
vortex durante un minuto. Posteriormente, se sembraron en tubos que contenian
medio Sabouraud en pico de flauta y se incubaron a 28°C durante 24 horas. Cabe
destacar que los viales no se utilizaron directamente ya que provenian de una
situacion de estrés, no siendo adecuado para realizar ningun tipo de prueba
(39,42,47).

Luego de transcurrido el tiempo de incubacién, se observaron los cultivos y
determind la viabilidad de las cepas: considerandose viables aquellas en las cuales se
observé desarrollo visible, por el contrario, como cepas no viables quedaron incluidas
aquellas donde, luego de dos intentos, no se obtuvo crecimiento.

Para medir la actividad enzimatica, se prepard una suspensiéon con cada una de
las cepas en solucion fisiolégica estéril hasta obtener una turbidez semejante al tubo
0,5 del estandar de Mac Farland (17). Se sembraron 10 puL de cada una de las
suspensiones, por triplicado, en distintas placas con los medios BSA, SEA y Tween 80
(con un maximo de tres muestras por placa) (Foto 6). Los medios se incubaron a 37°C
durante 24, 48 y 72 horas. Soélo para la actividad esterasica, la incubacion se extendio

hasta las 78 horas debido a un retardo en la expresién de esta actividad (Anexo 5).
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Foto 6. Cepas de C. albicans sembradas por triplicado y en distintas placas, en los medios agar
albuimina sérica bovina (a), Sabouraud yema de huevo (b) y Tween 80 (c). “H” indica

conservacion en heladera (método de Castellani).

Las lecturas de cada actividad enzimatica se realizaron a las 24, 48 y 72 horas de
incubacién (y 78 horas para la esterasica) midiendo, con un calibre, el diametro de la
colonia y el diametro de la colonia mas el halo o la zona de hidrélisis. A partir de la
relacion entre estos valores se procedid a determinar las diferentes actividades
enzimaticas de las cepas de C. albicans, expresando los resultados mediante la

valoracion del indice Pz (“Precipitation zone”) (36,68) (Foto 7).

indice Pz = Diametro de la colonia
Diametro de la colonia + Halo de hidrolisis
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Foto 7. Cepa de C. albicans en los medios agar albimina sérica bovina (a), Sabouraud

yema de huevo (b) y Tween 80 (c). Las lineas rectas rojas y violetas indican el diametro de
la colonia y el diametro de la colonia mas el halo o la zona de hidrdlisis, respectivamente. A

partir de la relacion entre estos valores se calculan los indices Pz.

El indice Pz puede tomar valores que van desde 0 a 1, correspondiendo aquellos
mas proximos a 0 a niveles maximos de actividad enzimatica. Inversamente aquellos
indices con valores proximos a 1 fueron indicativos de un bajo nivel en dicha actividad
(17,54,69). Se establecieron los siguientes rangos de actividad: alta (Pz < 0,4), media

(Pz 0,41-0,6), baja (Pz 0,61-0,8), muy baja (Pz 0,81-0,99) y nula (Pz 1) (55).
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5. Consideraciones del disefio experimental

El disefio experimental se esquematiz6 en la foto 8, donde se muestran 20
alicuotas (2 tubos Eppendorf por 5 tiempos por 2 métodos de conservacion)
preparadas para cada cepa de C. albicans (N=30, total: 600 alicuotas). Estas
alicuotas, se usaron en la medida en que fueron cumpliendo los tiempos planteados.
Cada tubo Eppendorf, después de ser utilizado, fue descartado para garantizar la
efectividad del método de conservacion.

Se estudid la actividad enzimatica en tandas de 5 cepas debido a motivos
logisticos (capacidad de la estufa de incubacion, preparacion de medios de cultivos y
obtencion de aislamientos positivos para C. albicans de pacientes del Hospital del
Carmen). Ademas, siempre se cumplié el requisito de obtener 5 aislamientos de
distintas muestras en un tiempo no mayor a una semana. A medida que se fueron
aislando, se fueron tipificando y conservando segln los métodos propuestos.

Una vez que se cumplieron 2 semanas desde la primera cepa aislada, se realizé
el ensayo con la primera medicion temporal (0 mes) de las tres actividades
enzimaticas. Luego, se esperé6 a que las cepas cumplieran los 2 meses de
conservacion y asi sucesivamente. Mientras tanto, se siguieron juntando otras 5 cepas
(hasta llegar a las 30) y repitiendo el procedimiento anterior.

Cada vez que se realiz6 el experimento se necesitaron 5 dias consecutivos. El 1°
dia, se plaguearon los medios de cultivos BSA, SEA y Tween 80 (realizados con
anterioridad) obteniendo 10 placas por cada uno de ellos. Ademas, se descongelaron
10 viales con las cepas de C. albicans (5 por cada método de conservacion), se
sembraron en tubos con medio Sabouraud e incubaron a 28°C durante 24 horas.

El 2° dia, se observd la viabilidad de cada una de las cepas. En aquellas donde no
hubo crecimiento se volvié a descongelar otro vial y se repiti6 el procedimiento
anterior. Con las cepas en donde si hubo crecimiento, se prepararon los inéculos y se

sembraron en los distintos medios por triplicado. Las placas se incubaron en estufa a
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37°C. El 3° dia, (a las 24 horas de incubacion) se midieron los didmetros de las
colonias y los didmetros de las colonias mas los halos. Repitiéndose este ultimo
procedimiento a las 48, 72 y 78 horas (para el caso de la actividad esterasica) de

incubacion.
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Foto 8. Esquema que resume el disefio experimental para cada cepa de C. albicans (20 alicuotas por 30 cepas).
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6. Anadlisis estadisticos

La viabilidad de las cepas de C. albicans se expresé a partir del recuento de
cepas vivas en funcion del total de cepas analizadas (%) en los 5 tiempos de
conservacion segun los métodos de Castellani y congelacion. De la misma manera se
expresO el porcentaje de cepas con actividad proteolitica, fosfolipasa y esterasica
luego de las 72 horas de incubacién.

Las actividades enzimaticas, para cada método y tiempo de conservacion, se
describieron utilizando medidas de tendencia central de los indices Pz, como:
promedio, desviacion estandar, error estandar, coeficiente de variacion, valor minimo y
maximo, mediana, percentil 25 y 75. La estadistica descriptiva se realiz6 para las 24,
48, 72 y 78 horas de incubacion.

Para cada actividad enzimatica se realiz6 la comparacion de los indices Pz entre
los métodos y tiempos de conservacion utilizando analisis no paramétricos (prueba de
Kruskal Wallis) debido a que los datos no cumplieron los supuestos de normalidad
(prueba de Shapiro Wilks modificado). Sin embargo, se cumplié con el supuesto de
homogeneidad de varianzas mediante la prueba F. Los valores de p<0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos. En todos los analisis estadisticos se

utilizé el programa InfoStat version 2018 (70).
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RESULTADOS

1. Viabilidad de las cepas de C. albicans

Las 30 cepas de C. albicans analizadas mantuvieron su vitalidad hasta el sexto
mes de conservacion con ambos métodos. Las diferencias en la supervivencia se
observaron al afio de conservacion; mostrando con el método de Castellani una
reduccion del 33,33%, mientras que con el de congelacién, se mantuvo la viabilidad

del 100% (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de viabilidad de 30 cepas de C. albicans a través del tiempo de

conservacion segun los métodos de Castellani y congelacion.
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2. Influencia del tiempo de lectura sobre la determinacion de la actividad

enziméatica

a) Actividad proteolitica

A partir de las 24 horas de incubacion, en la primera medicion temporal, el mayor
porcentaje de las cepas presentd actividad proteolitica media; esto se mantuvo a lo
largo de las 48 y 72 horas con ambos métodos de conservacion, a excepcion de la
lectura a las 24 horas con el método de congelacién, donde la mayor proporcién
presento actividad nula.

A partir del 2° mes, a las 24 horas de incubacién, el mayor porcentaje de las
cepas presentd actividad proteolitica alta, manteniéndose a lo largo de las 48 y 72
horas con ambos métodos de conservacion y durante el resto del ensayo, a excepcion
de la lectura a las 48 horas, a los 12 meses con el método de Castellani, donde el 50%

de las cepas presentd actividad media (Tabla 1).

b) Actividad fosfolipasa

En la lectura de las 24 y 48 horas de incubacién, con ambos métodos de
conservacion y a lo largo de todo el ensayo, el mayor porcentaje de las cepas expresé
actividad fosfolipasa nula y baja, respectivamente. A las 72 horas, se observé que la
mayor proporcion de las cepas presentd actividad media hasta el 4° mes y baja a partir

del 6° mes, con ambos métodos de conservacion (Tabla 2).

¢) Actividad esterdsica

En la lectura de las 24 y 48 horas de incubacién, con ambos métodos de
conservacion y a lo largo de todo el ensayo, el mayor porcentaje de las cepas expresé
actividad esterasica nula. A las 72 horas, se observo que la mayor proporcion de las
cepas presentd actividad baja hasta el 4° mes y nula a partir del 6° mes, con ambos

métodos de conservacion.
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A todas las cepas del ensayo se las dej6 incubar seis horas mas para facilitar la
lectura de los halos. Asi, a las 78 horas, el mayor porcentaje de las cepas expresé
actividad media, esto se mantuvo con ambos métodos y a lo largo de todo el ensayo, a
excepcion de los 12 meses con el método de Castellani donde la mayor proporcion

present6 actividad nula (Tabla 3).

38



Tabla 1. Actividad proteolitica de cepas viables de C. albicans a 24, 48 y 72 horas de incubacién en cinco tiempos de conservacion segun los métodos de

Castellani y congelacion. N° y % indican frecuencia absoluta y relativa respectivamente.

ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Método de conservacion

Tiempo de P Castellani congelacién
o Indice Pz Rangos
conservacion 24 hs 48 hs 72 hs 24 hs 48 hs 72 hs
N° % N° % N° % N° % N° % Ne° %
Alto <041 3 10 4 13 3 10 6 20 6 20 2 7
Medio 0,41-0,6 13 43 13 43 13 43 9 30 13 43 15 50
0 mes Bajo 0,61-0,8 1 3 7 23 7 23 2 7 4 13 5 17
Muy bajo 0,81-0,99 1 3 3 10 4 13 1 3 3 10 4 13
Nulo 1 12 40 3 10 3 10 12 40 4 13 4 13
Alto <041 11 37 14 a7 11 37 12 40 14 47 12 40
Medio 0,41-0,6 9 30 8 27 11 37 8 27 8 27 9 30
2 meses Bajo 0,61-0,8 2 7 3 10 2 7 2 7 1 3 1 3
Muy bajo 0,81-0,99 0 0 0 0 1 3 0 0 0 0 1 3
Nulo 1 8 27 5 17 5 17 8 27 7 23 7 23
Alto <0,41 12 40 13 43 10 33 14 47 13 43 12 40
Medio 0,41-0,6 6 20 6 20 9 30 4 13 5 17 5 17
4 meses Bajo 0,61-0,8 3 10 1 3 1 3 1 3 2 7 2 7
Muy bajo 0,81-0,99 0 0 0 0 0 0 1 3 0 0 1 3
Nulo 1 9 30 10 33 10 33 10 33 10 33 10 33
Alto <041 17 57 17 57 17 57 17 57 18 60 15 50
Medio 0,41-0,6 6 20 9 30 7 23 8 27 7 23 9 30
6 meses Bajo 0,61-0,8 2 7 0 0 2 7 1 3 2 7 2 7
Muy bajo 0,81-0,99 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0 0
Nulo 1 5 17 4 13 4 13 4 13 2 7 4 13
Alto <0,41 12 60 9 45 10 50 19 63 20 67 19 63
Medio 0,41-0,6 6 30 10 50 7 35 10 33 10 33 8 27
12 meses Bajo 0,61-0,8 1 5 0 0 2 10 1 3 0 0 3 10
Muy bajo 0,81-0,99 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nulo 1 1 5 1 5 1 5 0 0 0 0 0 0
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Tabla 2. Actividad fosfolipasa de cepas viables de C. albicans a 24, 48 y 72 horas de incubacién en cinco tiempos de conservacion segin los métodos de
Castellani y congelacion. N° y % indican frecuencia absoluta y relativa respectivamente.

ACTIVIDAD FOSFOLIPASA
. Método de conservacion
Tiempo de
conservacion indice Pz Rangos Castellani congelacion
24 hs 48 hs 72 hs 24 hs 48 hs

% N° % N° % N° % N° %
Alto <0,41 0 0 0 7 23 0 0 0 0
Medio 0,41-0,6 0 9 30 16 53 0 0 9 30
0 mes Bajo 0,61-0,8 0 13 43 4 13 0 0 17 57
Muy bajo 0,81-0,99 0 3 10 1 3 0 0 1 3
Nulo 1 100 5 17 2 7 30 100 3 10
Alto <041 0 0 0 0 5 17 0 0 0 0
Medio 0,41-0,6 0 0 12 40 17 57 0 0 12 40
2 meses Bajo 0,61-0,8 0 0 14 47 7 23 0 0 13 43
Muy bajo 0,81-0,99 1 3 2 7 1 3 0 0 1 3
Nulo 1 29 97 2 7 0 0 30 100 4 13
Alto <041 0 0 0 0 6 20 0 0 0 0
Medio 0,41-0,6 0 0 9 30 13 43 0 0 11 37
4 meses Bajo 0,61-0,8 0 0 15 50 9 30 0 0 14 a7
Muy bajo 0,81-0,99 0 0 2 7 1 3 0 0 1 3
Nulo 1 30 100 4 13 1 3 30 100 4 13
Alto <041 0 0 0 0 4 13 0 0 0 0
Medio 0,41-0,6 0 0 6 20 8 27 0 0 4 13
6 meses Bajo 0,61-0,8 0 0 13 43 13 43 0 0 15 50
Muy bajo 0,81-0,99 0 0 6 20 2 7 0 0 6 20
Nulo 1 30 100 5 17 3 10 30 100 5 17
Alto <041 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Medio 0,41-0,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12 meses Bajo 0,61-0,8 1 5 10 50 13 65 0 0 12 40
Muy bajo 0,81-0,99 1 5 3 15 5 25 0 0 7 23
Nulo 1 18 90 7 35 2 10 30 100 11 37




Tabla 3. Actividad esterasica de cepas viables de C. albicans a 24, 48, 72 y 78 horas de incubacién en cinco tiempos de conservacion segun los métodos de
Castellani y congelacion. N° y % indican frecuencia absoluta y relativa respectivamente.

ACTIVIDAD ESTERASICA

Ti q Método de conservacion
'empo de T Castellani congelacién
conservacion ndice Pz Rangos 24 hs 48 hs 72 hs 78 hs 24 hs 48 hs 72 hs 78 hs
N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° % N° %
Alto <041 0 0 0 0 0 0 1 5 0 0 0 0 0 0 2 10
Medio 0,41-0,6 0 0 1 3 8 27 10 50 0 0 1 3 8 27 13 65
0 mes Bajo 0,61-0,8 0 0 5 17 13 43 6 30 0 0 6 20 14 47 4 20
Muy bajo 0,81-0,99 2 7 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0 0 0 0
Nulo 1 28 93 24 80 9 30 3 15 30 | 100 | 22 73 8 27 1 5
Alto <041 0 0 0 0 0 0 2 7 0 0 0 0 0 0 2 7
Medio 0,41-0,6 0 0 1 3 5 17 17 57 0 0 2 7 5 17 19 63
2 meses Bajo 0,61-0,8 0 0 5 17 14 a7 7 23 0 0 2 7 15 50 2 7
Muy bajo 0,81-0,99 0 0 0 0 1 3 0 0 0 0 1 3 0 0 0 0
Nulo 1 30 100 24 80 10 33 4 13 30 | 100 | 25 83 10 33 7 23
Alto <041 0 0 0 0 0 0 2 7 0 0 0 0 0 0 1 3
Medio 0,41-0,6 0 0 2 7 8 27 17 57 0 0 2 7 9 30 20 67
4 meses Bajo 0,61-0,8 0 0 7 23 12 40 4 13 0 0 8 27 11 37 2 7
Muy bajo 0,81-0,99 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nulo 1 30 100 21 70 10 33 7 23 30 | 100 | 20 67 10 33 7 23
Alto <041 0 0 0 0 0 0 1 3 0 0 0 0 0 0 2 7
Medio 0,41-0,6 0 0 2 7 10 33 14 47 0 0 1 3 8 27 11 37
6 meses Bajo 0,61-0,8 0 0 7 23 8 27 6 20 0 0 9 30 9 30 5 17
Muy bajo 0,81-0,99 0 0 1 3 0 0 1 3 0 0 0 0 0 0 3 10
Nulo 1 30 100 20 67 12 40 8 27 30 | 100 | 20 67 13 43 9 30
Alto <041 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 7
Medio 0,41-0,6 0 0 1 5 3 15 7 35 0 0 1 3 6 20 13 43
12 meses Bajo 0,61-0,8 0 0 2 10 7 35 5 25 0 0 5 17 11 37 10 33
Muy bajo 0,81-0,99 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nulo 1 20 100 17 85 10 50 8 40 30 | 100 | 24 80 13 43 5 17
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3. Efecto del tiempo de conservacién de las cepas sobre la actividad

enziméatica

La descripcion de los resultados del apartado 3 y 4 se realizaron a las 72 horas de
incubacion (y 78 horas sélo para el caso de la actividad esterasica). Se consideré

produccion de actividad enzimatica cuando el indice Pz fue < 1.

a) Actividad proteolitica

En la primera medicién temporal, se observé que el 90% y 87% de los
aislamientos present6 actividad proteolitica con los métodos de Castellani vy
congelacion, respectivamente. En el 2° y 4° mes este porcentaje disminuyo respecto al
inicio del ensayo, con ambos métodos. No obstante, a los 12 meses, se obtuvo un

aumento del 95% y 100%, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de cepas viables de C. albicans con actividad proteolitica a través del
tiempo de conservacién con los métodos de Castellani y congelacion, a las 72 horas de

incubacion.

b) Actividad fosfolipasa

Entre el 90% y 100% de las cepas presentd actividad fosfolipasa, con ambos

métodos de conservacion y a lo largo de todo el ensayo (Figura 3).

42



S 1007 = _

© ] I —

[%2]

©

2

§ 751

[%2]

o

3

- 501

=

I3]

©

& 257

o

1]

©

(X

8 O T T T T T 1
0 mes 2 meses 4 meses 6 meses 12 meses

Tiempo

||:| Método de Castellani . Método de Congelacién

Figura 3. Porcentaje de cepas viables de C. albicans con actividad fosfolipasa a través del
tiempo de conservacion con los métodos de Castellani y congelacion, a las 72 horas de

incubacion.

c) Actividad esterasica

En la primera medicion temporal, a las 72 horas de incubacion, el 70% y 73% de
las cepas presentd actividad esterasica, con los métodos de Castellani y congelacion,
respectivamente. A las 78 horas se produjo un aumento de estos porcentajes siendo
del 85% y 95% respectivamente. A los 12 meses de conservacion de las cepas, estos
porcentajes disminuyeron respecto al inicio del ensayo, siendo a las 72 horas de

incubacién del 50% y 57% y a las 78 horas del 60% y 83% respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de cepas viables de C. albicans con actividad esterasica a traves del
tiempo de conservacion con los métodos de Castellani y congelacion, a las 72 horas de

incubacion.
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4. Variacion cuantitativa del indice Pz con el tiempo de conservacién por

ambos métodos

a) Actividad proteolitica

Se observé que para el mes 0 de conservacion con los métodos de Castellani y
congelacion, el valor del indice Pz promedio fue de 0,63 y 0,64 respectivamente
indicando una actividad proteolitica baja en ambos casos. A lo largo de todo el
experimento, se observd que la actividad aumentd, a excepcion del 4° mes que
present6 valores de indice Pz similares al inicio del ensayo. Asi, a los 12 meses, el
indice Pz promedio fue de 0,42 y 0,38 con Castellani y congelacion, indicando una
actividad media y alta, respectivamente (Figura 5y Anexo 6).

A pesar de las minimas diferencias observadas entre ambos métodos, la prueba
de Kruskal Wallis indic6 que no son estadisticamente significativas, pero si entre
tiempos de conservacion; mostrando que el 0 y 4° mes son los que presentaron menor

actividad proteolitica y difieren del resto del ensayo (p<0,0001) (Anexo 7).
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Figura 5. indice Pz de cepas viables de C. albicans con actividad proteolitica a través del
tiempo de conservacion con los métodos de Castellani y congelacién a las 72 horas de

incubacién. Las barras indican el valor promedio mas el error estandar.
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b) Actividad fosfolipasa

Se observo que, en la primera medicion temporal, con los métodos de Castellani y
congelacion, el indice Pz promedio fue de 0,54 y 0,50 respectivamente, indicando una
actividad fosfolipasa media en ambos casos. Estos valores se mantuvieron similares
hasta el 4° mes. A partir del 6° mes la actividad fosfolipasa disminuy6 hasta alcanzar a
los 12 meses un indice Pz promedio de 0,78 y 0,74 con Castellani y congelacion,
respectivamente (actividad baja) (Figura 6 y Anexo 6).

Las diferencias entre los tiempos de conservacion fueron determinadas por el
andlisis de Kruskal Wallis (p<0,0001); mientras que entre ambos métodos no se

encontraron diferencias significativas (Anexo 7).
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Figura 6. indice Pz de cepas viables de C. albicans con actividad fosfolipasa a través del
tiempo de conservacién con los métodos de Castellani y congelacion a las 72 horas de

incubacion. Las barras indican el valor promedio mas el error estandar.
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c) Actividad esterasica

A las 78 horas de incubacion de las cepas, se observd que al mes 0 de
conservacion con los métodos de Castellani y congelacion, el valor del indice Pz
promedio fue de 0,62 (actividad baja) y 0,57 (actividad media) respectivamente. A los
12 meses, el valor del indice Pz promedio de 0,75 y 0,64 respectivamente, indicando
una actividad baja (Figura 7 y Anexo 6).

A pesar de observarse una leve disminucién, la actividad esterasica se mantuvo
constante durante todo el ensayo con ambos meéetodos de conservacion, ya que la
prueba de Kruskal Wallis no determind diferencias estadisticamente significativas

(p=0,3286) (Anexo 7).
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Figura 7. indice Pz de cepas viables de C. albicans con actividad esterasica a través del tiempo
de conservacion por los métodos de Castellani y congelacion a las 78 horas de incubacion. Las

barras indican el valor promedio mas el error estandar.
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d) Comparacion entre las actividades enzimaticas
En las figuras 8 y 9 se sintetiza la evolucion de las tres actividades enzimaticas a

lo largo de todo el experimento con el método de Castellani y congelacion,

respectivamente.
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Figura 8. Actividades enziméticas de cepas de C. albicans a través del tiempo de conservacién
con el método de Castellani a las 72 horas de incubacion. Las barras indican el valor del indice

Pz promedio mas el error estandar.
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Figura 9. Actividades enzimaticas de cepas de C. albicans a través del tiempo de conservacion
con el método de congelacion a las 72 horas de incubacion. Las barras indican el valor del

indice Pz promedio mas el error estandar.
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DISCUSION

1. Viabilidad de las cepas de C. albicans

Al analizar el porcentaje de supervivencia de las cepas de C. albicans
conservadas durante un afio con el método de Castellani, la viabilidad que se obtuvo
fue del 66,67%, cifra inferior a la encontrada por otros autores como Panizo y col.
(2005) quienes evaluaron 52 cepas de C. albicans y reportaron la supervivencia del
100% después de 2 a 48 afios de conservacion (38). También, Martinez y col. (2009)
lograron mantener viables el 100% de 8 cepas de C. utilis durante tres afios (52). Asi
mismo, Fernandez Andreu y col. (2013) informaron que la supervivencia de 35 cepas
de Candida spp preservadas durante 15 a 20 afios, fue del 91,4% (40).

Por otro lado, al evaluar el porcentaje de viabilidad con el método de congelacion,
se pudo comprobar la eficacia de este método comparado con el primero. Como se
aprecia en la Figura 1, de las 30 cepas de C. albicans evaluadas se recuper6 el 100%
al afo de conservacion. Resultados similares fueron obtenidos por Garcia-Martinez y
col. (2018) quienes trabajaron con 212 cepas de C. albicans durante 42 meses de
conservacion a -80°C (71).

En este trabajo, cabe aclarar que hasta el sexto mes de conservacién con el
método de Castellani, la supervivencia de las cepas de C. albicans se mantuvo en
100%. Rodrigues y col. (1992) sefialan que a partir de este tiempo de conservaciéon
podria haber una reduccién del volumen inicial de agua destilada con la consiguiente
posible pérdida de viabilidad (72).

Mendoza y col. (2005) recomiendan utilizar tubos con tapa sellada con parafilm y
realizar una revisién semestral con reposicién de agua estéril en caso de evaporacion
durante todo el periodo de almacenamiento de las cepas (73). También, Fernandez-
Andreu y col. (2013) informaron que el cierre deficiente de los tubos de vidrio con
tapas a rosca empleados para la conservacion de cepas microbianas podria contribuir

a la disminucion de volumen de liquido por evaporacion (40).

48



Entre los diversos factores que pudieron haber afectado la viabilidad de las cepas
de C. albicans, se pueden mencionar la edad del cultivo, los diferentes criotubos
empleados, la falta de hermeticidad de las tapas de los tubos Eppendorf, el tiempo que
fueron preservadas cada una de las cepas, las diferentes temperaturas de
conservacion tanto para el método de Castellani (20°C o 4°C) como para el de
congelacion (-20°C, -80°C y -196°C) y el agente crioprotector utilizado en este ultimo
método.

Al comparar los métodos de Castellani y congelacién en lo que respecta a la
practicidad de la técnica empleada, se pudo observar que ambos fueron sencillos,
econdmicos, poco laboriosos y requirieron poco espacio para el almacenamiento de

las cepas (38,40,41,47,52).
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2. Influencia del tiempo de lectura sobre la determinacion de la actividad

enziméatica

El primer tiempo de conservaciéon (dos semanas) de las 30 cepas de C. albicans,
fue considerado como el tiempo cero; por lo que la medicion de la actividad
fosfolipasa, proteolitica y esterasica en esa primera medicion, fue la que se comparé

con la de otros trabajos.

a) Actividad proteolitica

Con respecto a la actividad proteolitica, se pudo observar que fue la mas precoz,
de las tres actividades, en expresarse. A las 24 horas de incubacion, el mayor
porcentaje de las cepas present6 actividad proteolitica media; esto se mantuvo similar
alo largo de las 48 y 72 horas, con ambos métodos de conservacion.

Por el contrario, en un estudio publicado por Galan-Ladero y col. (2010) quienes
trabajaron con 29 cepas de C. tropicalis, se demostré que el mayor porcentaje de las
cepas presento actividad proteolitica muy baja luego de 24 horas que se incremento
con la incubacién, de tal manera que el 50% de las cepas presenté actividad

proteolitica intermedia, a las 72 horas de incubacion (55).

b) Actividad fosfolipasa

Con referencia a la actividad fosfolipasa, la mayor proporciébn de las cepas
presentd actividad enzimatica nula a las 24 horas, baja a las 48 horas y media a las 72
horas de incubacion, demostrando un aumento de la actividad fosfolipasa con un
mayor tiempo de incubacion, con ambos métodos de conservacion.

Resultados similares fueron obtenidos por Echeverria y col. (2002), quienes
estudiaron 41 cepas de C. albicans y observaron a las 24 horas de incubacion,
actividad enzimatica nula en todas las cepas. A las 48 y 72 horas, se comprobd

actividad en 19 y 34 cepas, respectivamente (74).
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Sin embargo, en el estudio de Galan-Ladero y col. (2010), a las 24 horas de
incubacion se observo que el 72% de las cepas presentd actividad fosfolipasa, y que

este porcentaje disminuy6 dramaticamente tras las horas de incubacion (55).

c) Actividad esterasica

Con respecto a la actividad esterasica, en la lectura de las 24 y 48 horas de
incubacion, el mayor porcentaje de las cepas presenté actividad enzimatica nula. A las
72 y 78 horas, la actividad fue baja y media, respectivamente, demostrando un
aumento de la actividad esterasica con un mayor tiempo de incubacién, con ambos
métodos de conservacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron similares a los reportados por el
estudio de Galan-Ladero y col. (2010), quienes observaron que el 65,5% de las cepas
presentd actividad baja a las 24 horas y que este porcentaje se incrementd con la
incubacién, de tal manera que un 75% de las cepas presentd actividad esterasica

intermedia, a las 72 horas de incubacién (55).
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3. Actividad enzimética porcentual

El porcentaje de actividad fosfolipasa, proteolitica y esterasica en el tiempo cero
fue comparado con el de otros trabajos en los que también se estudiaron cepas de C.

albicans.

a) Actividad proteolitica

Con respecto a la produccion de proteinasas, se observé que mas del 85% de los
aislamientos de C. albicans present6 actividad enzimatica, con ambos métodos de
conservacion. Resultados similares fueron reportados por Gokce y col. (2007) y
Carrillo-Dover y col. (2009) (17,75). En los trabajos de Penha y col. (2000), Panizo y
col. (2005) y Ramos y col. (2015) informaron actividad proteolitica en la totalidad de las
cepas (54,56,76) mientras que Basu y col. (2003) observaron actividad sélo en el

66,6% de las cepas que analizaron (5).

a) Actividad fosfolipasa

Con referencia a la actividad fosfolipasa, se obtuvo que mas del 90% de las cepas
de C. albicans present6 actividad fosfolipasa, con ambos métodos de conservacion.
Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Pakshir y col. (2013) (66). En los
estudios de Panizo y col. (2005), Carrillo-Dover y col. (2009), Zarei Mahmoudabadi y
col. (2010) y Ramos y col. (2015) fueron reportados actividad en la totalidad de las
cepas estudiadas (9,17,54,56).

Por otro lado, numerosas publicaciones han informado un menor porcentaje de
cepas de C. albicans con actividad fosfolipasa al hallado en este trabajo: Penha y col.
(2000) 83,3% (76); Echeverria y col. (2002) 78% (74); Gokce y col. (2007) 60,3% (75);

Basu y col. (2003) 48,7% (5).
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b) Actividad esterasica

Con respecto a la produccion de esterasas, a las 72 y 78 horas de incubacion,
mas del 70% y 85% de las cepas de C. albicans present6é actividad enzimética,
respectivamente, con ambos métodos de conservacion. Estos resultados, fueron
similares a los reportados por Girish Kumar y col. (2006), quienes informaron el 75%
de cepas con actividad luego de 72 horas, mientras que el 92,3% lo hizo luego de 96
horas de incubacién (67). Asi también, Pakshir y col. (2013) obtuvieron el 87,5% de
cepas con actividad (66) mientras que Slifkin (2000) obtuvo el 100% con actividad
enzimética, luego de 72 horas de incubacion (64).

Resultados inferiores de actividad esterasica fueron reportados por Noori y col.
(2017) quienes observaron actividad en el 68,2% de las cepas que estudiaron, luego
de 10 dias de incubacion (24). De igual manera, Aktas y col. (2002) reportaron un 58%
de cepas con actividad a las 72 horas y un 98% luego de 10 dias de incubacion (65).

Es importante considerar que las discrepancias obtenidas en los resultados de las
distintas actividades enzimaticas en esta tesis, respecto a lo reportado en otras
bibliografias, probablemente pueda deberse a que se evallen en ciertos casos otras
especies 0 bien por las variaciones intra-especie de las levaduras aisladas en cada
muestra, por el sitio de aislamiento y la cantidad de cepas analizadas. Ademas, entre
otros factores, se encuentran el medio de cultivo utilizado para determinar cada
actividad enzimatica, el area geografica de estudio y las condiciones inmunes del

huésped (22,24,54).
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4. Variacion de la actividad enzimética con el tiempo de conservacion por

ambos métodos

Se observo que la evolucion de las tres actividades enziméaticas fue diferente a lo
largo del tiempo: mientras que la actividad esterasica mostr6 menor actividad
enzimética que se mantuvo constante durante los 12 meses, la actividad fosfolipasa en
la primera medicion temporal, presenté mayor actividad enzimatica que disminuy6 con
el transcurrir del tiempo. En tanto que, la actividad proteolitica tuvo un comportamiento
opuesto a la fosfolipasa, incrementando su actividad al final del ensayo, con ambos
métodos de conservacion. Ademas, analisis estadisticos complementarios indicaron
que la evolucion de las tres actividades enzimaticas no difiri6 al comparar la
procedencia de la muestra clinica (orina o flujo vaginal) (Anexo 8).

En la bibliografia, no se han encontrado reportes acerca del efecto del tiempo de
preservacion empleando los métodos de Castellani y congelacion sobre la actividad
enzimatica de las cepas de C. albicans. Sin embargo, el aumento de la actividad
proteolitica, como indican los resultados de esta tesis, se podria explicar por diversas
razones.

El medio de cultivo utilizado para medir actividad proteolitica, fue elaborado de
forma manual y a pesar de haber sido estrictamente controlado, fue preparado
reiteradas veces a lo largo de todo un afio. Esto indicaria que tanto el pH como la
temperatura del agar (a la cual se colocé la solucién de albumina sérica bovina),
podrian haber sufrido minimas variaciones que pudieron provocar cambios en el
crecimiento y en la actividad proteolitica de las cepas ensayadas. Dostal y col. (2003)
proponen que, para facilitar la deteccion de estos cambios de pH, se podria colocar un
indicador acido-base en el medio de cultivo (77). Asimismo, Hube y Naglik (2001)
aclaran que la demostracion in vitro de las distintas proteinasas Saps debe ser un

proceso altamente regulado y rigurosamente controlado (19).
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Esta demostrado que durante las candidiasis orales y vaginales hay produccién de
proteinasas Saps 1-8 por parte de C. albicans y que la expresion de Sap 8, in vitro,
esta regulada por la temperatura (11,18,30). En otros estudios realizados por Monod y
col. (1998) y De Bernadis y col. (2001) se demostré que Sap 8 se expresé con niveles
menores a 37°C que a 25°C (10,78). Esto podria explicar el aumento de la actividad
proteolitica de las cepas de C. albicans luego de ser conservadas a 4°C y a -18°C
durante todo el experimento.

Ademas, debe tenerse en cuenta que, durante el proceso de congelacién, se
producen fendmenos fisicoquimicos que afectan, en distinto grado, al microorganismo
gue se desea conservar (49). El estrés al cual se ven sometidas las cepas de C.
albicans, independientemente del método de preservacion utilizado, podria afectar la

produccién enzimatica a lo largo del tiempo.
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CONCLUSIONES

Los aportes de esta tesis contribuyen con informacion util en cuanto al efecto que
podrian tener las técnicas de Castellani y congelacion sobre la actividad enzimética de
cepas de C. albicans que podrian emplearse como referencia en investigacion, para
estudiar virulencia, disefiar estrategias de control y prevencion de las candidiasis, y
para desarrollar nuevos agentes terapéuticos con estos factores de patogenicidad
como posibles blancos de accion.

El estudio de las actividades enzimaticas a las 24, 48 y 72 horas de incubacion,
demostré que, para evidenciar la actividad fosfolipasa y esterasica de cepas de C.
albicans, se deben dejar incubar no menos de 72 horas. En el caso de la actividad
proteolitica, al ser la mas precoz en expresarse y los indices Pz mantenerse estables a
lo largo del tiempo de incubacion, los resultados podrian ser concluyentes a las 24
horas.

Al comparar los métodos de Castellani y congelacién, se pudo observar que
ambos fueron sencillos, econémicos, poco laboriosos y requirieron poco espacio para
el almacenamiento de las cepas. Ademas, los resultados sugieren que pueden ser
utilizados indistintamente para medir actividad enzimatica a lo largo del tiempo se
conservacion. Sin embargo, el de congelacion resulté ser mas eficaz en lo que
respecta a la viabilidad, esto demuestra la importancia de utilizar mas de una técnica y
trabajar con réplicas del microorganismo que se desea conservar como medida de
seguridad.

A partir de los resultados obtenidos en esta experiencia, se puede concluir que
ambos métodos fueron Utiles para mantener estable la actividad esterasica durante un
afio y fosfolipasa hasta el 4° mes, a partir del cual se vio reducida su actividad. En
relacion a la actividad proteolitica, debido a que aumentd a lo largo del tiempo, surge

la necesidad de estudiar en profundidad esta respuesta, ajustando la técnica
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implementada y comparar los resultados utilizando otros medios de cultivos con la
complementacion de estudios moleculares.

Es importante continuar con las investigaciones que trabajen acerca de la
actividad de proteasas, fosfolipasas, esterasas, hemolisinas y coagulasas asi como de
otros factores de virulencia, como son: la adherencia, el cambio fenotipico, la
morfologia celular y la produccién de biopeliculas de C. albicans y de otros
microorganismos, para determinar su estabilidad a lo largo del tiempo de conservacion
por distintos métodos e identificar hasta qué momento se pueden preservar las cepas
aisladas para garantizar la reproducibilidad de las investigaciones.

A pesar de que C. albicans ha sido ampliamente estudiada, tanto en su accion
oportunista como en los factores de virulencia; las investigaciones se limitan a los
andlisis de estos factores en cepas frescas, sin considerar ningdn método de
preservacion. Por este motivo, los resultados aportados en esta tesis contribuyen con
las primeras estimaciones sobre el efecto del tiempo de conservacion empleando los
métodos de Castellani y de congelacion sobre la actividad enzimética de cepas de C.

albicans.
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ANEXOS

1. Procedencia de las cepas de C. albicans aisladas de pacientes del Hospital del Carmen

N° Muestra Edad Sexo Origen Diagnostico/Factor de riesgo

1 Orina 79 | Femenino | Internado Sindrome febril y neumonia intrahospitalaria
2 Flujo vaginal 35 | Femenino | Ambulatorio Embarazo (33 semanas)

3 Flujo vaginal 30 | Femenino | Ambulatorio Embarazo (36 semanas)

4 Flujo vaginal 43 | Femenino | Ambulatorio Vulvovaginitis

5 Esputo 84 | Masculino| Internado Neumonia adquirida en la comunidad

6 | Aspirado Traqueal | 94 |Femenino| Internado Neumonia adquirida en la comunidad

7 Orina 89 |Masculino| Internado Sindrome febril

8 Orina 21 | Femenino | Ambulatorio Embarazo (12 semanas)

9 Orina 77 |Masculino| Internado | Neumonia adquirida en la comunidad y enfermedad pulmonar obstructiva crénica
10 Flujo vaginal 26 | Femenino | Ambulatorio Vulvovaginitis

11 Orina 73 | Masculino | Ambulatorio Infeccion del tracto urinario

12 Orina 84 | Femenino | Internado Insuficiencia cardiaca

13 Flujo vaginal 34 | Femenino | Ambulatorio Vulvovaginitis

14 Orina 90 | Masculino | Ambulatorio Insuficiencia cardio-respiratoria e infeccién del tracto urinario
15 Orina 92 | Masculino| Internado Neumonia intrahospitalaria

16 Orina 85 | Femenino | Internado Neumonia adquirida en la comunidad

17 Flujo vaginal 21 | Femenino | Ambulatorio Vulvovaginitis

18 Orina 77 |Masculino| Internado Sepsis

19 Flujo vaginal 18 | Femenino | Ambulatorio Embarazo (34 semanas)

20 Orina 75 | Femenino | Internado Sepsis

21 Orina 67 | Masculino | Ambulatorio Sepsis

22 Flujo vaginal - Femenino | Ambulatorio Embarazo (36 semanas)

23 Orina 71 |Femenino| Internado Accidente cerebro vascular

24 Flujo vaginal 31 | Femenino | Ambulatorio Embarazo (34 semanas)

25 Flujo vaginal - | Femenino | Ambulatorio Vulvovaginitis

26 Flujo vaginal 37 | Femenino | Ambulatorio Vulvovaginitis

27 Orina - |Masculino | Internado Sindrome febril

28 Orina 82 | Femenino | Internado Neumonia adquirida en la comunidad e insuficiencia renal
29 Orina 64 |Masculino| Internado Shock séptico

30 Flujo vaginal 32 | Femenino | Ambulatorio Trichomoniasis
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2. Composicion de medios de cultivos para identificacion de levaduras

Aqgar harina de maiz-Tween 80 para observacién micromorfoldgica

El medio agar harina de maiz se elabor6 con 40 g de harina de maiz amarilla que
se disolvio en 1 litro de agua destilada calentando en bafio maria a 60 °C durante 1
hora. Luego, se filtr6 a través de papel y llevd a volumen final con agua destilada.
Posteriormente se agregd 20 g de agar y 10 mL de Tween 80; esto se hirvié para
lograr la competa disolucion. Por dltimo, la solucion se esteriliz6 mediante autoclavado
a 121°C de temperatura y 1 atmosfera de presion durante 15 minutos. EI medio

resultante se dispensé en tubos de ensayo estériles y se dejaron solidificar (61).

CHROMagar™ Candida para identificacion microbiolégica presuntiva

Se utilizé el medio CHROMagar™ Candida comercial que contiene 10,2 g de
peptona, 22 g de mezcla cromogénica, 0,5 g de cloranfenicol, 15 g de agar y 1000 mL
de agua destilada. El pH final es de 6,1 + 0,2. Para la preparacién se disolvié 12 g de
medio en 252 mL de agua destilada estéril. La mezcla se calentd hasta disolucion
completa y fue vertida en placas de Petri estériles. El medio no requiere esterilizacion

por autoclave.

Agar glucosado Sabouraud para aislamiento de levaduras y hongos miceliales

Se utilizé el medio Sabouraud comercial (Britania) que contiene 5 g de peptona, 5
g de tripteina, 40 g de glucosa, 0,05 g de cloranfenicol, 15 g de agar y 1000 mL de
agua destilada. El pH final es de 5,6 £ 0,2. Para la preparacion, se disolvié 19,5 g de
medio en 300 mL de agua destilada. La mezcla se calentd hasta disolucion completa y
esterilizd mediante autoclavado a 121°C de temperatura y 1 atmdésfera de presion
durante 15 minutos. El medio resultante se dispensé en tubos de ensayo estériles y se

dejo solidificar en posicién inclinada (pico de flauta).
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3. Composicion de medios de cultivos para medir actividad enzimética

Agar albumina sérica bovina (BSA) para actividad proteolitica

El medio BSA se elabor6 con 0,5 g de K2HPO4, 0,04 g de MgS04.7H20, 1 g de
NaCl, 0,2 g de extracto de levadura, 4 g de glucosa y 0,5 g de albamina sérica bovina
disueltos en 60 mL de agua destilada estéril. La solucion se ajusté a pH 5 y se
esterilizo con filtros de 0,22 um de diametro de poro. Posteriormente, se afiadié a un
matraz que contenia 4 g de agar disueltos en 140 mL de agua destilada esterilizados
mediante autoclavado a 121°C de temperatura a 1 atmdésfera de presion durante 15
minutos y atemperado a 60°C. El medio resultante se dispenso en placas de Petriy se

dejo solidificar (20,69).

Agar Sabouraud yema de huevo (SEA) para actividad fosfolipasa

El medio SEA se elaboré con 65 g de agar glucosado de Sabouraud, 58,45 g de
NaCl y 0,0554 g de CacCl; disueltos en 1 litro de agua destilada, esterilizandose
mediante autoclavado a 121°C de temperatura y 1 atmésfera de presion durante 15
minutos. Posteriormente se atemperd a 60°C y se afadié yema de huevo estéril al 8%
hasta obtener una suspensién homogénea. El medio resultante se dispensé en placas
de Petri y se dejé solidificar (20,21,56,74).

Para extraer yema de huevo de manera aséptica, primero se tuvo que lavar la
cascara del huevo con abundante agua y secar completamente. Luego se desinfectd
sumergiéndolo en alcohol durante 20 minutos y se volvié a secar. Después, se rompid
la cascara y se separé la yema de la albumina. Por dltimo, la yema de huevo se diluyé

al 50 % con solucion fisiolégica estéril (79).

Medio Tween 80 para actividad esterasica

El medio de opacidad del Tween 80 se preparé con 10 g de peptona, 5 g de NaCl,

0,1 g de CaCly, 15 g de agar y 5 mL de Tween 80 disueltos en 1 litro de agua
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destilada, ajustado a un pH de 6,8. El medio se autoclavo a 121°C de temperatura y a
1 atmésfera de presion durante 15 minutos, luego se dispensé en placas de Petri y se

dejo solidificar (55,64—-67).
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4. Funcionamiento del espectrometro de masas: MALDI-TOF

Los tres elementos principales que contiene el MALDI-TOF son: la fuente de
ionizacion, el analizador y el detector. La fuente de ionizacion es un laser ultravioleta
con longitud de onda de 337 nm, que produce la desorcién e ionizacion de la muestra
con la ayuda de una matriz organica (acido a-ciano-4-hidroxi-trans-cinamico). El papel
fundamental de la matriz es absorber y, después, transmitir la energia del laser a la
muestra, facilitando su ionizacion (59).

El segundo elemento es el analizador. Tras la ionizacion, los iones generados se
aceleran mediante la aplicacién de un campo eléctrico y pasan por un analizador. El
analizador tipo TOF separa los iones procedentes de la muestra en relacién con su
ratio masa/carga (m/z). El ratio determina el tiempo que tarda un i6n en alcanzar el
detector (tiempo de vuelo). Como es de esperar los iones mas pequefios vuelan mas
rapido y alcanzan antes el detector, mientras que los de mayor masa tardan mas (59).

Finalmente, los iones impactan contra el detector, que recoge toda la informacion
necesaria para generar un espectro de masas de cada compuesto analizado. El
tiempo que demora el MALDI-TOF en identificar un microorganismo desde la
preparacion de la muestra hasta la emision del resultado es de 5-8 minutos.

Las levaduras, al igual que otras especies fangicas, poseen una pared celular
gruesa, por lo que es importante la preparacion previa de la muestra para favorecer la
liberacion de las proteinas intracelulares. En este caso, se realizd el procedimiento
abreviado que consistié en colocar una colonia directamente sobre uno de los pocillos
de la placa metélica del MALDI-TOF, luego se cubrié con 1 pL de acido férmico (70 %)
y se dejé secar. Por altimo, se le agregé 1 yL de matriz y cuando la placa se secé
completamente se introdujo en el equipo para su identificacion (58) (Esquema anexo

4),
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s d

P
0
{

Detected Species e

Candida albicans CBS 5145 CBS

Candida albicans CBS 2690 CBS

1973 Candida albicans CBS 1905 NT CBS e)
Candida albicans CBS 8190 CBS

Candida albicans CBS 562 NT CBS

1.862 Candida albicans CBS 2706 CBS

Candida albicans_(africana) CBS 8781 CBS

1.859 Candida albicans ATCC 10231 THL

Esquema anexo 4: Proceso de identificacion de C. albicans a partir de una colonia pura,
mediante MALDI-TOF. a) La colonia se deposita en uno de los pocillos de la placa metdlica.
b) Se cubre con 1 L de acido féormico y 1 yL de matriz. ¢) La placa se introduce en el equipo.

d) Espectro de masas. e) Resultado de la identificacién junto a un puntaje o score.
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5. Planilla de registro de las actividades enzimaticas

Actividad enziméatica:

Fecha de ensayo:

N° de
cepa

Tiempo de
Conservacioén

Diametro de la colonia (mm)

Diametro de la colonia mas
Halo de hidrélisis (mm)

Tiempo de incubacion

24 hs 48 hs

72 hs

24 hs

48 hs

72 hs

F H F H

F

H

F

H

F

H

Observaciones

Referencias: H: Conservacion en heladera (Método de Castellani)

F: Conservacion en freezer (congelacion)
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6. Estadistica descriptiva para la actividad proteolitica, segun el método de Castellani a lo largo del tiempo de conservacion

ACTIVIDAD PROTEOLITICA (Método de Castellani)

Tiempo Medicion (hs) N° Media D.E. E.E. CVv Min Max Mediana P(25) P(75)
0 mes 24 30 0,70 0,27 0,05 39,34 0,3 1,0 0,58 0,44 1,00
0 mes 48 30 0,60 0,22 0,04 35,66 0,2 1,0 0,56 0,45 0,75
0 mes 72 30 0,63 0,21 0,04 34,11 0,2 1,0 0,60 0,45 0,80

2 meses 24 30 0,57 0,28 0,05 48,81 0,3 1,0 0,44 0,38 1,00

2 meses 48 30 0,50 0,27 0,05 55,06 0,2 1,0 0,44 0,27 0,63

2 meses 72 30 0,52 0,27 0,05 52,13 0,2 1,0 0,46 0,29 0,70

4 meses 24 30 0,60 0,29 0,05 49,33 0,3 1,0 0,44 0,36 1,00

4 meses 48 30 0,59 0,32 0,06 53,80 0,2 1,0 0,47 0,31 1,00

4 meses 72 30 0,60 0,31 0,06 51,84 0,2 1,0 0,53 0,35 1,00

6 meses 24 30 0,49 0,25 0,05 51,08 0,3 1,0 0,40 0,32 0,56

6 meses 48 30 0,44 0,25 0,05 56,55 0,2 1,0 0,36 0,27 0,50

6 meses 72 30 0,47 0,25 0,05 52,51 0,2 1,0 0,38 0,33 0,55

12 meses 24 20 0,42 0,19 0,04 44,65 0,2 1,0 0,38 0,27 0,44
12 meses 48 20 0,40 0,19 0,04 47,59 0,2 1,0 0,42 0,25 0,45
12 meses 72 20 0,42 0,20 0,04 47,17 0,2 1,0 0,38 0,28 0,50

Referencias: N°: nimero de cepas; D.E.: desviacién estandar; E.E.: error estandar; CV: coeficiente de variacién; Min: valor minimo;

Max: valor maximo; P (25): percentil 25; P (75): percentil 75.



6. Estadistica descriptiva para la actividad proteolitica, segun el método de congelacion a lo largo del tiempo de conservacion

ACTIVIDAD PROTEOLITICA (Método de congelacion)

Tiempo Medicion (hs) N° Media D.E. E.E. CVv Min Max Mediana P(25) P(75)
0 mes 24 30 0,70 0,28 0,05 39,56 0,4 1,0 0,65 0,44 1,00
0 mes 48 30 0,61 0,22 0,04 36,70 0,2 1,0 0,56 0,47 0,80
0 mes 72 30 0,64 0,21 0,04 32,65 0,2 1,0 0,56 0,50 0,83

2 meses 24 30 0,57 0,28 0,05 49,00 0,3 1,0 0,43 0,36 1,00

2 meses 48 30 0,52 0,30 0,05 56,77 0,2 1,0 0,42 0,29 0,71

2 meses 72 30 0,54 0,30 0,05 54,61 0,2 1,0 0,47 0,29 0,86

4 meses 24 30 0,61 0,31 0,06 50,89 0,3 1,0 0,43 0,32 1,00

4 meses 48 30 0,59 0,32 0,06 54,10 0,2 1,0 0,47 0,33 1,00

4 meses 72 30 0,61 0,32 0,06 51,80 0,2 1,0 0,54 0,36 1,00

6 meses 24 30 0,48 0,23 0,04 48,34 0,3 1,0 0,38 0,35 0,50

6 meses 48 30 0,44 0,23 0,04 52,11 0,2 1,0 0,36 0,30 0,50

6 meses 72 30 0,47 0,24 0,04 50,76 0,2 1,0 0,41 0,31 0,55

12 meses 24 30 0,39 0,12 0,02 30,30 0,2 0,8 0,39 0,30 0,45
12 meses 48 30 0,35 0,12 0,02 32,81 0,2 0,6 0,34 0,25 0,44
12 meses 72 30 0,38 0,14 0,02 35,17 0,2 0,6 0,36 0,29 0,50

Referencias: N°: nimero de cepas; D.E.: desviacién estandar; E.E.: error estandar; CV: coeficiente de variacién; Min: valor minimo;

Max: valor maximo; P (25): percentil 25; P (75): percentil 75.
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6. Estadistica descriptiva para la actividad fosfolipasa, segun el método de Castellani a lo largo del tiempo de conservacion

ACTIVIDAD FOSFOLIPASA (Método de Castellani)

Tiempo Medicion (hs) N° Media D.E. E.E. CVv Min Max Mediana P(25) P(75)
0 mes 24 30 1,00 0,00 0,00 0,00 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00
0 mes 48 30 0,71 0,17 0,03 23,87 0,5 1,0 0,64 0,56 0,82
0 mes 72 30 0,54 0,18 0,03 32,74 0,3 1,0 0,49 0,41 0,60

2 meses 24 30 1,00 0,03 0,00 2,57 0,9 1,0 1,00 1,00 1,00

2 meses 48 30 0,66 0,13 0,02 19,03 0,5 1,0 0,64 0,57 0,71

2 meses 72 30 0,52 0,13 0,02 25,12 0,4 0,9 0,46 0,43 0,61

4 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,00 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

4 meses 48 30 0,69 0,15 0,03 22,08 0,5 1,0 0,64 0,60 0,75

4 meses 72 30 0,54 0,17 0,03 31,36 0,3 1,0 0,50 0,41 0,67

6 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,00 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

6 meses 48 30 0,75 0,16 0,03 21,21 0,5 1,0 0,74 0,67 0,83

6 meses 72 30 0,64 0,19 0,03 29,81 0,4 1,0 0,63 0,43 0,77

12 meses 24 20 0,99 0,05 0,01 4,88 0,8 1,0 1,00 1,00 1,00
12 meses 48 20 0,85 0,12 0,03 14,04 0,7 1,0 0,81 0,75 1,00
12 meses 72 20 0,78 0,12 0,03 14,77 0,6 1,0 0,74 0,69 0,83

Referencias: N°: nimero de cepas; D.E.: desviacién estandar; E.E.: error estandar; CV: coeficiente de variacién; Min: valor minimo;

Max: valor maximo; P (25): percentil 25; P (75): percentil 75.



6. Estadistica descriptiva para la actividad fosfolipasa, segun el método de congelacién a lo largo del tiempo de conservacién

ACTIVIDAD FOSFOLIPASA (Método de congelacion)

Tiempo Medicion (hs) N° Media D.E. E.E. CVv Min Max Mediana P(25) P(75)
0 mes 24 30 1,00 0,00 0,00 0,00 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00
0 mes 48 30 0,69 0,15 0,03 21,30 0,5 1,0 0,66 0,57 0,76
0 mes 72 30 0,50 0,14 0,02 27,35 0,3 1,0 0,48 0,40 0,55

2 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,00 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

2 meses 48 30 0,68 0,15 0,03 22,44 0,5 1,0 0,65 0,56 0,75

2 meses 72 30 0,53 0,12 0,02 22,19 0,4 0,8 0,50 0,43 0,63

4 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,00 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

4 meses 48 30 0,68 0,17 0,03 25,71 0,4 1,0 0,64 0,53 0,77

4 meses 72 30 0,53 0,18 0,03 33,04 0,3 1,0 0,50 0,39 0,65

6 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,00 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

6 meses 48 30 0,77 0,15 0,03 19,00 0,5 1,0 0,77 0,64 0,83

6 meses 72 30 0,60 0,15 0,03 24,71 0,3 1,0 0,63 0,56 0,71

12 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,00 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00
12 meses 48 30 0,87 0,12 0,02 13,89 0,7 1,0 0,83 0,77 1,00
12 meses 72 30 0,74 0,12 0,02 16,21 0,5 0,9 0,71 0,67 0,85

Referencias: N°: nimero de cepas; D.E.: desviacién estandar; E.E.:

Max: valor maximo; P (25): percentil 25; P (75): percentil 75.

error estandar; CV: coeficiente de variacion; Min: valor minimo;
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6. Estadistica descriptiva para la actividad esterasica, segun el método de Castellani a lo largo del tiempo de conservacion

ACTIVIDAD ESTERASICA (Método de Castellani)

Tiempo Medicion (hs) N° Media D.E. E.E. CVv Min Max Mediana P(25) P(75)
0 mes 24 30 1,00 0,02 0,00 1,8 0,9 1,0 1,00 1,00 1,00
0 mes 48 30 0,94 0,12 0,02 12,7 0,6 1,0 1,00 1,00 1,00
0 mes 72 30 0,74 0,19 0,03 25,2 0,4 1,0 0,70 0,60 1,00
0 mes 78 20 0,62 0,19 0,04 30,3 0,4 1,0 0,60 0,50 0,70

2 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,0 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

2 meses 48 30 0,93 0,15 0,03 15,8 0,6 1,0 1,00 1,00 1,00

2 meses 72 30 0,76 0,19 0,03 24,7 0,4 1,0 0,70 0,60 1,00

2 meses 78 30 0,63 0,17 0,03 26,4 0,4 1,0 0,60 0,50 0,70

4 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,0 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

4 meses 48 30 0,91 0,15 0,03 16,6 0,6 1,0 1,00 0,80 1,00

4 meses 72 30 0,74 0,20 0,04 27,3 0,4 1,0 0,70 0,60 1,00

4 meses 78 30 0,65 0,21 0,04 32,4 0,4 1,0 0,60 0,50 0,70

6 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,0 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

6 meses 48 30 0,90 0,15 0,03 16,8 0,5 1,0 1,00 0,80 1,00

6 meses 72 30 0,75 0,21 0,04 28,5 0,4 1,0 0,70 0,60 1,00

6 meses 78 30 0,68 0,22 0,04 32,9 0,4 1,0 0,60 0,50 1,00

12 meses 24 20 1,00 0,00 0,00 0,0 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00
12 meses 48 20 0,95 0,12 0,03 13,0 0,6 1,0 1,00 1,00 1,00
12 meses 72 20 0,82 0,19 0,04 23,3 0,5 1,0 0,85 0,60 1,00
12 meses 78 20 0,75 0,22 0,05 29,0 0,5 1,0 0,60 0,60 1,00

Referencias: N°: nimero de cepas; D.E.: desviacién estandar; E.E.: error estandar; CV: coeficiente de variacién; Min: valor minimo;

Max: valor maximo; P (25): percentil 25; P (75): percentil 75.




6. Estadistica descriptiva para la actividad esterasica, segun el método de congelacion a lo largo del tiempo de conservacion

ACTIVIDAD ESTERASICA (Método de congelacion)

Tiempo Medicion (hs) N° Media D.E. E.E. CVv Min Max Mediana P(25) P(75)
0 mes 24 30 1,00 0,00 0,00 0,0 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00
0 mes 48 30 0,92 0,15 0,03 16,0 0,6 1,0 1,00 0,80 1,00
0 mes 72 30 0,72 0,18 0,03 24,9 0,5 1,0 0,60 0,60 1,00
0 mes 78 20 0,57 0,13 0,03 22,8 0,4 1,0 0,55 0,50 0,60

2 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,0 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

2 meses 48 30 0,94 0,13 0,02 14,1 0,6 1,0 1,00 1,00 1,00

2 meses 72 30 0,77 0,18 0,03 23,2 0,5 1,0 0,70 0,70 1,00

2 meses 78 30 0,65 0,21 0,04 32,3 0,4 1,0 0,60 0,50 0,70

4 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,0 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

4 meses 48 30 0,89 0,16 0,03 17,9 0,6 1,0 1,00 0,70 1,00

4 meses 72 30 0,74 0,19 0,04 26,1 0,5 1,0 0,70 0,60 1,00

4 meses 78 30 0,65 0,21 0,04 32,5 0,4 1,0 0,60 0,50 0,80

6 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,0 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

6 meses 48 30 0,90 0,16 0,03 17,7 0,5 1,0 1,00 0,80 1,00

6 meses 72 30 0,78 0,21 0,04 27,4 0,4 1,0 0,70 0,60 1,00

6 meses 78 30 0,72 0,22 0,04 30,7 0,4 1,0 0,60 0,60 1,00

12 meses 24 30 1,00 0,00 0,00 0,0 1,0 1,0 1,00 1,00 1,00

12 meses 48 30 0,93 0,14 0,03 15,0 0,6 1,0 1,00 1,00 1,00

12 meses 72 30 0,78 0,21 0,04 26,8 0,4 1,0 0,70 0,60 1,00

12 meses 78 30 0,64 0,19 0,03 29,5 0,4 1,0 0,60 0,50 0,70

Referencias

: N°: nimero de cepas; D.E.: desviacion estandar; E.E.: error estandar; CV: coeficiente de variacion; Min: valor minimo;

Max: valor maximo; P (25): percentil 25; P (75): percentil 75.
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7. Tabla con la prueba de Kruskal Wallis para cada actividad enzimética segun los métodos de Castellani y congelacién

PRUEBA DE KRUSKAL WALLIS
Castellani congelacion
Actividad Tiempo de
enzimatica conservacion Mediana Promedio Significancia* | Mediana Promedio Significancia*
Rangos Rangos
Proteolitica 0 mes 0,60 184,40 CD 0,56 190,57 D
2 meses 0,46 139,63 AB 0,47 143,42 ABC
(91=9; H=32,89; 4 meses 0,53 161,83 BCD 0,54 161,93 BCD
p<0,0001) 6 meses 0,38 123,27 AB 0,41 125,40 AB
12 meses 0,38 111,80 A 0,36 101,52 A
. 0 mes 0,49 119,42 AB 0,48 100,78 A
Fosfolipasa
2 meses 0,46 114,97 A 0,50 123,45 AB
(91=9; H=75,62; 4 meses 0,50 123,47 AB 0,50 117,20 AB
p<0,0001) 6 meses 0,63 167,12 C 0,63 158,53 BC
12 meses 0,74 238,50 D 0,71 222,57 D
Esterasica 0 mes 0,60 124,80 A 0,55 106,23 A
2 meses 0,60 134,12 A 0,60 130,83 A
(91=9; H=9,57; 4 meses 0,60 128,97 A 0,60 129,32 A
p=0,3286) 6 meses 0,60 138,37 A 0,60 156,75 A
12 meses 0,60 168,63 A 0,60 134,72 A

Referencias: gl: grado de libertad; H: prueba de Kruskal Wallis; p: valor de significancia

* Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05)
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8. Andlisis estadistico y figuras para cada actividad enzimatica segun tipo de muestra clinica

PRUEBA DE KRUSKAL WALLIS
Actividad Tiempo de Flujo Vggmal Orina
enzimatica conservacion | mediana Pég?;géo Significancia | Mediana | Promedio Rangos | Significancia
- 0 mes 0,56 172,50 CD 0,56 174,92 D
Proteolitica
2 meses 0,45 133,08 ABC 0,46 124,92 AB
(gl=9; H=28,87; 4 meses 0,44 136,71 ABCD 0,52 151,48 BCD
p<0,0006) 6 meses 0,36 97,90 A 0,45 137,39 ABCD
12 meses 0,32 97,43 A 0,40 109,42 A
Fosfolipasa 0 mes 0,47 91,02 A 0,49 100,03 A
2 meses 0,50 103,56 A 0,49 113,39 A
(gl=9; H=80,34: 4 meses 0,56 123,94 A 0,44 111,45 A
p<0,0001) 6 meses 0,60 132,94 AB 0,69 171,64 BC
12 meses 0,69 196,64 CD 0,83 100,03 D
Esterasica 0 mes 0,60 134,06 A 0,50 101,25 A
2 meses 0,60 138,25 A 0,60 115,08 A
(91=9; H=8,97; 4 meses 0,60 122,60 A 0,60 117,03 A
p=0,3764) 6 meses 0,60 146,06 A 0,60 133,05 A
12 meses 0,60 149,43 A 0,60 128,84 A

Referencias: gl: grado de libertad; H: prueba de Kruskal Wallis; p: valor de significancia. * Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05)
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