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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los hongo: de laz micoziz profundas S& CRPFACtariZan por
Producir un cuadre praimario pulmonar & partir del  cual  pueder

Entre

diseminarse a diferentes ta)idos d=l

me

2i1s profundas estarn la hisztoplazmoziz, la coidiordamicoziz, la

Faracaoccidicydan raorteaner icana. Los

agentas etioldaicas que 3z encuentran 2n la

strinsl -

raturaleza. an materia orlianica o

delrde & zuz reguarimian

dus &

cificos. E! maﬁantsmo de infeccien es a través de la  inhalacisn
de esporaz. En la naturaleza, estos hongos' crecer come saptdfi-~
tos, produciends conidics y micelior cuando sztaz  eztructuras
sotr inhaladas por 21 hombre u otrog animales, Moz Grganismos Son
capaces de adaptarze y cracer en 2l hospedaro, ocurriende cambios
an su matabolismo y exhibiando una tranzicion morfoldégica: de una
forma saprofitica a una forma oarasitaria. La histoplasmosis
Qeneralmarte e queda lacalizada en pulmén, la coccidiondomicozis

Fuzde dizeminarte a pial, la paracoccidicidemicosis se disemina

sobretods & la muco nazal ¥y ocasionalmente & la

Fastrointeztinal, vy la blastomicozis puzde dizeminarze a  abros

T1IH10E Adel Cusrgc. Farticulermnente pial La mayaris 3o

faz fFerzonag no desarrvollar sintonas groduciendeca una 1nf

asintomdtica, Paro cuando

rolla la anfermedads

produciregs cuadroz sevarss. En al3uncs individuos que padecer una

infaceidn crdmica o rasidual. e Rroduce ane anflamacidn




granulomatoso 1o aue hace el cundro parecida a la  tuberculosas

54,8,

Hiztoplasme capsulatuin ez el agente etinlogice de la histo-
plasnasas. Ezte horgo tiene la caracteristica de ser un parasito
facultative intracelular del sistema fagocitico moronuclear del
hezpedaro, donds: se encuentra en forma de.levadura de 2 a 4 pm de
dirametro. Er su  fase de vida libwe micelial, se encuentra en
forma de macrocomidios'equinulados y estd sismpre asociade A
suzloz ricoas en mtréagence y fésforo, como  son luzaras con excre=
tas de aves vy guanc de murciélago (cuevas, grutas, minas abando-
nadaz, graneroT y siles) (94,68}, La histoplasmoziz 2c la micasis
sigstamica masz importante en el mundo v la de maysr trascendencia
en el continente americanc, en particular en México (66)., Se
conace a la historplasmosis pulmonar primaria de nuastro pais,
como una de las micozl1e con mayor tasa de letalidad em el mundo
(70) . Aungue sa tienren datos'de la exiztenzia de braotes epirdemi-
cos an todoz 1los estados del pais, con excepcién d= Tlaxcala, loz
que prasentan mayor frecuencia son aquellos ua debido & la  es-
Lructura gedldgica de Su suelo, posS2en nayor NUmero de Cavernus
y/a minas abandoradas: Guerrera, Michoacéan, Duerétara, Hidalago
Jalizeco, San, tule Fotozi, Guanajuato, Tamaulipas. Merelos, Chila-

Pas vy Peninzula de Yusatan (20¢,71).

La coccidiordomicozis es producida por Cocc1dioides immitaz,

hongo qus an su faze nfectants prezenta artrocomida

& un ambiiente zemiarido. Al pensetrar & travas da las vias respi-



ratoriaz del hospedzro, =2 tranzforma en c2lulas redondas. A

evolucionan hasta convertar S 2l madurar v
romperse, liberan endosspcoras las Aue 1ndividualmentse  pusden
completar el cicle, hazta lledar a esfirulas obra ves (I7). Laz
esférulas pueden llegar a medit da 40 a 30 pm de diamsetro.  Ezte

fon3c esta considerado como 2l maz virulerto

= log honlos  fFate-

senas Fara 21 hombre (S4).  Se :zla fracuencia de sueloas que
contignen alta comzentracidn de sales, particularments sulfalo de

calcio y boratos. asi  como =21 que contiena materia oraanica

carbomizada., Entre laz  areaz endémicas de esta enfermadad

ancuentra el zurcezte de los Estadeos Unides  (Valle de  San
Joaquiind . Azimizmo, maz  de la mitad gzl territorio  mesicand
repartido en tres Zonas: la zora I Qua ccnmprende & los  eztado:
que limitan con Estados Unidos, la zors IT1 qua  comprends  los
estadoz de la comarca lagumera vy la zona III Qua comprends los
estados de Sinaleoa, Navarit vy Colima y doc microiress tropicales
en Apatingdn, Michoacam y el Valle de Arcelia en Guerrerc

(18,69,

La paracoccidicidomicosis as causada  por Pal

brasilienziz. La forma micelial infectante o2 esnte hongo es muy

similar a los conidios de Blastomyces dermatitidis. Al penstrar

al hospedaera  toma la forma de levaduras multigamantes (Limdm de
barca) tipica Hazta ahora el hébitol sopraobic

caracteristico vy oci1aciones ecologicas del honao no ezten

, eitudias racientet de prusbas

cutaneas  an poblacion

y =2l arslamiente del oraanisms del zuszlao

ha  comenzado a clarifi

1z ecoloaiz v la eprdents



enfermedad (54), Laz infecciones en humanos con P, brasiliensis
sar nbzervadaz en las regiones tropicales y subtropicales  (zonas
toszosas y humedas) de latinocamérica, desde México hasta Argenti-

ni (principalmante Brasil, Venezuela, Colombia y Guatemala) (S0,

<

zlazco Castrejon en 1981 (67), mediante estudios epidemioléai-
coz logrd reunir S casoz de diez estados de la Republica Mexaica-

na. La mayoria de los pacientes provenian del esztado de Veracru:z

Qtra de las enfgrmedades producidas por estos hongos es la
‘blastomicoszis rorteanaricana, cuyo agente etiolégico es B.derma-
titidiz. Las aleuriosporas oveoides de 2 a 10 um de diametro
encontradas en la fase micelial, son los elementos infectantes
que al penetrar al hombre se transforman en lavaduras de 8 &
20 pm de diametro con ur caracteristico zepto ancho de gemacivn
simple. El1 habitat precisc de B.dermatitidis ez desconocido. La
blastomicosiz ha eztade restringida gecgraficamente a los Esta-
dos Unidas de América donde es bastante frecuente (54,11). En

Mésico, asta 1nfecci1édn &3 rara, con un solo caso i1hformado &n la

literaturs (40), i1mpartado sparentemente de E.ULA,

En 1o qQue 3e refiere a otras micOozis que puader afectar &1

ziztema respiratoria ze encuentran laz m1Cosiz opOrturiiitas (can-

o

1diazie,.  aspergiloers,  CriptococosSls,  MUCSIMICOZIT)  Que SO
detectadaz cxda vez ot mayor frecuencia en pacienteés debilitados
por  diversaz  afalcionezs (697, La QFOrOoLrIcOs1E. micosys

subcutares, tambilén  pusde producir un cuadrs pulmonar.  al



peretrar el agente etinlogios mor VIas raskiratoriaz.

La aszperailoziz =z urma erfermedad causeda por  difarertes
sspacies del atrmers Azperailluz;  es un horngo  comdn en el madic
anbiente v se puede a1zlar de cualquier tipo de guzlo asi como de
tade resto orgdanico. Ezte hongo no ez dimdrfics y la farma infec~
tante conzistente de micelio con contdios producides en  comdis-
foros et la misma 3uz pusde abservarce en las musstras biologicss
pravemientss de pasientas con la enfermadad. Ern gztaz muestras s

puadan  observar hifaz de 2.5 a 4.5 um de didwelro as:

comididforos cor conidioz caractarigticos. La enfermedad producy-
da  por este gEnerse pracenta una gran  diversidad de procesos
ratoldgicos, entre los que s& 2ncuentran principalmente la asper-~
arlosis pulmonar (alérgica, aspergiloms, invasivar ¥ la disemina-
da (54)., El tipo de snfermedad que ze producs depende éel astada
ganaral del hozpedera. La especie que mis frecusntemente afecta
al thombre o3 Asperaillus fumigatus, ¥y en menor frecuercia:

A, flavus, A.nidularns, A.niasr, RK.terreus v A.clavatu {54, 1€) .

La candidiasie &2 wna infeccidn praimaria que Jncluye &

~

eLpacies del genero Candidas e considera como una  micosis fre-

cuente y de distribucion mundial. Candida albiganz ef 2l asente
etioldgice encontrade an. la mayoria de las formas  climgaz d2
esta enfermadad, E£< una levadura ovoide a vecss 2)onaada Quisz
mide de 9 a L0 pe de drdmetrs y 38 reproduse ROr gemacion.  £o
cordiciones  adecuadas  a  J7°C pueds  formar  paeudomicelio "in

vitro”, En su eztade de comznzal an el hospeders presenta formas

de levaduras vy en s estade parasitzrin e presenta como micslis,



2o dimtrfico (SG7). Debe sahalarse  que

cuns dar s DEAT
Candida 25 unm sagprafito oormal del  orgamisme en  orafaringe,
intestine, prel v vadina, lo cual facilita su localizacidén en los
epitelioz., Debide a factores de oportunismo en el hombre, Candida
Puede producsir una Jran diversidad de cuadros climicos  Que  van
desde zimplez candidiasis cutaneas hasta cuadros severos de can=-
didiasis sistémica  con manifectacionez de  enfermedad  pulmonar

(1&),

La esFporotricosis ‘es una micozlz subcutanes produsida PO

Spornthrix  schenckiy que afecta al hombre y aninmales, d=

avolucidn crénica ¢ subaguda, que ataca piel y tejido subcutineo,
Asimismo, puede afectar hueso, mucasas ¥y sistema re=rviozo cen-
tral en gu forwa drzeminada (54). Al penetrar al organismo se
tranzforma a su estade parasitario o levaduriforme (173, siendo
asi  wt honao dimdrfico. La forma micelial ze encuenrtra en el
suela y material vegetal vy presenta hifaz ceptadas de 1 a 2 um de
didmatro, conidies piriformes, ovales o elongadoz de 1,5 a 3 pm
que son producidos en forma de sinpodic dando lugar & las  marga-
ritas tipicazs de gzte hongo. La faze levaduriforme o parasitaria

conzta de clulaz fusiformes u ovoldes de 2.9 a 9 por 2.9 3 &

Hm y z& reproduse por gemacidn sinple o maltiele (3% . La ezporo-

Lricaziz ez unma micosiz cosmepclita.  En el contirente  amer LZano

s2  enIuentra principalinente 2 Andrica dal Sur y  Centeoesnsrica,
En Ménico, e wun padecimiento que Soup: las o primeroz lugaresz
entre laz micesis zubcutianeaz (34}, Ademaz de loz cuadros clim-
[l 4 tvipxcosv de ezta enfermaedad, & recorocen Casoi pulmonarec

adquiridog por via respiratoria, 1oz cuales son tauy dificilee de



diagnosticar ya Aue se puede confundir facilmente con otracs
afeccionas pulmonarssz, scobretode en individuns con  daficiencias

=n el zistema 1nmure (33, 41) .

Pebide a la alta i1ncidencia de algunaz micozis & Maxico.
especialmente hiztoplasmasis, coccidiordomiceosis v candidiazis, v
teniendo en cuenta la frecuencia de casos rueves vy 1a aravedad de

estas enfermedades pulmenarez, zobretods v condicio

matricién o en clasez zocloecondmicas badaz, asi came 2n les
aztados immunosupresives  del  hospedaro. s furdamzntal el
diagnéstico precito vy temprance de estas enfermadades, Desde AQue

e raconocid el valor fundamental de las prusbas  vaunoléan

para el diagndstico v prondstico de estas micosis se han  venido
aislando diversas fracciones antigénicas para su utilizacionm an
estas pruebas. Diversos autores han tratade de identificar, ais-
lar y caracterizar los antigencs especificor da loz hongos

causantes de las micosis profundas.

Heiner en 1982 (24), por medico de la  técnica de

1nmunodl fusién  rdentifice erm filtrados de cultivo de H,cap-
zylatum, denominade histaplasming, doz bandas especificaz  de

rrecipltacion que deromite H y M. Bradley y cols. (5)  loararon
rurificar vy sepatar eshtoz antigenos de 1a hiztoplasnhina a través
de la scromatoarafia en columna,  pero & pagsar de la puri1ficacidn,

=alos  antaigenc: contenian fraccionze comunez.  Con el

Jeto  de
abtenzr antigenos zuficientenente ezpecificoz y cer=zibles, e bhan
vamdo  realizands  diversas  inveIblgacionss sobre  este tema

(51,59.60.62), Entra  «lla 91 en un eztudic

"
-
D
<
-
<
o
B
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zohre capsulatun  aizlaron un comrle)e polisacarido-proteina
(CPF) con busta =sprecificidad en inmunodifusidn en gel, observan-
do gue por la accidn dz la enzima B-glucosidasa hubo pérdida  de
la actividad antigenica, en tanto que con calor y una
enzimg  sroteclitica (promasal), no e alterd la  actividad del
antigena, En obro trabajo del mismo autor (60), se determind la
razpuests mediada por celulas en ratores 1nmumizadas con H.capr

tum y Coampitis ukilizando el complelo polisacarido-proteina

(CPFY y una fraccion desproteinizada del compleyo (CPP-D).  En el
ensayo dzl  cojinete plantar, la histoplasmina vy coccidioidina
(ankigenos crudas) prezentaron reaccion cruzada en los  animales
zenmsibilizedos, perc al utilizar el CPP y el CPF-D de H,cap-
zulabum se obtuvo respuesta  solaments en 1oz animales sensibili-

mados con  &! hongo homdloqo respectivoe. En fecha reciente se

'3

ztan  utilizarnde anticusrpos monoclonalez en la purificacion de

ntigencs {30).

o

Las prusbhas serolagicas para determinar anticuerpos contra
Coammitis har asumido un  importante papel en el diagndstico v

prondstice de la coccidicidomicoszis. Ant

erpos Contrs antigdenos

micaliales ccidioidina) vy contra ant:Qencs de la  fase
esférula-endoespora (esferulina?, han si100 observados en  fluidos
carpotrales  uzando una variedad de Frusbhsz O anmano) 4a1css (4% .,
Hupsart vy cols. (Z5), Pmecrterds un analigiz arti19émce de la

coccidiardina  y =zferulinag por inmurcelectroforesss bidimensio-

nal, encontraran S antiaencs., de loz cuales 10 eran comunes &

amhez  y dos  pressntes zolamente en la ezferuline, & loz  aue



denoming A y By maz tarde con

antigenos conpartidoz entre hermaos Que producer nloesis
profundas uzando un ziztema de referencia  coccidicidina-anticoc-
cidioidina, encontramde 12 vy 12 zntigenc:s comunes en  prepara-
ciones de H.cap dermatitidizc respechtivamente,

cols. (73) prepararon un antigenc solukdle ern agua y en &loalyl de

Coimmitiz, el cual funciond biern en las pruebaz zercl

Fesar que las reacciones oruzadas con

sulatun y

[[v8

iz fueron evidentes. Kaufmar y Stardard (3Z) 2ncottraron exoar-

tigenos azpecifices de & los gque denominarcors HS, HL vy F

en inmunodifusidn, los cuales ne prezentaron cruce antiadénico en

esta prueba.

siliengis, Yarzabal y cols. (74) aizlaron un extrac-

to antigénico, el cual probaron por Ouchterlony, obsetvando dos
bandas que derominaror £-1 y E-2, demostranda la primera, activi-
dad de fosfatasa alcalina. Estudios postarioras realizados con la

banda E-2 comprobaron zu especificidad para

YE
Que reacciond dmicaments con suero: de paciantes  paracocsidioi-~
domiceses (79). El mismo atitor determing la localizacion
subcelular del antigenc E-2 en la fase levaduriforme, mediants
astudios inmunoenzinidticos y de microazcopia elactrénica (76), For
otra parte Restrapo vy Moncada (49) en un estudio éobre la carac-
terizacidén de ardigenos de aite mizno tonge, ubilizando la Lécrn-
ca de Quchterlany, obtuviaron tres bandas de Frecipitacidrs donds
observaren Aue la barnda 1 era zimilar al antigeno E-2  abktenido

por  Yarzéabal v que la banda J presentaba reacclén crusada

antigeno M de H

En estudics poztaericres, Fucaoya Y



cals, (47) obtuvieron una alicoproteina de 43 KD esrecifica de
P.brasiliensis, denominada Gp-43. Esta presentd una bhanda con la
misma migracién electroforética gue el antigeno E de Yarzabal; no
obstante, =zu produccién es baja y su obtencidon depende de la
cepn, medio de cultivo y tiempo de 1ncubacidén, Posteriormente
{S8), demostraron que la Gp~43 puede ser precipitada especifica-
mente por cueroz de pacientes paracocc:d}oxdomicosos y Qque es
continiamente producida en pequefias cantidades y secretada en el
medio por las levaduras que estdn en crecimiento activo, por lo

que los cultivos en fase exponencial de crecimiento serian los

adecuados para una produccidn maxima de este antigeno exocelular,

En 1o Aque se refiere a B.dermatitidis, Kaufmar obtuvo de
filtrado da cultivo de la fase levaduriforme dos btandas por
inmunodifusién que denominé A y B (31). Usando cromatografia de

intercambio idnico, Green (22}, purificd una fraccién de B,derma-

&

que presentd una banda A en Ouchterlony; sin embargo al
ensayarlo con sueros de pacientes en 1nmunodifusion, solamente el
S2% fueé positivoe en ‘casos comprobados de blastomicosis vy el 20%
presantd  reaccidn cruzada con otras’ enfermedades fnngxc;:. Cox
(%) describid un antigenc de la pared celular J2 lu  fase
levaduriforme de B,dermatitidis soluble en &lcali v en a3jua. sin
embarge, earn ¢ste no encontrd a2l antigerno A dezcrito Eor Eaufman,
Este antigenc pudo diferemciar & cobayns  sensibalizador  con

B z d= los sensibtializades con

Por otro lado, la considerable variacidn antigemca de

z =pg sSe ha podido demostrar a través de diferentec

m



trabajos sobre a&ztos hongoss la aspergilina ez obternida par
concentracién del filtrade de cultiva o por roampimients mecanico
del micelio (37,38), Ern estoz hongos, existe ademdz un componente

que pramueve con frecuencia ur  diagnéstico errdnec. que Consiste

1]

ern un  Folizaciérido zomédtico conocids come  substancia G, Est
componente ze acumula en medios de cultivo viejos de & semanas ©

mas de 1ncubacidrn, azi como

1 m1calio de algurnos cultivos -
venag, La substancia € raacciona con cualquier suero que conternga
proteina-C-raactiva  (33). También se ha estudiado la naturaleza
enzimdtica de los principales componentes antigénicos de Asper-
2illus zpe,» moztrandes aue doz precipitindgenos, deaesignados C y
Jy  tienen caracteristicas de catalasa y quimictripsina respecti-
vamente, y aparecen en 103 sueros de los pacientes con acpergilo-

gis (64). Pérez Mejia y Toriello (46) al trabajar con antigencs

Yy Arniger, ercontraron aue la mayor actividad zerolégica vy menor
esruce  inmune sa presentaba en los antigerms citoplasmicos, los

cuales también prezentaron ia actividad de la catalasa.

Las celulas de Candida producen un amplio rango de antige-

nos, peara los dos tipos principalas sor: proteinas derivadas del

citoplasma celular y polisacaridos de la pared celular (mararas).

Axelsen (2) dewostrd 78 antigenos solubles asociados con el
v

blastoconidie de C.albicanz., En la literatura z= klan 1nformado

de un gran numero de estudic

w

inmuroldaicos y anti13énicos sobre
Candida en sueroz de sujletoz sarmos = infectadozs (48); la conposi-

cidn Qquimica  de los antigeno:s utilizades gereralmenta no  ectd



aciones an las pruebas muestran  aran

DlEry 32TIraaa Yy SR )
variabiligag, For 1z diversidad de las metodologias wtilaizadas en

la  abtencidén d=  laz preparaciones antigénicas 28 muy dificil

hacer comparacianes de los resultados de diferentes centros.
Recientemsnte Casanova vy cols. {71 obtuvieron un anticuerpo
nonoclonal  contra  wune  manoproteina (260 Kd) de la pared del

micelic de C.albica

= aue promete como antigeno especifico de

este hongo., Desaforturadamente, el diagndstico da aesta 1nfeccidn

famaica  zigue ciendce complicado por 1o que el resultado positivo
«

de las pruebas seroléicaz para poder dar el tratamiento adecua-

do,  ocurre salo 2noun 15-40% de los pacientes con candidiasis

1nvasiva (14,42,

Entre loc antigeros empleados para el diagndstico de la
seporatricosizs se  encuentran  los concentrados de  filtrado de
cultive, células completas. paredes celulares y fracciones poli-
sacaridicas (1,17,21,38), Entre los diferentes azucares que
conztituyern el polisacérido de S.gchenckii z=e encuentra la ramno-

sa, azucar que no ha sido detectado en otras entidades - fungicas

patégenas, lo gue le confiere acpecificidad 61). Tra~-
vaszos (65) obtuve la estructura quimica de antigeras de S, schen~

cki la cual es una monoramnosil rammomananza para las levaduraz

y conidios y diramnosil ramnomanana para el mcelico . Laz esporo-
tricinas (antigenos metabdlicos de §,schenciiy zon  ampliamente
utilizadas en prusbas intradérmicas como apcyc  diagndstieco, ya
que  esta micosis produce una hipersensibilidad tardia especifica

en  1rdividuos infestades (17,21,34,613, asi camo em prustes  de

nunods fuzion vy aslutinacion pars los casoz de ezporotricosis

1z



diseminada y pulmonar, Arenaz y Tariello (1) realizaron bt
aztudic sobre las condicionss optimas para la obberncion de  anti-
genos metabalicoz, dx las formaz micelial y levadurifarme, vy el

aefecto que tiene la fase Jde crecimiento o= ch e la

actividad irmunclégica. Loz mezyores resultadoz en 1rmuncodl fuzidn
y contrainmuncelectroforesiz  los ebtuviarom con  loz  antigenos
derivados d=l  final de la faze logaritmice de  aerecimiente del

honga.

Considerando la teactividad cruzada demostrada por  diversos

autoraes, sobretodo en los hongoz causantes dz migozis profundat,

algunos  investigadores se han orientado o w diar laz wunidades
de cruce (=121 al fire de eliminarlas o bloquearlas.
Azuma y cols. (3 idantificaron galactomananas compartidaz por
H:.capzulatum, B.dermatitidis v P.brazilienzis. Izhizak: y colz.

(28) i1dentificaron un residuc D-galactosil came ¢l respornsable des
la reaccidn cruzada entre S,zchenckii v algunos hongozs ne  rela-~
mignades.  Jimenaz Montiel vy cols, (29) al tratar de eliminar el
cruce  1nmune de antigQenots policacaridos-protéicos (CPP-D's) en

a-

galactosidasas, ancontraran que la unidad Jde cruce 1mportante no

es debida a reziduos no reductorss de  galactosa.

CEP-L =z santienen  galactoza unida por enlaces B.
zttie LFP-D's han demoztrada un menar cruce thmune &1 ubilizarlos
ar 1nmuresdi Fusidn en gal, hemeglutinasidn v Fljacioan de

complanenta (51,57, 60,



PLANTERMIENTO DEL PROBLEMA

Los  eskudioz zobre antigenas funaicos ponen de mani fiesto
Quz a pesar de que 2n alaunos cazos se ha adauiride un antigeno
ezpeci fFico, dete ez obtenido despuds de métodos muy laboriosos y
costosos  Aue no estén al alcance de todes loz  labaratorios  de
zerodiaardetico.

Iy

Teniendo en cuenta que la histoplasmosis es ya considerada
en México una micoesis inpartante en salud plblica (71), ademds de
que existan conacs endémicas de coccidioidomicosis Yy  paracocci-
dioidomicozis en &l pais (67,69) y el frecuente diagrnédstico de
candidiasiz en centros hospitalarics, consideramos importante
ademas de profundizar =1 trabajo de investigacidn previo  por
Becerril y cols. (4), craar nuevos criterioz y ampliar las cono-
cimientos gubre la distribucién, frecuencia y metodologia que nos
lleven a un mayor conocimiento de los problemaz micéticos en el
paiz, va que en nuestro latoraterioc se obtienen los antigenos pa-
ra el diagndstico y prondstico de laz micosis prafundas v opor-
tuniztaz, Ec i1mpartante entoncez probar la reactivigas y espaci-~
ficidad de antigencs crudos y purificados ern diferentes gruebas
tnmunaldéaicas en una poblacidn de  pacientes con - enfermedades
respiratorias, con al fin de caracterizar pozibiles asociacionesz o
antecedertez de enfermedadez micoticas, ya [ue muchas vecer esto:
Paclentes dezarrollan infecciones concomitantes que difisultan la

resclucidn del padedimisnbc.



HIPOTESIS

El .diagnéstice de micesis profundas en una  poblacidn  de
racientes con enfermadadesz respiratorias pone en  evidencia la
presencia de zonas endémicas de gstas micosis an el pais.

L& presencia de factorez predisponantes =n pacientas

eitalizados favoraszen la aparicién de micozis cpartimistas.



OBJETIVOS

1.~Determinar la wtilidad de loz antigenos obtenidos en al
labaratorio en pruebas  inmuneldaicas de diagndstico vy

prongstico,

Z.~Comparar la aficacia de antigenos crudos y purificados en

ELISA.

3. -Eztudiar la incidencia de las micosis profundas asi como de

oportunistas, en pacientes con enfermedadesvrespxrator)-s.




MATERIALES Y METODOS

El estudia fue realizado =n (86 pacientes del Inzratuto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) de México, sienda
la mayoria de ellos clasificades <on tuberculosis v los  demis
como  enfermoz pulmonares con afeccicres regpiratorias diversas.
Se tomd, a cada paciente, t0 ml de sangre periférica para cbten-
cidn vy separacidén de suers, a1l cual fue repartido en alicuctas

conservadaz a -45°C hasta zu uszo.

Para obtener los antigenos se utilizaraern cepas de hongos
aisladas de casos humanoz en México. Estas procedieron del cepa-
rio del Departamentc de Ecclogia Humana, Facultad da Medicina,
LINAM, donde son  manteridas en  agar Sabouraud (Bioxén) vy/o
micobidtico .(Bioxon) a 26°C. Lals cepas seleccionadas para eszte
astudio fueron:

(EH-53)
Coggidicides immitis (EH-45)

Paracocoidioidez brasiliensis (EH-55)

Blagtomycas dermatitidis (EH-42)
(EH-20)
(EH-21)

(EH-49)
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CIMEDIOS CE CULTIVC.

Todos los medios utilizados en la obtencién de antigenos

fuerce: zintéticos o zenmizintéticos,

Medio de Swnith (59 .Fara la obtencidn de los antigenos de

__________________ 0.39
Fosfato dibasico de potasie _______ —————— 1.319
Citrato de sodio anhidro _________________ 0.49
Sul fato de magnesio heptahidratade _______ 1,59
Dextroza anhidra 10.909
Glicerina 25.6 nl
Asparagina 14.09
Clorurc de amoriio 7.09
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

PH 7.2 a 7.4

Medio de Toriello y Mariat (61). Para la obtencién del an-

Fosfate morcbasico de potasio __________ - U.69
Fozfato dibasico de sothe ________________ 0.7%9
Hidrolizado de caseina _____ e 3.09
Sulfato de masgnesio heptahidratado _______ 0.5g
Clorure de calcio 0.19
Clorure de zodia O.19
Glucosa 20.09

13



Glicerol R Y 1]

Extracto de levadura l.03

Tiamina 10 a/1

Solucidén oligodinadmica
de Berthelot 0.8 ml

Agua destilada c.b.p. 1000 ml

PH 6.5

Medio de Czapek modlfigado.Fara cbtencide del antiqznc  de

Extracto de levadura 10, 0g
Glucoza 30.049
Fosfato dibazico de potagio ________ _____ 1.ng
Sulfato de magresio 0.59
Clorure de sodio __ 0,89
Sulfato ferrose 0.013
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

FH 7.3

La historplasmina, coccidioidina. paracoccidioidina y blasto-
micirna fueron obtemidas del cultive en medio zintético de  Smith
(58) despuéz de X meses de incubacidn a temperatura ambiiente,

Como el crecimiento de P.brasilis £ ez pobra en este medio  Se

. ‘hizo la siguiente modificacidn: ze disolviercon § g de extracto de
levadura y S ¢ de peptona en 100 ml dsz agua destilada y se
dializaren contra 1000 ml de agua deztilada a 4°C  durante 24

haras. El dializade fus utilizado como solvente pars los  compo-



tentes  dl medio. Al término de la incubacidn se identifico  la
morfulogia caracterictica de cada hongo v se agregd a los  culti-
vos una solucién de timerosal 175000 (concentracidn final) duran-
t& unma semana, ceguido de una prueba de viabilidad de microorga-
nizmes.  Se  separd la masa micelial  por medic de filtracién en
rapel  Whatmarn No. 3. El filtrade se pasé por menbrana
Millipore (0.45 um}, se dializéd Y concentré 10 veces em-
pleands un  equips de ultrafiltracién Amicon modelo 8 460 equipa-
do con una membrana FM 10. Estos antigenos crudos fueron purifi-
cados segun  la metodologia descrita en Becerril y cols. (3). A
1¢ ml de filtrado se le agregaron 15 g de fenol liquido, se
separd la fase acuosa, la cual se precipitd con etanol al 5%,
Este prrecipitade fue desproteinizado con pronasa (15) a 37°C,
durante 7 dias y posterjormente por el reactivo de Savag
{cloroformo/butancl 9v/1iv) (56). Se obtuvieron azi, los antigenos

purificados denominados complejos polisacarido-proteina despro-

D-cocci), P,

(CPP-D-paracocci) y B.

D-blasto).

La aspergilina fue obtenida del filtrado de cultivo de
A.fumigatuz, 1ncubado a JO°C durante 20 dias en medic de Smith.,

El filtrado se dializéd y concentrd 10 veces por wultrafiltracaon

con el equipo y membrana Amlcor areiba mencionados.

La  esporotricina fue obtenida del filtrado de cultivo de

incubado a 26°C dursnte 3 metez en medio

sintetico de Toriella y Mariat (61). Se dializd y concentré por

Al



Amicon de igual marera que loc anterioras. Lusqd
Precipitacidén cor alecchol al 90% y ze zecd epor acetona en  frio,

zegun la metcdologia descrita por Arenas v Toriesllo (1).

La candidina fue cbhenida de levaduras cultivadas & 37°C,

durante 48 haras, en medio semistrntetico dz  Czal : medificade

de la =ziguiente manera: 10 a de extracte de levadura za
digolviaron en la cantidad minima necesaria de ajua destilada vy
=e disliz¢é contra 250 ml d2 agua destilada a 4°C durante 24
horass el dializado fue utilizado comg parte del =olvente para
los componentas del medic. Después da la incubacién, las ceélulas
fueron muertas con  timerosal 1/5000 y lavadaz 3 vecez con
solucidn salina astéril, Las levaduras za rompieron por medic del
fraccionador RIBI & 40,000 pzi, 3 veces por § sagundos, hasta
comprotar el 90-95% de 1lizis celular. b procedid a una
ceantrifugacién de 2500 x 9 durante 5 minutos, segun la metodolo-

gia deszcrita por Becerril y cols.(4), para elimipar los restos

celularas y al sobrenadante fue utilizado como antigeno.

A todos los antigenos crudos y CPP-D's 3¢ les determinaron
FProteinas por el metodo de Lowry y cols. (38) y carbohidratos por

el método de Dutwis y cols. (12)

Para la prueba intradérmnica ze utilizaron lez siguientes

antigenos: hictoplasmina, coccidicidina, paras cidioidina, blag-

tomicina, candidina y esporotricira. Estos se uniformaron a una

Py



concentracidn  aproximada de 10 pg de proteinasd.l ml de solucidn

salima 1zotdnica esteril. Solamsnte 1a esporotricina fus utiliza-
da & una dilucidn de 1/2000 que correzpondid a 3.5 pg de proteina
por 0.1 ml. Las pruebas se realizaron aplicando 0.1 ml del anti-
genc intradeérmicamente en la cara interna del antebrazo. Se leyd
a laz 24 vy 4% horaz, considerandose positiva la reazciaon, con un
aritama ¢ i1nduracién mayor o igual a 5 mm de didmetro. La intra-

dermnorreacIion

arlicd 1 hora despues de la toma de muestra

sanguinea.,

2) Inmunadifusion (ID).

La inmunodifusidn de Ouchterlony (43) se realizd segin  la
microtécnica de Palmer y cols. (44) con una solucidn de glicina
(7.8% glicina, 0.9% cloruro de sodio, U.4% citrato de sodio vy

0.25% de fanol al 90% p/v), pH 6.3, con 1% de agar noble, utili-

zando ura matriz que permite el procesamiento de 64 muestras

séricas simultaneas.

La contratmmunoslectrafaresis (44) se lleva a cabo con amor-
tiguador de barbital, eH 8.6, O0.75 M, w=0,075 (2,769 acido
dietilbarbiturico, 15.49 de barbital sdédico y 0.06%2 de azida de
eedio, &3ua destilads <.b.p. 1000 mi)s pars los gales soporte ce
aaresd 1 9 de asaroza a ¥9 ml de amertiguador. El corrimiento de
las  mueztrazs s2 hazo aplicande una corrisnte constants de 20 mA
par placa de 8,X x 10.2 om, durante 30 a 60 mirnutos segun €l
artiganc.  PFara la azzpergilina 2, para la candidinag 4% v para

la histoplasimina, coccidioidina, paracoccidicidina, blastomicina




y esporotricina 60 minutoz.

4)Rgaccidn de fijacién de complemanta (RFC).

La microfijacidn de complemerto sz llevéd a cabo al 100X de

kY

hemédlizie zeaun la técnica de Habel y Salumar (23) medificada, la

cual wtiliza ura zZolucisn  ancrtiguadora  de  barbital [§=1

cloruro de sodia, 2.529 bicarborate de zodi1o, 3g distil-barbitu-

rato de sodio, 4,69 dci1do S-S-distilbarbiturico, 1@ clorura de

magnesia  hidratado, 0.2 3 clorura de calcio mdratado, AUa

arnerc al 2%, susro

b.epe 2000 ml) a PH 7.3 erttracitos de
{complemento) de <obaya, hatolisina  (MICROLAE)Y y antigenos

crudeos. Todos loT componertes ze titularon a dos unidades hemoli-

ticaz. En cada ancaye de la pruaba, ce ubilizaron los  testigos
siguientes: de antigemo, de zuaro poszitive y negative, de hemoli-
sina. de complementc v de eritrocitos. Se corciderd coamo prueba

positiva aqualla Aaue ne prezentaba hemédlizis, tomdndose el titulc

como  la mas alta dilucién del zusro que no presantaba hemdlisis.

Ezta pruszba ze realize v todoz 1oz susros frente a  antiganosz

fungicoes estudiados excerta loz (PP-D's,

TEnzaye 1nmunognzimatice (ELISA).

La prueba de ELISA, se realizd sasgun la técrnica indirectx de
Valler y cols. {72).  Se utilizaron placaz de 96 pozoz (MUNC) o=
fondo flano, contentende por poze de S0 a 100 pg de protaina del
artigenc (crads o purificads) por 100 pl de amortiauador  os
recubrimienta (carbdnato-bicarbonate, pH 3.6).  Se lave 3 veces
con PBS-Tween. 5& aarsaarorn 100wl de albdming sérica bovina  al

3%y se dejd incubar a temperatura anbierts 1 hara para blogquear

3
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loz zities likres v se volvid & lavar con PES-Tween., Se apliced a

cada poze 100 pl de cada dilucien del zuero problema (1:20  hasta

-

12560) ern amartiguader zalino de fosfatos-tween, pH 7.4, durante
18 horaz  a 4°C. Para revelar ze utilizéd 100 p) del conjugado
rolivalente anti-gammazlobulinas humanas acoplado & peroxidasa
(SIGMA) a uma dilucidn 13870 en 2l mizmo amortiguador y se ancubd
3 heraz a temperatura ambiente. Se aRadid posteriormente {00 ]
de la sclucion de sustrato orto-fenildiamina (S1IGMAY & 40 mg/ 100
ml de amortiguador (Acide citrico-fozfato dibdsico de sodio. pPH
S5.0). Se 1ncubd a températura ambents en la obscuridad durante
aproximadamente 10 minutos, Se detuvo la reaccidn adicionande S0

pl de acido zulfarico 2.5 M & cada pozc y las placas = layeran a

492 nm en un lector de microELISA (DINATECH LABORATORIES), expre-
zando el valor de Cada suero con base en la dilucidn maz alta que
presantd positividad, corrigiendo los valores con la absorbancia

1o ezpacifica de sueros normales.

Ezta tecnica fue llevada & cabo an loz zuercos dus prezenta-
ron reaccidn pozitiva en por lo menes 2 de las prusbasz humorales
descritas anteriarmente (RFC, ID, CIE) para comparar la reactivi-
dad y sensibilidad de los antigenc: crudoz con aquellas purifica-
dos (CPP-D'z). No se realizd en todos los zueros del estudio
debido a qua =1 artiqers utilizade en ELISA debe ser ajustado en
proteinas (RM-100 pa protz2ina/ld0 pwl  en cada pozo) requiriendose
una  cantidad considerable para cada gprusba, y @] rendimliento de

loz CFP-D's & partir del filtrado del acultive

muy bajo

taproximadamnente o2l 1) .



RESULTADOS

Las caracterizticas de la poblacion de leaz  paciesntes sc-
tudiadoz se pueden ver en la tabla I, donde ze observa que de los

186 individuos, a2l 32.77% de la poblacion fuercn del sexo f

y &l &1.3% dzl masculines la mayori

contaban entre 31 y 60 afns de sdad.

tuberculosis pulmenar  (TEP), al 2.7% histoplazmosiz y &l

otras enfermnedades respiratorias al irareza al hospital.

Lta diztribucidn de la Republica Mexaicans considerando la
procedencia de los individuos estudiados se hizo tomando en
cuents  la divizién desl pais en doce regionss de mayor & menor

marginacidn de la poblacion (42)., En la tabla 2 se observa qu

[
~

a

mayoria de los individuoz provenian dal Diztrito Federal (25,87

can respesto al lugar de nacimiento y 47,24 con respecto al lugar
de residencia) y de la zona centro del pais que comprende  las
eztados de Méxica y Morelos (16,3% con raspacto al luzar de

macimiento y 26.49%

mzEpecto &l de residencial. Por atro lado,

ninain enferme procedis de laz Zonaz zurettae vy pacifico rorte.

El rezultade de las rruchaz de 1DR en el total de la poble-

cidn eztudlada se pusde cotdemplar =m la tabla 3. Loz &

histoplasmosis conprobada. drararn roeaccidn Fozitiva <o
histeplasinina.  El mayar porcattaye positividsd de  prusbess
cutanzas  (IDR)  se enconted )] ubtilizar 2@ antiaeny candivding



(2950 .

Los  dates de la distribucidn de la respuesta a la IDR de
acuzrdo & la procedencia de los i1ndividuos estudiados se ohserva
en la tabla 4, El mayor nimero de reactores Cutineos positivos a
leg  antigencs fungicos probadoz provinieron del D.F, iregidn
KII), seguidos de los estados de México y Morelos (regidn
VIII). de la region IV (centro cccidente) v de 1la II (centro
este). En la tabla 4 ademds se& pudo observar la reactividag de la

“
IDR dizcriminando cada antigeno. Asi la histoplasmina did an la
region XKITI (D.F.), wuna positividad de 3.2% (tanto en el lugar de
nacimiente come el de residencia), el 2.1% de lags IDR's rositivas
& la cocecidioidina corresponden a la regidén XII (D.F.) ; el 1.07%
a la region VIII (centro); el 3.2% de las IDR's positivas a la
paracoccidiaidina correspondid a la zona XKII (D.F.) vy el 1.64 a
la regidn I (pacifico sur), habiendo aumentado la positividad a
asta antigens en la regién VIII (Centro) (de 0 a 0.5%) del lugar
de residencia con respecto al de nacimiento. La - esporotricing
pPregentd el mnismo porcentaja (0.5%) en la ragién - VII  (pacifico
cantro), VIII (certre) y XIT (D.F.) con respecta al  ludar de
residencia. La mayor reactividad a la candidina se presente en la
zona XII (D.F.) con los datos de 9.1% y 12.9% para el lugar de
nacimiento vy residencia respectivamentes ningun paclente prasantd
IDR Fositive & la blastomicina. Los pacientes provernsntes de la
region  Ix (occiderite) no prasentaron positividad a los artigenos

fungicoz.
La tatbla S musstra la ocupacien de los reactores positivos a
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la IDR con los antigenos estudiados, dondz se puade chservar uni
amplia variabilidad que va deszde estudiantes hasta campeginos.
Sin embargo, en ciertos casoz ze puede contemplar una  relacion
entre la respussta a la IDR y la actividad ocupacional er Ciertos
pacientes, comc pusde notarse en Jdos pazilentes de IDR positivaz
a la paracoccidioidinag (MMS y RDOA) cuya ocupacidn  fusron  ds
tractorista y campesine, asi come otro paclente con IDR pozitiva
a la coccidioidina (HSGR) qQue ze reflers came  campesine Yy un
paciente con IDR positiva a la esporotricina (TVS) Cuya ocupaciodn

era recolectar ca¥a de azucar.

Con relacidn a la edad de 105 paciantes, e encantro Aaue la
mayoria de los casos positivos a las prusbaz intradérmicas realt-
zadas, correspondieron & log individuos due contaban entre 31 v
S5 afos de edad, para cada antigenc emsayado y los menores
porcentajes correspondieron a los limites inferiores y zupericores

de edad (tabla €).

En  la tabla 7 se puede cbearvar el resultado de loz sueros
procesados cor las  pruebas de ID, CIE y de RFC wusando  les
diferentes antigenos estudiados. Los resultados muestran que la
mayor reactividad 1la presentd la candidina, seguide de la
histoplasmina. Se observarom resultados negativeos en la prueba Jde

CIE econ les antigenos coccidiording, paracoccidicldina vy o espo-

rotricina y en RFC con coccidiciding,

Considarandae 1z alta whbividad g alaunos  peciantes &l

antigeno de candidina come 1o jedica la tabla 7 (7.5% en ID, 9,1%

[
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an cuenta que el (5.5

studi ados

TEF vy diaberez (tabla &), Yy

ltima

un factor predizponente 2n la

213 oportuniztas, e tratd de relaciaorar la

una posible infaeccion por candida  a

o

traves  de la raipasita baeoral obtemaoa a antigent: de este

honan, ercontrd una probable asoclacidn con candidiasiz en 7

paclentes de un total dez 1% con TEP/diabetes (tabla &, En astes

s=ncontraroan ya sea IDR positivas a la candidina o

pogsitivaz (ID,CIE cour bandas de precipi-
tacidm), ademnadz de tLitulos altos en RFUC y ELISA para antigenos de

cardidiaziz.

Otra  prusta bumaral realizada fue ELISA, a pesar de que no
@3 aUn muy uzZdal en =] serodiagndztico de laz micosie. San enbar-
[0, por el alte cozto de esta metodoledia, ze escosiaron para
realizarla, zolaments 1oz suerss dus presentaron &l merce,  dos
pPruabas  hunorales pogitivas con el antizero rezpectiv

ta alta

sengibilidad de esta técmica se pueds cobzervar en la  tabla 2

domd & muashr

o
W

resultads de loz zueros probadoz  con

antigerns furna:r

Loz dos prineras pacienta: loz cuales

fuerorn claz:fica azzde 2l o 1radie del gztudio comy Paztoslazme-

02 preasuntivos (DRCLAGD) | anbaron pofibividad con todos 1o

antigqenos, ooy

epc1in Jde la egporotricina. Los Cuatra paclentes

Fnztoslazsmoesis comprobada (GGR,  AGR, MGGR v AMP)

WE T maF al

Tybulaz 2 ELISA framte 21 antigerus

hioméloan Rizhaglazming. i ozmbaras diaroe reactividzg cruzada




corr tituleozs menore:s con oz anbidsnos de

cidizatdina,  candidima vy azperqaiing. El paciente oon

AEVT) ot e abbg titulo 1129480 con &b antpasnag bpaahiiagn v

tdpcadira (13000 odidina

titulos bajas com le par

o EE-

) antigens  gLera o R

2 (EEHY aahibad

e fuztasletming 3 titulo e

aritd EozZi1tives laz prusbas de

L2t y zandidina 13405 adenas pr

ID y RFL & paraconzidiclding. La cimco paciantes (JLO. RIS, NAR.

BRD vy AJM) menc 2% zon anter 1dad erm la tabla & gque pade-

Cian THP/diabvtes vy que podrian presentar uana probable candl-
Hdiasiz de acu=rde x sus resultados seroldqicos en ID. CIE o RFC,
=e Mcieron ELISA  salawentz Son el antigenas  candidinag dando

tituloz elevadizimes aue varian de a  1:2960. Seadan los

datos prasentadss en la tabla ¥,  tres pacientss (GAA, JAR y GES)

t.ambién  prezentaron titulez altos a la candidinag v estos titulos

maer law rezulba

BEMcontrados en las pruzbaz de 10K, I,
CIE y RFC. Ura de =1loz (JAR), a pesar de presentar un titule

bajo en ELISA (1:40) aoztrd IDR positiva.  bitule de 118 an RFC y

ta banda =n ID,

Fara una  comfirmacion méz fina da la reactividoed ds

adaz  en

wztoz fusron erao

ELISA uzando antsasry

FUrIf1cados ques Eodraan desarrollar nayor

eepact Frcidad en la prugha. L rezultados 22 pusden ob

la tabla 10, Erc log primeres
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amtigeno:  purliacado: (CPP-D's) de Histoplasma son tan elevados
cofte aauel vz obtenidos con el antigeno crudo histoplasmina
(1:€640 a 1:25€0)., En estos mismos pacientes se puede observar que
el titulo de ELISA baja notablemente al utilizar 1los CPP-D's
teterdlages CPP-D-cocci y CPP-P-paracocci. Por otro lado, el
paciente (EEH) con probable paracoccidicidomicosis, exhibe un
aumento en el titulo al realizar esta prueba con el CPP-D-
paracocel  (1:640) y el cruce seroldgico baja significativamente
con  CPP-D-histe (1:40)., En esta misma tabla se notan los bajos

N
titulos encontrados (1:20 a 1:160) con los CPP-D-s heterdlogos y

una reacién negativa con el antigeno haterdloga CPP-D-cocci.

A pesar que la blastomicina se utilizé en todas las pruebas
inmunolégicas realizadas, siempre mostrd un resultado negativo,

comprobande su eficiancia con un suero hiperinmune de conejo

B
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Gorizalez OQchoa (19) y Carrada (&) realizaren unx encuasta
epidemioldqgica en hospitales para tuberculosesz, en la tbuzqueda de
hictoplasmesis. Becerril y cols. (4), encontraron asoclacianesz
micédticaz en una poblacidn de pacientes con enfermedzdsas reseira-
torias. En el prezente ectudio sa irvestigaron 186 pacientes  del
Institute Nacional de Enfermedadez Respiratorias (INER), vya Aqus
en &l se encuentran hospitalizados pacientes con diversas mosolo-
gias pulmonarasz, de las cuales, un alta porcenta)e  btisrnee un
diagnéstica dudese lo que sugiare enfermedades de tieo micotico.
Da la poblacidén eatudiada &l 37.3% prezantd une baciloscopin

negativa para TBP,

El mayor porcentaj2 de pacientes estudiados correcpondz al
LF. (43,24 can respacts %1 lugar  de  residancia)d, y e
precisamente en esta zona dande e sncuentrz la mayor positividad
en IDR a los diferentes antigenos fungicos utilizadaoz (tabla 4.

Esto puede deberze al fluje poblacional aue exiz

enterse la

provincia y la capital, fendmeno ampliamente comoc:de.

Al ubicar la procedarcia de loz pacientes segun las regiones
de la Republica Mexicana, =2 obisrvd que la positividad & la
coccidioidina en IDR {(3.24) ne coincidid con la Zona endémica de
coccidioidomicosis que correzronde & la ragidm norte del paics el

porcentaje de casos pozitives puede explicarse de doz  maneras,
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ura, que =] pacienti 2n xlaum nomenta estuvo en la region endémi-

ca habi1endo nilizado (los datos obtenidos de los expedien-

tes no sobre los alfuz de vida en el lugar de nacimien-
to v en 21 lugar de residerncial), o bien, la respuesta detectada
puede debzrze al cruce de otros antigenos como la paracoccidioi-
dira e hiztoplasmina. Los porcentajes de positividad a la IDR
= la paracoccidioidina coincide en algunos casos con la  zona
zndémica  de paracoccidiocidomicosls del pais, que se encuentra
principalmente en  la regidn de la huasteca y en algunas zonas
'
tropicales. La Histoplasmosis se ha encontrado en todos los
estades de la Reptiblica Mexicana, con excepcidn de Tlaxcala (71),
sin  embargo. el hibitat de su agente etioldgico H.capgulatum,
esztd restringide a suelos asociados con quano de murciélago vy
excretas de aves. e&n cuevas o minas abandonadas, lo que explica-
ria el bajo pbrcenta;e de IDR positivas, ya que ésta reaccion se
presentaria solamente en individuos que de alguna manera estuvie-
ran relacionades con los lugares donde se encuentra el hongo.
Todos loz pPacientes del astudio que presentaron.posxtividad a la
IDR, habian estado en una cueva en Guerrero, donde adquirieron la

histoplasmasis.

Los resultados negativos obtenidos con el antigeno de E.der
matitidis, som congrusntez Jon la distribucidn geografica da la
blagtomicosis norteamericana  presante solamente al norte de
México, En @l pais solo existe un caso informado de esta mi1GCOS1s,

probablemente 1nportade de E.ULAL (40)
En  humaros, la mayor frecuencia de i1nfecciones fungtcas en
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el sexo masculino se ha relacichado con el caradcter oCupacional.
ya que son los hombres los que eztdn mis aupuastos  al  habitar
natural del honge debido a su actividad laboral (54). Ezto pueds
observarse al analizar la ocupacidn de algunes paciantes  gque
prasentaron una IDR positiva a los antigsnc:s probadoz,  entre loz

cuales encontramos peones, campesinoes, tractoristas, etc, (tabla

5). Cabe hacer notar que uno de 1oz pacientes que pr anbd uns
IDR positiva a la ezporotricing, tenia come ocupacidn colectar

cafa de azlcar, lc que carrobora el habitat de $.schane

mataerial vegetal, Esta asociacion de § Ki

1 eztix bien ejam-

plificada con el altoe porcentaje de positivigdad de IDR a la
esporotricina que encontrara Gonzalez Ochoa (17) entre los empa-

cadores de ceramica que manejan constantemente la paja.

ta prueba de IDR con candidina es ampliamente utilizada
entre pacientes internados en hespitales parm  caracterizar el
estade de la rezpuzsta inmune celular del  individuo. En 1z
poblacién normal al aplicar la IDR con candidina se obtiere antre
un 60 y 80% de positividad (Torielle, datos ne publicados). Loz
resultados de este estudio con pacientes hotpitalizadoz muestran
un  29%% (tabla 3) lo que sugisre wuna respuesta inmurcldgica
celular deprimida arn ellos, Por otro lado, en al prasente estudin
se Ppudo observar una tendencia racia la negativizacidn de  esta
prueba en los limites inferiores y zuperioras de edad. Ezta fue
mas evidente con el antiazno de C.albicanz va que del 294 coen IDR
positiva, el 26.7% correzpondid a loz pacientes ertre 16 v 70

akos de edad, 2,1% a mayoras de 70 y U% & fmenorez ode 16 afos. Al



comparar estos resultados con un modelo murino de infeccaion con

donde Rayes Montes y cols. (52,53) demuestran una

i3

menor raesistencia a la enfermedad en ratones jévenes y viejos con
relacién a los adultes, <se podria sugerir que los mecanismos de
regulacidn 1nmunolégica no estan expresados a toda su  capacidad

en los limites de edad.

Debida a la presencila de un componente alérgico en A

gatus (13,54), se omitid la utilizacion de la aspergilina en la
prueba de IDR a fin de evitar reacciones adversas en los

Pacientes,

En los resultados de las pruebas humorales se encontrd 4que
la candidina fue el antigeno que presentd la mayor reactividad,
tanto en ID, CIE como en RFC. Estos resultados hacen pensar en
que la candidiacis, «¢omo una micosis oportumista, Fudiera estar
presente en azteos pacientes. Al 1nvestigar si existian
padecimientos asociados, se encontré que el 15.59% de la pobla-
cidén  total prasen;aba tuberculosis con diabetes, Es un hecho
reconocido que la diabetes es un importante factor predicronente
en la adquisicién de candidiasis (34). Por lo tanto, en la tabla
& se hizo una relacién de los pacientas <que presentarcon TBP
asociada con diabetes junto con los resultados de las pruebas
itmunes a C.albicans. Se encontréd szeroldgicamente una asoclacion
micdtica de candidiazis en 7 pacientes (24%) de los 29 (15.59%)
que mostraron una TBP con diabetes tomando como sugestivo una RFC

con titulos superiores a 1:8, ziempre y cuando también presenta-
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ra @l paciente precipitinas espacificaz. Este resultado coincide
con el trabajo de Becerril y cols. (4) dond:z tambieén observaron
un 25% de asaciacidn micdtica de candidiasis en pacientes  con
TBP y diabates. Estos hechoz traducen la importancia de realizar
estudios seroldaicos con antigencs de Candida en  los  pacientes

con las caracteristicas antes mancionadasz.

Daspués de la mayor reactividad humoral de 1la candidina,
siguid 1a de la aspergilina. Entre estos pacientes se encontra un
caso de aspergilosis comprobada por cultivo que dio todas las
pruebas positivas. Sin embargo, el porcentaje restante que tam-
bién presentd reacciones positivas, probablemsnte puada ser debi-
do a reacciones cruzadas con los otros hongos estudiados. En
estudios posteriores (46) se ha visto que el antigeno adecuado
para @l diagnéstico seroldgice de la aspergilesis seria el anti-
gano citoplasmico vya que éste no prasenta reacciones cruzadas
con otros hongos ¥ si demuestra una buena reactividad inmune,
mientras que el antigeno metabdlico, utilizado en este estudio,

mostré cruce inmune.

Entre los pacientes que presentaron pruebas humorales posi-
tivas a la paracoccidioidina se encontré uno (EEH) que probable-
mante padecia la enfermedad, ya que no solo presentd bandas en ID
y un titulo de 1:64 en RFC 1o que a2l realizar tambilen la F-rueb'a'
da ELISA con el antigeno homdlogo purificada, did alto Hitulo

(11640) Que contrasta con el bajo titule (1:40) presentado con el

antigano  hetercdlogo CPP-D-hizto. Ezteos raesultadoz muestran la

Ww
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gran utilidad de los CPP-D's en prusbas zensibles da diagndstice
como ELISA, en comparacidn con les productos crudos. El cruce
inmune de los CPP-D's es considerablemente menor. Los resultados
_de las pruebas humorales con el antigeno de C.immitiz ro mostra-

ron ninguna asociacién micdtica perc s1 la reactividad crusada

Que es

Es interesante hacar notar que dos de los pacientes (DGC vy
AGC) con histoplasmozis comprobada, eressntaron al mizma tiempo,
dermatofitosis en los piez, ides (manifestaciones aléraicas) en
las marnos vy diabetesz, El resultado de las pruebaz  sercldgicas
demostrd wuna alta reactividad cruzada entres al susrc de aestos
pacientes y todos los artigenos (com excepcién de la blastomici-

nal en una o mas de las 5 pruebas inmunolédgicas realizadas.

Despuds de haber desarrollade las pruebas de ID, CIE y RFQ
e observéd el comportamiento de los antigenos crudos y de los

purificados obtenidos de H.capsulatum, P.brasiliensis v C.immitlz

en una Prueba humoral de mayor sensibilidad como es 1la ELISA.
Dabide &l alto costo de asta prueba solamente se escogigron
aquallos sueros que Ppresentaron al meros & pruebss pozitivaz
entre la ID, CIE y RFC con los antigenos respectivos, ademis du
agquallos paciantes corn micosiz comprobada. Los antigerms Eurifi-
cados (CPP-D's) han tido demostrados utiles en diferente:z rruzbas
serolégicas (59,40,62) y estos resultades damusstran otra vezx, su
eficacia en ELISA va qua el cruce inmune disminuysz considerable-

te Lkl 0w




muestra 1oz resultados de ELISA con los antigende crudos de

mmitis, P.brasiliensis, asi como aquellos obte-

o

icans v S.schenckii. Se puede

observar el cruce existente entre los antigenos de micosis
profurdas vy aquellos de A.fumigatus v C.albicans. Sin embargo

caba mencionar otra vez Que el cruce inmune <con A, fumigatus
probablemente pueda ser eliminado al utilizar el antigeno somati-
co del misno hongo (46). Con respecto a la candidiasis aqui
resalta 1a utilidad del:antigeno somatico para detectar asocia-
ciones micéticas . Estos pacientes con titulos altes de ELISA
corresponden a los mismos de la tabla 8 con una probable candi-
diazis segun criterios serolédgicos (63). Es interesante que tras
pactientes (NAR, JAR y GVS), sin la caracteristica de presentar
TBF/diabetes, también podrian ser seroldgicamente presuntivos de
candidiazis, ya que precentaron algunas de las diferentes pruebas
seroldgicas positivas (ID,CIE y'RFC) ademas de ELISA (tabla 9).
Con respecto &l antigeno de S,schenckil se puede observar su
especificidad ya que las pruebas de ELISA realizadas siempre
dieron negativas con la asporotricina a pesar que los mismos
Pacientes (DGC, AGC, EEH y AVT) presentaron cruce con algunos de
loe antiganos de otros hongos. Este antigeno ha sido ampliamente
estudiado (1,17,21,28,61) y en su compos1cién quimica da ramnora-
nana, preserta un azacarvraro entre los hongos, la ramnosa (65) a

lo que diversos autores atribuyen su especificidad.

En trabajos anteriores se ha estudiado 1a composicién quimi-

ca de loz CPP-L's de H.capsulatun, C.ammitiz, P.brazilienziz vy
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162), asi como su reactividad en diferentes prue-

kas sarclégicas (51,5%,60). Se encontréd que estdn compuestos en
el mayoria por carbohidratos, proteinas v trazas de acidos
nuclejcos, La fraccidén de carbohidratos esta constituida por
mamosa, glucoza vy bajos porcentajes de galactosa (62) de manera
similar en los cuatro hongos. De ahi probablemente el gran cruce
inmune que presentan entre ellos., Al traéar de eliminar la frac-
=idn antigénica de cruce, Jiménez Montiel y cols. (29) ensayaron
tratamientos con « y B-gmlactosidasa, en los antigenos crudos vy
CPP-D's de los cuatro hongos, mostrando que la unidad de cruce
importante mno es debida & residuos no reductores de galactosa y
que estos antigencs contienen galactosa unida por enlaces B. En
un estudio previo por Taylor y Bojalil (59) ya se habia mostrado
la presencia de estos enlaces B en el CPP-D-histo al tratarlo con
a y B glucosidasa demostrando la presencia de B-glucanas en este
antigeno. Estos CFP-D's axhiben una mayor utilidad que los anti-
fenos crudos, sobretodo en pruebas sensibles como ELISA, valarado
y demostrado en el prezente trabajo v en el trabajo de Becerril y
cols. (4), vya qde se pudo observar un menor grado . de cruce

inmune al utilizarlos en la prueba de ELISA.

Da manera gereral, en este estudio se demostré la utilidad
de los antigenos obtenidos de diversos hongos en ltas diferentes
prusbas inmunoldgicas realizadas para el diagnostico v pronégtico
de laz micosis. Debido a los resultados mostrando asoclaciones
micotica=s en pacientes con otras enfermedadez, se recomienda la

utilizacién de los antigenoz de micosis oportunistas en aquellos



Ppacientes que exhiban factores pradisponentes hacia ellas. como

saeria la presencia de diabetez. Se zuwgiere ademis, la utilizacidn

tico como 1o seria ELISA por exhibir un mernor grade da cruce

inmune.
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Se considers como poblacién total los 165 pacientes estudiados.

¢ Casos comprobados de histoplasmosis,
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TREA 4

DISTRIBUCION DE LA RESPUESTA OE T0R A ANTIGENOS FINGICOS EN LA REPUBLICA MEXICANR
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RESPUESTA DE LOS 166 PACIENTES ESTUDIALOS
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TABLA 3

RELACION ENTRE FACTENTES (O TURERCULOSIS-DIABETES ¥ POSITIVIDAD
A PRUEBAS TRMNOLOGICAS A CANDIDINA
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£1 15,39 % de todos los pacientes estudiados prasentaron tubercu-
losis ¥ diabetes, .

*pacientes con un probable candidiasis



TAIA 9

PRUEDA DE EL1SA REALIZADA EN MESTRAS SERICAS DE PACIENTES CON ANTIGENOS (RUDOS
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jobulina humana, Se levd a 492 ra,

Peroxidasa

Se Wilizd 1a prushe de ELISA con el

lecturss fusron correqidas con los valores prosedio de los suercs controles noreales.

*Pacientes con histoplasaosis cosprobade.

*WPacimntes con historlasacsis comprobada y disbetes.
$0paciants con aspergilosis comprobada.
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COPARACION DE LA ACTIVIDAD DE ANTIGEM)S CRUDOS Y PLRIFICAIOS

(CPP-D) EN ELISA
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Las lecturas

fueron corregidas con los valores promedio de los suercs controles

norssles,

S& utilizo ln prueba de ELISA con 2l conjugado peroxidasa antigam-

9lobuline humara. Se leyd 1a absorbancia a 492 ra.

$Paciantes: con histoplasmosis cosprobada.

R Mo realizade,
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