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RESUMEN 

 

Fusarium es un género fúngico de gran importancia en agricultura y salud debido a su 

patogenicidad en plantas, animales y humanos. En plantas causa marchitamiento vascular 

generando importantes pérdidas económicas en un amplio rango de cultivos ornamentales, 

hortalizas, frutales y cereales, entre otros; mientras que en humanos y animales 

inmunocompetentes puede producir afecciones de la piel, queratitis y onicomicosis, e 

infecciones sistémicas en pacientes inmunocomprometidos, por lo que actualmente ha 

adquirido relevancia como patógeno emergente. A pesar de que se conoce que Fusarium 

presenta diversos factores de patogenicidad, existen pocos reportes de la producción de 

queratinasas, enzimas líticas asociadas a lesiones superficiales. Por lo anterior, es 

importante determinar si los aislamientos de Fusarium spp. de lesiones en humanos, 

animales y plantas presentan actividad queratinolítica. 

 

El presente estudio evaluó la actividad queratinolítica de doce aislamientos de Fusarium 

spp. de origen humano, animal y vegetal a nivel cualitativo mediante la degradación de 

plumas blancas de pollo y sustrato cromogénico (queratina azure) y la colonización de pelo 

humano y animal; nivel semicuantitativo por el crecimiento en medio con queratina como 

única fuente de carbono y nitrógeno; y nivel cuantitativo por degradación de queratina 

azure. Los ensayos a nivel cualitativo y semicuantitativo determinaron que los doce 

aislamientos de Fusarium spp. de origen humano, animal y vegetal son queratinofílicos, 

mientras que el ensayo cuantitativo evidenció actividad queratinolítica. Adicionalmente, la 

actividad queratinolítica de Fusarium spp. mostró asociación al origen de aislamiento en las 

pruebas de colonización de pelo animal y en la de degradación de queratina azure a nivel 

cuantitativo a los 14 días, ya que en ambos ensayos los aislamientos de origen humano 

superficial arrojaron los resultados más altos. Finalmente, en las pruebas de actividad 

enzimática a nivel cualitativo, semicuantitativo y cuantitativo los aislamientos de origen 

vegetal presentaron valores altos, lo que sugiere su potencial para establecer procesos 

infectivos superficiales en hospederos humanos y animales, haciendo así saltos entre 

reinos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Fusarium spp. es un microorganismo de gran importancia en agricultura y salud debido a 

que afecta tanto a plantas como a animales y humanos causando diversas enfermedades. 

En plantas causa marchitamiento generando pérdidas económicas en una amplia gama de 

cultivos ornamentales (Gullino et al., 2015), hortalizas (Gordon et al., 2015), frutales (Wang 

et al., 2015) y cereales (Swett et al., 2015), entre otros; mientras que en humanos y 

animales inmunocompetentes puede producir afecciones de la piel, queratitis y 

onicomicosis, e infecciones sistémicas en pacientes inmunocomprometidos (Alexandrakis 

et al., 1997; Ausina et al., 2005).  

 

Se conoce que diferentes especies de Fusarium producen gran variedad de enzimas líticas 

como factores importantes de virulencia (Roncero et al., 2000), que le permiten 

desarrollarse en sustratos de diferente origen y naturaleza. Sin embargo, existen pocos 

reportes de actividad queratinolítica, que evidencien que este microorganismo pueda utilizar 

como sustrato para su crecimiento la queratina, factor asociado a patologías en humanos y 

animales, específicamente infecciones superficiales como dermatomicosis y onicomicosis.  

 

Por lo tanto, la pregunta de investigación planteada para el desarrollo de este proyecto es: 

¿Aislamientos de Fusarium spp. de lesiones en humanos, animales y plantas presentan 

actividad queratinolítica? 

 

El presente proyecto se desarrolló en el marco del proyecto ¿Fusarium spp. un modelo de 

patogenicidad multihospedero?. Este proyecto busca caracterizar el potencial de doce 

aislamientos de Fusarium spp. de humanos, animales y plantas para generar infecciones 

en hospederos diferentes a los de su origen de aislamiento. 

  

 

 

2. MARCO TEÓRICO 

 

 

2.1 Generalidades de Fusarium spp. 

  

Fusarium es un género de hongos filamentosos, que comprende especies saprófitas y 

parásitas, pertenece al filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales y se 

aisla fácilmente a partir de suelos de prácticamente todo el mundo (Suárez, 2002). 

Macroscópicamente presenta micelio de textura algodonosa, generalmente de color blanco, 

rosado, púrpura o amarillento (Galarza, 2002), microscópicamente presenta dos tipos de 

propágulos, macroconidios y microconidios (Suárez, 2002), aunque en algunas especies 

puede faltar o predominar uno de ellos (Mayea et al., 1983). Los macroconidios son 

multicelulares, septados y en forma de media luna, se producen en conidióforos simples o 

en esporodoquios embebidos algunas veces en una sustancia mucilaginosa. Los 

microconidios son generalmente unicelulares y pueden organizarse en cabezas o cadenas. 
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La persistencia de este género en el suelo es resultado de la formación de clamidosporas 

que pueden presentarse en cadenas, terminales o intercalares, sin embargo no todas las 

especies pueden formarlas (Mayea et al., 1983). 

 

Algunas especies de Fusarium son patógenas de plantas, causando marchitamiento en una 

amplia gama de cultivos ornamentales (Gullino et al., 2015), hortalizas (Gordon et al., 2015), 

frutales (Wang et al., 2015) y cereales (Swett et al., 2015), entre otros; mientras que otras 

causan enfermedades en humanos y animales como afecciones de la piel, queratitis y 

onicomicosis, e infecciones sistémicas en pacientes inmunocomprometidos (Alexandrakis 

et al., 1997; Ausina et al., 2005; Suárez, 2002). No obstante, este microorganismo puede 

colonizar organismos de reinos diferentes, lo que le da la cualidad de ser multihospedero 

(Baarlen et al., 2007), que puede ser atribuida a la variabilidad morfológica y fisiológica que 

posee este género (Monzón et al., 2007). 

 

  

2.2 Patologías producidas por Fusarium spp. en humanos y animales 

  

Fusarium spp. puede causar infecciones sistémicas en pacientes inmunocomprometidos 

(Salah et al., 2015) con neoplasias hematológicas, quimioterapia mielosupresora (Jossi et 

al., 2010), cirrosis y cáncer que presentan septicemia, tras haber sido tratados con 

antibióticos; mientras que las infecciones superficiales ocurren tanto en hospederos 

inmunocompetentes e inmunocomprometidos (Cocchi et al., 2011; Jossi et al., 2010). 

Dentro de este grupo de enfermedades se encuentran principalmente la queratitis y la 

onicomicosis (Martínez et al., 2014). 

  

La queratitis es una enfermedad que causa inflamación de una o más capas de los ojos y 

cavidades adyacentes (Safneck, 2012), ocasionada principalmente por factores como 

cirugía ocular, tratamiento prolongado con esteroides tópicos y uso de lentes de contacto, 

de la cual se ha evidenciado que el hongo más frecuentemente aislado es Fusarium spp. 

(Antequera et al., 2015). Otra de las micosis superficiales asociadas a Fusarium spp. es la 

onicomicosis (Ranawaka et al., 2012; Guilhermetti et al., 2007; Tosti et al., 2000), esta 

enfermedad es la infección de cualquier componente de las uñas, que puede ser causada 

por hongos dermatofitos, no dermatofitos y levaduras; causa dolor, incomodidad y 

desfiguración (Muhammad et al., 2015). Los factores predisponentes para la onicomicosis 

pueden ser hiperhidrosis, hábito de caminar descalzo, contacto con el suelo, 

humedecimiento constante de las manos, clima cálido y húmedo, inmunosupresión 

sistémica y diabetes (Ranawaka et al., 2012; Moreno et al., 2010). 

  

Tanto la dermatomicosis como la onicomicosis son enfermedades que se desarrollan en 

tejidos epidérmicos exteriores y sus apéndices relacionados, cuyo componente principal es 

queratina (Voet et al., 2009), proteína que presenta una estructura de alta rigidez, 

compuesta por entrecruzamiento de enlaces disulfuro extensos y que puede ser degradada 

por microorganismos capaces de sintetizar queratinasas (EC 03.04.21 / 24 / 99.11). 
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2.3 Enzimas queratinolíticas 

 

La queratina es una proteína estructural insoluble que pertenece a la superfamilia de 

proteínas de los filamentos intermedios y que proporciona soporte mecánico y diversas 

funciones de protección en la adaptación de los vertebrados en el entorno externo (Wang 

et al., 2016). 

 

Esta proteína tiene un alto contenido de aminoácidos azufrados tales como cisteína (Wang 

et al., 2016) que le confiere su característica rigidez. El contenido de azufre en la proteína 

permite clasificarla en queratina blanda, que se encuentra a menudo en la epidermis y 

callosidades y tiene un menor contenido de azufre, y queratina dura que tiene un mayor 

contenido de azufre. A su vez, este tipo de queratina se puede clasificar en dos grupos, α-

queratina que tiene una estructura hélice-α y se encuentra en tejidos epidérmicos de 

mamíferos, tales como cuernos, pelos y uñas, y ß-queratina que tiene estructura de hoja 

plegada-β y se encuentra en tejidos de aves y reptiles tales como plumas, piel, pico y garras 

(Zhang et al., 2015). 

 

Las enzimas queratinolíticas son un grupo de metalo o serín proteasas que pueden ser 

sintetizadas por bacterias, levaduras y hongos filamentosos, son capaces de degradar la 

estructura insoluble de la queratina (Jaouadi et al., 2015) mediante el mecanismo de 

sulfitólisis, que consiste en la reducción de los puentes disulfuro por medio de una molécula 

de sulfito (Grumbt et al., 2013), causando así diversas patologías. Los microorganismos 

más reportados como productores de queratinasas no dermatofitos son Streptomyces, 

Bacillus, y Chrysosporium (Korniłłowicz et al., 2011), sin embargo Fusarium spp. también 

puede sintetizar estas enzimas (Kaul et al., 1999), lo que le permite desarrollarse en 

sustratos queratináceos como pelo de animales y humanos, lana, plumas, uñas y piel 

(Blyskal, 2009). 

 

 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo general 

 

Evaluar la actividad queratinolítica de aislamientos de Fusarium spp. de origen humano, 

animal y vegetal. 
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3.1. Objetivos específicos  

 

● Evaluar la actividad queratinolítica a nivel cualitativo, semicuantitativo y cuantitativo de 

aislamientos de Fusarium spp. de origen humano, animal y vegetal. 

 

● Comparar la actividad queratinolítica entre los aislamientos de diferente origen. 

 

 

 

4. METODOLOGÍA 

  

 

4.1 Microorganismos de estudio 

 

Los 12 aislamientos de Fusarium spp. a evaluar fueron identificados a nivel de especie por 

caracterización morfológica y secuenciación de una región ribosomal ADNr (región ITS4-

ITS5) y factor de elongación 1α (Linares, 2011; Vega, 2010) (Tabla 1). 

 

  

Tabla 1. Aislamientos de Fusarium spp. en estudio. 

Origen de 

aislamiento 
Código Especie* 

Características de la lesión de 

aislamiento 

Animal 

(superficial) 

108 F. solani Micosis superficial - Ojo de bovino 

161 F. verticillioides Micosis superficial - Cola de canino 

162 F. oxysporum 
Micosis superficial - Lomo superior de 

canino 

Humano 

(superficial) 

201 F. sporotrichioides Onicomicosis 

203 F. verticillioides Queratitis 

205 F. oxysporum Onicomicosis 

Vegetal 

310 F. oxysporum 
Marchitamiento vascular - Haces 

vasculares de planta de tomate 

314 F. oxysporum 
Marchitamiento vascular - Haces 

vasculares de planta de clavel 

319 F. oxysporum 
Marchitamiento vascular - Haces 

vasculares de planta de gulupa 

Humano 

(sistémico) 

404 F. solani 
Fungemia - Hemocultivo de paciente 

neutropénico 

406 F. oxysporum 
Fungemia - Hemocultivo de paciente 

neutropénico 

409 F. oxysporum 
Fungemia - Hemocultivo de paciente 

neutropénico 
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Como controles positivos se evaluaron cinco hongos dermatofitos conocidos por su 

actividad queratinolítica: Mycrosporum gypseum (Giudice et al., 2012), Mycrosporum canis 

(Brouta et al., 2001), Trichophyton mentagrophytes (Scott et al., 2004), Trichophyton rubrum 

(Maranhao et al., 2007), obtenidos de la colección activa del cepario de hongos de la 

Pontificia Universidad Javeriana (PUJ) y Trichophyton mentagrophytes del laboratorio de 

Micosis Humanas de la PUJ.   

 

 

4.2 Establecimiento del banco de trabajo 

 

El banco de trabajo se estableció en base al método de conservación por desecación en 

papel filtro, a partir del banco realizado por Alvarado (2014) en la Unidad de Investigaciones 

Agropecuarias (UNIDIA) de la PUJ. Los doce aislamientos se reactivaron en agar papa 

dextrosa (PDA) y en agar avena por triplicado y se incubaron durante 8 días a 28°C. A partir 

de cada uno de los cultivos se inocularon 20 papeles filtro de 1cm2 en PDA y agar avena 

durante 8 días a 28°C. Se transfirieron 10 papeles a una caja de Petri vacía, se secaron a 

37°C durante 15 días y finalmente se conservaron en sobres de pergamino estériles a 

temperatura de refrigeración. 

 

 

4.3 Evaluación de actividad queratinolítica a nivel cualitativo 

 

4.3.1 Degradación de plumas de pollo 

 

En tubos tapa rosca de 16 x 150 mm con una pluma de pollo blanco, esterilizada por tres 

ciclos completos en autoclave, en 25mL de caldo basal (1g/L KH2PO4; 2g/L MgSO4·7H2O; 

1g/L CaCl2·2H2O; 3g/L NH4Cl) se inocularon 0.5mL de suspensión de conidios (106 

conidios/mL), se incubó a temperatura ambiente durante cuatro semanas y se revisó 

semanalmente la degradación de la pluma comparada frente a un control sin inocular 

(Moreira et al., 2007). 

 

 

4.3.2 Degradación de sustrato cromogénico 

 

En frascos tapa rosca de 8mL con 4mL de medio basal (Anexo 1) y 0.27mL de queratina 

azure 4mg/mL preparada en medio basal sin agar-agar, se inocularon 10µL de suspensión 

conidial (106 conidios/mL) y se incubó a temperatura ambiente en oscuridad durante cuatro 

semanas, revisando semanalmente el cambio de color en el medio (Scott et al., 2004). 
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4.3.3 Colonización y daño de pelo de origen humano y animal 

 

En cajas Petri pequeñas se depositaron fragmentos de pelo de origen humano (rubio oscuro 

y lacio) y animal (Golden retriver) de 1cm y se esterilizaron en tres ciclos de autoclave, 

posteriormente se adicionó 3mL de medio basal (1g/L K2HPO4 y 0.5g/L MgSO4·7H2O), se 

inoculó con la suspensión de conidios (106 conidios/mL) y se incubó a temperatura ambiente 

durante cuatro semanas. Se evaluó por microscopía, realizando montajes de fragmentos 

de pelo con azul de lactofenol a los 7, 14, 21 y 28 días de incubación (Arenas, 2008), 

observando el tipo de colonización y de daño. 

 

 

4.4 Evaluación de la actividad queratinolítica a nivel semicuantitativo - halos de 

hidrólisis en agar queratina 

 

Se extrajo queratina a partir de plumas de pollo blanco por ebullición en DMSO (Dimetil 

sulfóxido) y posterior precipitación en acetona. El precipitado se lavó varias veces y 

finalmente se resuspendió en buffer fosfato de potasio 0.1M, pH 8.0 obteniendo una 

suspensión final de queratina al 1% (Wawrzkiewics et al., 1991). Posteriormente el medio 

de cultivo se preparó con la suspensión de queratina a una concentración de 0.1%, agar 

agar 15g/L, MgSO4.7H2O 0.5g/L, KH2PO4 0.1g/L, FeSO4.7H2O 0.01g/L y ZnSO4.7H2O 

0.01g/L (Wawrzkiewics et al., 1991; El-Naghy et al., 1998). Se inoculó 50µL de suspensión 

conidial (106 conidios/mL) con 50µL de agar agua (agar agar 10g/L), en un pozo de 1cm de 

diámetro en el centro de la placa de agar, se incubó a 28°C durante 8 días y se observó la 

presencia de halo de hidrólisis diariamente. 

 

 

4.5 Evaluación de la actividad queratinolítica a nivel cuantitativo - degradación de 

sustrato cromogénico 

 

En base a la metodología de Giudice et al. (2012), se inoculó 0.4mL de suspensión conidial 

(106 conidios/mL) en 20mL de medio con sales basales (6.g/L MgSO4, 1mL/L vitaminas 

Pediavit y 0.111g/L CaCl2), leche descremada 1% p/v y casco de bovino pulverizado 1% 

p/v como únicas fuentes de carbono y nitrógeno. El medio inoculado se incubó durante 28 

días a temperatura ambiente en oscuridad. Pasado el tiempo de incubación, se centrifugó 

1mL del cultivo a 10000rpm durante 10 minutos, posteriormente se extrajo el sobrenadante 

para mezclarlo con 0.8mL de buffer (200mM TrisHCl y 100mM CaCl2·2H2O a pH 8) y 0.2mL 

de queratina azure a una concentración de 2.5mg/mL. La mezcla de reacción se incubó a 

50°C durante 1 hora (Letourneau et al., 1998), para luego medir la absorbancia a una 

longitud de onda de 595nm, donde una Unidad Queratinolítica (UQ) se definió como el 

incremento de 0.01 en la absorbancia comparado con el control negativo, referente a un 

caldo no inoculado. 
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

5.1. Evaluación de actividad queratinolítica a nivel cualitativo 

 

5.1.1. Degradación de plumas de pollo 

 

Con base en la observación periódica de las plumas, se determinó crecimiento fúngico, 

tanto en los aislamientos de Fusarium spp. como en los controles positivos empleados; sin 

embargo, únicamente Trichophyton mentagrophytes presentó deterioro de la pluma (Anexo 

2). Los aislamientos de Fusarium spp. mostraron dos patrones de crecimiento en el medio 

basal con pluma blanca de pollo como único sustrato, el primero alrededor de la pluma a 

manera de “nata” (Figura 1a) y el segundo en la superficie del medio formando una capa 

de micelio (Figura 1b). Lo que demuestra que todos los aislamientos pueden utilizar 

componentes de las plumas para su desarrollo, sin embargo debido a que en ninguno de 

los aislamientos se evidenció degradación de las barbas plumáceas, no se puede 

caracterizar a Fusarium spp. como queratinolítico, para descomponer el sustrato como lo 

hizo T. mentagrophytes, sino como queratinofílico, porque crece sobre este tipo de sustrato 

(Mitola et al., 2001). 

 

 

Figura 1. Evaluación de la degradación de plumas de pollo a. Aislamientos representativos de cada 
origen de aislamiento en los que se observa el crecimiento alrededor de la pluma, 1. aislamiento 162, 
2. aislamiento 203, 3. aislamiento 310, 4. aislamiento 409. b. Aislamientos en los que se observa 
crecimiento en la superficie del medio, 1.aislamiento 409, 2.aislamiento 162. 

 

 

Este método ha sido empleado para evaluar la degradación de queratina por 

actinobacterias como Streptomyces sp. (Bockle et al., 1995), bacterias como Bacillus 
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subtillis (Grohs et al., 2016) y B. licheniformis (Okoroma et al., 2012) y en hongos 

filamentosos como Myrothecium verucaria (Moreira et al., 2007), donde el daño que se 

observa es la disminución de las barbas plumáceas, quedando únicamente el raquis que 

es la estructura rígida del centro de la pluma (Cuevas, 2010), estructura en la que 

posiblemente se presenta mayor cantidad de cisteína, lo cual dificulta su degradación 

(Wang et al., 2016).  

 

 

5.1.2. Degradación de sustrato cromogénico (queratina azure)  

 

En este ensayo donde el objetivo era observar la difusión de color azul (Anexo 3) como 

consecuencia de la degradación del sustrato cromogénico empleado, queratina azure, tanto 

en los aislamientos de Fusarium spp. como en los controles positivos, no se observó color. 

Aunque la prueba se llevó a cabo dos veces en el tiempo, no se descarta que los 

microorganismos evaluados tengan la capacidad de utilizar la queratina como único 

sustrato para su desarrollo, posiblemente porque la prueba pudo verse influenciada por el 

tamaño y la uniformidad de las partículas del sustrato y su completa adsorción al agar, 

aspectos que no se lograron mantener durante los dos ensayos. Por lo tanto no se cumplió 

este objetivo. 

 

 

5.1.3. Colonización y daño de pelo de origen humano y animal 

 

En la evaluación cualitativa de colonización pelo de origen humano y animal se observaron 

diferentes características asociadas al daño que los aislamientos de Fusarium spp. 

generaron, así que para cuantificar dicha alteración se diseñó una escala de grados de 

daño causados a la estructura del pelo; donde se tomaron dos parámetros de evaluación, 

el primero relacionado con el tipo de colonización, clasificada como endótrix (interna) o 

ectótrix (externa), como se observa en la Figura 2a, y el segundo al tipo de daño causado 

al pelo, donde se observó escamación, quebrado y presencia de bulbos (Figura 2b). A cada 

tipo de colonización y a cada lesión, le fue asignado un valor que representa la intensidad 

de daño (Tablas 2 y 3), los cuales posteriormente fueron sumados para obtener un valor 

de grado de daño, basado en la escala de lesiones histopatológicas propuesta por Gibson-

Corley et al. (2013) (Tabla 2, Tabla 3 y Tabla 4).  

 

Tabla 2. Tipo de colonización de pelo. 

Característica Abreviatura  Valor  

Ectótrix EC 1 

Endótrix EN 2 

  

 Tabla 3. Tipo de daño causado al pelo. 

Característica Abreviatura Valor  

Escamación ES 1 
Quebrado QE 2 

Bulbo BU 3 
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La suma de los valores obtenidos tanto en colonización como en tipo de daño, tras la 

observación microscópica, se asociaron con un valor correspondiente al grado de daño. 

 

 

 Tabla 4. Escala del grado de daño causado al pelo 

Valor Grado de daño 

1, 2 y 3 1 
4 y 5 2 

6, 7 y 8 3 

 

 

La colonización ectótrix, representada por un valor de 1 en la escala, consiste en el 

crecimiento micelial alrededor del exterior del cabello, a diferencia de la endótrix donde el 

micelio invade el interior del pelo, por lo tanto esta colonización está representada por un 

valor de 2 (Varade et al., 2013). La escamación es el daño más superficial asociado a 

colonización ectótrix, seguido del quebrado, que representa la presencia de quiebre con la 

entrada de micelio, y finalmente el bulbo, daño originado por el crecimiento interno (Gómez, 

2011), por lo que los valores asignados para este parámetro fueron de 1 a 3, 

respectivamente.  

  

  
Figura 2. Tipo de colonización y daño en pelo. a. Tipos de colonización: 1. Ectótrix y 2. Endótrix. b. 
Tipos de daño causado al pelo: 1. Escamación, 2. Quebrado y 3. Bulbo.   
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Posteriormente con el fin de comparar el grado de daño causado se realizó la cuantificación 

de cada semana y se calculó el área bajo la curva del grado de daño causado al pelo tanto 

de origen animal como humano, resultados que se presentan en la Figura 2.  

 

En general todos los aislamientos de Fusarium spp. tuvieron la capacidad de desarrollarse 

tanto en el pelo animal como humano, causando daño a manera de escamación, quebrado 

y bulbos, al igual que los controles positivos empleados, reportados como dermatofitos 

(Brouta et al., 2001; Giudice et al., 2012; Maranhao et al., 2007; Scott et al., 2004), por lo 

tanto se puede considerar que los aislamientos evaluados son capaces de degradar 

sustratos queratináceos como el pelo. 

 

El pelo de origen animal era más delgado y claro, por lo tanto tenía menor cantidad de 

puentes disulfuro, los cuales otorgan rigidez (Thibaut et al., 2009), y menor cantidad de 

melanina, pigmento que inhibe la actividad queratinolítica por estar unido a la queratina 

(Okoroma et al., 2012). Estas características facilitan su degradación, lo cual es coherente 

con los resultados del ensayo, puesto que este tipo de pelo presentó los valores más altos 

de daño. El análisis estadístico mostró diferencias significativas (p-valor = 1.15 x 10-8) en el 

grado de daño causado al pelo animal entre los diferentes aislamientos analizados (Figura 

3). Los aislamientos de origen humano superficial fueron los que causaron un mayor grado 

de daño, seguido de los de origen animal superficial, lo que probablemente está asociado 

al origen del aislamiento, dado que estos provienen de lesiones como onicomicosis 

(Ranawaka et al., 2012; Guilhermetti et al., 2007; Tosti et al., 2000) y micosis superficiales 

(Antequera et al., 2015), asociadas a tejidos ricos en queratina; mientras que los 

aislamientos de origen vegetal y humano sistémico presentaron menor grado de daño, esto 

puede deberse posiblemente a que el tipo de lesión de la que provienen no está asociada 

a tejidos con queratina, por lo tanto presentan menor adaptación a utilizar la queratina como 

sustrato. 

 

La evaluación en pelo humano muestra resultados contrastantes, el mayor grado de daño 

se observó para los aislamientos 310 (origen vegetal) y 406 (origen humano sistémico), 

ambos de la especie F. oxysporum, agrupados en el grupo a, mientras que el resto de los 

aislamientos (83.3%) presentaron menor actividad con un grado de daño similar entre ellos 

(Figura 3). La resistencia del pelo de origen humano a la descomposición por hongos fue 

reportada por Deshmukh et al. (1982), quienes evaluaron el detrimento de pelo humano por 

T. rubrum y T. terrestre, encontrando que sólo fue de un 33.4 a un 37.8% a las 6 semanas 

de incubación. En el estudio de Wawrzkiewicz et al. (1997), se determinó que esta 

resistencia a la acción enzimática ejercida por hongos puede estar relacionada con que el 

cabello humano contiene aproximadamente 13-14% p/p de cisteína, lo que confiere mayor 

resistencia a la acción de las queratinasas porque se generan más puentes disulfuro en la 

estructura protéica. 
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Figura 3. Área bajo la curva del grado de daño causado al pelo, de origen animal (color oscuro) y de 
origen humano (color claro), por los 12 aislamientos evaluados de Fusarium spp. luego de 28 días 
de incubación. Fso (F. solani), Fve (F. verticillioides), Fsp (F. sporotrichioides) y Fox (F. oxyporum). 
Las barras de error hacen referencia al error típico. Sobre las barras representan las agrupaciones 
generadas mediante comparaciones múltiples de Tukey. 
 

 

5.2. Evaluación de la actividad queratinolítica a nivel semicuantitativo - halos de 

hidrólisis en agar queratina 

 

En la mayoría de los hongos evaluados no se evidenció halo de hidrólisis, excepto en los 

aislamientos 108, 404, y 409, correspondientes a F. solani, F. solani y F. oxysporum, 

respectivamente (Figura 3), y en los controles positivos. En el caso del aislamiento 108 la 

hidrólisis generada puede deberse a que proviene de una micosis superficial lo que le 

confiere la capacidad de degradar la queratina y generar el halo en el medio, mientras que 

en el caso de los aislamientos 404 y 409, si bien no se esperaba este comportamiento por 

ser de origen humano sistémico, la degradación de queratina que presentó puede ser 

consecuencia de la capacidad de este género de crecer en diferentes condiciones por la 

variabilidad morfológica y fisiológica que posee (Monzón et al., 2007). Aunque no todos los 

aislamientos de Fusarium spp. presentaron halo de hidrólisis, sí tuvieron la capacidad de 

crecer en el medio, por esta razón el parámetro que se tuvo en cuenta en el momento de 

realizar el análisis estadístico fue el crecimiento radial.  
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Figura 3. Halos de hidrólisis en agar queratina. 

 

 

Como se observa en la Figura 4, el área bajo la curva del crecimiento fúngico en agar 

queratina presentó diferencias significativas (p-valor = 6.0 x 10-9). Todos los aislamientos 

de Fusarium spp. pudieron desarrollarse en este medio, independientemente del origen de 

hospedero, lo cual les otorga la característica de ser queratinofílicos (Kaul et al., 2000). 

Porque tienen la capacidad de desarrollarse en un medio basal con queratina como única 

fuente de carbono y nitrógeno, resultado que concuerda con el estudio de Blyskal (2009), 

quien hizo una revisión de la capacidad de colonizar e hidrolizar queratina de algunos 

hongos filamentosos y encontró que Fusarium es uno de los géneros predominantes.  

 

 

 
Figura 4. Evaluación del crecimiento en agar queratina de los 12 aislamientos evaluados de 
Fusarium spp. durante 7 días de incubación. Fso (F. solani), Fve (F. verticillioides), Fsp (F. 
sporotrichioides) y Fox (F. oxyporum). Las barras de error hacen referencia al error típico. Las letras 
sobre las barras representan las agrupaciones generadas mediante comparaciones múltiples de 
Tukey 
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5.3. Evaluación de la actividad queratinolítica a nivel cuantitativo - degradación de 

sustrato cromogénico 

 

A los 14 días de cultivo todos los aislamientos evaluados presentaron actividad 

queratinolítica según los resultados presentados en la Figura 5, lo que concuerda con Kaul 

et al. (1999) quienes encontraron que Fusarium sp. presentó uno de los valores más altos 

de UQ (Unidades queratinolíticas) frente a los demás aislamientos evaluados en su estudio. 

Sin embargo, en este caso existen diferencias significativas (p-valor = 1.34 x 10-13) 

dependiendo del origen del aislamiento según la prueba de comparaciones múltiples de 

Tukey (Anexo 6). Los aislamientos de origen humano superficial presentaron mayor 

actividad queratinolítica (grupo f), seguidos de los de humano sistémico, vegetal y animal 

superficial, a manera general. Los valores de UQ obtenidos son coherentes con los 

resultados obtenidos por Giudice et al. (2012), quienes emplearon el mismo método para 

evaluar la actividad queratinolítica del dermatofito Microsporum gypseum. 

  

 

 
Figura 5. Actividad queratinolítica de los 12 aislamientos de Fusarium spp. determinada por 
degradación de sustrato queratina azure luego de 14 días de incubación en medio basal con casco 
de bovino como sustrato queratináceo y leche descremada. Fso (F. solani), Fve (F. verticillioides), 
Fsp (F. sporotrichioides) y Fox (F.oxyporum). Las barras de error hacen referencia al error típico. Las 
letras sobre las barras representan las agrupaciones generadas mediante comparaciones múltiples 
de Tukey. 

 

 

El aislamiento 205, correspondiente a F. oxysporum, tuvo la mayor actividad queratinolítica 

entre los 12 evaluados, lo que puede deberse a que proviene de una lesión de onicomicosis, 

donde para poder desarrollarse en el tejido afectado, compuesto principalmente por 
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queratina, debió sintetizar queratinasas, por lo tanto este microorganismo ya se encuentra 

adaptado a medios donde este sustrato sea el único disponible para el crecimiento. Lo 

anteriormente mencionado también aplica para el aislamiento 201 que proviene del mismo 

origen (onicomicosis) (Carvalho et al., 2014; Tosti et al., 2000; Naiker et al., 2004). 

 

Por otro lado, al evaluar la actividad queratinolítica a los 28 días (Figura 6) también hubo 

diferencias estadísticamente significativas según el análisis de varianza (p-valor = 4.13 x 

10-17), pero a diferencia de la evaluación a los 14 días, la prueba de comparaciones 

múltiples de Tukey (Anexo 7) agrupó los aislamientos independientemente de su origen. 

 

 

 
Figura 6. Actividad queratinolítica de los 12 aislamientos de Fusarium spp. determinada por 
degradación de sustrato queratina azure luego de 14 días de incubación en medio basal con casco 
de bovino como sustrato queratináceo y leche descremada. Fso (F. solani), Fve (F. verticillioides), 
Fsp (F. sporotrichioides) y Fox (F.oxyporum). Las barras de error hacen referencia al error típico. Las 
letras sobre las barras representan las agrupaciones generadas mediante comparaciones múltiples 
de Tukey. 

 

 

En este caso el aislamiento 406, de origen humano sistémico, y el 319, de origen vegetal, 

presentaron los valores más altos de UQ. Esto puede deberse a que aunque estos 

microorganismos no se encuentran adaptados a un medio rico en queratina, el género 

Fusarium, como se mencionó anteriormente, presenta diversidad morfológica y fisiológica 

(Monzón et al., 2007), lo que le permite desarrollarse en diferentes sustratos, diferentes al 

de su origen de aislamiento.   

 

Los valores de la actividad queratinolítica en el día 28 no mostraron un incremento 

relacionado con los valores de actividad en el día 14, pues en algunos casos la actividad 

fue menor, contrario a lo que se esperaba. Esto pudo verse influenciado por la técnica 
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empleada para determinar la actividad enzimática, debido a que el sustrato cromogénico 

utilizado no es soluble en agua, siendo este uno de los requisitos para poder realizar la 

hidrólisis enzimática (Fuentes et al., 1998). Adicionalmente, el tamaño de partícula 

empleado posiblemente fue mayor al adecuado, lo cual no sólo no permite evidenciar la 

actividad enzimática en caso de haberla, sino que genera variabilidad en los resultados en 

función de los días, puesto que se obtuvo mayor actividad enzimática en un aislamiento 

diferente en cada evaluación. Por otro lado, esta diferencia no esperada en los resultados 

también puede deberse a que la cinética de reacción de cada aislamiento es diferente, 

esperando un aumento de actividad enzimática cuando posiblemente el pico de actividad 

se presentó antes del día 14 de cultivo. 

 

Otro aspecto que pudo influir en la actividad queratinolítica fue la presencia de leche 

descremada en el medio de cultivo, adicionada con el fin de inducir actividad proteolítica, 

ya que se ha reportado tanto para Fusarium como para dermatofitos que la expresión de 

enzimas para degradar sustratos complejos no se da hasta que los sustratos de fácil 

asimilación no hayan sido totalmente degradados (Roncero et al., 2000; Vermout et al., 

2008; Vignardet et al., 2001). 

 

Los resultados obtenidos en los ensayos a nivel cualitativo y semicuantitativo permitieron 

determinar que los doce aislamientos de Fusarium spp. de origen humano, animal y vegetal 

son queratinofílicos, ya que tuvieron la capacidad de desarrollarse sobre plumas de pollo, 

pelo y agar con queratina como única fuente de carbono y nitrógeno. Por otro lado, el 

ensayo cuantitativo permitió determinar que estos aislamientos presentan actividad 

queratinolítica, la cual está asociada al origen de aislamiento, tanto a los 14 días de esta 

prueba como en las pruebas de colonización de pelo animal, ya que en ambos ensayos los 

aislamientos de origen humano superficial arrojaron los resultados más altos, lo que 

demuestra su adaptación a sustratos queratináceos. Finalmente, en todas las pruebas 

realizadas los aislamientos de origen vegetal presentaron valores altos, lo que sugiere su 

capacidad para establecer procesos infectivos superficiales en hospederos humanos y 

animales, haciendo así saltos entre reinos. 

 

 

 

6. CONCLUSIONES 

 

Los ensayos a nivel cualitativo y semicuantitativo determinaron que los 12 aislamientos de 

Fusarium spp. de origen humano, animal y vegetal son queratinofílicos, mientras que el 

ensayo cuantitativo permitió determinar que presentan actividad queratinolítica. 

 

La actividad queratinolítica de Fusarium spp. mostró asociación al origen de aislamiento en 

las pruebas de colonización de pelo animal y en la de degradación de queratina azure a 

nivel cuantitativo a los 14 días, ya que en ambos ensayos los aislamientos de origen 

humano superficial arrojaron los resultados más altos, lo que demuestra su adaptación a 

sustratos queratináceos. 
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En las pruebas de actividad enzimática a nivel cualitativo, semicuantitativo y cuantitativo los 

aislamientos de origen vegetal presentaron valores altos, lo que sugiere su capacidad para 

establecer procesos infectivos superficiales en hospederos humanos y animales, haciendo 

así saltos entre reinos. 

 

 

 

7. RECOMENDACIONES 

 

En la evaluación de actividad queratinolitica a nivel semicuantitativo se recomienda emplear 

una concentración de queratina de 0.2% o 0.3% p/v, debido a que con la utilizada (0.15%) 

los halos de hidrólisis no se observaban con facilidad.  

 

Pulverizar la queratina azure mediante equipos especializados para este fin, para poder 

obtener un tamaño de partícula mínimo y uniforme, y así garantizar los resultados de la 

degradación de este sustrato tanto a nivel cuantitativo como a nivel cualitativo. 
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9. ANEXOS  

 

Anexo 1 

 

Preparación de medio de cultivo para evaluación cualitativa de actividad 

queratinolítica  

 

Solución A 

Componente Concentración (g/L) 

NaH2PO4 H2O 54.4 

FeCl3 6H2O 12.6 

 

Solución B 

Componente Concentración (mg/L) 

ZnSO4 7H2O 1000 

MnCl 6H2O 1000 

Na2MoO4 2H2O 100 

CaSO4 5H2O 250 

 

 

Solución stock de sales mayores 

Componente Concentración (g/L) 

KCl 5 

MgSO4 7H2O 5 

CaCl2 2H2O 0.01 

 

Solución stock buffer fosfato de potasio(pH 8.0) 

Componente Volumen (mL) Concentración (g/L) 

KH2PO4   6.0 1 

K2HPO4        94.0 1 

 

Solución stock de micronutrientes 

Componente Volumen (mL) 

Solución A 5 

Solución B 1 
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Medio de cultivo (pH 8.0) 

Componente Volumen (mL) Concentración (g/L) 

Agar- agar    - 15 

Solución stock de sales 

mayores 

100 - 

 

Solución stock 

micronutrientes 

100 - 

 

Solución stock buffer 

fosfato 

100 - 
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Anexo 2 

Degradación de plumas de pollo 

 

Controles 
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Anexo 3 

Degradación de sustrato cromogénico 

 

Difusión de color esperada:  

 

 

Imagen tomada de Scott et al. (2004) 
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Anexo 4 

Colonización de pelo de origen humano y animal 

 

1. Análisis de varianza del área bajo la curva del grado de daño causado al pelo animal 

 

ANOVA 

abcA 

  Suma de 
cuadrados 

gl Media 
cuadrática 

F Sig. 

Inter-
grupos 

124,668 11 11,333 11,069 1.15 x 10-

8 

Intra-
grupos 

37,883 37 1,024     

Total 162,551 48       

 

abcA 

  Aislamiento N Subconjunto para alfa = 0.05 

  1 2 3 4 5 

HSD de 
Tukeya,b 

404 4 3,0000         

406 3 3,1667 3,1667       

409 4 3,6250 3,6250 3,6250     

314 5 5,5000 5,5000 5,5000 5,5000   

161 4   5,6250 5,6250 5,6250   

205 4   5,6250 5,6250 5,6250   

310 5     6,0000 6,0000 6,0000 

319 3     6,0000 6,0000 6,0000 

203 5       6,5000 6,5000 

108 5       7,3000 7,3000 

162 3       7,8333 7,8333 

201 4         8,3750 

Sig.   ,052 ,060 ,079 ,090 ,079 

 

 

abcA con controles 

  Aislamiento N Subconjunto para alfa = 0.05 

  1 2 3 4 5 

HSD de 
Tukeya,b 

404 4 3,000         

406 3 3,167         



28 
 

409 4 3,625 3,625       

314 5 5,500 5,500 5,500     

161 4 5,625 5,625 5,625     

205 4 5,625 5,625 5,625     

310 5 6,000 6,000 6,000 6,000   

319 3 6,000 6,000 6,000 6,000   

203 5   6,500 6,500 6,500   

MGa 7     7,143 7,143   

108 5     7,300 7,300   

162 3     7,833 7,833   

201 4     8,375 8,375 8,375 

TMMHb 4     8,375 8,375 8,375 

TMc 4       9,000 9,000 

MCd 5         11,100 

Sig.   ,061 ,088 ,088 ,061 ,133 

a. MG: M. gypseum 

b. TMMH: T. mentagrophytes del laboratorio de micosis humanas 

c. TM: T. mentagrophytes 

d. MC: M. canis 

 

 

2. Análisis de varianza del área bajo la curva del grado de daño causado al pelo 

humano 

 

ANOVA 

abcH 

  Suma de 
cuadrados 

gl Media 
cuadrática 

F Sig. 

Inter-
grupos 

47,182 11 4,289 55,890 8.21 x 10-

22 

Intra-
grupos 

3,300 43 ,077     

Total 50,482 54       

 

abcH 

  Aislamiento N Subconjunto para alfa 
= 0.05 

  1 2 

HSD de 
Tukeya,b 

108 5 3,0000   

161 5 3,0000   
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162 5 3,0000   

201 4 3,0000   

203 3 3,0000   

205 5 3,0000   

314 5 3,0000   

319 5 3,0000   

404 5 3,0000   

409 5 3,0000   

310 3   5,5000 

406 5   5,7000 

Sig.   1,000 ,994 

 

 

abcH con controles 

  Aislamiento N Subconjunto para alfa = 0.05 

  1 2 3 4 

HSD de 
Tukeya,b 

TMMHa 5 2,8000       

108 5 3,0000 3,0000     

161 5 3,0000 3,0000     

162 5 3,0000 3,0000     

201 4 3,0000 3,0000     

203 3 3,0000 3,0000     

205 5 3,0000 3,0000     

314 5 3,0000 3,0000     

319 5 3,0000 3,0000     

404 5 3,0000 3,0000     

409 5 3,0000 3,0000     

TMb 5 3,0000 3,0000     

MCc 5 3,0000 3,0000     

MGd 8   4,1875 4,1875   

310 3     5,5000 5,5000 

406 5       5,7000 

Sig.   1,000 ,133 ,058 1,000 

a. TMMH: T. mentagrophytes del laboratorio de micosis humanas 

b. TM: T. mentagrophytes 

c. MC: M. canis 

d. MG: M. gypseum 
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Anexo 5 

Evaluación de la actividad queratinolítica a nivel semicuantitativo - halos de 

hidrólisis en agar queratina 

 

1. Extracción de queratina  

 

 

a. 5 g de plumas blancas 

b. Sustrato de queratina y 250 mL de DMSO 

c. Montaje de balón en aceite mineral y condensador de reflujo  

d. Cambio de color a verde de la solución de queratina a 100°C pasados 40 minutos 

e. Cambio de color a negro de la solución de queratina a 100°C pasados 50 minutos con 

respecto al verde 

f. Solución de queratina a temperatura ambiente 

g. Filtrado de los residuos de plumas 

h. Solución de queratina sin residuos de plumas 



31 
 

i. Comparación de la pluma antes y después de la extracción de queratina 

 

2. Análisis de varianza del área bajo la curva del crecimiento en agar queratina 

 

ANOVA 

abc 

  Suma de 
cuadrados 

gl Media 
cuadrática 

F Sig. 

Inter-
grupos 

918,206 11 83,473 9,877 6.0 x 10-9 

Intra-
grupos 

397,221 47 8,452     

Total 1315,427 58       

 

 

  Aislamiento N Subconjunto para alfa = 0.05 

  1 2 3 4 

HSD de 
Tukeya,b 

409 5 24,6752       

404 5 27,5702       

108 5 30,7926 30,7926     

406 5   34,1978 34,1978   

201 5   34,2576 34,2576   

310 5   34,7300 34,7300   

162 5   35,8540 35,8540   

161 5   36,0228 36,0228   

203 5   36,2776 36,2776   

319 5   36,5176 36,5176   

314 5     37,2576   

205 4     38,3625   

Sig.   ,072 ,118 ,530   

 

 

Análisis estadístico con controles positivos 

  Aislamiento N Subconjunto para alfa = 0.05 

  1 2 3 4 5 

MGa 3 12,1920         
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HSD de 
Tukeya,b 

TMb 4 12,7503         

409 5   24,6752       

404 5   27,5702       

108 5   30,7926 30,7926     

406 5     34,1978 34,1978   

201 5     34,2576 34,2576   

310 5     34,7300 34,7300   

162 5     35,8540 35,8540   

161 5     36,0228 36,0228   

203 5     36,2776 36,2776   

319 5     36,5176 36,5176   

314 5     37,2576 37,2576   

205 4       38,3625   

Sig.   1,000 ,085 ,053 ,595   

a. MG: M. gypseum 

b. TM: T. mentagrophytes 
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Anexo 6 

Evaluación  de  la  actividad  queratinolítica  a  nivel  cuantitativo  -  degradación  de 

sustrato cromogénico 

 

1. Análisis de varianza de la actividad enzimática evaluada a los 14 días  

 

ANOVA 

UQ14d 

  Suma de 
cuadrados 

gl Media 
cuadrática 

F Sig. 

Inter-
grupos 

123,246 11 11,204 11,542 1.34 x 
10-13 

Intra-
grupos 

97,073 100 ,971     

Total 220,319 111       

 

 

UQ14d 

  Aislamiento N Subconjunto para alfa = 0.05 

  1 2 3 4 5 6 

HSD de 
Tukeya,b 

161 9 2,9933           

314 6 3,8000 3,8000         

108 11 4,2500 4,2500 4,2500       

404 8 4,4375 4,4375 4,4375       

162 8   4,5625 4,5625 4,5625     

319 8   4,9000 4,9000 4,9000 4,9000   

310 10   5,2400 5,2400 5,2400 5,2400   

409 12   5,2583 5,2583 5,2583 5,2583   

406 11     5,4818 5,4818 5,4818   

203 9       6,0444 6,0444 6,0444 

201 11         6,2182 6,2182 

205 9           7,0778 

Sig.   ,094 ,087 ,265 ,076 ,180 ,535 
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UQ14d con controles positivos 

  Aislamient
o 

N Subconjunto para alfa = 0.05 

  1 2 3 4 5 6 7 

HSD de 
Tukeya,
b 

TMMHa 6 2,800
0 

            

TMb 10 2,930
0 

2,930
0 

          

161 9 2,993
3 

2,993
3 

          

314 6 3,800
0 

3,800
0 

3,800
0 

        

108 11 4,250
0 

4,250
0 

4,250
0 

4,250
0 

      

404 8   4,437
5 

4,437
5 

4,437
5 

      

MCc 9   4,466
7 

4,466
7 

4,466
7 

      

162 8     4,562
5 

4,562
5 

4,562
5 

    

MGd 11     4,600
0 

4,600
0 

4,600
0 

    

319 8     4,900
0 

4,900
0 

4,900
0 

4,900
0 

  

310 10     5,240
0 

5,240
0 

5,240
0 

5,240
0 

  

409 12     5,258
3 

5,258
3 

5,258
3 

5,258
3 

  

406 11       5,481
8 

5,481
8 

5,481
8 

  

203 9         6,044
4 

6,044
4 

6,044
4 

201 11           6,218
2 

6,218
2 

205 9             7,077
8 

Sig.   ,101 ,059 ,096 ,308 ,083 ,206 ,616 

a. TMMH: Trichophyton mentagrophytes del laboratorio de micosis humanas 

b. TM: T. mentagrophytes del cepario 

c. MC: Microsporum canis 

d. MG: M. gypseum 

 

2. Análisis de varianza de la actividad enzimática evaluada a los 28 días 

 

ANOVA 

UQ28d 
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  Suma de 
cuadrados 

gl Media 
cuadrática 

F Sig. 

Inter-
grupos 

168,628 11 15,330 15,663 4.13 x 10-

17 

Intra-
grupos 

94,937 97 ,979     

Total 263,564 108       

 

 

UQ28d 

HSD de Tukeya,b 

Aislamiento N Subconjunto para alfa = 0.05 

1 2 3 4 5 

404 6 1,9500         

108 6 3,1500 3,1500       

201 9 3,2111 3,2111       

314 8 3,3250 3,3250       

161 10   4,0400 4,0400     

162 11   4,2545 4,2545     

310 12   4,4417 4,4417     

205 10   4,5000 4,5000     

409 12     5,0250 5,0250   

203 8     5,1125 5,1125   

319 8       6,1125 6,1125 

406 9         7,1444 

Sig.   ,161 ,181 ,516 ,494 ,576 

 

 

UQ28d con controles positivos 

  Aislamiento N Subconjunto para alfa = 0.05 

  1 2 3 4 5 

HSD de 
Tukeya,b 

404 6 1,9500         

TRa 10 3,1300 3,1300       

108 6 3,1500 3,1500       

201 9 3,2111 3,2111       

314 8 3,3250 3,3250       

161 10   4,0400 4,0400     

TMb 6   4,0833 4,0833     

162 11   4,2545 4,2545     

310 12   4,4417 4,4417     

205 10   4,5000 4,5000     
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MGc 12   4,6250 4,6250 4,6250   

MCd 8   4,7125 4,7125 4,7125   

409 12     5,0250 5,0250   

203 8     5,1125 5,1125   

TMMHe 9     5,3111 5,3111   

319 8       6,1125 6,1125 

406 9         7,1444 

Sig.   ,180 ,053 ,296 ,097 ,666 

a. T. rubrum 

b. T. mentagrophytes 

c. M. gypseum 

d. M. canis 

e. T. mentagrophytes del laboratorio de micosis humanas 


