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RESUMEN

[Un‘métaéb:péréiia Elaﬁoraﬁién de antfgenos de agentes Muccraceos
fdéfdasérroiiadu; Estos-antfgenos fueron probados mediznte las téc-
giéééde:IDﬁ y CIE; récurriendc al empleo de inmunosueros experimen=-
iplés'p:eparédos en. conejos contra antfgenos especie-especificos de
la fémilia Mucoraceae Su pocterior andlisis antigénico tantc de los
.ant{genos somiticos como metabélizos mostrd similaridad antigénica -

entre las especies estudiadas Rhizopus arrhizus, Rhizopus rhizopodi-

formis, Absidia hvalcspora, Ahsicia ccrymbifera. no e¢f con el ex-=-

tracto entigénico scmitico de fHugor subtilis, no mestraron reeccicnes

cruzadas con atfgenos de otras clases mic6ticas (Aspergillus fumigatus

y Eandida albicans) ni con los contrales sanos.

El empleon de la microtécnica de doble inmuncdifusién rasultd ser
simple y especifica, aderds de gque la contidoc de reactantes ragueri
da es muy pequefia, reproducible en sus rssultados y el tiempo que se
ocupa en aparecer la reazcién de precipitacién es relativamente cor-
to (24 horas), por lo que fué evaluada en el inmunodiagnéstico de la

zigomicosis.

Con los antigenes somdticos Qs datect6 una preciritacion més -~
definida que con los antfgenos metabflicos, por lc que les pruebas -
de inmunodiagndstico se efectuarcn con Josrprimerés, girQiendonos de
gran ayuda diagnéstica pera amplier el criteric hasts ahcra estable-
cido solo por la identificecién del hongo por microscopie directa y
cultivo de aspirados, as{ comu estudios histopatolboicos de biopsias,
cuya elaboracién requiere de mucho tiempo para dar un fallo defini-~
tivo, El empleo de los antfgenas producldos en la prueba de IDD =--

implemgntada tiene le vonteja de gue tan sole puedd ayudar a dar un
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prondstico en corto'tiempo, sinc que también hos puede servir-de guia
para evaluar si la terapia ss adecuadea 'y la infeccién esta siendo =-
cuntrclada, como resefia en el caso de un paclénte:scspechose dg c—e-

zigomicosis en gl fresente trabajo.



1.= INTRODUCCICHN

La familia flucoracea estd integrada por hongos microschpicos i
lamentodos. raramente septados, aque se encuentran diseminados en la -
naturaleza, subsistiendo sobre vegetales en descomposicidn-y diver—-
808 materiales orgdnicos. Es la familia mds patfigena de las catorce
que existen en el orden de los fucorales, va que inician infecciones
agresivas y letales bajo ciertas ccndiciones come lo es un estado de
deficiencia orgénica, considerados por lo tantc como oportunictas, -

Los gédneros Rhizopus, Absidia vy Mucor son los mds frecuertements en-

gontrados comc causantes de las infecciones humanas denominades con-
el ncmbre genfrico de zigomicosis, estas pueden ser cuténeas, cere~-
brales, pulmonares o bien sistémicas atacando diversos 6rganos vita-

les. (1, 6, 11, 14, 18, 20, 24, 29, 31, 37, 42)

C.En-1973 Meyer y Armstrong revissron las diversas manifestacice-
aes ciinicas de este tipo dv micosis, de los cuales el 50 % corres--
'bondid a'la form, rinocerebral, de donde mis del 75 % fuercn pacien-
tes con acidosis diabética. Lo anterior se podria exglicar por el -
haeche de que esto hongo tiene una predileccién por el pH 4cido, slta
temperatura y alto ccntenido de glucosa, si afadimos que la funciodn
leucociteria estd disminuida durante la retoacidosis, como alnunos -
estudios lo indican, la inmunicad natursel cdecrecerd,  Sin-embasrge -~

sl mpcanismo hacta shora es desconocido. (23, 24, 26, 27)

Segdn la tabulacifn realizada por Simson y colaboradores (1964)
gobre desordenss asociadas o zigamicosis, las condiciene  predispo=-
nentes més comunes son la leucemiz, linfomas y disbetes mellitus, =

este Ultima controlade o no y especialmenta con acidosis.
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'Eﬁ indiscufiblg,lghim§Qttancia que tienen las alteraciones --
maﬁabélidas,'él—;dvanimiénto de nuevas modalidades terapéuticas co-
g§ el use indiscriminado de antimiérobianos, antimetabolitos, corti
Soesteroides y otros f4rmacos, para que un hongo normalmente no pa-
tégeno produzca infeccién, como ha sido demosirade experimentalmente
Por diversos autores al inducir la infeccion en animales, mediante
la inoculacién de cultivos de hongos fucoraceds despuds de provocar
diabetes mellitus aloxénica o bien previa adninistracién de gluco--
Lorticoides y corticoestercides, comparando la susceptibilidad con
lé de animales sanos., De esta mancra se explica el porque a Gltie
mas Tachas se ha reportado un alto ndmers de casos de zigonicosis,
en su mayoria diagnosticudos desafortunadamente Zurznte la autopsia
y muchas veces sin llegar al veredicte espacifice. (1, 2, 3, 13, 18,

32, 43; 44)

Despuéds del primer caso de zigomicosis publicodo en la biblio-
graffa mexicana ‘en el afio de 1961 por Garcfa Ramos Alonso y Brandt,
correspeniente a una perscna con endocorditis bacteriana y Tiebre
reumftica, en quien se rectific6b durante la autopsia la precen~-
cia dz troubos pulscnares cun hifas ¢:lalogadas como 'ucor sp., s°
han reportado dos casns da zigomiconis rinocerebrasl, encantrandose
adn con vida el paciente, une en 1173 per lodrfruez Trujille, Ahuma
dé Fadiila, Ramfrez livera y Sanchiez Cabrera, al parecer el primer
caso en nuestro pafls en que sz llega al diagrfstico hasta espacie,
coincidiendu en la. invasibn tisulat 3hizopus arrhizus y Candida al-

bicang; y otre en 1976 por 1. Tamayo y colaboradores del Hospital =

de Especialidades del Instituto Merxicanc del Seqguro Social de Pue--

bla, llegando a la-identificacién do Yhizopus arthizus v Cahdida 2l
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bzcans 8n. b:.op..la.; de lesiones ul: erada m‘ucopurrul‘erntas‘localizada-:.

en: el paladar de un pa_ien..e dlabctlcc- Ho'se pucde decir que es~~
Eos‘sesn Tos dnicos casos provalasciontes en el pals pere si los pu
blicadgs, . Cabe sefialar que esto ocurce con todas lag micnsis, debi

do' quizds a la dificultad para diaanasticar. (16, 34, 37, 42)

Aun.}ug gs generalnente aceptado que el diagndstice tenpranc da
ria ‘1la clave para el tratamiosnto adecuado, an zigomlicosis el prebl
~ma que se prasenta es establecer cual pocri{a soer el métode 28s sa--
Vr,iigfa{:t'orio si se tiene en Conucinient:n caractorf{sticas notables en
“se%a enfermedad come scn: la isvasifn de las agentes miclticos a -
kla’s'tajidoa con produccién de exudado necrético, tendiendo hacia va

s0s sangufneos y una sosible trembesis. £l utilizado hasta el no--
fm__ento requiere  de un personal altamente calificado en el tarrenc de

i

la mizologia, punss sec basa 2n la cacifén del wonge 2 partis

de repetidos cultivos de aspirados de biospsias cbienidas del si==-

tio infeciado. Ademds de estudios micvesclpicos directos do los ~--
productos, 2l estudio histopdtolébgice en c¢aso de tratarse de Dicp--

as, =s fundamental para sstablecsr un falle definitivoe., Los esty

1

dios radiogrificos y radicnucleares pueden servir de ayuda, pero --
hay que tomar en consideracifn que en algunas ocaciones han resultp

do-negativos cuando la infeccifn estd prasente o bien dar falses po

0

sitives. (6, 7, 24, 53, 40)

Teniendo gn cumnta que este tipo de dizandstice no es muy répi
do.y-confiable, nos lleva a la necesidsd de busear ofrer nronpectos
que ratifiquen las pruebas anteriores, principalmente an la rama In

munol6gi ca.



.
La descr;pczén del hango _coma grupo "mutable y falso" por ul--
Brech ‘von Haller hace 200 aﬁas, y que hasta la fecha no se ha revo-
cado, reflaJan las dificultadas que se prasentan er 1z gﬁnunol'nfa
micétican La uniformidad de métodos y mejor conocimiente de la quf
g}ca de antfgenos micéticos ayuda 8 salvar algunos de esos proble--
mag, Gensralmente el inmunodiagnéstico michtico conflia an una de ~
dos htbpuéicibnes generales: la demostracidn de anticuarpos ;encti
yos . del suero can antfgenos, o la denastracitn de ant{genos mzcéti-'

vccs clrculantea (6, 8, 14,18,24,30)

} ; Duran{e los afios recientes, las reaceianes de precipitédién en’
g?donda la difusidn directa de antlgcno y anticuerpe resaccicnan en ba .
‘fses semisﬁl;das, se han vuelte herramientas esencialas én andlisis
‘,b;nqu1mzcos- con particularmenﬁa Gtiles porque tisnen el poder. de

separﬂf y digtinguir reaccicnes particualares antigeno-z nticunrpo en
: Eyé mézﬁlas de tales sistemase 51 algunar de esaos resccicnes sim--
‘plas‘pueden ser correlacionadas con infzccicnes especificas, geran

a2ltemente reproducibles en el laberoterio 1o cual ayuderd al diaoe

“‘néstieo de la cnfermrdads Zras téecnicas goraralrentc caen deatro de

tres categorfas distintas: difusién sir le, doble difusién e inmuno=
—g}acttnf?teg}s, requiriende rclo a_. entondimiento de factores bio-

quimicos involucrades on 6stos: (43 55 8, 18, 19, 30).

En tal‘sentidot la iaformecidn chtonida de resultados optimise~
tas, al poner_dc manifiestc la presencia de anticuerpos en gueros -
de pcrsdnas con infeccicnus micdticos en fasc temprana tales como ¢

pcrgzlosis, histoplasmosis, paracoccidiodomicosis entre otras, -=-

mant;encn la esporanze de sncontrar un m&todo que de 1a pauta paro-
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46,:47)

“avudar a contrarrestar la zigomicosis. (4, 21,.28,° 33, 41

beesafortunadancnte $0n pGo0s les rrperies: de inmunoensaycsjen
oste tipo de infeccibn, ‘As{ tensmos los realizadeos por Smith (1977)
quien utilizé preparzcicnes de antigencs totales'y sueros de paciegn
 §35 enfermos, protandolos per el método de contrainmunoelectrofore-

“gis.obtuvo un alte grade de especificidad; ecte trahajo es corple--

mento con el de Jenes y Kaufmaen (1078) guisree detecharon cn franz

indirgecta la exirtenciz de antigence comures en la familia "ucora--

~cea -por . medic de irmuncdifueifn radial uvtilizande para ellec anti-e-

"nos‘semitices producifes per elles misrce, demistraron taemhida ln 4
presencia de anticuerpos en sueros de pacientns con la enferrudad -
clinica marifiesta. L[] =nnlec de unz prucba de inmipeflucrescencisa

indirecta 'y controinmuncelectroforecis sirvif para rutificer la crp

sencia de anticuerpos en un pacicnte con gerizonia cran
por ‘Yankey y Abranm {19293), defirieron a le inmuncfluoréscencia como
una prucba tan rdpida comc la contrainmunoelectrofcoresis, pero =as

sencible y especificas

e scuerco a la infraestructura con gue cuenta ndes‘ro pafe, -
en particular un lebor-toric de andlici- clinicos de rutina, ee ye
la urgéﬁ;ia de un =dtcdo ne muy crietoso, secille, canfiabla = reprg
ducible en sus resultados, pour 1o cual se pensé en la- téecnicas de
inmunodifusifn deble y contrainmunonlectroforesis para le deteccién

de enticuerpes, reguiriendo por primers inctancia les antigencs mu=

coraceos purificades. La difusién doble en gel es la prueba nds ==
mis prictica para. ser usoda en 8l innunadiagnosticc de enfernedades

micdticas, desceita porGuchtorlony, ha sido aplicada en nuis cs
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sstudios da varias infecciones mic6ticas incluyendo aspergilosis,--

candidiasis, coccidiodomicosis, cromemicesis, hirtoplasmorsis, mice-

tomas, paracoccidiodomicesis y esporoiricosis., fs*e métcde sular*e_é_
te es limitado por el riesgo de reacciones falsos positives debido-
a la comparticidn de antigonos comunes con algunos hongos patdgencs
diferentes a los estudiados; también por el hecho de que se requie-

ron grandes cantidades do loc reactantes aproximadamente 150 micrg

litros de antigenc y antisuera,

Este treabajo tuvo como prircipal f‘inalidéd la produccifn de =~

antigenos mucoraceos par> ser utilizados ern las técnicns mencicra--
das ‘anteriormente, se¢ deterniné si son lo suficientemente esnecifi-
cos, analizando su similaridad antigénica, con esto ze élidina una=
pogible limitante para la prushao, ademds se realizaron cisrtas modi

ficacicnes 2 la técnica para raducic el wn'ldmen ocupzds de los resg

car té la sequnda linitante.

Como una posivle utilidad dizgnbéetiza’ de este eostudio; se pre-

‘_§enta 8l caso do un paciente con lasionzg o gorantes a una‘inféc---
£ifn por zigoniceios a nivel subtutdnee en mzno'y Hrazn izguiardo,-
tenicndo cona antacedonite habar rocibido-tratamients. antihactariano
durante un afio sin previos andlisis; més tarde fué correctanente --
diagnosticado en el laboratorio de %icologia zn lz Unidad de Invas-
tigacibn y Postorade de la Facultud de Estudics Supuriores Cuauti--
t1an-utiAfl, por mcdio de un examen microscépico dicecto y confirman=

do el resultado con la prusgha +do deble innuncdifuzidn utilizando --

para ello log antigenos producidos, procediendo inmediatamente al =

tratamiento adecusdo hacta la reselucién.del problama.



1. Producir antigenos a par:ir de difefentes espscies de
Zigomicetos con el fin de implementar pruebaé de -da=-
ble inmunodifusibn y contrainmunoelectroforesis para:

la’' demcstracién de anticuerpos.
"2+ Verificar la utilidad de los antigenos mucoraceos pro
ducidos an el serodiagnbstico de zigomicosis. en pam--
+cientes: sospechosos de haber ‘contraido la enfermedad,
realizando para tal evanto la téenica de dehle inmune

éifusiéh.
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*_CEPAS DE HONGCS MUCORACEDS®

20pus arrhizus
- procedente’ de’alimento cantaminada para

) anizo

" c) Absidia hyalosnors

Procedente de tortilla en desccmposicién

“ d)*Absidia corymbifera

Procedente de alimanir cen*aminade pare aripales

Obtenido de la coleccidn del laboraterio de Micolegfa del Insti

tuto de Investigacionec Pecuarias de Palo Alto, Héxico D. F.

S Las capzs obtenidas do dive 36~ matorioles r;rgéni:o:‘ccmo ¢ tor
3ilia y-alimento para animéles, fuercn aislados de cultivog ===’
sutiadqs, siguiendo al método do identificacibn descrito posta-

”'g“ﬁrrﬁdnte';‘ “Conservzdas 3 4 ¢ on tubos “conteniendo-5DA-con té-**

pén. de_rosca.
2. EXTARCTLS SONATICOS Y METAROLICOS

a) Deicada cépa de hongo Mucoraceo anteriormente sefialados, obtend

i

".dos da ocierdo a la metedolonfa deoscrita en el preceste traba~

“jou



b)’:De ngergillus fum*catus. Frocedenua del,lahuratot;a de Mitolg

‘gia en la Un*dad de Posgrado de la F&cultad de';studlns'5upn--

riores Cuautitldn~- uvnm

¢) Do Candida alhicans: procecsnte del laboratorip’de Micelegfa

la unidad de Invastigacicn y Posgrado de la-Facultad de Estu==

dins Superiores Cugutitldn- UNMAR.

Todos ‘los extractos fueron al macenados bajo. congelacién,

3. BEDICS DE CULTIVO

“g)"“Agar: Sahbouraud- dextrosa - {5DA)
b) “Agar Sabouraud dextrosa popa-  (iDP)-i)
¢} Caldo Sabouraud dextrasa :

Los medios eren maccs 5i1xfn’dn;ﬂéxicc, eparsdo~,dn azuesdo

3

o

~.a 'las ‘insiruccicnas sefa Jzé ¢

m

15
“presidn de vapor ;(121“c) pori15. min.
&y SCtUCIUHES'RZGULRDDRAS

a) BUFFER"DE FOSFTOS-SALTHA (PES) "~ pli i 7:2

Composicidn por litre

Cloruro de 50dio- -MaCl S 8.0 gr
© " Fosfato ﬂnﬁoﬁdidﬁwae"PofégiEf_K{?Fﬂau' DR Y BT
Fosfato Discido de Fotasia. KH,PO4 0.3 ar

“b) ‘GUFFER-DE VERONAL (B RBITONE) pH. 0.2
Acido Dietil 8Sarbitdricc (Barbitone)

(€yilg), © ¢ €O U« L0 MH - L0 3,32 qc
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Azida de Scdxo

i&gua das 1ladd o

: la azlda de Scdicﬁrrl agua

i 'nada ‘a 1as so’ucmnr’e come. preservader fat unavconcentrocién fis

)

SLLu‘ci oy FATR Chiot

Di aolu’er.

nal de 1. o g /1t (9.1%).

Timerusal © = . L L e ,1;0, ar

100,00 ml

—tlmerns -1 gn 50 il de aglh dn' tllada,r aforar 2 e

'lDU ml, En z:ultwgs se dxc‘nné a.una Jc'cc'ﬁrac' ¢n finol de

“1: m nrm.

SCOLUCICHES



e eSOt
a) * CITRATC DESEDIC &L 1% :
Citrate T'ri‘s\f:dico ?4a3ch5ﬂ;} . ZHEUV SRR LAY

P Agua-destilade

b). HIDICXIDC DE SLDIC 0.1k

Kidréxido desedic NafH " - 2.0 gr

Agua . destilada i * "

Se tituld'ia‘f'sqluqi'bnic f

SOLUCION A

-Carbonato dé‘,Sndl:.

waCH 0.1

SCLUCICI 8

< SHa0 ' 2l 0,57 an

SCLUCTT

ﬁenx;r;pa;ré cjon“sﬂ‘n»al de:la soliycidn Ay 1 mlide la sclu--

zriada -

_:elén:B. La solucidn es inectable'y debo: ser dos

despeés de un dias

REACTIVO DU FECL DE FCLIN=CICCALTEU. (DE FE;:'cL_ccr:mczﬂ.L)
Para cbtener la solucifn de trabujo 10M, e Litul8 1:md -

de la sclueidn .comercial 1.8 N/cun' HalH: 0,1 N, utilizan-~-
do fenolftalcina como indicador.,  Diluirlo con fcido. Fud

rantenido en frasco ambar a 4%¢,
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10,0 gr
100.0 ml

o) rueen

g) CGLORANTE‘ Al IDﬂ BLACK.

Ami (Naphtalene) Black

Wetanol-Acxdn Acetlca GlaC\al Agua

h) cuwamns A7UL Dr‘ctc’nmsslz,
 Azul de Eoonatule;

fncxdp A;at;;o 'j' SR wr x;lﬁb;ﬂ;,ml

CMetanol T oo oo 050000l

fAgua Destilada SR LT 400,02 ml

”.jL')m'rLuloo DESTL-IDDR DE G[L (SMAUCIU!I"DE’L;’.V‘[;DU) ‘

Metanol »’T i
Keido Acético Glaci.l ; CE e 1n0Ln b
‘Agua ‘deostilada SRR : = 40000 ml

Los ingredicntes fueron mezclades. y almacénades en frascos am-

bar. Se filtr6 antes de usarsa.



j),:AZUL O ALGELLCH Latrc

' 'cr;sialés de fenc1 D ,k,l: . :luij za.u “ar

“Acidn Lactico

Glicerina

Agua destilada “:t(ZU.D : m‘l“ :

Disoclver en el agua destilada el fencl, en bano de Paria, acre

gar al dcide Léctico v 1(.. glxcanna(

[3cgucxcua 81 'A?ULiPE A;ntu‘;

‘:Colorante azul daoalgodbn’

.;;

‘FLRESIS/ o

wml

'~'?B¥’f;far &ei!léroﬁal'v_: : nl
Agaroesz ' : 9. er
"Rg\‘Ja destiiad§ R !
Azica dé sodic al s Ciml

fSe d1soluio la agatusa en-el: buf’far d':

da para .,u tctal d:_,o‘u::lﬁn se cal"\té

2 d"er:_-: tila~-...

: La azida do s

dic se adlclono "c.no prerervador. La voluclén pucd cpn-alma=-

cenada a 4°C., ;

Tedes los rhact_ivos: utilizados ‘f‘uér’é‘un» grvadn‘: aﬁaLIti co.



METODS.

IDENTIFICACICH DE CEPAS

-Se.colectaron cepas de zigcmicetos provenientes. de’ diversos «-
©_materiales crgAnicos, erecediendo a su-purificacién medisnte -

;Jiluciones continuas de éstos en aqua estéril, cultivande " =-

cada.una de ellys por colonia dnica 3n Agardextrosa papa (ADP)

para su mejor desarrollo. Se rralizé Ia identificacibn pree--

- diminar, atendiendo a la:z caracter{sticazs nenecralas del hongo
= ’ t

cnmo micresclpicas (36), ssta Glti~g por ~

3]
O,
u
o
I3
W
©

tanto macreos

" medin de tincidn de la muestra con asul de alyodén laztofenol

(Vor Cuzdro 3.1}, F ntificacitn

ricrmente ze

del género. Siende necosario 2l desas: slzao o tadas las
estructuras del acago, se utilie§ o) afitods de ~iarciulilus e
(Ridell, 1950) (5) qua =omprande el cultivo de cada cepa en =-
kRDP, colocedo. en portachjetos, esto poarmitid un estudio axacto
delas caractaristicas morfol6gicos duel hongo tetal, asf comu
dg ‘sus ‘esporas y las relaciones espora-ricelio, al ser chrerva
das al microsccpio con azul de algodfn lactofenol (Ver Cuarro-
3-2). Fara la identificazifn hasta. sspecis s tomé cumo base-
la clasificaclén de ajentes mucoraceos realizada por Scholer y
Miller  (36), sua comprande el cultivo de lias cepas an ADP a --
diferentes temgperaturas, detectandc la mdxima on quo adn se --

observa urecimiento  {(Ver Cuadre 3.3) (9, 29, 31).
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CLASIFICACION DE LOS.

" “Lanose, Atercions

i Crece répidamente :
“lede, re<ictente,

senaltenterntiralame
‘biente 12-24 hrs. oo

Densg,. agrup, !

Algodohoao, roel

Mucor spp. i - Cracerapidamente: zoiy
: a temperatura am-— tente, atercicpe=-
biente. : lada,
Bhizopus spp. " Crece Tapidaménte =Denst; esporan- Algodonodo
a temperatura’am~:+ . gio observado 2 o

biente, 12-24 hrg simple vista.




Cbnb.’f

CUADRD 3,1

18

"i GENERO DEL
CIHONGD

PIGMENTACTEN -

“'\L RE\Ir.R C DE LA cog

: DlFUnIQN DEL ‘PIGMENTO

~Mucor ‘spo.

Rhiidéusvsgg.

Blanca cuando. Jouen,f B
gris o café: cuundo =
vieTa. :

'Blanca cunndo Juvcn,
“amarillenta-a grinz-
‘cea-cuandc ‘vieja.

'Blanca cuando joven,
.grig, café-verdoso -
‘Laineqra cuande viaja

“A 1as" 24 hrs. pdlido
aslas siquientes 24
brs. amarillenta.

n-1les 24 brs. pdlida. |
siguientes 24 hrs. - }
amarillenta.

t4lido.

FUENTE: "
: (1950)

The médicél fMycology Handbaok by Camtall,yc, M., Stwart, J.'L.




CLASIFIC:!"ION DE216

l“’l[HFGLUGICAS mn.' ImPDRTANT 5
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ICETUS DE ACUE'?DU A SUS” C’\T.\"T:.‘?I:TICAS

. ZICOMICETOS

‘GrLENIA

ESPOIANGIO

E5PCIHRICF RO

x

Rhizopus spp, = ¥
Dol uEEr T L colurgrds, café a

“arrhizus®

Re“rhizopodifor
. i "doso, algodonosa
~reversn dg la co!o

“nia-paltido.

“Remicrosporus:

olig nsAE'cu:u;:

" Repigrieans

Homothallicus

Algbdonosa, densa,

negra.

*l\'ljgudonosa 5 ')i'is B

fDanau, algodonnso-
Zeolor gtls a negro

sverso ndlide.

Café grisacan, \Jn_r_

““Algodonosa, aris a
" nopgra

l\lqodonosa, qris a

,uaf‘e., .

Lensa, .algodonosa
gris a negra

Same sférico,
café o nagro.

Semiasférico

P P
Samiesférico,
visto macros~

-ghpicamante,

100-200 p. dij
metro 0 nas.

Andondo, apla
nado al final
G66.65-1404 di g
netro.

Senianférico
100-200 dia-
motro.

Radondo, 100-

1204 didnetro

0 nds pero me
nor de 140 .

Somisnférica

100-350 L dia-

meotro.

o ramif‘icado.
(51 1o anta, --
solamaonte cerra
do al grupo) --
originado dig-~
tintos rizoides

No ramificado,
corto,

Puerde ser rami~
ficado, mAs lar
go 'de 1 mm, con
nembrana lisa =
ca-e

S6lo o en gru-- |

pos, mas largo
de 1 mm.

A= largo de' 1
mm .

ido-ramificado,

longitud.

£n grupoé de 2
a 3 0 mas, da -
0.5 22 mn do =~

mas de . an da_ [0

longitud, 4J
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ICQnt.ﬂj ‘, CUADRO 3.2 :;S

| zteomicero . crienta ESPORANGTOF(RL.

Raraménteo o abun
dantnmente rami—
: ficado R

Ahbsidiabsgé.

Raramente ramie=. 8
i eqros cuando e fxcado. L R
Goesmadupo .t . o i :

Blanca, grisdcea, - =~ Piriforme, ‘=~ . Abundantemente’
algodonosa, raverso gris amari-= """ pramificado.:
amarillento en SDA llento opa.— R
lescente a -
gris.

FUENTE:
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‘ZIGGHICETOS

. £SPOIANGI DESPERA

+. R+ microsporus

R uliQanorus‘

. homothallicus

R. chizdpedifor
miss o

R 'nigr cicans

R.”artﬂizﬁé
Absidia spp.
A+ hyalospora:

LY cgrymbifuré R

S irandes;

*“Radondaas

Esporularlnn as"xuel;

dabily zigosporas ==
homotaltcas. ’

anuenas; estriadas,
olimorfau, ‘caflé azy .

losas

Forma de - limén, rom=-

bnldal, agtriadas, -

man grandes que las
de B. arrhizus.

.
Polimorfas, poliedri
cas a subesfdricas.

an_ tamafio
de 9-12

No iguales
y un forma..
Mpor T.8 4 .
azuladas.

nqtrlada"
pollmorfaq, "afc-

De pared lisa, rndonj
: dus u nvales. o :

Ovaladas, ligas, dif "
“mptro-menor ide S s

Aris-

Qiémet:d‘S

-Anguiadd;'trune,
‘cada’con - colla-
‘Tete algunig vy

cea,

Cnnplatumcnte -

indefinidas, no"

anguladas,
Ausante

Ausente-

= floanaulada; sin.
; rlpfj.nida

Conical, v1si-»
rhla. =

”'”thital,ivisible

Conical,'uisibla

»HIFA
“Rhizopus sgé. “|" Estriadas yjéngqiadés: ‘Argueada,

Ho - septada

tio” saptads

café.clera

Arnuoads;

“No saptada

Ho: septado”

Amarille -
claro.

tlo saptado
‘café.

2 No:santada
“eafé claro

'Aérea,. no

septada, -~

~hialina.

hér ea, no
soptada.

Adrea, no
saptada, -
hialina.
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| FicomiceTo

g cu’Lutm:Lr\{-

.‘R'h‘!.z‘dé‘ua»m

'R. rhizogndlf‘o -i

mise

R, -microsporus

R, aligosporus

e nigricans H

Absidia sppe.

A, hyalospora

4
.

arrhizus -

corymbifara

R, homothallicus|

i

Hialinas. =

'LI;‘J' ana E

. Prasonta al f‘xnal del esporan-

giof‘oto hialinas o c.afe.,. g2

Pteosnte al final del esporan- 5

gioforo.

Presante al final dil ‘epporan~ -

ginforq, hialinas,

:Pﬁcdén ser. ram1f1cndus, hlali- =

nas @ CafEu P

lamificada,’

Bien dasai‘réliadés s amarillyu : '-'_

Lajana al espuranquoro, h:La-:

linas. &

Lejan'\ al a-zpm:angiof‘m:u, h1a~
linas : i

B :Radnnda o Hem.s-sf'c-n :
'rica. :

"'Rvedondva.’ :
Redonda y aplanadu -

s menbr ana;

. acniesfarlcu, Dvm--

,Samisist‘véi'ik.ca S

‘piriformas

‘piriforma

. FUENTE:

Tha medlcal nucnlogy Handboo,v by

{1380),

Manual para Identifiacién de Mocorfaceos Patégenus por Schbler

y Mdller, €. (1978).

en’la-unidn con el ="
enporangicforu, con

de-

'anl,oéfﬁrxcas H
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zIGCRICETD
55°¢C
Mucor circinelloi
des~qroup < - - -
¢ :
M. michei | t oy + -
M. pugillus t T t het
Absidie hyplospora | t: - - -
A. corymbifera t ot t =
Rhizopus homptha-~
icus : - el e =
i =
R. arrhizus ; t - - -
: » 3
Rs rhizopadiformis : t t t t
PLAG ST L LU ;
R+ oligosporus: i + t - -
) '_R_'.',”g'_igricans ; - - i

“® pabilments positivo|

FUENTE;  SchBler y Miller
(1978)
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2. FREFARACION DL

HUCCRACECS:

‘ Segidn Jdﬁoé y VK_auf‘ma’nV, ia 'pr'upéyraci‘én de antfoencs. a partic de
“las cé’pas de- 1os hongos i"dcrifif’icadus, ‘se rnalizé de la siguiente =
ménura; con la debida asepsia se prepor® dna cusponsiédn de esporas
tomando tres azadas de cada cepa scleccionada e identificada hosta

especia, llevadss .a un volumen de 3 ml de solucibn buffer de fosfa-

. tos pH 7.2 ostéril contenidos en tubos de rRsayo previamgnte mste~. .-,

rilizados, dichas suspensicnes fueron agreqadas a difezrentes matras
cos Erlenmeyer con 330 ml de caldo Sabouraud dextresa estérilvpara

su posterior incubacién a 25°C con velocidad constante de l:sQ rpm..-
en un agitador rotatorio 'lew 3runswick durante 72 horas, tiempo gue
alranza su miximo crecimiento, Sc ‘roctivaren eon thirercsal a una -
concentracién final de 1:1G 030, para confirmar la inactivccﬁén se
procedié z realizar cultivos de cada cepa en ADP, hasta la observa=-

cibn de no crecimientc,

Los cultivos se filtreron . a travée de popel "hatman nidm, 2, ro
citigndo el filtrado en recipientes estériles.  Utilizande tante la
biomasa como el filtrzde para-la obtehciéﬂfdev;loskantigenos corrase

pondientes siguisndo los métodos que a continuvacién se describen,

a) DATZHCICH DE ANTIGENCS METABOLICOS
”Elyf‘_i.ltrad'n &tuhidni.se tranpfiri6 a-una bolsa de didlisis ta

* mafio: B=32/33" para ner dializado:sontra agua corriente durants 24
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horas; postorlorhantc fué colocada~en un racipiente con pelisntilens
glicol (carbowax) a temperctura anbienté durants 12 a 16 heris, de -
esta mancra se rencentrd hasta una'déiimé}barta da su volumen origi-
nal. : » ' . : .
Utilizando filtros millipore Sarpofiug'bel;:n;saaon-cﬁtting -
FR6 com membrenas de U-ésrmisrﬁs scihizbflé,estcrgiiiaciQn da los -

concentr ados.

“cadn filtrwdc fus dnherm1nado :

La concgntracién de proteinas d

“por cl muuudn dc Lowry (2)) El clnmen tn&al de cada unc s Alvi~
d16 en dos portes, una de ellas sn Sajusté entral a 2 ng de pratafe
nas/ml do- sclucién. - Por dltimo.unas gotas de thimerosal fueron adi

cicnadas'a las*filtrados para evitar =i daterminacién, -Se almacena

ron en pequeiias alfcuotas bajo:zongelacidn. {(Ver cuadre 3047

b) - GBTENCION DE ANTIGENCS  SORATICES -

Cun' prxnnr pasc se lauaron 5 veces los ro-ustes mizeliales ==

caon PRS- pH 'z 2 ms 0.014 dn thimcronal.v Despuds sn diluyaron gon -
3 parteq de s0lucibn dnte.icr. qn edondo wna dilucifn 1:4, la cual =
“se 1levé a un Discuptor Ulirosérico medelo UT-2R0P Tomy Setbo £0, <
LTD, para provocar el rompiminnto de la mayor parte da las estrug~-
turas aicbticas por intervaios de 5 min., hasta que la eraminacidn

mizroscépica de las muastrac teflidas con azul de aiqgodfn erlactofe

nol mostrara la mayor parte dostruidas.
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“Para aségutar 1la ruptura de estructuras, a‘la'prnppfécién'ﬁo_
nicada se le sometld a un tratamiento crn 1% de Tween 89,‘i;cuand0-,
se a 4°C con agitacién constante durante 24 horas. ‘Lo anterior: se
transfirid a bolsas de didlisis “amafio 6~-32/32" paraeliminar ol e
Tweon 30 contra agua ontre 24 y 48 hrras, los residuos insoluhlps =
fueron removidos por centeifugacifn a 4000 ¢, p. m. durante 3‘hnras~

a 4°C en una centrifuga Sorvall (rotes 654). £l sohrenadante fué =

separado .y- esterilizado por filtracidn millipore con membranas de =

0.45 mic;as. Se dontopnin® a eada hrmogennado 1o cencentraciénide: -

proteinag por el ndtede de Lowey {2%). £1 voluana total del oredug

to final de cada hrnno fué dividido en dos partes, oo -donde a dna -

de ellas se le ajusté la cantidad de protefmas en 1-27::9,-?:';.:_. Antas

de gsu almacenamiento »n pequofias alicuctas bajo congelacids, oo aig

sir w0 iontaminges—

diuron unas gotas e thimercasal ‘al 170 pars prom

cifin (ver cuadro 3.4).



i prAGRAmAS 1

[mu:ncx o8- DE AMTIGENOSI

{7 Cepa DZ 21GUMICETL ’
' T .
TR

!ioﬁerr‘AunCIm DE ctmg[
{re v eseccte. g

i

INCCULASTCH EH 300 m) i
DE CAI DO SDA. !

LADA DURANTE 4B8-72 hrs,

DIALISIS CONTRA AGUA DESTI=|_——

CENTRIFUGACICN A 4N0O rpm -
tpn pef 3 hrs.

|}
AGITACLON DUARNTE 24 hrs a

4% _
B

ESTERILIZACION DEL S ONRE~
NADANTE PO? FILTRO MILLI-

Inoxcmm DE SOLUCICN AL 1% -

0L TWEEN 80

SGNICACION DURARTE 30-6N RI

mITes A 6 CICLOS
i

DILUCICN CON SGOCTON 5ALT-
NA-AUFFER DL FISFATES pl 7.2
SO TIMERLSAL N.0L7% B PMRO-
pLesion 1:a

L]

m‘ LAYADD 5 MCCES S0 soonctny
IE:!ECINIENTD MIRANTE - SALINA MRS BUFFER DE FUGFA-
i?z hrs. A 287C Y 150 | {T(s pr 7.2 v TIRCALSAL D.01%
{ tpm. . 1

WF [ PAQUETE 1 I
VINACTEVACTON COn TIog | 1= -
;rmsm. HASTA CENCENTRA
{ CION DE 1:10 000 _ o

CLUCENTAACION a 10 ml

0

‘—ri'[rrmcmN £n pAPEL --| 14
" !

JHATRAN HU. 2

! LIQUIDC FILTRADO

POt DIALISIG CONTRA PU=-
LIETILENGLICEL DE 12-16

brs..

[

* [ZSTERTLTZAZION PLR M-
DIC DE FILTIO MILLIPORE
CUN WEMIIANA UL 0.45 .

PORE CON MEMBRANA DE 0.45
EMEANL BE 045 |
lmncruN DE 2 GOTAS DF Tl-!
MERTSAL AL 0.01%

lDETER"’IN'\CIL‘N DE PROTEINA
PUOR EL NMETCDO DT LOMRY

'AJUSTE DE CONCENTAACION -
'DE _MOTEINAS A 1 mn/ml
'7\?&? IGEHO 500ATICG
ALBACEMARIENTO a -4°C

’nrmt;snn METABOLICO

ALIMACENANIENTO a -4°C
RJUSTE A CONCCHTRAZION
U PRUTEINAS a 1 mg/ml

DETEAMINACICN DE erOTC]
NAS Pl METODO DE LOWRY

ADICICN DE 2 GOTAG OF -
TINEROSAL al 0,01%

LZ



£ ANTISUEACS.

3. PRODucCIOH

Los suetos hiperlnﬁunes cnnura antfgencs nucorbueoa sam&tlco;

v netaballcos produciﬂos, fucron obtenldos dn chEJO sanos ava. -
Zelanda y Caleorn;a de aprox1nadamen*a 11/2 Kg ' de peso, deanQﬂ -
de 1lsvar a cabo. con cada uno de ellos el slgulente esquema de inmu-
nizaci6bn., . Cada zonejo fud-inoculade con 1-ml de adyuvante connletn
de Freund, unz semana mds tarde se e-inpeularsn con una-emulsién da i
1. mi de Adyuvante incompleto de freund mis 1 ml de antfgeno mucoéra-
ceo, una inoculacibn sinilar a la antarior se realizé ura semana ==
después. Los adyuvanies y las emulsiones de ent!geneﬁyan adyuvants

Fueron inoculazdes sdircotamsnte on

tido 21 vclumen en cade una de ella
graron por puncifn en 12 vena marginal de la areja.para rn Tar --
una prugba presuntiva zn tubo capilare AY rasultar . la prueba pos:-
tive se procedib a pusnicnar por vin intracordiaca.para lacobianelén

de mayor volumen de suero p: ser utilizado en gruntes e inmuncdi

fuziéne Los niveles e anticuerpos fueron gacteonidos por desis de

refuerzos a intervales e un mes. (Yer fusdro - 3.5). (17)



ANINALES DE EXPERI

CUADRCH 335,

BE INPUNIZACION.

LU0S15 DE RNTIGERO - CANTIDAD INCRULADA
SOMATICO O KETABY ~ DR SUSFENST DR TOTAL
L1co {1 mg/m1)e :

1722,

Damnth 1c16n de teaceibn dg prosipitacién entrs antinenn-anticuerpo
"m:rra..pon’ﬁnnh-, mediante Hécnica“de doble inmunodifusion en sel.

mlde Adyuvante ) - 0.% ol en clarile
npletu de Freund PR g

e : 0 L. i
1,0'ml. de- Adyuvante. 1.8 ml 0 rleen c/arila
~Incampleto de Freund ‘

751,07 ) de Ndyuvante s leBimls o 1.0 rl an c/exila

“Incompletc . de Fround.-

INTRRNGS AR
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HIUEBAS ssRDLonxcns A“DETECCT ON' O “ANTICUER POS € CHTRA IS

Per capilaridad fueron 1lenados varics tubos capilares con vo-

lumenes iquales do.antifenos, na‘t-’b&li:os con - sus anti--
suero-:.,cr:rro-u;undiﬂntes- se n“zcla.on porf‘u\.uxmvme per invargio-«

Des:continuas, pare daspuds dejarlcs ra{msar du~an,c 24 horas B ne’
sicibn vertical. La deteccidn de precipitacidn gnila interfase in-:

digd reacsibn oantineno=anticuerpo. i Les ontigencsiprodusidos tamavs
‘bicn ge praobaroen con sueros de los consios aun no inmunirzadcs, ace-

tuando. come’ ‘cantralss negatives. (5}

4a2. WICRUTZCRICA 2 UL PR EL

LOKY.

Eﬁ pcrtaobjetos de vidrio tonafio 7.5 x 2.5 s, limpies & dose
goasados, ccolesados sobre una Yase fije pecfectamante horizontal, -
se vartioron a4 ml de'la selucidn de agaspza al 17V con Suffer do -
Yeronal . pH 8,0=8.2 y azids de sodio 1 mg/ml como presarvader,

o fijada la’agenosaise. le hicleron horadacisnes vtilizando. pz
’;a ello ‘parforaderes de aproximadanentz 2 5m de dijneiro de acuerdo
“al siqulents =modzlo: Un pozo ceniral fué curtade a uma distancia =
de 6 nn da los pozos que lo radearon, distancia que fud medidz 2 --
p::r‘f..ir del final de uno de lrs pozos hacie el Tinsl del poze cen--

trole Lo sepurecidn.entre coda puco de le periferie fud de € mr ==
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) ,

(Ver fig.

~Les pozos llenados usando pipetas Pasteur, arroximedsnernie 248

aicrolitros tante deantigers conc antizuare sc vequi~iorcn. EL)

coenbro’

némero de esfecimenss y oiros datzllac releyant

seluzién acucralide Rlclan we

¢l gel con ung ti

ovitar la deshidreteciébn .da

2lue aplicade con una agdja. fina.

las rflacas =z cclcearen denbro

£n cuye Bane wel-l

Puso un pocc deo anuz, mante

arblorts por pspa

cic de 24 a 48 horas, ticmpo e sue las linear do precipitacidnieps .

Ten o una aot fy

~ns Se decclerarop con lg solucidn do

S:4:l durznte 40 min, haciondo ctre cembic

“PorGltime se dejan las rlaces al meric

Glenle faralane o

precediends a la lectura de los resultados, las lineas de precipit_g,

A

L& so Liferon de zoler szul oscure. (4)
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COFIGURA (1Y

DINGY.Li4 BASICC GE LA  INFUNCDIFUSICH DCALE EG GEL DE AGAROSA

O Qe
| O
2O O K

S O

‘ngrtr.{rqc:nrcrbrm 2l po-o céntral en soncentrecién definidz.  Diluciones =
dotlins de suero on lcs pezos de la periferis, aumentando 1z . diluciée
en 1los pozos que ven on sertido de las manecillas del reloj, empezan
do par el suerc adn diluic 1lenando el pozc mis superior. (S: éuern

A: antigeno).



FIoRA (3)

LIS

B

En el po’o central o utu‘_ al suero o una ‘.rncantramén deumda.,

"n los pozus de la 1e.1fer'a s ponora’: lr" f‘nrar*tr-ﬂ +1pnr dc ane
tmcnof' a la cnncentra516- Cpt}m—x (As: antigenc «rnéﬁ.cn, cn: ._g

: 't{genc metabénco)

Frnnic ()

o 1 ! 4;6' 21728
TS S0
o

O g g

oo 1¥sie

Loz yozes de'la periferia contizngn dilvcicnas debles del antineno
can determinada concentraci®n inizial, vy .en pozo central al su-to .-

cancentrado. (A: ant{neno; S: suere)



6 algqntigéno‘qorfespnndiente, a la con-

En el pozo. centra

adeterninada parz <ir rTuaccibn antigerc-anticuerpe

_centracién. 6pt

situando 2 los diferentas sterts hiferinminegs rrocucides en-conejos:
experinentales en-los pozos de la periferia. (Ss: suerc hiprrinmus

ne.para.antigenc somitico; Gm: sucrc hiperinomune para antigenc me-

tubGlicu);”' s

4,3 TITULACION DE EXTRACTOS  ANTIGENTEOS.

‘,D{Iuéiéné%ldﬁbles détsﬁe:nsVhipﬁrinruhcs con solucibn salina -
fyrél_ﬁéé‘cﬁnégﬁfraauvﬁe pUsféfun a resccicrar ccn antigenog concen=
trados y ‘sclucicnes de estos (1 mg/ml, 2 mg/mly 20 mg/ml) pora de-
terminar la concentracién dptima reauerido. La técnice de Innunodi
fusidn ‘nor ¢l método de Cuchterlony s& utilizé, para elle se usaren
verios modeles como el de 12 fig. 2, donde loc pozos de la porife-
ria confenlan las dilugicres de log entizlinres 1:2, 1:4, 1:5,71:16,
1:32, mientras que en ol rfezo central se celesd cade concentracibn
de antfgeno a probarse. C1 titulo :ndicfrado fué la dilucibn més -
alta de suerc gue wuntrékuna 1inea de precinitzcién contra alquna =

de'las connentraciones del antigene.
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4,4~ PRUEBA -DE COHTRAINEUNDELECTROFIRESTS . (L 1E)

Portaobjotos de vidrio limpics v desenqrasados de 7.5 ¢cm x ~
2.5"cm fijados con sclucidén da agarosa sobre una placa de plastico,
soportaren los yeles de agarosa al 1% =2n »uffasr de Vercnal  pH 8,2

da 1 om de didmetro en filars paralelag -~

“ Se'hiciaron perforacionzs
“separadas por una distancia de 5 mm de final a final de .cada nozo.
‘Con.pipeta Fastaur, los pozos se llenarcn situando a los antfgenos

‘en . fila opuesta a los sueros - (Yer Ffige 5).

Y 5@ colocd la placa en unz cémara de elzciroforesic que sonto-
nia prevismante el miswo buffer usado pera la agarcsa, correspon--
:fdiendo, el 4nedo a los pozos de suarns y el citodo 2 los oezoe de.o - .

‘ant{genos.  Las placas so pusieron an contacto con ol huffer prp -

:xsdiu ce un-lienzo nusvo. Les 2l-gircdcs se consc @ a una faen
<f9'd’-’ poder--con-corriente directa, wmantenieondo el paso de una co--
r:icdfc constanta g3 2 mAifem do ancho 4~ nada rortaoh ietoe a tra--
vés del gel de agarosa curante 45 min., iranscurrido este Li=mpe
“Yas placas se 1llavaron al rafrigerador a 47C por 15 rin. : Se surer
sieron después en solucibn salina fisiolénica por 2zpacio de 15-30
m:in. 'Se realizé la lrctura; una seguida o'uservacidrn se hizo desee

puds-de Panet 1a dplaca cn Citroto de Sodio al 5% por 45 nin.

tos registros permanznies de las llnaas de procipitacién sa -

obtuvieron por a8l mismo procadimiento dn lavado, secado v tn7ide

que- fué usado en la doble innunedifusién. - (4)




- FIGURA -(6)

o MODELD UTILIZADO EN CUNTRRINmUHOELECTROFQ?ESIS '
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‘5, - DETERMINACION DE POSISLE. ' SIMILARIDAD ANTIGENICA ENTRE E£5PE--
CIES MUCORAGEAS. o ‘

’T‘o‘qas‘ins»antfger‘tbs proaucidos fueron prebados per IDD'y CIE,
axponie’ndolos cpntra los sueros hiper‘inmunes #standarizadas a 2 ==
nig/ml. EY 'mudelc utilizado psra IDD correspondié a la fig., 3 + 5
y para CIE a 1a fig. 6. ’
6. DEMOSTRACION. DE POSIBLES REACCIONES CRUZADAS CON GTRCS ANTIGE
- NOS. DE. FAMILIA DIFEREMTE. . * ST

~Los' ant{genos .de Aspergillug 'y Candida fueron ‘probados por ‘dg

rbleinmunodifusibn, colocando el antigeno.sn cuestifn-en ‘6l poze -
central ¥ en . lco pozes de le perdferie oilos difarentes aniisugres
cbtenidos de znimales innunizedos conira.ics antfgenos muctracses

Producidos.

Las concentracicnes de antinenc metabélico de Aspergillug uti
lizadas fuecron: 0,3 ng/ml, % mg/wl y 30 ng/ml, cientras nue a =
concentracicnes ¢z 0.2 mg/ml, 2 wg/el -~y 20 mc/ml cortespondie<- "
al aatigeno motabblice de Candida. La prueba se realizé con dilu-
ciones dobles de lcs vuprce hiperinamunes, utilizando 1z técnica de

IDL ainuiendo el sodele de la fig. 2 y S,



7. Z1GONICOSIS EXPERINENTAL EN CONEJOS,

7.1 CULrIvbQ

Los generos y espF"lE< uu.llzr‘r’us fueron Rhizcpus arrhizus, -

Rhlgogus rhlznpodxformu, Abgsidia corymblfexa, Absidia hyalospora
'S lnug T qubt:.liq, que cOI‘I‘PapDﬂdle!‘On a les identificedes para la
prnduccién de antigam:s- Se mcntuvieron en mzdics de cultive de -

ADPS -

~7.2° ANINMALES DE EXPERIMENTACICN

Conejos’ sanos. Nueva Zelanda con pesc aprorirado de 2.0-2.7 Ko
“no”trabajados experimentslmerte Frercn-los ‘sujetos do-pruaba. . So

sangraren per la vena marginal antes de ser infgctar_'c-,c,' ‘parala oh

toncién do suerc v ser .orobudes cen las an inenoq f‘"r"u..lc't'r- ,.c"-

IDD, sirvience ccro contrel negstive,

7.3 . PREPARACION o:;suspentxc& DLjES?DRASf[“:NDCULAFiDN

Una ausp"r..lén dz c—wra- fun p"nrnradc nor :dw c:.ér. de solu-—'

cién salina fis J.al()g].ca & cqltl,/cm n rrocrul"mﬁn»dv 72 horas g
ADP. - Uel @BPUT e ngm fueron colectadas lus n*.‘:or \"m‘cpspr‘ri-s por -
ras#adu can.una aza de Llat:mo. Une nsporac fuersn . eontidas con -
una camaru - do ﬁyeuhauer v giuastztiern g ‘10 'fz':.'pnr:\.v; 'pcr w1, .dilyvenda
~con arlucibn salina fisiclénicn Artépil. Fadio mililitro de ln ==
sushbnsién to egporas fué Oﬂtc‘r:ces‘»tvma’dr: con ‘unp jeringa estéril

~parn -er administrada a leos conojoe por via intrivsncsa en lp venn

‘meroinal de la oreja, sucediendase ol uisre velumen de incculagine



obten»gién‘ dol suera - (Ver cuadro .6)

7.4 ESTUDLOS REALIZADGS ANTES Y DESPUES: DEL sa_errcto bE LCS -

ANIm’\LES INFECTADCS,

Diluciones dobleas de los sueros de conejos infectados Lsex pro . ¢
'ba!ron por IDD con los antfqenos mucora‘c‘:eos producidus‘ a las conﬁen
-tracinnea de 0,2 mg/ml, 2 mg/ml y 20 mg/ml siguiends la técnica ==
,dal apéndicc 4.2 y utilizando el modelo de 1a Fig., 2. Los conejos
'f‘uar'on sacrificados frspubs de la obtencibén de diferentes tf{tulos-
‘de anticuerpos, extirpandese los siguientes érganos: pulmones, ba-
in, cerebro, hfgado, corazén, estémagn, intestinos, rifiones, ada-=
-;ﬁ-ﬁs ‘de muastras de misculo con o sin lesiones obvias, procediendo=
al cqltivo do pequefias norciones de cada una an ADP y ostudio hige

_t_opatolﬁgico con tineidn de Homatoxilina y Cesina.

8. PRUEBA DT DIAGNECSTICO DE ZTGOMIZOSIS ©H SUII0 HUMAND

a) ANTECEDENTES CLINICOS

Pacionte de aproximadamente 45 afios, camp=asino, presentabs =
lsgiones severas en mano y brazo izquierdess Infeccidn cru=adas ==
inicialmente por abracién de la piel do la msno al ménipulﬂ 2 nUp -
animales en su trabajo, siguiendo su labor de sembrar la tierra ya
con la mano lavads y vendada, a pesar de esta medida la infeccibne-
se presentd sn forma de una lesibn aritemotosa y fué extendiendose
cantrifugsmente a former una papula congestiva, indolara. Esta per
sona fué tratada con diversos antibiéticos an su area rural sin un
anflisis pravie, no observandose ninguns mejorfa, la lesifn se de-

sarrollo an ol brozo en las condicionas que se describieron al: =we
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prinqipin. En estas circunstancias Tué cuando llegb al Laboratoric
de ®icologfa en la Unidad de Investigacidn y Postgrado de la Facule
tad de Egtudios Superiores~ Cuautitlan (UNAM), donde sa le tomaron=
mupstras de la lesifn para.observacidn microscépica directa con KOM
al 10 £ v cultivos de las mismas; también se le tomaron muestras .de
sangre para la demostracifn. de anticuerpos presentes en suero can-

Xra algin antfgono micético.

Otras prucbas que se le realizaron en otros’ laboratoribs fu:arh

_&on: Quimica Sanguinea, Biometrfa Hemitica, Estudlo Parasitoqcﬁple ¥

y Bactericl6gico de biopsias y productos de la 13516n."

b)  PROCEDIMIENTO SEROLOGICO ! ’

Aplicendo la técnica de 10D descrita en el apéndice 4.2 9 los=
antf{ganos somfticos mucoraceos cbtenidos fueron-probados-con-el sue
ro del paciente. Parz ello la concentracidn de antfgonos utilizada
.fué do 2 mg/ml colocandose en los pozos del centro de acuerdo al mo
delo de 1a Fig, 2, con una serie de diluciones dobles del sucro prg
blema 11:2, 1:4, 1:B, 1:16, 1:64, 1:128, 1:256, 1:312, 1:624, 1:1748,
se llegnaron los pozes de la periferia incluyendo el rucro concentry
do. Otro modclo fué utilizado (ver fig. 4), en donde los pozos de
1a periferia contenfan diluciones dobles de los antigenos somdticos
a gqrtir de la concentracién de 2 mg/ml vy en el pozo central se llg
né con el suerc cnncentradro. Los sucfﬂs hiperinmunes de los conejos
se utilizaron como controles positivos.

El paciente fud tratado dospufs del diagnbstico con Ketoconub
zol. Pare seguir el curse de la resolucién de la §nfeccidn, varias
mupptras do sangre fueron colectados durante el tratamionto: 3 semg
nas ms tarda, 1 mes 11 dfas, 1 mes 18 dfas, 2 meses 12 dias'y 3 mg

ges.



ESQUENA OF INFECCION CON ESPORAS DE ZIGOMICETOS

" DIN:

DOsS1S VIA
I B 0.5 ml de Suspensidn de esporas en v
. solucifn salina fisiol6gica al 0,9%
g 0.5 ml de Suspensién de esparas en 1y
snlucifin salina fisiol6gica al- U,0%
,i 14 0.5 ml de Suspenaibn de eaporas en TV
- solucifin salina fisioldgica al 0.9% N
i
i Sangrar
! 21 0.5 ml.de Suspensién do esporas en 1v
3 solucién salina fisiolégica al 0,9%
{
; Sangr ar
| 28 0.5 ml da Suspoensifn de esporas an - v
g : solucibn salina fisiol6gica al 0,979
i .
: Sangr ar
35 0,5 ml-de Suspensibn -de-espdras en“v" e 3 z
solucién galina Figiolégica nl:0,9% :
" Sangrar
)
: i
' 42 0.5 ml de Suspensidn da esporas en v
solucibn salina Pisiol6gica al 0,99
Sangr ar f
i
1
Intravenosa

Iv:
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V- RESULTADOS

1,  ANALISIS DE LOS ANTIGENOS PRODUCIDOS

Los antigenos somaticos y metabflicoe obtenidos de cepas de ~
Rhizepus arrhizus, Bhizapys thizepediformis, Absidia cocymbifeca,

Absidia hyalospora y fMucor Subtilis fueren analizados en pruchas -

da IDD y-CIE con sueros hiperinmunes oxperimentalmente preparados
en-conejos expacificn: para las especies de hongos en cuecstifn, --
despué§ de ‘aparecar. positiva la prueba da pracioitscidn en tubo ga

Pilar.

:  La§ lecturas de 'la IDD fueron realizsdas fdespuss de 24 horas
'kﬁa‘haber,llév:dc 2 zabo Bighas prusbas, wero uns lectura finsl to-
ﬁédaldeshués del tratani:nte con Citrato de Sodio y los posterio--
é@é lavados,; secado 'y tefiido. ¢ se shzentraroen diferencias signi

ficativas entre npnbas lecturag.’. Los resulfadec que aperecen awi

corresponden a la lectura finals

~Cabe hacer notar gun durante l.o pruebas de 10D con antinnnea
somidticos aparecia una linea mds ancha v heoresa e tendia a desa
parecer con Citrato de Sodioc v los subsecunntns lavados, guedando

unicamentas loe linens nde marcadas. v definidas,

“La toncentracidn de antigenc mAs satisfactoria fué 1z do 2 ==
mg/ml. pues las lingss de precipitacidn ss detectaron con mér pract
sifn, esto fué al ponerlns ea contacto con sueros hiperinmunes con

centrados,
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“Tunf:bi en JlayilDD'cromn en'la CIE so ohservé que los antigeitos =
"ul;'tah“idos.i de 1las Aif‘:rentes cepas V3 sea sbmiticcs como nigtab6li-=
c_:_os réaecicnafbn con sus antisueros espacificos. tomo se puada ==
ver en las tablas 2 y 3, las reaccinnes cruzadas entra lasbgsr‘:e---

vy notoria, por lo tanto ningdn antfqeno espacie

=

S
a3

cias resultd ser

aspeczifico fué encontrado.

En la prueba de IDD se obsarvl sflc una ioacr:ién de Pracinitq
cibn positiva, entre el anticeno somitico de Muger subtilis v/ eu'-
antisuers especffico, no axistiendo raaccién cruzara con ningdn --
otro antigenc; auniua oo 1 prueha de CIE, cet respnsto a.dicha an
tfgeno, se detectaror lineas fe praciritacidn zen car«ri todoe Ins=~

antisderos a excaprién del chtuonide cratra el zntiqena metsbblizo

de Rhizopus arrhizus.

Como se mupetrc o0 la tanla 2,

somitico arrhizds v antisuerc contra Absigia guryibi-

handas perfectamante dofinidag. As{ nisnn an

eciar tamhiédn lo antaricr anira lca

do Bbizenus rhizenodifereia y Ak

atitinenos metabdlicOs sp marcawe-

l.as bandas 7or.aadas

ron muy debilmente, en tanto qua con  lo- antfgencs somaticos Tue-

ren mas definidas, por 1o que lac pruebas posterinres se trabaja--

ron unicanante con antigenos somdticos.

Hinguna kanda de precipitacidn sw {ermé al poner’a reaccionar

‘log antfgenos de Aspergillus fumigatus y Candida albicans can to--

dos 1oz sueres hiperinnunes.



oTablan 2

RESULTADOS EN GEL INMUNODIFUSION DOSLE

a4

ANTISUERGS

ANTIGENOS

SOMATICOS

Rhizopus Rhizopus
chizopodifermis archizus

Absidia bsidia

corymbifera hyalospora subtilis

Mycor

R. chizopadiformis
samitico

Re. arrhizusg
semdtizo

somitico

A+ byaloziora

b
|
K. corymbifora '
[
i
sonftizo !

M. subtilis :
somStico !

i

i
R. L‘hiszOdifOrmi.t‘lE
matabblico ;
Re azchizus
meotab6lico

A, corymbifera
metabblice

Ae hyalosyora
motabélico

Be qubtilis

metahé

L

t t
t t
t t
t i
t t
1 7 1
e t
- t

+ +
+ +
+ -
t t
t t
1’7 +
t +
t t

*

+ & .una handa

T4t :"d,os bandas



" RESULTADDS EN GEL DOBLE INMMNODIFUSTON

I
ARTISUEROS

ANTIGENTDOS

METABODLICOS.

Rhizapus

Rhizopus

Absidia

Absidia

Mucor

rhizopodifirmis archizus

corymbiferg hyzlocpora subtili

R. rhizopodiformis
somitico

. archizus

a o

omitico

A. gorymhifera

sondtico

alospoca

A

.
sognl

iz

ico

¢

M. subtilis

sondtico

Re shizonsdiformis
metabllice

R. acchizus
matabtblico

R. corymbifera
matabblica

A, hyalospora
matabélico

M. subtilis

t t
t t
t +
t t
+ -
t -
t t
. -
. -
+ -

T

t




. Tabla’:

3

 RESULTADOS " DE CONTRATNMUNOELECTROFORESIS

A8

ANTISUERDS

ANTIGENDS

SOMATICOS

Rhizopus -

Absjidia Absidig

Rhizopus Mucor,
rhizopodiformis archizus corymbifora hyalogpora subtilis
R. chizopodiformis + + 3 t ¢
somético
Re archizus 1 t - t -
somdtico
A. corymBifera ~t Tt + - k]
sorftico
B. hyalogpozg t1 tt D tt T
somdtico
M. subtilis t + + 7 + +
somitico
Re zhizopodifornis t t T + +
matabélico
R. archizus ¢ 7 + ¥ t el
metabélico B
A. zorymhifera t t T T t
matah&lico
A. hyalospora t i t t t
motab&lico
M, subtilis + - [y + t
§ s 0na banda 13 dns. bandas



Conts Tabla 3

ANTISUERGDS ANTIGENTS METABOLICOS

Rhizopus Rhizopus Absidia Nbsidia Muccr
rhizopodiformig archizus corvmbifera hyalospora gubtilis

Re chizapodiformis +

et SR,

somitico

Re. archizus +
somitico

A. corymbifera + _ + _
somitico

o |1¥

» hyalospora R ) i ’ K ’
. + e
ondtico t T .

M. subtilis N : : : e
sonitico : -

R. rhizopodiformis + i

metabblico . L=

Re archizus '
metazbblico

UL

metab6lico

o corymbifora N b 3 f,, o

A. hyalospora + + Sy + . -
metabélico

fe gubtilis + ) ~ § .
metabblico ¥

[ uné banda $#t+ ¢ dos bahdas
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2. RESULTADOS N EL ESTUDIU DE. Lus"’nNImLes mrfcnms con AGEN
TES mucmnccns .

£n cuanto a lrs an¥nale

fas rnr v!a intr=venc«a, o nos Vruton ninqinsd

de’ adnlnzstrarqe las dogis de-inncul acidn,

’

. Los sueros c-tenidos ceda 7 diac desjivis de la tercera inocu-
lacifn.se analizarcr por prueba de 1DD-con les anticenos scmftices
Producicos, ebtenizndo los sisdizntes resultedos rosucides encla:-

tebla 4. Cono de ehservri 12 cantided de antisucrzos Tud ay

mentado @ mecicda gquo el nafmerc de inccul cicnes ora rayer, requi--~

riendo antfgeno

:para 1z peucba da TO0.

Al caobo de tros

cultivos de lgs i

omc los estudics histnpctplégi:cc o e Dew
gués ge .2 mezos ne re detoctd crecisiaonto dcrniHQUharespecie ﬁp .-
hbnga curante el exanen ds les culiives, on cambio en el estudic -
histcn:tulémicc do loce tejidor tefidos crn Hemitorilina y foeing -

sz obscrv6 en cerebro numercsas hifas invacdiendo el lumen ‘de visos

oxisticndo acunulécidn porivesgus

=i-sganguianes,y - csurande tronbos
lar dc polimerfonuclearas, tazmbiédn lz inundacidn de cdlulas gigan-

snte hifal fud vistcs Loz nifap de pared folgacda

tes schie croc

‘dp aproximcdosmente 200 milimicros de lerpo y 20 milimicras de an--

cho, = tifieron perfecizmerte con Hepatoxilina., Alounas hifas pre

sentzban pocos scptos v - igazirnay drceqularss, 1os estcroness

J5=

ios nc de obeervoron, o1 ciertas Areos del £rgong ae hall=ron in=

filtraciones celularss de noutrofiles ecr hifas nicdticns decanors




,4§’ g

das: con- proyazccicnes esfér‘casw Ccm ra:pccto a ctron or"annq al -

éxzmen resultc nenativo: (Ver . tablz 5)

3. CASO DEL PACIENTE SOSPECHOSO DE ZIGOMICOSIS .

,Ateﬁdiqﬁdo a las lesiones gque presentoba’ el paciente:y consi-
geranao el i1allazgp de hifzs no septadas en la.abservacidn directa
de les murest}:é;,, se utilizaron lnsiant{g:ncs fluzcracecs preducidos
éi:ui:’:hdo lz técnica ce 1bD pzrx el disgnbstico definitive, ya mue

‘an 2l pstiudic histcpatoléa’-ce “de

en. leos cultiy

~1gs nucstras tomades he se’ balls ningdn indicic de infaccisn,.

La prueba de ILD +1t6 pecitive para el caso sl etarecdel

Sarcne E clanies

e fro=aren

paciente ec rechese €n

gucién antre-el pezc rusTO Qr o srnetatrade v los z-tige--
nos somiticos en concentracidn inicial 2 mg/wl de Rhizopus phizcpo

}

/
atandose

T

<L

ifermis y Absidie hyzlocpora hecta la'dilucidn 1B pres

1l zena do equivelonciz onire ol antigance dilucifn 131y el suerc

aron con.lcs suarcs cone

concentr=doc. Bandes de

do MUcOr acecz. - Las =

treles-positives con
cne bandas formadas entre cl suero control positivo conira el an-

ticine sonftic

ot
Hy

Q
3
o)
[e]
.

la misma ferma en el cusrc problema con el miemo an

En‘lss otruas prunbas dn lakhor-torie los resultsdes Sfuercn lcoa
sigufentess  duimica zarquinea norral; Biometrfa Hemdfica nermal s
oxcopcifn do ualoreq bajcn en hnmcglob:nu (10.5 gr%) rednscarté

la. prasencia de algin pardéite o bucteria infectznte porila. cheer-
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vacién microscépica v c@ltivcs de biopsias dela.lesibn. - Lag prue

cé‘durﬂapérgi-

llug fumigatus y Candida albicens rocultaren negativas.

bGS‘EBrdiéiic~syde iDL y CIE con anticenos met§b6'

El paciente recibid terapia con tahletes de ketckcnasol {200
mg) decpuds de haber sido diagnesticado. Al cabo de 1 mes y 11 -=-
ifas la prueba de inmuncdifusidn resultd pocitiva, rorctrando han--
das de procipitacibn en la dilucién de antfpeno 1:2 hasta la Hilu-
Eién 1:16 resultando 1a zona de equivalencia en la dilucién 1:4.
En un intervale de 1 mes 18 diass de tratamiento las banda2e dppro-

recisron en la dilueifn do zotinene 1:32:2 12 dily--

cién 131024, la zona de equivalencia s» encontré an la cdilucifn «-
1:2120 A los 2 meses 12 dias di tratamiento la srucba dz 10D fug

nogutiva, ‘result:de que sz wantuve o les

da suero,

VBl pecistascp Fudirestabldeinnde 92 sus lesleonss a madida --

que el tiampo de tratumizvie aun:nitaba, llegando a 12

tal en 2'nmeses 20 dfas sproxinedamente,



TABLA 4

TITULOS OE ANTISUEROS OBTLNIDOS OE CONEJOS INFECTADAS CON
CEPAS DE MUCORALES DESPUES DE SER INOCULADODS .

DIA . CONCENTRACION DE TITULO DE ANTISUERG PRUEE A
ANTIGEND SOMATICO PROMEDIO SEROLOGTCA
‘ig" _ 0.2 mg/nl 1:2 100
‘2>1 0.2 mg/nl 11316 10D
V‘,éaf*; 1.0 mg/nl 18 1o
35 : ,  da/ml o awa o CoIon

IDD s Doble inmunodifusién en gal



TABLA 5

RESULTADGS DEL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO (TINCION HEMATOXILINA-

EOSINA) DE ORGANOS DE ANIMALES CON DOS MESES UE INFECCICN.

HONGG INFECTANTE ORGANOS AFECTADOS

RINON HIGADO BAZG CEREBRO ESTOMAGO PULMGN MUSCULO

R. arrhizus t - - t - - -
R. rhizopodiformis - - - + - - -
A. corymbifera t+ - - % - - -
R. hyalogpera - - - - - - -

K. subtilis ~ - - ¢ - - -




TRBLR . 6

TITULOS DE ANTIGENOS SOMATICOGS NMUCORACEDS EN ZONA DE EQUIVALEN-—
RIA CON SUERO CONCENTRADO DEL PACIENTE DURANTE‘“ EL TRATAMIENTO

CONTRA LA ZIGONMICOSIS .~

DURACION DE TRATAMIENTO TITULD DE ANTIGENO SONATICO
( pins) . " -MUCORACEG, COMCENTRACION
: : INICIALDE 2.0 mg/ml .

[
“

512
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Ve~DIScCUSION

El método 1levade a cabo para la obtencién de los ant{gencs Bu-
- coraceos es simple y rédpida, siempre y cuando se tenga busn cuidade-
en la scopsia durante el procesa, al mismo tiempe del conocimicnto -
de ciertos detalles comc lo es la seguridad de que se utilizoron ce-
pas especificas bien clasificadas, el medié on que ce thicid su cre-
gimiante, asf como laos bases de lop diferentes tratamienteos aue se -
efectugron a los cultives micéticos para sepaerar log extractos anti-

“aénicos.

La razdén por que se ohtuviercn tantoc antigenos somftices como -
metab&licos fud en primera instancia cbservar quienes eran mds anti-
.genicos y..confirmar su. especificidad para su posterior usc en un po-

sible diagndstico.

Para ello el protocole de inmunizacibn con los extractes antfge
nicos se procedid de la misma forma en l0s animales de experimenta--
£idn teniendo evidencia que por este método se obtenfan Lftules ele-
vados de anticuerpos, asf como dr alta cspecificidad, Este fud com-
probado al realizar las pruebas de IDD vy CIE, escogiendose estas ~-
pruchas serldgicas por tener ciertas ventajas como lo oo la facili--
7gad de identificar cada sistema antigeno-anticuerpo, la posibilidod
de localizar por separade a los antigenos y anticuerpos a2 identiff--
garlos entre si, y el requerimiento de materisl no ruy costoso para-
su rralizacifn; es bien sabido que estas pruebas se basan e¢n la fer-
macidn de un precipitade cuando un anticuerpo sa ccmbina con un an=-
tfgono soluble, esta caracter{stica la rounen los antigenog Mucorase-

ceos producides. (5, g, 10).



34

La literatura existente sobrs reportes de serodiagndstico para
VziéomicOSis es MUy escasa, asungue todos ellos coinciden en que fug--
_ph.realizadcs con los antigenos Hucoraceos producidos por Jones y -
Kaufman (22), sn donde aparecen varias bandas de precipitacidn con-
‘cada uno de los antigenos, mientras que sole una linea de rrecipita-
~cién fué detectada en cada uno de elloxs, haciends notar que aunoue -
fﬁeron varias bandas dc precipitacidén las resultantes en los repore=-
tes mencionados, presentaban reazciones de identidad entre las espe-
gles mic6ticas, situacién cimilar observada en nuestro trabajo, por-
1o que podemos decir que todos los acentes Muccoraceos estudiados ewd
aqui comperten varias fracciones antig@nicas., %uizas la presencia -
de las bandas miltiples en un sistema simplc se halla debide a dos -
causasj concaentracifn excesiva de antigeno o hien fraccicnes de difg

rente peso molscular para el misme antigeonc.

Debido a que nt se obaservé unc especificidad marcada del antie-
geno-solo para su antlsuero correspondiente se deduce gue para lle--
;éar a un diggnbdstico hasta especie del anente mucoral causante de la
enfermedad, es necesario purificar atn mds los antigenos producidna-

para el aislamients de l,s fracciones especificas de cada especls.

Caba..destacar que solo. sl ant{geno somdtico de Mucor subtilis -

no comparte Fraccibnrantigénica comin a todas las demds nspecies, en
cuanto-al extrasto antigénico de Absidia hyalospgra prosenta dos de-
terminantes antigénicas en donde uno s cimilar a los demds zigomie-
goetos ‘astudiados on el presente trabajo. Por lo tanto es ce esperap
3e que si resultaron reacciones de precipitacién en un caso sospachg

50 do zigomicosis con cualquiera de estos oxtractos antigénicos, el



otras espﬂcius dc mu:orales faltan por probar.,

La aparicién du la 1{nea ancha v borrosa en los galef en quu -
'd;fundieron los 3nt1g=ﬂ0a statlcns probablesente =ean dabidas al pa

lisacérido de la pared celular del hengo {39).

Puudan aparecer reacciones de precipitacién falsas por. la' pre--
gencip de- sustancia C presente en los esxtraztos, la que noér!a f:ac-
“‘gionar.con la protefna C reaztiva presents en el suero en. determing-.
dO momento, esta interferenéia se pudo sliminar.con.al tratamlenta -
de’ Citrato do Sodio a las placas de agar, pues se saue que esta re---7

gpcién s dependignte de Calcio.

Rl dotoctar bandas de precipitacién trabajando caﬁ dilucioﬂeﬁ -
va.'saa de antigono o de anticuerpo, las cuales no desaparecian con -
1os‘lavados, siendo menos suszeplibles a la temperatura y zencontrae-

ASién da algunos de los rzactantes, cabe pensar en que 13 naturalera-

de 'los anticuerpos sea de carscterfsticas precipitantias, esto tigne-
iﬁhuftancia por el hecho de Jue las bandas de precipitacidn serdn vi
sinles aungue 2l antigero se encuanire en cantidades abundanties o en
trazas, siempre y cuando existan anticuerpos. La posihle limitacién
que ‘pudiera existir-al respecto es la falla para dstactar ant}cuer-—

pos no precipitantes.

La‘infacciones por hongos oportunistzs que mis frecusniemente -
ocurren son causadas por formas micelialés, as{ tenemos a la asper~-
. gilﬁsis y. zigomicosis, tamhién se conthra ‘a la candidiasis, que pue=~
geh;pfesﬁntarse an ‘una variedad de formas clinicopatolfgicus depen=--

digntas . de factores predisponentes como: axpusicionzs repetidas 28 =«
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rayos X, ‘travramian'ms' con drogas citotdxisas o corticoesteroides, --
antibiéticos y por complicacién con alguna otra enfermedad como ane-
mia aplistica, algunas variedades de leucemia, diabotes mellitus, --
amibiasis, céncer, etcs (18, 26, 40}, en donde las respunstas de de-
fensa humoral y celular scn muy bajas. Aspectos de la patolegia de~
tﬂyles infecciones tienen mucho en czemdn, como es la presentacidén de- -
lesiones necrdticas y oclusién vascular e invasién de tojidos pulrcs
hares, Aunque existen ciertas diferencias como el hecho de qua la -
zigomicosis no es conocida como una infeccibn que se presente en fop
ma benigna, crénica © no progresiva en casos frecuentes, como es la-

aspergilosis. Por tal motivo se pencé en probar log extractos anti-

génicos producidos con los antigznos de Aspergillug y Candida, para-
detecreipar una posible similaridad antigénica, v de tal suerte gGue <
no apareciera ninguna reaccibn cruzada =2ntse 21los, ontonces si des-
Lartar la posibilidad de que en cierto momento se diera un rasultadn
falso en la interpretacién de la prueba do un caso clinice. £s8 cono
niente incluir que se ha ohservade 1a asociacidn. de candidiasis y as

pergilosis a ésta infeccién en pazientes graves. (47, 42)

La espacificidad de los extrastos antigdnicos al poner a reac-

cionar lps sueros hiperinmunss con otros tipos de antigsnos (Lgpaere

gillug fumigatus y Candida alhicans), mostrando buena 2specificidad

ya jue ningun~ de los antigenns mencicnados formd bandas idénticas--
a aquallés identificadas con las antigunos Mucoraceas de referenci-
as. Otras clases de hongos pudieron haber side probados también, =-
pero ccto fuf diffcil ya que no se contaba con todos les antfgenos -
micbticoa. Otra opcibm serfa, trobajar con suercs de pacicntes con-

otras infuocicnes micdticas cotabhlecidas diferentes de zigonicosis,
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’ksir."omb'ax'go ninguno do ests supros tenomos en disponibilidad, I\lgb‘.'
mp's’fécil de realizar serfa la infeccién de animales de -oxperimenta-
“"gibn con cepes de dictintes hongos, lo cual es muy costeoso, ademis -
h‘ay'quc tonar en cupnta le suscoptibilidad de leos animales a cone==
traer la infeccifn. Mds 2dn considsraremos las apreciacicnes de o
Jones y Kaufman quienes trabajaron con suerc: de pacientes con diver
sas micosis, probando cus antigenos Nuceraceos, no mestrando handas-
_de identidad ctn suerds provenientes de casos de blastomicosis, ---
.coccidioidomicosis, criptococosis, histoplasmcsis, nocardiasis, para

coccidipidonicosis v csporetricosis, (22)

" Conh respecto & los resultados obienidos an los animales de ‘ex--
perimentacifn infectados con cepas de zigemicetos, tomande en consie-
derzcifn el tiempo para el dasarrolle de la infeccifn, la aussneia =

- de-algdn signo de crecimients micdtico y la presencia de nunerosos -
Y

“
c
1

4
el
sl
o
1

leucocitos y célulzs gigantes multinucleadas en la lesibn,
lz idea de una infeccibn gn un animal cen un elevado frado de inmuni
dad adguiridz por inoculacién intravenose con dosis subletal de es-
porase. £1 hecho de no hallar crecimiente on los cultivos de los ér-
ganhos cabe pensar que la ruspuest, inmune a vencide le infeccién inj
cial, estc es comprebado al realizar las diferertes orusbas de 1DD -
con los sucros colectados cada 7 dfas después de le tercera inocula-
clén de esperas y-los antigencs preducides, cuyos rosultados rqvela-

Lon elevacién de titulcs de anticuerpos conforme aumentsba el tiepo

de infaccibn  {(Ver tebla 4).

Paradojicomunte, mientras las enfermedades. contagicsas transmi-
gibles de persona 2 persona, por. vectores b por condiclonas insslu=-

bres, han sido contreladas hasta cierto’punto ‘por ‘mrdidas higidnicas
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aaecuédas, las enfermédades inféccicnsé debidas a microortjanismus -
sépréfit'ns, cnmensaies, [ simplemenﬁe no patégencs en condiciones -
normales, sc han elgsvado en forme muy considerable. Es bBlen szbido
que un adulto sano tisne un elovado nivel de J;ﬂmunidﬂd natural para-
infacciones micbticas, no asf el que presenta algunz alteracién orgd
nica, guienes son presz 74cil para los orgenismGs opertunistas, tal-
'es el caso precentado en octe trabajo del paciente gue nrecentaba =-
‘anemia segdn los reportes de laboraterio, en guien se desarrelid una

ceno=-

infaccibn severa en mano y brazp, sugiriendo a los zigom
wagentes etiolbgicos seqin les caracteristicos prevalecientes, refor-

sepztadsn en el dxamen~-

2andose osto cen la apreciacitn de hifes

micfoscbpico directs de la nmuestra de la lesidn.

£l curse de la zigomicocis subcutdrea cos benigna, cus lnasicnes-
son confinadas a tejido subcutédneo, pero su exfeorsifn degenerativa -
hasta involuerar vesos sangcuingos 25 ccesicnade per fallas en la ree
sistencia inmune del paciente debido a circunctancias predizpenentes;
—an gl presente case, la losién se extwndid en primer lugar por la ne
gligénéia a ser tratade, ya que ésta sz agravd, un tratamientc fud -
“adeinietrado sin previa bisounda exhaourtiva del agente causal provo-
gando que el cruocimientc micético se desarrollara adn mé=, pues como
se sa'b'é suvirulencia-ss incrementa por accién de antibiédticos anti-

microbianos, por zjemplo tetraciclinas,

Los cultivos y estudios hictopatolégicos de las muestras prove-
nientes de diversos sitios infettados del paciente resultaron negé_-;-

ves gquizas por unz muastra mal tomada, este es el riecsgo’ que se -=

ler
S

ctrre cuanhdo el método cemin de laborntorie es empleado, pues. para: =

log diferantes tipos de infsccicnes bacterfenas coro micollpicas se

{




~_ requ:.eru de un conocimients presunt:.vo de la 1nfecc1ﬁn saspechusa -

Para que de esta manera las muastras sean canvunizntamente tnmadas,
camp por ejamplo en nue..tro caso hab:[a que tener en c¢onsidsracidn -

que estos hongns tlenden a 1nvad1r répidamente vasas sanguineos,

Rnte'tales‘ ai(idencias, estudios de 1DD se realizaron con el sug
re del paciente, demostrando formacién de bandas deg precipitacién a8

pec{ficas para los antigenos somfticos de Rhizopus rhizopodiformis y

Absidia hyalogpora, hecho no explicable, pues comc se habfa observa-~
do en ol andlisis antigfnico en donde todns los ant{genos Mucrracsos
pParocian coineidir en sus determinantes antigénicos, se podrfa haber
esperado un resultado de reaccicnos de identidad del sttero problema=
con todos los éntigenOs producidos, Cero no fué asf, por lo gue se -
Podrfa pensar en la posibilidad de =2ncontrarse en el sueroc del paee~
giente anticuerpos especificoes para ciertos determinantes antigfnie=
£os an dichas especies, mds esto se roquicre comprobar con vacias --
muestras clfnicas para dar esta suposicidn como currecta, 10 Gue im-
plicarfa decir que estos antigrnos chtuenidos por nosotros podrfan —-
servir en un praciso momento paza idontificar la especie Mucoracea-
infectante, lo cual es doscartade hasta el moments por .los cstudios

de anflisis antigfnicos 1levados a cabae

Por otro lado, una disminucién d> anticuerpos en ol suoro del =
paciente despufs de iniciarse el tratamiento con Ketoconazol haste -
la no deteccidn de reaccibn de frecipitacidn y compararla con la apg
riencia axterna de las lesiones, las cuales iban en franca mejorfa-
conforme aumentaba gl tiempo del tratamiento, solo .se pucde explicar

da la siguiente manara: la enfermedard ostaba siendo controlada, a =-
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tal grado dua l;"cantidéa de ‘anticuerpos ‘yafn\u‘ era nebeséric“qn un - 

Afmero mayors

! ‘La»£erapia ff‘\jé suspendida hasta la remisién total de la inf‘e'c-,-'
gidniy al néy'bda:e{ctar tftulos de znticuerpos. Por 1o tanto es Drow-
516 fuhai‘ eﬁyt‘:uanta‘que esta faformadfén pusde ser valorable en la =
aydluacigﬁn de un pronfstico y en la determinacién de duracién de tra
kbtamiento, esto s‘eré si antes no se observan reaccicnes secundarias -

del medicamento.

Un ensayo mds sensible que la prueba do IDD fug probado tamt ién,
asi atendiends a las ventajas que prasenta la CIE como son: la obten
p_ién de resultados en un minimo de tiempe {2 horas) y‘ei requerimien
to do pequefas cantidades de reactantes comparandc gon la IDD, se -
chtienen los mismos resultados aungque en més tiempo (24 horas), te-~
niendo la ventaja esta dltimas de sor teznicamente mf3 zimplos on su
ejegucién, y requerir menos material; zor tal motivo la técnica mas-
factible a usarse para un éxamsn de diagnfintice de rutina 25 la IDD-
que reune las caracterfsticas necasarias para ~1lo. Aungue exiciaen=
mbtodos serollgicos mis sensibles, no hay evidsacie actual que asove
re due una nensibilidad incrementada tenga alguna ventaja dianndsti-
ca (4, 19). Cieorta 2s.la necesidad de desarrollar métedos alternati
vos de diagnéstice inmunolégico pera zigomicosis en pacientes con --
doficiencias inmunes, pues hay aue recordar que ostes hongos ~on -~-
oportunistas, por lo que se consideraria la posibilidad del desarro-
1lo de m&todos para la produccién de antisueros monnespocitices Nu--
corales  y utilizarlos en la doterczibén del hongo infectante, siondo-

nacesaric estudios posterioros sobre la identificzeién y purifice~&-
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glén de molfculas antigénicas,

.‘Debe enf'a'tizarse qua esta prdgba serolégica =cno todas las ---
exis£éntes para la mayorfa dg las i‘ﬁfccciones micbticas no son més-
que una ayuda para el diagnéstico, 'y los resultgdos deberdn tomar =
en cuenta otras evidencias entre las que se encuentran los datos =«
clfnicos v los hallazgos en los’cultivos y. estudics hictopatolfgi--

cos si son posibles.

Pues bien el primer parsko esta 'dado,'esperando que el desarrolle
de inmunoensayos para los:fucorales Ec,uca incrementade, come en se-
otras miccsis, para-‘la deisoccién de cllos en fase temprana-de la in-
focclbn, y ya gue no sea vieis con temcr alguna cemplicacibn’micéti= -
&8y NO s810 por ser ciffcil gizgnosticar, sinc tambisn. por elf:rig'sgo

de tratzr inadecuadamente.



VIL- C O M CLUS I:0NES

l.- ta motodologfa utilizada Permitié la ebtencifin. de antigends. so-

2.4

3o

niticos y metabélicos de hongos pertenecientes a la familia Mu<
toracea de la clese Ficonicetos causantes de la infececibn deno-

minada genericamente zigomicosis.

Los antigenog sométicos son mis (tiles para llevar a cabo estu-
Hios de Inmunodifusifn, puns mostraron reacciones de precipita- .

Gibn mds definidas gque los antfgenos metabélices,

Los anticuerpes contra esteos antigenos son del tipo de precipi-
tantes, caracterfstica im:ortente, pues permite observer las ~--
bandas de rrecipitacidn aungue el antigeno se encuentre en can=

tidades abundantes o en trazas, rkermapeciendo visibles.

La concentracifn Sptima de los extractes antigénicos obtenidos-

para resultados mfs satisfactorios es de 2 mg/ml.

Abizopus arrhizus, Ahizopus rhizopodifermis, Absidia byalospora

<
+-

Absidia corvmbifaera, zino

etos enuil eatudizdos, comparten ~

fraccicres onticénica« solubles, ya que se obcervan rearzcionss-

inmunclénicas de identidad entre «f.

Para llegar a un diagnéetico hasta especie del egente causal =

~dela _enfarmedad, es necessrio purificsr adn : 4s los antinenos

Tom

préducidos para el -aislamniento de la fracéién’esbac’fica”de'—-

ciada =specin.

Los antfgenos sumdticos de flugor subtilis y Absidia hyalospora

puaden tennr valor dizgndstico 0l zenfirmar la sesgpacha de zi~

joricnsis ocasionada por estas a2specias en particular.
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B.- En 850 da confxrmar répidamente una sospecha do zigomicosis,--

G Vsstos antlgunos podrian servir como ayuda diagnéstica encon---

~ggandosg.aun,con;u1da el pacientz, 31 la sospecha 2s afirmati-

‘ena und base {undanentasa para proceder al tratanisn-

to adecuado y posiblemente swr resteblocida la persons, como -

sucedié con el caso =lfnicc pressniado.

para“la-deteccién de que la onfermedad esta siendo ccnurolada-,f

S e adecuadamcnte, 2sf como para la dotermins c16n de durac16n da -

1a tarapia

10.-tos antfgenos producidos Mucoracess no reaccionan cruradanente

-con ‘antfgenos. da Agpeccil
con sueros controles =anos que en cizarto momento poacfan haber

sedetectado cono reaccidn Talsa pocitiva.

1l.-Debido-a gque los rasultados obiznidos tanto en la 1IDD como en-
CIE fueron similaras, a pesar de que dste dltime néiodo ns nés
sensible, es mds fachtible gue un snsayo de diaqnd~tico de ruti
na se realiza la IDD pbr gl reqguerimento de menos matarial no

muy costoso, facil en su ejecucibn y en su interpretac?dn re~-
quirinndo solo &l conocimiento .de ciertas bases ionunoquimicas
Yy de los posibles que podrian dar falsos positivoz o faleos ~-

negativos.

. Tambien estos extractos antiginicos nos puaeden se*vir'dnlguia W
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