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INTRODUCCION Y ANIECEDENTES

la esporotricosis es una micosis subcutdnea producida por Sporothrix - -
schenckii que afecta al hombre y animales, de evolucidn subaguda o crdnica, gra
nulamatosa que ataca piel y tejido subcutfnec y tiene la caracteristica de pre-
sentar nddulos a lo largo del trayecto linfitico. Asimismo, puede afectar hue-
so, pulmdn, articulaciones, mucosas y sistema nervicso central (52). El meca--
nismo de infeccién més frecuente es a través de un traumatismo en piel con mate
rial contaminado con la forma micelial del hongo, que al penetrar al organismo-
se transforma en su forma paresitaria o levaduriforme (12). Ademis de las for-
mas tipicas de ésta enfermedad, en la literatura se ha informado de casos pulmo
nares adqquiridos por via respiratoria (32, 43}, los cuales son muy dificiles de
diagnosticar.

las caracteristicas clinicas de la esﬁomtrioosis dependen por un lado del
mecanismo de infeccién y por otro, del estado inmunitario del individuo (32, 52).
Las formas elinicas mds frecuentes pueden ser englobadas en:

a) Esporotricosis linfangitica. Se inicia con una lesidn nodular "chancro- -
esporotricsico, que se disemina posteriormente a través de los vasos lin-
féticos con la formacidn de lesiones secundarias nodosas supurativas, que-
producen gomas, La localizacién mis frecuente es en miembros superiores -

e inferiores, siendo este cuadro la forma tipica de la enfermedad (32, 52)
{Fig. 1).

~.b) Esporotricosis fija. Las lesicnes se restringen al sitio de la inoculacién
¥ son placas.uleeradas, verruoosas, infiltradas o eritomatosas que no invo
Iucran linfiticos regionales’ (52).

c) Esporotricosis diseminada. Es una forma secundaria de la enfermedad que -
se disemina a partir de un foco primario cuténec o pulmonar y puede involy
crar articulacicnes, huesos, mucosas, visceras o sistema nervioso central-
(6, 3). '



d)  tsporotricosis pulmonar primaria. Fsta forma clfnica es poco canocida, sin
embargo, el mecanismo de infeccién es diferente a las formas anteriores, -
ya que se contree por la inhalacién de la forma infectante. El cuadro cli
nice se confunde ficilmente con tuberculosis y se presenta sobre todo en -
individucs con deficiencia en el sistema inmumne (32,u43),

El agente etidfgico Sporothnix schenckii, pertenece a la clase de los- - -
Hyphomycetes, descrito por primera vez por Hektoen y Peridns en 1900 (38). Es-
wn hongo damdrfico que presenta dos formas: micelial y levaduriforme. La forma
micelial se encuentra en la naturaleza y en los medios que se urilizan rutina—-
riamente en el lahoratorio a texmer\atura ambiente (Fig. 7). Las colonias son -
membrencsas, limitadas y en los primercs dias tienen una coloracion blanca o- -
crem y en algunas ocepas, a medida que transcurre el tiempo se toman obscuras.
Las colenias estin formadas por hifas septadas de un didmetro de 1 a 2 4 m; pre
sentan conidias piriformes, elongadas u ovales de 1.5 a 3 4m que forman simpo-
dios aprcales, de ahi el nombre de sumpodio-conidias. En cultivos viejos se ob
servan conidias conicas o triangulares pigmentadas de paredes gruesas con alto-

"contenido de melanina (38). Lla forma levaduriforme o paresitaria del hongo cans
ta de cflulas fusiformes u ovoides con wn tapafio de 2.5 aSpor 3.5 a6.5 4 m
Y se multiplican por gemacidn simple o miltiple (Fag. 3).

E}> hongo se encuentra frecuentemente en la naturaleza, en suelo y vegétales

y se asocia a lugares donde hay pinos y eucaliptos con temperatures superiores-
a 18°C.

La esporotricosis es una micosis cosmopolita, rara en Eurcpa, aunque alif-
. fue-descrita por pr:mem vez por DeBeurmann y Gougerot en Francia (52) ,frecuen-
 te en fsia (Japtn) y Oceania (Australia). En el continente americano se encuen
tra principalmente en Amemca del Sur y Centroanfrica, cm cierto predaminio en
. Uruguay Colabia, Guatemala y Mxico (32). En la Repiblica Mexicana,es un pa-.
decimiento que ogupa los primeros lugares entre las micesis subcutdneas (31).
Existe mayor frecuencia en la meseta central del pais sobre todo en el Distrito
. Federal. Otras regiones con incidencia elevada son la regitn norte de la Sierra
de Puebla, Jalisco, Nuevo Ledn, Guanajuato, Hidalgo, Oaxaca y Veracruz (32,67,
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La esporotricosis se considera una micosis de tipo ocupacional que afecta
principalmente a floristas, campesines, alfareros, carpinteros y personas que-
estin en contacto con restos vegetales (15,32). Afecta por igual a hombres y-
mujeres y el mayor n{mero de casos se presentan en adultos jovenes (32). Sin-

embargo, en México existe un gran nimero de casos de la enfermedad en nifios- -
(1.

En las minas aurfferas del Africa del Sur,se presentd la mayor epidemia -
de esporotricosis en la historfa, con casi 2000 casos, donde la principal fuen
te de infeccién se encontrG en la vigas de soporte de la mina. La aplicacién-
de. fungicida terminG con esta fuente de infeccién (52),

En Guatemala los traumatismos producidos por la manipulacién de los peces
Tilapia mozamhica y Cichlasoma gutulatum, por los moradores y pescadores ocasio
nales del lugar en la laguna de Ayarza, fueron un mecanismo frecuente de infec
cidn en esta zona, donde se registraron mis de 50 casos de esporotricosis (40).

-

En los restos. vegetales de las cuevas de armadillos Dasypus novemeinctus
¥ D. septemcinctus del Uruguay,se ha encontrado el hongo y la caceria de estos

mani feros, ha ocasiocnado la enfermedad en persanas dedicadas a esta actividad-
.

Por otro lado, en Puehla México, se aisld el agente etioldgico del suelo-
de wna hugarhilia, localizada en el patio casero de una familia infectada (32).
Asimismo, la presencia del hengo en zacate Panicum ‘pUIpunanSCP;ns materdal de ~
empaque. utilizado por los artesanos de cerfmica y empacadores de fruta y. la al
ta pesitividad a la prucba intraddrmica con antigeno de S. schenckii, indiea -
una importante fuente de. contaminacidn (66). '

Teniendo en cuenta que la esporotricosis es una micosis subcutfnea frecuente ~
existen a'la fecha diversos mEtodos para el diagnGstico micoldgico. E1 culti-~

vo de §. schenckii a partir de especimenes clinicos es un método inéquivoco. -
* Se utilizan medios como Sabouraud o Sabouraud con antibibticos y la apardcibn-
de colonias caracteristicas del hongo a los 3-5 dias de incubacitn, representa - -



el diagnfstico de certeza (12). Los eximencs directos de mestras bioldgicas
tienen poco valor, por la dificultad de encontrar la forma paresitaria o cuer
por asteroides a pesar de la facilidad de obtencifn del cultivo, ademds de que
su biisqueda en cortes histopatoldgicos no san patognomdnicos, debido a que se
pueden encontrar en otraes infecciones bacterianas o micSticas (12,52). Utili
zando anticuerpos marcados con fluoresceina o sistemas inmmoenzimfticos es -
posihle poner de manifiesto la presencia del hongo (14,45,54).

La prueba intradérmica con antigenos metabSlicos de S. schenckii denami-
nados esporotricinas es ampliamente utilizada como apoyo diagndstico de esta-
micosis, ésta produce una kipersensibilidad tardia egpecifica en individuos -
Infectados (15,16,2,32,6Q).

A las pruebas serolégicas se les ha dado poco valor en las formas fijas-
y linfangitica de la enfermedad, ya que facilmente se cohtiene el cultivo, sin
embargo, adquieren inportancia en las formas sisté@micas y extracutdneas. Las
nfg utilizadas son la determinacidn de precipitinas, aglutininas, fijacién de
complemento e inmunofluorescencia (1,4,28,6Q). Sin enbargo, la presencia de-
anticuerpos en individuwos no esporotricdsicos les ha restado cierto valor - -
(4,24).

Entre los antigenos enbleados para el diagndgtico de la esporotricosis -
se encuentran concentrados de filtrades de cultivos (37), células campletas -
(15,28}, paredes celulares (5) y fracciones polisacaridicas crudas (1,16,60).
En hangos, los camplejos polisacérido-proteina, son antigenos importantes y a
partir del aislamiento y purificacin de un antfgeno de esta naturaleza por -
Gonzilez Qchoa y Soto Figuerca en 1947 (16lguienes utilizaron en pruebas in—
tradérmicas con @tims resultados, se inicié toda wa serie de investigacio-
nes crfentadas a obtener el mejor método de extraccitn y elucidar sus caracte
-risticas quinicas e inmnolSgicas. '

Entre los diferentes aziicares que constituyen el polisacirido de'S. schenkii,
se encuentra la ramosa, azlicar que no ha sido detectada en otras entidades -
fingicas patbgenas, lo que le confiere cierta especificidad (60).



Les polisaclridos de filtrados de cultivos (metab8licos) estén constitui-
dos por companentes de pared celular y de diferentes metabolitos del hongo,- ~
que son Hberades y disueltos en el medio donde crece (60).

Toriello y Mariat (60) establecieron las diferencias que existen entre~ —
los polisaciridos aislados de células levaduriformes y los liberados al medio,
estos Gltines mostraron mayor camplejidad y contenido de galactosa. AdemSs es
tablecieron que la fuente de carbono utilizada en el medio de cultivo donde- -
crece el hongo, puede alterar la composicifn quimica del polisacirido.

En 1970 Ishizaki .(33) aisld y determind la composicién quimica de wn gli-
-copéptido con actividad inmunoldgica y encontrd que estaba coampuesto por ramo
sa (28%), manosa (34.5%), galactosa (5.4%), glucosa (1.8%) y una fraccibn pep-
tfdica (15%).

Al afio sigufente Lloyd y Bitoon (33),utilizaron téenicas mis elaboradas y
ohtuvieron una ramnomanana con la siguiente composicidn: manosa (20%), vamosa
(44%) y una fraccitn peptidica (16%)}. El péptido contenia principalmente treg
nina (14.2%), serina (13.2%), Scido aspértico (9.6%) y dcido glutimico (9%); -
la precipitacién en concanavalina A mostrd la presencia de residuos manosil -
termipales. Por otro lado, Travasses et al. (41,61-65) cbtuvieron polisacari
dos del hongo por medio de una extraceidn alcalina con KOH 2%’y enriquecieron-
el contenido de ramomananas,por medio de una precipitacién con reactivo de -
Fehling. El preducto obhtenido contenia ramosa, mancsa y una proporcién menor
& 1% de nitrbgeno. las remnomAnanas constituyeron los compuestos de mayor es

pecificidad, sin embargo, se encontraron otros polisaciridos como galactamana~
nas, glucanas y amilosa (63). Asimismo encontraran que en las etapas tempra—
nas de el crecimiento del hongo existe sintesis de mananas (59). Ademfs cbser
" varon que las estructuras finas de los polisaciridos,variaban dependiendo de -
las condiciones de cultivo y por lo tamto de la morfologia celular. En culti-
vos miceliales encontraron la presencia de diramosil-ramamananas, compuestas
~ por wna cadena principal de unidades«-D-manopirancsa unidas por enlaces «(1-—6)
y cadenas laterales O- o ~-D-ramopiranosil (1-+?) remopirancsa. Por otro lado,
determinaron que las levaduras y comidias estfn compuestas por una cadena prin
cipal igual a la de la forma micelial, pero contenia cadenas laterales de uni-
dades. terminales no reductoras de o ~L-ramopiranosa (Fig. 4) (41,63). En resu



ren cbservarcen que la forma levaduriforme contiene cadenas laterales monoramng
511 y la forma micelial cad®nas diramosil, éstas ltimas parecen ser las de—
terminantes especificas del antigeno flngico.

La reactividad seroldgica cruzada entre S. schenckii y ciertas especies -
de hongos fitopatdgenos relacionados como Cerdtocystis, Europhium y Graphium -
estd dada por la estructura inmnodominante de la forma levadura de S. schenckii’
que se encuentra en estos hongos (26).

Ciertas. bacterias como Leucanostoc mesenteroides, Streptococcus pneumoniae
y Aercbacter agrogenes en las que el determinante inmunolSgico son unidades no
reductoras de ramosa terminales ocasionan también reactividad cruzada, por lo
que. el contacto inmuncsensibilizante con alguna de ellas podria ser la causa -
de pruebas positivas en inmmodifusién o titulos bajos de aglutininas en pa~ -
clentes no esporotricisicos (4,24,44),

La presencia de unidades o -D-manopirencsa en levaduras y galactomananas—
de Exophiala werneckii, Tricwohyton rubrum y Aspergillus fumigatus son estruc-
turas semejantes a aquellas sintetizadas en la fase temprana de crecimiento de
S. schenckii y por lo tanto,estcs hongos podrian presentar cruces inmunes entre

s{ (2,37,55). los elementos que producen los fenSmenos inespecificos, se po—

drian reducir en forma inportante si se realiza wna seleccién adecuada del mé-

todo de extraccin y se controlan las condicicnes de cultivo, 1o que redundaria
en bereficio de los antiéenos utiliZados en las pruebas seroldgicas de la enfer
medad,

Planteamento del Prohlema.

Com> se ha visto en los pirrafos anterfores, en la actualidad se cuenta con
trabajos scbre la composicifn quimica de 1os antfgeros dé §. schenckii (4,42,37,
60-65). Sin embargo, la elaborecitn de antigenos muy purificados y especificos
no estd al alecance de todos los lahoratorics de serodiagndstico micoldgico. — —
Otro de los principales problemas que se presenta en la elaboracién de estos an
tigenos es la falta de reproducibilidad de los resultados entre diferentes cen-

evetre
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tros de produccién. Llas variacicnes que existen entre las cepas utilizadas, me
dios de cultivo y condiciones de incubacitn, ademis del método de extraccidn- -
originan diferencias en la camposicifn y actividad biolégica. Por lo tanto, es
de suma importancia llegar a una estandarizacién de estas moléculas antipgénicas.
Para poder empezar esta estandarizacién, en el presente trabajo se obtuvieron -
antigenos de las formas micelial y levaduriformes de Sporothrix schenckii en di
ferentes fases de crecimiento, tratando de obtener las condicicnes &ptimas de -
produceifn y activiaad bioldgicas, para lo cual se llevaron a cabo diferentes -
pruchas immnoldgicas en pacientes con esporotricosis. Los resultados obteni--
dos no s8lo nos conducirian a elaborar wn modelo de estandarizacidn, que podria
ser aplicado a otrce hongos, sino tawbifn a la obteneifn de una fraceifn con- -
actividad inmmoldgica con las cualidades necesarias para la cbtencién de un- -
huen antigeno: especificidad, sensihilidad, reproducibilidad y'de fheil obten-—
cifn a un bajo costo.




"QRJETILYOS

Disponer de antfgenos de Sporothrix scherickii para el diagnéstico inmunold
gico de la esporotricosis.

Obtener las condicianes &ptimas de produceidn y actividad antigénica de es
porotricina micelial y levadurdforme.

Carpamr la actividad inmnolbgica de los antigencs miceliales y . levaduri~
formes de Sporothrix schenckii.

Establecer las bases para la elaboracitn de un modelo experimental para la
estandard zacitn de antigenos fingicos.
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MATERTAL Y METODOS

Hongos

Dos cepas dé Sporothrix schenckii (116-83 y 705-78) fuercn utilizadas en
el trabajo. Se aislaron de casos humanos de esporotrdcosis, la primera~
del Hospital General de México, S.S. y la segunda del Centro Dermatoldgi
co Pascua, S.S.

Medios & cultiyvo

Log medios de cultivo utilizados en el mantenimiento y produccién de los
antigenos metabblicos de §. schenckii fueron los siguientes:

A) Medio de Sabouraud (BIQXON). Se utilizd en el manteniniento de las-
cepas, comtrol de viahilidad, nulé}obiolég:ico y esterilidad.

-~ Dextrosa 2a

A

- Pebtcna de came 10 ):4

-~ hgar 15 g

~. Agua e.B.p. 1000 ml
pi 5.6

R} Medios para crecimiento en fase levaduriforme y fage micelial. Se -
utilizaron en la produccidn de los antigenos metabdlicos:

Medio I. Para la fase levaduriforme de S. Schenckii:

- KH,PO, 0.91 g
- Na,HPO,.12 K,0 2.38 g
-~ MgsO, ' 0.6 g
-~ KC1 : ' 1.0 g
— Arginina 1.0 g



ia.

- Solucién de oligoelementos

de Berthelot 0,6  om M
- Tiamina 1wé
- Biotina 0% g
~ Glucosa 20 -3
- Agwa c.b.p. 1000 nl
. 6.8

Medip IT. Para la cbtencifn de la fase micelial del hango.

= KH,P0, 0.6 g
= Na,iP0, 0478 g
- Hidrolizado de caseina 3.0 g
- MgS0,.7 H,0 0.5 g
- CaCl, 6.1 g
- NaCl 8.1 g
~ Gluccsa 20.0 g
- Qicerol 10.0 g
~ Solucién de oligoelementos 7
de Berthelot R m ()
- Tiamina 1% g
= Extracto de levadura
.(dializado) 1.0 g
~ Agma c.b.p. o 1000 ml
P 6.5 '

(%) Solucifn de oligoelementos de Berthelot

- ¥150,,.7 Hy0 o ) g

gasies’
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- CaS0,.2 Hy0 0.5 g
- NiCL,.6 H,0 0.0s g
- CoCl,.6 Hy0 0.05 g
= T1,80,.H,0 0.2 g
- S0,,.7 Hy0 : 0.1 g
- CuS0,.5 Hy0 0.05 g
- GISO,.4 Hy0 .01 g
- H 0, 0.0s g
- Hy80, concentrado 1.0 ml

filtrar schre papel

C) Medio de tioglicolato (BIQXON). Se empled en el control de esterili-
dad de los antigenos.

~ Peptona de casefna 15

)
- L-cistina a.1 g
- Dextrosa 5.0 B
- Extracto de. levadurg 5.0 g
-NaCl 2.5 g
- Tioglicolato de sodia 0.5 g
- Resazurina . 0.001 g

" Cgridicicnes de cultivo -

Para la chtencifn de la forma levadurifome, se semhrd el hongo en matra-
ces de 250 ml contenjendo 80 ml del medio I.  Se incubd a 37°C por 48 h —
en agitacién. Posterdommente los cultivos se centrifugaron a 350 g por -
15 min y el sedimento se pesd. El indeulo consistié de 200 mg de peso hi
medo, gembradé en matraces con lag mismas condiciones que los anterdiores.
Se. chtuvieron muestnaé cada tres dias, hasta completar wn perfodo de un -
mes.

e
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La forma micelial se obituvo tambhién en matraces de 250 ml con el medio -
II. Los cultivos se incubarcn a 26°C.por una semana en agitacion. Lue—

.80 se separd la hiomasa por centrifugacién a 350 g durante 15 min., E1 -

sedimento se macerd en un morterv en condiciones de esterilidad hasta -
la obtencién de W inbculo homogfneo. Se sembraron 280 mg de peso hime-
do del hango en cada matraz y se incubaron a 26°C. Se tomaron mestras-
para procesar antigenos miceliales cada semana hasta campletar un tiempo
de incubacién de 3.5 meses. Antes de obtener el antfgeno se verificd el
crecimiento tipino del hongo y se realizd control microbioldgico. Al ca
bo del tiempo de incubacidn los hongos fueron muertos con formaldehido -
(al 2% de concentraci6n final) por 24 h. Se hicieron pruebas de viabili-
dad en medio de Sabouraud.

Obitencifn de aritigenog metabdlicos (Fig. 5)

La ohtencidn de antfgenos metapdlicos miceliales y levaduriformes se rea
lizarcn de acuerdo al método de Tordello y Mariat (6@). Los cultives tra
tados con formaldehido fueron centrifugados a 350 g por 2@ min. El scbre
nadante se filtrd primero por' Seitz y luego se esterilizd por medio de- -
menbrenas, Millipore de Q.46 4m . Enseguida se dializd contra apua des-
tilada por -2+ h. a §°C, en tubos Spectrapor que permiten el paso de molecu
las de hasta 6000 a 8000 de P M camhdando el agua varias veces. El anti-
geno se cancentrado se pxeci‘bi.ta con 4 volimenes de alcohol etflico al 95%
en presanéia de acetato de sodio al 1%. E1 pxecipit}ido se separ por cen
trifugaciSn y se disolvid nuevamente en agua destilada. . Esta operacidn -
s mi)iti,c’; tres veces. Degpuds de la {(iltima precipitacidn, el antigeno -
e Gecd con acetona. ‘

Curvag de crecimiento '

La detenminacién del crecimiento del hiongo se midi6 por medio del consumo
de azficar en el medio de cultivo, Se tomaron muestres diariamente de ma-
traces inoculades en lasymismas condiciones descritas con anterioridad. -
Lag muestras fueron filtradas con nembranas Millipere y los azfcares re—
ductores se determinaron por el método de la o-toluidina (8).
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Métodos quimicos

A todos los antigenos se les determinarcn proteinas por el método de Lowry
(35) y carhohidratos totales por el método del fenol sulffrico (11).

Métodos Inmnoldgicos

Obtencidn de sueros hiﬁerirninmes

Se inmunizaron canejos Nueva Zelanda, machos, de aproximadamente 3 kg de -
peso, siguiendo el esquema de Toriello y Mariat (60). Se prepard una sus-
pensifin de células levaduriformmes de 8. schenckii muertas con formaldehido
(al 2% de concentracifn final) a wa concentracitn de 1 X 10° levaduras/ml.
Se aplicd 1 ml de esta suspensifn en la vena marginal de la oreja del ani-
mal, 3 veces/semna durente dos samanas. Una semana después de la (itima-
inoculacidn se realizd wna sangria de prueba El suero chtenido se gua.rdo
en alicuotas de 2 ml con azida de sadio al 0.01 % en congelacién.

Sueros humdnes

Los sueros de pacjentes’ con esbomtr-icoaai_'s fueron obtenidos del Hospital -
General de México, S.S. y del Centro Dermatoldgico Pascua, S.§, También -
se. dtuvieron suercs de pacientes aspergilesos, hlstoplamnsos y de diver-
sas nempn.ias del Instituto de Enfermedades Resplratomas, S.8., para los-
estudios de reactividad cruzada.

- Thipnodi fusion

las; pruchas de inmunodifusién (ID) se realizaren segin la técnica de - - -

.Ouchterlany (47) para la cual s= utlhzo' agar noble, 1 g; azida de sodio,
: (1(11_g, clonmodesodl.o, 0.85 g; ghc.ma, 7.5 g y agua c.b.p. 100 ml.

Las placas: se leyercn a las 48 h de incubacidn a 4°C, se lavaron con citrg
to de spdio al 5% por una hora y con solucién salina por 24 h, cambiando -
1a solucin varias veces. Las 14minas se cubrieron con papel filtro y se-
secaren a temperatura anbiente. Pop filtimo, se tifieron con una solucién -
de: negro amido, 1 g; Acido acdtico 1 M, 40 ml; acetato de sodio 0.1M, -
450 ml y glicerol 10Q ml, durante un minuto. ‘
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Los antigencs utilizados en las reacciones de precipitacifn ge probaron a
di ferentes concentraciones: 1,2,5,10 y 15 mg/ml en soluci@n de cloruro de
sodip al 0.85 % conteniendo azida de sodio al 0,01 % comw preservador y -
se almacenarcn a 4°C.

Caontrainmmoelectroforesis

La prucha de contrainmumoelectroforesis (CIE) se 1levd a cabo con dietil-
barhiturato comp amortiguador. Se prepar® éste con: Barbital sddico, 13.33 g
acetato de sodio trihidratado, 8.83 gy se 1llevd a 1.5 1 con agua destila
.da. Se le adiciond Gcido clorhfdrico 0.1 N hasta llegar a un pH de 8.2

con ing fuerza ifnica de 0.02 El amortiguador concentrado se diluyd 1:2
bam su uso en la cimra de electroforesis. Para los geles de soporte se
hizo wna dilucifn 1:10 de este mismo amortiguador y se adiciond azida de-
sodip al 0.0% % y agarosa al 1%. El corrimiento de las muestras se hizo-

can wn voltaje a 1 V/ cimz durante 30 minutcs.

‘Iitradéymoreaceidn

Para las solucioneg antigénicas utilizadas en la prueba de intradermoreac
cifn (IDR) se realfzaren dilucicnes 1/2000 y 1/400Q en solucifn salina fe
nolada (1/9000Q) y se esterilizaren por filtracidn. El envasado se reali-
25 en viales con dos ml de la solucidn antigénica cada uno. Luego se rea
1128 un control de esterilidad del producto, en medio de Sabouraud, tio—-
glicolato y caldo nutritivo.

La reaccign cutfnea se hizo inyectando 8.1 ml del antigeno en foma intra

déymica en la cara anterior del antehrazo. La prueba se considerd positi
va, cuando se presentd la induracifn y eritema igual o mayor de 5 ym.



RESULTADOS

Las curvas de crecimiento de la forma levaduriforme y micelial de Sporothnix
schenckii se. pueden obsexvar en las figuras 6 y 7 respectivamente. El crecimien-
to del hongo se determind por medio del consumo de azlicar del medio de cultivo. -
En la curva de crecimiento de la forma levaduriforme,se observd que el hongo lle-
ga a la fase estacionaria el dfa 12, mientras que la forma micelial el dia 35. -
En 1 achtencidn de los complejos antigénicos, las condiciones se mantuvieron cons
tantes en cada forma y sblo se varid el tiempo de incubacién. Para la forma leva
duriforme se ‘tomaron muestras cada tres dias durante un mes ,para obtener anuge--
noy enla forma micelial cada s:.ete dias durante un total de 135 dias. En los -
antigenos cbtenidos antes del inicio de la fase g;@onenmal, se observd escaso o-
nulo rendimiento para las dos formas. En la figurd 8 se muestra el contenido de-
proteina y carbohidratos totales en los antigenos de la forma levaduriforme de S.
schenckii durante los 30 dias de incubacién. El porcentaje de carbohidratos va--
nid de un 32 a 73 %, el valor minimo (32 %) se encontrS al inicio de la fase expo
nencial (3 dias) y el miximo (73 %) al inicio de la fase estacionaria (15 dias)s-
se observd un aumento constante del porcentaje de carbchidratos durante la fase -
logaritmica del crecimiento del hongo. En la fase estacionaria se observs un por
ce:ntajé polisacaridico similar (67-73 %) ,acompafiado de una disminucién (43 %) al-
finalizar la curva de crecimiento (30 dias). La cantidad de carbohidratos fug- -
aproximadamente 7 veces mayor coh respecto a la de proteinas. En el contenido- -
protéico se observarcn valores que variaron de 6.6 a 12%, siendo los valores muy-
similares durante los 30 dias.

En la fase micelial (Fig. 9), los porcentajes de carbohidratos mostraron si-
militud en cuanto a los porcentajes ,. durente las fases exponencial y estacionaria
luego disminuyd gradualmente hasta un valor mfnimo de 46% en el dfa 135 de incuba
cibn del hongo. La relacidn de éarbohidmto/proteina varid aproximadamente de 12
a 1. Por otra barte, en la détemﬁnacién de i)roteinas de los antigenos se obser-
varon valores parec:xdos durante las fases de crecimiento (4.5 a 6%),excepto un'va
lor méximo (8.8 %) al finalizar el tlempo de incubacién.

Para las pruebas de inmunodifugidn (ID) se probaron diferentes concentracio-
nes antigénicas (1, 2, 5, 10 y 15 mg/ml) y se encontrd que la dptima para esta prug
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ba fué d2 2 mg/ml. En la tabla I y JI se presenta la reactividad de los antige-~
nos levaduriformes y miceliales a diferentes tiempos de incubacién con sueros de-
pacientes con esporotricosis, histoplasmosis, aspergilosis y newnonfas miltiples,
ademis de un suero hamblogo hiperinmme de conejo. Al probar suercs de pacientes
oon esporotricosis, se observd una mayor reactividad con los antigenes obtenidos-
en la fase estacionaria de crecimiento de ambas formas del hongo, donde se pudie-
Ton observar bandas miltiples. Anterior a los 21 dias no hubo rendimiento antigd
nico y por lo tanto no se realizaron pruebas seroldgicas. Las muestras séricas -
de pacientes histopldasmosos no mostraron reactividad cruzada, excepto el suero 7

que reacciond con el antfgeno micelial del dia 21 con una sola banda. Los suercs
de pacientes con neumonias, aspergilosis y sujetos normales no presentaron reacti
vidad.

En contrainmunoelectroforesis (CIE) la concentracidn &ptima del antigeno- -
fué de 1 mg/ml, La reactividad en CIE de los antigenos levaduriformes de S. - -
schenckii (Tabla ITI),al igual que los antigenos miceliales (Tabla IV}, mostraron
una reactividad similar que en la ID y el nimmero de bandas aumentd de la misma -
manera que los antigencs obtenidos de la fase estacionaria del hongo en la prueba
de ID. Los suercs de pacientes con histoplasmosis y normal no presentaron reac-
tividad cruzada en esta prueba.

Las prwebas cutfneas se realizaron en pacientes sospechosos de esporotrico-
sis e individuos con otres dermatosis de la Unidad de Dermatologia del Hospital-
General de México, $.S. Para &sta prueba sdlo se utilizaron dos antigencs: uno-
micelial (1057'dfas) y otro levaduriforme (30 dias), ambos de la fase estacionaria
& crecimiento. Los dos antigenos se probaron a una dilus"ién de 1:4000 y 1:2000.
La bsqueda del agente etioldgico se realizd pamlelanenfe a la prueba intradérmi
ca. Ademds, en dos pacientes se probS un antigeno de la forma levaduriforme dilu
cién 1:5000, proveniente del Servicio ‘de Micologia del InstitutotPasteur, Paris,-
Frencia,. que mostrd una respuesta similar al nuestro. En la Tabla V se muestra -
el resultado de estas pruebas intradérmicas en pacientes con esporotricosis y - -
otras dermatosis, donde se puede observar que de 13 pacientes con esporotricosis,
12 respoh;lieron positivamente (92 %) a antigenos de la forma micelial y los 2 pa-
cientes a los cuales se les aplicS antigenos levaduriforme de S. Schenckii. De -
' los 31 pacientes con otres dermatosis a 1os cuales se les aplicd antigeno micelial
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s8lo o reacciond a la dilucifn 1:4000, sin emhargo, a otros once pacientes a -
los cuales se leg aplicd el antfgeno levaduriforme,cuatro (36 %) respondieron po
sitivamente. Ixhido a que el 36 % de los pacientes con otras dermatosis reaccio

naron a la dilucién 1:4000 del antigeno levaduriforme, ya no se probd la dilucién
1:2000.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

A pesar del gran nlmero de trabajos sohre antigenos de honges realizados -
hasta la fecha, sblo recientemente se ha logrado conocer la estructura quimica-
fina de algunocs. camponentes antigénicos flngicos, por ejemplo, las ramnqmananas
de Sporothrix schenckii (63). Por lo tanto, la estandarizacifn de ellos estd -
apenas en sus etapas iniciales y se requiere todavia de mucha investigacidn al-
respecto.

Huppert (21) ha sugerido que los caponentes de los medios de cultiyo, pue
den producir reactividad inmmoldgica inespecifica. En la actualidad el uso de
estos medios, ha sido sustituido por medios quimicamente definidos o semi-sinté
ticos (21, 33, 51, 60). Por otra parte, algunos investigadores (21, 51) han ob
servado diferencias inmmnoldgicas, entre cepas aisladas de distintas regiones.
Con el fin de evitar estag variantes, en este trabajo se utilizaron medios semi-
sintéticos (dializados) y oepas aisladas de casos humanos de nuestro pais.

Qtros factores que afectan la camposicidn y actividad inmunoldgica de los-
antigenos flngicos son: el tiempo de incubacién (21, 42, 59) y la morfologia -
del hengo (21, u1, ‘51, 55). Karlin y Nielsen (28) al comparar la actividad se-
rolégica de antigeros de S. schenckii obtenidos de distintas fases de crecimien
to, no observaron diferencias. Takata et al. (59) realizaron un trabajo simi—
lar y encontyaron que el tienpo de incubacifn, era una variante que alterd tan-
to la combosici‘én quimica como la actividad irmunoldgica. En las curvas de cre
cipfento realizadas observamos que arbas formas del hongo se comportan de mane-
" ra similar y  que log carboliidratos totales de los antigenos se ve aumentada ~
progresivamente a medida que transcurre la fase logarftmica, posiblemente origi
" nada }éox* la liberacidn paulatina de camponentes de pared celular y solubiliza—
cién de log mimmog en el medio de cultivo (6Q). los porcentajes de polisacari-
dos: de las dos formas, bemamcierm constantes en la fase estacionaria, pero-
al finalizar el tiempo de incubacién se presentd wna disminucidn, que podria- -
ser generada por la degradacifn o consumo de estos productos por el mismo hongo,
al haber acabado los nutrientes del nxzdi‘o_x de cultivo, Por otra parte se pudo -
estahlecer que el contenido proteico no varis independienterente de la fage de-
crecimiento y §510 se presentd un aumento al concluir el lapso de incubacién, -
‘prohablerente dehido a la liberacién de companentes intracelulares proteicos. -

PR R RN
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El conportamiento antes descrito mostrd gran parecido con lo establecido previa-

mente para la forma micelial de §. schenckii por Takata et al (59). Las curvas-

de crecimiento de las dos formas del hongo obtenidas en este trebajo, nos mues—

tran que 1la mayoria de los antigenos utilizados tredicionalmente en el diagndsti

co de la esporotricosis,san extraides de la fase estacionaria de crecimiento, por
lo que posiblemente se encuentran constituidos de camponentes de paved celular,-

productos metabdlicos secretados al medio de cultivo y carporentes de autolisis-

del hongo (16, 37, 40).

Mendoga et al.(ul, 64) demostraran qe la sintesis de polisacaridos da pa--
red celular depende de la morfologia de S. schenckii: en las levaduras y conidias,
encuentran principalmente ramomananas de cadenas laterales monoramosil vy en el
micelio ramomananas con cadenas laterales diramosil. La obtencifn de wa u --
otra forma del hongo es una consecuencia de la disponibilidad de nutrientes y de
las condicicnes del ambiente (U1, 63, 60). Al realizar la purificacidn de nues-
tros antigenos por medio de la precipitacién por alechol chservames colateralmen
te que en cultivos levaduriformes se obtuviercn mezclas morfoldgicas en la fase-
estacionaria y que adends existen diferencias entre cepas, con respecto a la - -
trans formacidn de la forma micelial a la forma levadwrdforme., asimismo en la- -
forma micelial estacionardia, creemos que también existe una heterogenicidad anti
génica, por la presencia de conidias al incrementarse el tiempo de incubacidn.

Lloyd et al. (34) demostrarcun que los sueros de pacientes con esporotricosis,
pueden reaccionar fuertemente con ambas estructuras inmunodominantes de los poli
sacéridos de 8. schendkii y que aparentemente,la reactividad de las estructuras-
diramnosil estaban relacionadas con la especificidad, por lo tanto &l sugiere un
paso in vivo de la fase micelial a la forma levadunifomia, lo que ocurre natural

mente en el paciente. En pruebas de precipitacidn con sueros hambloges,se cbser
" v un incremento del nfmero de bandas con los antigencs extraidos de la fase es-
- tacionaria, quizds originade por la mezcla de morfologias que existe en esta fa-
se (41, 42, 59). Otro factor que puede infliir en la multiplicidad de bandas, -
puade ser que al realiszar la purdficacidn, se precipiten conjuntamerte otros cam
ponentes de naturaleza polisacaridica (galactomananas o mananas).

La reactividad cruzada de los antigenos de 8. schenckiiha sido demostrada-
por diversos autores (4, 24, 44, 59) y se ha asociado a los residuos - L - ramo
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pirandsido que son compartidos por la forma levaduriforme dé este hongo y algunas
bacterias que forman parte de la flora normal o patdgera del hombre. Ademds cier
tos hongos fitopatfgenos también puedsn presentar esta estructura.

La presencia de reactividad cruzada de sueros de pacientes afectados por - -
Histoplasma capsulatum con antigencs deS. schenckii, pudo ser debido a la sinte--
sis de mananas y galactomananas por las cflulas de S. schenckii que se producen -
sobre todo en la etapa temprana de cyecimiento (42}, FEstas estructuras pueden- -
ser constituyentes de los componentes inmmoldgicos de algunas levaduras o formar
parte de los antigenos de algunos hongos de micosis profundas como: Histoplasma -
capsulatum, Blastomyces dermatitidis y Parecoccidiciles brasiliensis (2).

El uso de antigeros metabGlicos de S. schenckii en pruebas cutfneas aparen--
tenente ha mostrado una alta especificidad (15, 16, 32), sin embargo, algunos in-

vestigadores (4, 25) han encontrado reactividad cruzada en pruebss de hipersensi-
bilidad.

Shimcnaka et al. (57) ha asociado la fraccidn peptidica de los glicop@ptidos
a la respuesta tardia de hipersensibilidad, sin profundizar sus estudios en la- -
conposicidn y estructura quimica del hongo. Takata et al. (53) encuentra que la-
intensidad de la respuesta de hipersensibilidad tardia en animales de experimenta
cidn, estaba relacienada con el contenido proteico. Lavalle (31) al realizar una
comparacidn entre los antigencs de la forma micelial y levaduriforme, observa una
mayor sensibilidad en pruebas cut@neas como este (ltimo. Ante la imposibilidad - .
de probar en este trabajo todos los antigenos obtenidos en un mismo paciente, s5-
lo se probaron dos antigenos de la fase estacionaria, que son los que se utilizan
tradicionalmente. Llos antigencs que se probaron correspondieron a ambas formas -
de crecimiento: uno micelial y otro levaduriforme. Al realizar la comparacifn ep
tre ambos tipos de respuesta, observamos que el antigeno levaduriforme mostrd una
mayor sensibilidad, posiblemente asociada a un mayor contenido proteico. Sin em-
bargo, también mostrd un alto poreentaje de positividad en individuos sin la mmg_
sis. Puede ser que esta respuesta se asocie a previos contactos inmmosensibili-
zantes (4, 66) o bien a la similitud con estructures inmunolbgicas de otros orga-
nisms (25). El tipo &= respuesta del antigeno micelial fue muy. satisfactorio- -
puesto qué solo se encontrd un porcentaje muy bajo de positividad en individuos -
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sin la enfermedad (4%) y corrvespondib a un individuo con una cicatriz, posiblemen
te originada por el hongo. Este porcentaje de positividad concuerda con otros- ~
autores (15, 66).

De acuerdo a nuestros resultados,cbservams que el tiempo de incubacién fué-
un factor que influy6 en los componentes polisacaridicos de los antfgenos, no asi
el contenido protefco. Por otro lado, se observd que la morfologia celular de S.
schenckii, es wno de los principales factores que alteran ia actividad inmunoldgi
ca y que la fase de crecimiento se encuentra también relacionada. Ademfs mostra-
mos que los antfgenos miceliales tienen una mnejor respuesta con respecte a los le
vaduriformes en pruebas cutfneas. Pri- lo tanto consideramos que los factores que
se deben de cuidar en esta elaturacién antigénica son: tiempo de incubacién, fa-
se de ecrecimiento, estruslura celular predominante y caracterfsticas quimicas,- -
adenis de la valore.ién de las caracteristicas inmunoldgicas. Todavia queda mu-—
cho por investigarse, sin embargo, para poder llegar a una estandardizacién de és-
tos antigenos nuestro trabajo propone un modelo experimental que puede llegar a -
ser de utilidad en la estandarizacién v la obtencidn de antigenos flingicos:
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‘'ABLA I. INMUNODIFUSION DE ANTIGENOS LEVADURIFORMES OBTENIDOS DE
SPOROTHRIX SCHENCKII A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION

ANYIGENOS LEVADURIFORMES OBTENIDOS A DIFERENTES DIAS DE

INCUBACION

SUERQOS .: 3 6 9 12 15 18 21 2y 27 30
1 + + + v+ + oo 4
2 + + + ++ + + + 4
3 4 + E T 4t
4 - - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - -
7 : + + - - - - - -
8 - + - . - - - - - -
g - - - - - - - - - -
10 - - - - -
1 - TS - - -
12 - - - - - - - - - -
13 THE o HHE + e + +t oo+

14 - - - - - - - - - -

Se utilizaron sueros previa seleccion de su reactividad positiva
en pruebas inmunes o

1-3 Sueros de pacientes con esporotricosis’

4§ Sueros de ﬁaeientes con neumonfas miltiples

7-9 Sueros de pacientes con histoplasmosis
10-12 Sueros de pacientes con aspergilosis
13 . Suero de animal inmunizado con §.‘3chendkii
1y Suerc de sujeto normal

+ 1 banda ++ 2 bandas +++ 3 bandas



TABLA II. INMUNODIFUSION DE ANTIGENOS MICELIALES OBTENIDOS DE
SPOROTHRIX SCHENCKII A DIFERENTES TIEMPQS DE INCUBACION

ANTIGENOS MICELTALES OBTENIDOS A DIFERENTES DIAS DE INCUBACION

SUCROS 21 28 35 42 56 63 70 77 105 180
1 + + + + + ++ ++ ++ + +
2 + + + ++ + + + + + +
3 + + ++ ++ ++ ++ +++ +++ + ++
mn - - Z - - - - - - -
5 - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - -
7 + - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - T
11 - - - - - - - - - -
12 - - - - - - - - - -

13 ++ + + + ++ ++ ++ .++ S+ ++
1y - - - - - - - - 4 - -

Se utilizaren sueros previa seleccién de su reactividad positiva en priebas inmunes

1-3 Sueros de pacientes con esporotricosis

4-6 Suercs. de pacientes con neumonfas miltiples

7-9 Sueros de pacientes con histoplaémosis
10-12  Sueros de. pacientes con aspergilosis

13 Suercs de animal inmunizado con §. schenckii -
14 Suero de sujeto normal
"4+ 1 barda ++ 2 bandas . +++ 2 bandas



TABLA III. CONTRAINMUNOELECTROFORESIS DE ANTIGENOS LEVADURI FORMES
OBTENIDOS DE SPOROTHRIX SCHENCKIT A DIFERENTES TIEMPOS

DE INCUBACION

ANTIGENOS LEVADURIFORMES OBTENIDOS A DIFERENTES DIAS
DE INCUBACION

SUEROS 3 6 q 12 15 18 21 M 27 30
1 + + + ++ ++ ++ + + + +
2 + + + + .t + + + + +
3 + ++ ++ ++ + ++ +4 + + +4
7 N - B - - " - B ) - -

1 S - - - - - - - - -

Se utilizaron sueros previa seleceifn de su reactividad positiva en pruebas immunes

13 Suercs de pacientes con esporotricosis

7 Svero de paciente con histoplasmosis
1Y Suero de sujetos normales

+ 1banda : - ++ 2 bandas



TABLA IV. CONTRAINMUNOELECTROFORESIS DE ANTIGENOS MICELIALES OBTENIDOS
DE SPOROTHRIX SCHENCKII A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION

-ANTIGENOS MICELIALES OBTENIDOS A DIFERENTES DIAS DE INCUBACION

SUEROS 21 28 35 42 49 56 63 70 - 77 106 150
1 + + + ++ ++ ++ ++ + + + +
2 + + + + + + + + + + +
3 ++ + + ++ ++ + ++ ++ + ++ ++
7 - - - - - - - - - - -
14 - - - - - - - - - - -

1-3 Sweros de pacientes con esporotricesis

7 Suero de paciente con histoplasmosis

hL) Suero de sujeto normal

+ 1banda # 2 bandes +++ 3 bandas



T4BLA V. PRUEBAS INTRADERMICAS EN PACIENTES CON ESPOROTRICOSIS
'Y OTRAS DERMATOSIS '

Antfgeno miceldal =~ Antfgeno micelial  Antfgeno levaduri-

Dil. 1:2000 Dil. 1:4000 forme Dil. 1:4000
racientes con
esporctricosis 3(3) & 10(9) 2(2)
Pacientes con

ctras dermatosis . 6(0) 25(4) 11(4)

nimero en paréntesis corresponde al nimero de pruebas intradérmicas positivas.
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Fig. 4. Estructuras de los polisacdridos de Sporothrix schenckii. Rhap, ramnopirano
sa; Manp, manopiranosa. 1. Conidias-y levaduras. 1I. Micelio. Travassos'et.

al. (83).




Fase micelial Fase levaduriforme
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