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INTRODUCCION

Las infecciones dermatolégicas causadas por
dermatofitos se han descrito desde 1la antiglledad. Los
Griegos nombraron a este padecimiento herpes, debido a gque
el crecimiento fdngico en 1l1la pilel y cuero cabelludo es
aproximadamente igual en todas direcciones y las lesiones
producidas tienden a expanderse en una forma circular o
anillada. Los Romanos asociaron las lesiones con insectos y
lo nombraron tinea , gque significa cualquier larva de
insecto pequefio. El término inglés 'ring-worm" es la
combinacién de los términos griego y latino (38).

Una de las més desfigurantes infecciones por
dermatofitos es el padecimiento del favus. La inflamacién
crénica, pérdida de cabello, reemplazamiente del cuero
cabellude por tejido cicatricial, y 1la formacién de
escitulas costrosas ha sido conocida en Europa y el &rea del
Mediterr&neo desde tiempos cl&sicos. En 1834, Remak (37)
examiné material proveniente de favus y notd la presencia de,
filamentos que parecian mohos. Trat6 de reproducir el
padecimiento en su brazo, frotando el organismo en su piel,
pero falls. En 1839, Schoenlein (41) describié los
filamentos y concluyd que el favus era un padecimiento
causado por plantas. David Gruby (1841) (22) aislé al honge
del favus a partir de rebanadas de papa y produjo el
padecimiento inoculando el honge en piel normal; de esta

manera, (-39 fué el primero en establecer que un



microorganismo es responsable de un padecimiento humano (40
afios antes de Koch). En 1890, Sabouraud (39) comenzé a
publicar sus estudios sistemiticos y cientificos en
dermatofitosis. En 1910 publicé “Les Teignes" (40}, en
donde se incluyé un sistema de clasificacién, reconociendo 23
géneros de dermatofitos: Microsporum, Trichophvton Y
Epidermophyton.

Durante los siguientes afios, se describieron nuevas
especies basadas en diferencias triviales como el color de
la colonia, morfolegia, tamafio de las esporas o su arreglo,
asi como el tipo, extensién, topografia y respuestas del
padecimiento inflamatorio y terapéutica; estas especies
fueron aisladas de todo tipo de padecimientos humanos. Fué
en 1920 cuando Hopkins y Benham comenzaron el estudio
cientifico de la Micologia médica. Gentles (12) en 1958 ,
publicé la curacién de dermatofitosis experimentales en un
cobayo por medio de 1la administracién oral de
griseofulvina. Después se estandarizé la dosis y es hasta
la fecha el tratamiento de eleccién para las tifias de 1la
cabeza.

Los dermatofitos han sido estudiados en México por
varios micélogos como Gonz&lez-Ochoa (15), Lavalle (29,30) y
Peniche (34).

Las dermatofitosis son infecciones producidas por
hongos queratinofflicos en los tejidos queratinizados como
ufias, pelo y estrato cérneo de la piel. Es la micosis més

ampliamente distribuida en el mundo e incluye varias



entidades clinicas, dependiendo del sitio anatémico y el
agente etiolégico involucrado, como las tifias de la cabeza
(Tinea capjtis), de la barba o bigote (Tinea barbae), de los
pies (Tinea pedis),etc.

La patologia inducida en el hospedero inicialmente es

una resp ta tosa, seguida de alergia Yy
manifestaciones inflamatorias. El tipo y severidad de estas
reacciones se relacionan con el estado inmunolégico del
hospedero, asfi como con la especie y cepa del organismo
causante de la infeccién. Los géneros comprendidos en el
grupo de hongos denominados dermatofitos son: Tr [} O;
Microsporum y Epidermophyton.

Género Trichophyton (Malmsten 1845). Presenta abundantes

’

microconidios gque miden 2-4 um y presentan diferentes formas
{piriformes, esféricas o claviformes) ; tiene pocos
macroconidios en forma de clava o puro que miden 40-50 pm
de largo X 5-10 um de ancho, tienen paredes delgadas y lisas
{1-2 pm) con septos transversales (3-5 pm) dependiendo de la
especie.

Género Microsporum (Gruby 1843). Presenta abundantes
macroconidios con diferentes formas: fusiformes,
claviformes, ovales, etc., que miden 40-60 pm de largo X S5-
15 um de ancho, con paredes gruesas (3-5 um) y septos
transversales que varfan en nGmero dependiendo de 1la
especie.

Género Epidermophyton (Sabouraud 1907). Presenta

macroconidios claviformes y achatados por la punta con una



p&red delgada que miden 7-12 pm de ancho X 20-40 um de largo
y no presenta microconidios.

Existen 3 tipos de h&bitat predominantes para 1los
dermatofitos y de acuerdo a é&ste, se clasifican en
geofilicos, zooffilicos y antropofilicos, teniendo en cuenta
que no es exclusivo y que pudiera explicar la frecuencia de
estas micosis en el mundo.

Debido a que estos hongos se encuentran ampliamente
distribuidos en todos lados, siendo las dermatofitosis 1las
micosis m&s frecuentes, los antigenos derivados de 1los
dermatofitos denominados en forma general como tricofitinas,
son una herramienta para medir respuesta inmune celular en
el humano, y ésta aunada a otros antigenos proporcionan una
bateria de ellos para evaluar la inmunocompetencia en la
poblacién.

El antfigeno denominado tricofitina, se obtiene a partir
del filtradc del cultivo o del extracto micelial de los
dermatofitos mAs comGnmente aislados del hombre. La
composicién quimica de antigenos de filtrados de cultivo
producidos por una misma cepa, difiere dependiendo de las
condiciones de crecimiento del hongo como lo son el
sustrato, la tensién de oxigeno, etc (28). Esto mismo ha
sido observado en antigenos preparados de otros hongos (1).

Diversos investigadores han identificado varios
componentes de las tricofitinas, mediante técnicas fisicas y
quimicas. Estas estin compuestas b&sicamente de

glicopéptidos (2~4), polisaciridos (5-8) y enzimas



proteoliticas (16).

Los primeros estudios enfocados hacia la separacién y
caracterizacién de los componentes antigénicos de estos
hongos, fueron hechos por Bloch gt al. (9) quienes
-identificaron como componente activo de la tricofitina a un
polisacarido que contenia nitrégeno. También se han
determinado fracciones proteicas (2) y enzimas proteoliticas
(17) como responsables de la reaccién de hipersensibilidad
de tipo tardfo.

Los estudios realizados por Bishop et al. (5-8) y méas
tarde por Grappel et al. (19), revelaron que las estructuras
presentes en los polisacéridos correspondian a 2
galactomananas (I y II) y una glucana. Las galactomananas I
tuvieron grupos tc-arminales no reductores de D-
galactofuranosa y D-manopiranosa, y enlaces 1-6 entre las D-
manopiranosas. Sin embargo, las galactomananas II contenian
un alte porcentaje de unidades D-~manopirancsa 1~2 en las
porciones 1lineares, las cuales no se presentaban en las
galactomananas I.

otros investigadores iniciaron estudios, para poder
establecer alguna relacién entre las estructuras de los
co;nponentes de la tricofitina y su actividad inmunolégica.

Nozawa et al. (33) demostraron en pacientes con
dermatofitosis 2 tipos de reacciones de hipersensibilidad
(inmediata y tardfa), hacia los complejos polisac&rido-
pébtidos de T. mentagrophytes. Al realizar una digestién
proteolitica, la hipersensibilidad de tipo tardio disminuyé



al 54% y casi no afecté la de tipo inmediato. También se
probdé suero de conejo con el extracto, y las reacciones de
precipitacisn no se afectaron por la digestion
proteolitica, lo que indicé la importancia de la fraccién de
carbohidratos de la molécula en la reaccién serolégica.

Grappel et al (16-21) utilizaron gqueratinasas I y II
inactivadas con calor como antigenos en pruebas dérmicas.
Las queratinasas utilizadas eran extracelulares y ligadas a
la célula y ambas produjeron reacciones de hipersensibilidad
de tipo tardio, en cobayos sensibilizados por infeccién
cutdnea dorsal con T. mentagrophytes var. granulosum. Las
reacciones que se produjeron fueron mayores a las producidas
por tricofitinas comerciales.

Barker et al.(2), demostraron 2 tipos de reacciones de
hipersensibilidad en cobayos sensibilizados con T.
mentagrophytes y establecieron que las reaccicnes de
hipersensibilidad inmediata y de tipo tardio estaban
relacionadas a las fracciones carbohidrato y peptidica de
sus glicopéptidos respectivamente, ya que se encontré que la
degradacién de la fraccién carbohidrato de los glicopéptidos
de T. mentagrophytes por oxidacién con periodato, disminuyé
la reaccién de hipersensibilidad de tipo inmediato; y la
degradacién de la fraceién peptidica con enzimas
proteoliticas, disminuyé la reaccién de tipo tardio. Se
concluyé que los glicopéptidos no eran especificos de cada
especie, ya que animales sensibilizados con especies tanto

homdlogas como heterSlogas dieron una reaccién cutanea de



hipersensibilidad positiva.

En vista de la comprobacién en modelos experimentales
de que estos antigenos inducen una respuesta de
hipersensibilidad de tipo tardio (HTT) y dada la ubicuidad
de estos hongos en la naturaleza, este tipo de antigeno ha
venido siendo utilizado ampliamente en el hombre, para medir
este tipo de respuesta inmune.

La HTT es una reaccién inmunitaria mediada por células
que puede ser provocada por la iﬁyeccién intradérmica de un
antigeno, con un infiltrado celular subsiguiente y edema que
son maximos a las 24-48 h después del desafio con el
antigeno. Esta reaccién, cuando es utiljzada para
investigar una enfermedad infecciosa, no necesariamente
implica la enfermedad con el agente con el cual estd siendo
provocada, sino un contacto inmunosensibilizante. La
induccién de la HTT depende de mGltiples factores como la
ruta de inmunizacién, la dosis, la inmunogenicidad del
antigeno y el grado de conjugacién de haptenos con
proteinas, ya que los antigenos que se utilizan generalmente
son protefnas o conjugados haptenoproteicos (16). Esta
reaccidén se utiliza con gran diversidad de antigenos para

medir la respuesta inmune celular en el hospedero.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la alta frecuencia de las dermatofitosis en
el hombre, la ubicuidad de los dermatofitos en la naturaleza
y la demostracién de la reactividad inmunolégica como una
reaccién de hipersensibilidad de tipo tardio a antigenos
derivados de estos hongos, asi como su utilizacién con
antigenos de desafio para observar inmunocompetencia del
individuo, y 1la ausencia de este tipo de antigenos en
.México, se plante6 la necesidad de obtener antigenos
aislados de los hongos que con mayor frecuencia causan
dermatofitosis en el pais, caracterizarlos para determinar
las condiciones ideales de obtencién de antigenos y

demostrar su reactividad inmune.



OBJETIVOS

a) Determinar las condiciones 6ptimas para la obtencién
de antigenos de dermatofitos para su utilidad en 1la prueba

de hipersensibilidad de tipo tardio.

b) Analizar diferencias y similitudes en la composicién

de los diferentes lotes de tricofitina.

c) Demostrar actividad inmunolégica en los lotes de
antigenos, por medio de la intradermoreaccién en cobayos

infectados y en diferentes poblaciones de individuos.



MATERIALRS Y METODOB

‘A. Hongos
Para la obtencién de la tricofitina se utilizaron los
tres dermatofitos mas frecuentes en México : Trjichophyton

rubrum (EH-150), T. mentagrophytes (EH-151) y Microsporun
canis (EH-152). Las cepas provienen del cepario del

Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de
Medicina, UNAM, las cuales se aislaron de cagos humanos de
dermatofitosis en México. Estas se mantuvieron en medio de

conservacién (peptona 1%, glucosa 0.2% y agar 1.5%) a 4°C.

B. Medios de cultiveo

Los hongos se sembraron y mantuviercn en medio s6lido
de Sabouraud (Biox6n de México). El medio utilizado en 1la
obtencién del antfgeno fué el medio 1liquido de Sabouraud
dializado. Para su preparacién se disolvieron 10 g de
peptona en 100 ml de agua destilada, y se dializé utilizando
un tubo de dislisis de 12,000-14,000 de PM (Sigma ,sSt.
Louis, MO) contra 300 ml de agua destilada durante 24 h a
4°C con agitacién. Al dializado se le agregé 40 g de
dextrosa anhidra (Sigma), se completé a un litro con’ agua

destilada y se esterilizé a 121°C durante 15 min.
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C. Determinacién de la fase logaritmica de crecimiento de
los hongos
Para conocer el tiempo en el cual los hongos se
encontraban al final de su fase logaritmica y poder
obtener los antigenos en esta fase, se realizaron curvas de
crecimiento para cada uno de los hongos, por medio de la
técnica del consumo de glucosa a través de su determinacién
por el método de Dawes et al. (11). Para estandarizar el
in6culo, se sembraron precultivos en el medio de Sabouraud
dializado. Al cabo de 15 dias de incubacién a 28°C, la masa
micelial se fragmentd con un homogeneizador de tejidos
Tekmar (Tekmar Co, OH) a velocidad media (No. 3) durante 2
min (44). Este micelio homogeneizado se inoculd a una
concentracién del 5% en matraces Erlenmeyer de un 1litro
conteniendo 250 ml de medio de Sabouraud dializado. Para
observar las mejores condiciones de cultivo, se incubaron 2
matraces en agitacién y 2 en condiciones est&ticas a 28°cC.
Se tomaron muestras diarias (2 ml) durante 15 dias. Las
muestras se centrifugaron y al sobrenadante se le determiné
la concentracién de glucosa. Todos estos experimentos se

realizaron para cada hongo y se hicieron por duplicado.
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D. Obtencién del antigeno

El antigeno utilizado consistié en el filtrado del
cultivoe de cada hongo. Con base en los resultados de las
curvas de crecimiento, se incubaron los cultivos durante 7
difas para M, canis y T. mentaqrophytes y durante 11 dias
para T. rubrum a 28°C en agitacisén. Al cabo de este tiempo,
se les agregé una solucién de 0.02% de timerosal
(concentracién final) durante 48 h a 28°C. Antes del
porcesamiento del antigeno se hicieron pruebas de viabilidad
y se confirmaron las caracteristicas microscépicas del
hongo. Se separé el micelio por medio de filtracién con
equipo ‘Millipore (membranas 0.45 um, Millipore Co, Ma). El
filtrado se dializé y concentré a 10 veces su volumen
inicial, por medio de ultrafiltracién con el egquipo Minitan
modelo 7015-21 (Millipore) con una membrana PK10,000. El
concentrado asi obtenido corresponde al antigeno. Este se
esterilizé por filtracién, se separé en alicuotas y se
almacené a =70°C hasta su utilizacién. Se obtuvieron 10
lotes por cada hongo en las condiciones establecidas. A
todos los antigenos obtenidos se les determindé proteinas

(31) y carbohidratos totales (13).



E. Geles de poliacrilamida

Para analizar 1las fracciones presentes en las
preparaciones antigénicas, se realizé una electroforesis en
geles de poliacrilamida. La electroforesis se realizd en un
aparato Phast System (Pharmacia LKB, Sweden) utilizando
geles que medfan 43xX50x0.45 mm, con gradiente de 10-15% de
poliacrilamida y un sistema de buffer de acetato 0.112M,
Tris 0.112M, pH 6.4. Los antigenos se mezclaron con el
buffer de la muestra en cantidades iguales; &ste contenia
Tris/HCl 10mM, EDTA 1mM, pH 8.0, SDS 2.5%, B-mercaptoetanol
5% y azul de bromofenol 0.01%. Se calentaron a 100°C por 5
minutos, y 8se aplicaron en los pozos conteniendo 20 pug
prot/ul. Se utilizaron esti&ndares de peso molecular con un
rango de 66,000 - 14,200 para facilitar la comparacién con
las bandas obtenidas. La separacién se llevé a cabo con una
corriente de 10mA, 250V, 15°C hasta que el indicador hubiera
recorrido casi en su totalidad el largo del gel.
Posteriormente, ge retird el gel y se colocd en la camara
tefiidora, donde sSe tifi6 por el método de la plata (24).
Para poder medir el peso molecular de las bandas obtenidas,
se hizo una gréfica de los Rf (Rf=distancia de la banda
desde el origen entre la distancia del origen al puntc de
referencia), contra los pesos moleculares de los esténdares;
en la cual se interpolaron los Rf de cada banda y asi poder

calcular su pesoc molecular.
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7. Inf i6n experi 1 en Y

pPara probar la actividad inmunolégica de los antigenos,
se desarrollaron dos modelos experimentales en cobayos
Hartley de 350-500 g. La primera segGn Poulain et al (36)
y la segunda segGn Fujita et al (14). Se infectaron los
animales con 7T, mentagrophytes y M. canis, dermatofitos
zoofilicos, y se utilizé un cobayo sin infectar como
testigo.
El método de Poulain et a) (36) consistié de 1la masa
micelial del hongo obtenido después de 2 semanas de
incubacién en medio de Sabouraud liquido a 28°C, se separd
el crecimiento micelial y se machacé en un mortero con una
cantidad de miel que le diera una consistencia pastosa a la
mezcla Yy procurande que quedaran pedazos pequefios de
micelio. Los cobayos fueron rasurados en una pequefia parte
del lomo, para poder aplicar la mezcla preparada y después
se cubrié esta parte con un pedazo de gasa y cinta adhesiva.
Se dej6é el in6culo en el animal durante 7 dias, tiempo al
cabo del cual, se descubrié6 el lomo del animal y se verificé
la infeccién experimental por medic de examen directo con
KOH y cultivo de las escamas en agar de Sabouraud con
cloranfenicol y cicloheximida.

La segunda técnica de Fujita et al (14), consistis en
preparar a partir de un cultivo de 15 dias una suspensién de
microconidios de T. mentagrophyteg, en solucién salina de

fosfatos (PBS); se midieron 50 ul de ésta y se colocaron en
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un pequefioc disco de papel filtro, el cual’ estaba cubierto
con papel aluminio por una de sus caras. Se fijé con cinta
adhesiva a 1la parte plantar de la pata del cobayo
previamente limpia con alcohol aetilico al 8o0%. Por un
periodo de 7 dias se mantuvo expuesta la pata del cobayo al
hongo, para posteriormente poder observar las lesiones

tipicas de dermatofitosis de igual manera que la anterior.

G. Prueba inmunolSgica (Intradermoreaccién-IDR)

Para la IDR se utilizaron los 10 lotes de tricofitina
de cada especie estudiada, obtenidas de acuerdo a la técnica
descrita anteriormente. Se empleé el antigeno de cada
hongo, asi como una mezcla de los tres en cantidades iguales
(1:1:1) . Se probaron tres concentraciones diferentes de
proteina/0.1 ml de solucién salina (2.5, 5 y 10 ug) estéril
para los antigenos y de 4 pg proteina/0.1 ml para cada uno
de los antigenos de la mezcla. Las pruebas se realizaron
aplicando 0.1 ml, del antigeno intradérmicamente en el lomo
rasurado de cada animal, previamente infectado como se
describié en el inciso anterior. Se leyeron las pruebas a
las 24 y 48 h, considerindose positiva la reaccién con un
eritema e induracién igual o mayor de 5 mm. Se aplicé
también 0.1 ml de una solucién salina testigo. Los
éntlgenos también fueron ensayados en cobayos testigos

normales.



H. Anflisis estadistico

Los resultados de las IDR utilizando los antigenos
derivados de cada hongo y las mezclas de los tres, se
analizaron por medio de la prueba de anilisis de varianza
(10) . Los datos se manejaron en 4 grupos con 10 valores
cada uno y el método utilizado fué el de confianza de

intervalos, con un nivel de confianza de 95%.



RESULTADOS

Los dermatofitos utilizados en el presente trabajo
presentaron la morfologla macro Y microscépica
caracteristica de cada género:

T mentagrophytes EH-151 presenté colonias
pulverﬁlentas de color blanco, forma irregular y algunos
surco§ irregulares en su superficie, en el reverso de la
caja un color canela palide; microscSpicamente presentsd
abundante micelio delgado b tabicado, abundantes
microcenidios redondos © piriformes que nacen de las hifas
dispuestas en forma alterna o en cruces de Lorena (Fig. 2).

T. rubrum EH-150 presentS colonias blancas algodonosas
gue conforme pasa el tiempo se vuelven pulverulentas y
mostraron surcos radiales, ademids de producir un color rojo
que se difunde en el medioc de cultivo; microscépicamente
presentd abundantes hifas delgadas, tabicadas, microconidios
piriformes que se disponen en el micelio en forma alternada
principalmente; tiene escasos macroconidios de forma
alargada, con un extremo redondeado (Fig. 3).

M. canis EH-152 presenté colonias algodonosas
irregulares y un color amarillo que se pudo observar en el
reverso de la caja; microscépicamente presenté abundante
micelio, hifas delgadas tabicadas y ramificadas, gran

cantidad de macroconidios en forma de huso con una membrana



gruesa, equinulada y con varios septos (Fig. 4); los
microconidios son muy escasos.

El método de estandarizacién del inéculo mediante la
homogeneizacién por medio del homogeneizador de tejidos
Tekmar, di6é buen resultado para la obtencién de curvas de
crecimiento reproducibles, y 1la utilizacién del 5% de
in6culo redujo la fase lag. Los resultados de las curvas
mostraron que en condiciones de agitacién, los 3 hongos
estudiados alcanzaban mayor crecimiento (Figs. 5-7). Por
lo tanto, el cultivo de los hongos para la obtencién de
antigenos se hizo a partir de los cultivos de los hongos en
agitacién. Asi mismo, mostraron que el final de la fase
logaritmica en las condiciones estipuladas en material y
métodos se alcanzaba a los 7 dias para T. mentagrophytes y
M. canis {(Figs. 5 y 7) y a los 11 dias para T. rubrup
(Fig. 6). De acuerdo a estos resultados, se obtuvieron 10
lotes de antigeno por cada hongo al final de 1la fase
logaritmica de crecimiento, para obtener reproducibilidad
en los antigenos.

La concentracién de proteinas y carbohidratos de cada
antigeno se muestra en la tabla 1, donde se puede observar
variabilidad entre los diferentes lotes tanto para proteinas
como para carbohidratos.

La infeccién experimental en los cobayos se llevé a
cabo solamente con T. mentagrophytes, que corresponde a uno
de los dermatofitos zoofilicos estudiados. El primer método

desarrollado con una suspensién del hongo en miel (36), les
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causbé las lesiones tipicas de la enfermedad como son
lesiones circulares con bordes activos que se van
extendiendo, descamando y por Gltime se presenta una
pseudoalopecia. Estas lesiones se obtuvieron a los 7-10
dias de la inoculacién. Se observaron filamentos
caracteristicos en el examen directo de las escamas y se
reaislé T. mentagrophytes de las lesiones.

Con el segundo método seqin Fujita et al (14), utilizando
los parches con conidios, no se pudieron obtener las
lesiones tipicas de dermatofitosis. Para el ensayo de las
preparaciones antigénicas, en la IDR s6lo se utilizaron los
cobayos infectados con la técnica de Poulain et al (36).

Se prob6é la reactividad inmunolégica de los antigenos
obtenidos, asi como mezclas de ellos en los animales con 1la
dermatofitosis experimental. Inicialmente se probaron
diferentes dosis (2.5, 5 y 10 pug proteina/0.1iml) para
determinar la dosis éptima. Los resultados de las primeras
pruebas mostraron gque la mejor dosis fué la de 10ug
prot./0.1ml y pQr consiguiente, esta dosis fué la que se
aplicé con el resto de los antigenos. Las mezclas se
aplicaron en dosis de 4 pg prot/0.1 ml por hongo. Los
resultados de las IDR se observan en la Tabla 2,
considerando una induracién de > 5 mm, de 10 lotes de T.
mentagrophytes 5 fueron positivas; de 10 lotes de T. rubrum
8 fueron positivas; de 10 lotes de M. gcanis 3 fueron
positivas; y de 10 lotes de las difererentes mezclas 7

fueron positivas.
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La tricofitina derivada de T. rubrum fué ensayada en
diversos grupos de individuos voluntarios. Los resultados
se pueden observar en la Tabla 3. Se encontrd gue en
personas sanas, un 30.1% mostrd positividad a la
intradermoreaccién con tricofitina; en pacientes con
dermatofitosis crénica un 24%; en un grupo VIH (+) SIDA un
12%; en un grupo de homosexuales VIH (-) un 25% y en un
grupo de heterosexuales un 35%.

El anadlisis estadistico a través de 1la prueba de
andlisis de varianza (10), mostré que no habia diferencia
significativa al aplicar la IDR en los cobayos infectados,
al utilizar la tricofitina derivada de un sélo hongo, o al

utilizar una mezcla de los tres.

Posteriormente se hizo un andlisis de los lotes de
antigeno por electroforesis, en geles de poliacrilamida para
observar las diferentes fracciones en los antigenos. Los
resultados representativos de los lotes 110, 115, 116 y 124
de T. mentagrophytes, 112, 119, 133, 135, 136 y 139 de T.
rubrum y 111 y 118 de M. canis, se muestran en las Figs. 8 y
9 en donde se pueden observar la presencia de miltiples
bandas en todos los lotes de antigeno que corresponden a
fracciones de 14 a 66 kDa . Aparecen ademds otras bandas de
pesos moleculares superiores a 66 kDa. Al tefiir los geles
de acrilamida con la coloracién de azul de Coomasie para
proteinas, no se observé ninguna banda. Por el contrario,

cuando se utilizé la coloracién de plata se encontré una



gran diversidad de bandas presentes en los antigenos, las
cuales estin ennumeradas en la tabla 4.

En los diferentes lotes de cada hongo, que presentaron
la prueba de intradermoreaccién positiva en los cobayos
infectados, se pudieron observar mGltiples bandas en el
rango de 66 a 14 kDa de peso molecular. Los lotes de
antigenos de T. rubrum y M. capnis, presentaron una mayor
diversidad de patrones electroforéticos que los
correspondientes a T. mentagrophytes. Sin embargo, no se
pudo correlacionar la presencia de alguna(s) banda(s) con la

actividad de intradermoreaccién.



DISCUSION Y COMCLUBIOMNES

Recientemente Vincent et al (43), a través del
andlisis de fragmentos de restriccién del DNA nuclear y
mitocondrial demostraron tres grupos diferentes en 25 cepas
de Histoplasma capsulatum. Uno de elles incluye una sola
cepa de baja virulencia, otro que engloba cepas de
Norteamérica y el tercero con cepas de Centro y Sudamérica.
Este estudio viene a corroborar el hecho ampliamente
conocido, sobre las diferencias entre cepas de diversas
regiones del mundo que pueden manifestarse a través de un
comportamiento antigénico diversificado. Por é&sto, las
cepas utilizadas en este estudio fueron aisladas de casos
autéctonos y seleccionadas por su estabilidad para producir
moléculas con actividad biolsgica, para estandarizar la
tricofitina y su utilizacién en la prueba inmunolégica de
intradermoreaccién en centros hospitalarios del pais.

Haan (23) observé en los dermatofitos y en
especial T, xubrum, que presenta un mejor crecimiento en
condiciones de agitacién. Este autor sugiere gque la
agitacién provee una mayor tensiédn de oxigeno en el medio,
lo gue incide en un crecimiento mayor de los hongos. Este
mismo comportamiente se observé en los tres hongos
estudiados a través del anélisis de sus curvas de
crecimiento. Tomando en consideracién 1los trabajos de

Arenas y Toriello (1) y Pérez-Mejia y Toriello (35) con
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antigenos de Sporothrix schenkij y Asperaillus spp
respectivamente, <donde obtienen la mayor reactividad
inmunolégica al final de 1la fase logaritmica de
crecimiento, se obtuvieron los antigenos de esta misma fase
de crecimiento de los hongos.

La variacién encontrada en la concentracién de
proteinas y carbohidratos de los diferentes lotes del mismo
antigeno, a pesar de utilizar las mismas condiciones de
cultivoe, impide su correcta estandarizacién, lo cual ha sido

observada en otros hongos (25).

En los trabajos realizados por Tucker y Noble (42) sobre
patrones electroforéticos en diversas especies de
Microsporum, encontraron bandas de pesos moleculares entre
16 y 132 kDa, las cuales tifieron con azul de Coomasie. En
este trabajo no se observaron bandas con el uso de este
colorante, y la explicacién podria ser que Tucker y Noble
(42), utilizaron un céctel de inhibidores de proteasas al
momento de preparar sus extractos fGngicos, lo cual no fué
realizado por nosoﬁrcs, ya que estas preparaciones serifan
utilizadas en pruebas de IDR. Estos autores pusieron de
manifiesto los problemas particulares concernientes a las
proteinas de los dermatofitos, debido a que las proteasas
intrinsecas de cada uno degradan las preparaciones; todavia
faltarfa elucidar un céctel de inhibidores para minimizar la
alteracién en la posicién de las bandas. En nuestro estudio

se observaron gran diversidad de bandas en los geles de



poliacrilamida. No se observé ningGn patrén electroforético
especifico para cada hpngo .estudiado, sin embargo, en
general se pudieron observar un menor nfimero de bandas
electroforéticas para los lotes de T, mentagrophytes gque
para T, rubrum y M. canis (Tabla 4). El andlisis de las
bandas de los 10 lotes de antigeno de cada especie, mostré
que T. enta: es fué el gue presentéd la menor

reproducibilidad.

Diversos estudios sobre la composicién de antigenos de
dermatofitos, han demostrado que contienen carbohidratos
unidos a proteinas. Entre los primeros estudios realizados
al respecto, fué el de Bloch et al (9) quienes identificaron
el componente activo de la "tricofitina” como un
polisacdrido conteniends nitrégeno. pesde entonces se han
realizado diversos trabajos, que han mostrado las fracciones
de polisacdridos con protefna en 1la tricofitina, que
provocan reacciones de hipersensibilidad tardia en animales
sensibilizados (2). 1Ito (26,27) mostrSd la complejidad de
la tricofitina, aislando 22 fracciones del filtrado del
cultivo de T. meptagrophytes var. asteroides por extraccién
con fenol y cromatografia en Sephadex. Barker et al (3,4)
aislaron glicopéptidos de dermatofitos, entre ellos, un
péptido-galactomanana del micelio de T. mentagrophytes y
demostraron reacciones de hipersensibilidad inmediata y
tardia en cobayos sensibilizados con micelio completo de T,

e {s) te (reacci6én tipe tricofitina). Asi mismo,



Moser y Pollack (32) aislaron glicopéptidos de T.
mentagrophytes, T. rubrum y M. canis por cromatografia de
intercambio ibénico. Las pruebas con los glucopéptidos y
manopéptidos en cobayos sensibilizados, indicaron gque sélo
los manopéptidos inducfan una reaccién de hipersensibilidad
de tipo tardia. Estos investigadores observaron que
infecciones repetidas o la duracién de la misma, no tenia
efecto en el tamafio de la respuesta cuténea. Los
manopéptidos no dieron respuesta cruzada entre géneros
cuande se probaron en cobayos infectados con Trichophyton y
con sporum.

En este trabajo se puso de manifiesto la reactividad
inmunolégica de las tricofitinas obtenidas en los cobayos
infectados con T. mentragrophytes, a través de la IDR. al
igual que Moser y Pollack (32), se observé reaccién cruzada
entre los tres hongos estudiados, ya que las tricofitinas
aisladas de los otros dos dermatofitos, T, rubrum y M.
canis, dieron IDR positiva al probarlas en el cobayo
infectado con T. mentagrophytes. En este experimento se
volvié a detectar la falta de reproducibilidad por 1lote.
Sin embargo, se pudo observar que el mayor nimero de lotes
con respuesta en la IDR fué la tricofitina derivada de T.
rubrum (Tabla 2), a pesar gue los cobayos fueron infectados
experimentalmente con 7. mentagrophytes por ser éste
zoofilico.

Para probar si los antigenos estudiados tenfan utilidad

para medir hipersensibilidad de tipo tardia en el hombre, se
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tomé .una poblacitn de adultos voluntarios y se prob6 la
tricofitina derivada de T. rubrum. Se observé qgue el 30% de
esta poblacién sana daba una IDR positiva. Esto contrasta
con la respuesta de IDR a otro antigeno para medir respuesta
inmune celular in vivo como lo es la candidina, que en una
poblacién normal presenta un 60 a B80% de positividad
(Lechuga y Toriello, com. pers.). Esto se explica por el
comensalismo de Candida albicans en el cuerpo humano, lo que

no sucede con los dermatofitos gue son patégenes primarios.

En conclusién, se demostrd que la tricofitina aislada
de los dermatofitos T. mentagrophytes, T, rubrum y M. canis,
presenta reactividad inmunolégica a través de la IDR en los
cobayos infectados, asi como en grupos de voluntarios
humanos. El andlisis de sus componentes a través de la
inmunoelectroferesis en geles de acrilamida, presenté bandas
de pesos moleculares de 14 a 66 kDa, sin embargo no se pudo
correlacionar ninguna con la reactividad en IDR. ElL
andlisis estadistico de los resultados de las IDR, mostré
gque no habia diferencia significativa al utilizar solamente
la tricofitina de un s610 hongo o una mezcla de los tres.
Sin embargo, la tricofitina derivada de J. rubrum, fué 1la
que mostrd una mayor frecuencia de positividad en el modelo

animal utilizado.
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TABLA 1. Concentracisén de proteinas y carbohidratos en
los lotes de antigenos estudiados

Nam. lote Proteinas Carbohidratos
ag/ml mg/ml

[:ichognytgu

ent Q tes
T110 2.7 2.5
T114 6.5 2.0
T1il6 4.4 1.0
T115 5.7 2.2
T120 7.2 3.7
T122 5.6 3.4
T123 3.9 3.7
T124 6.6 4.1
T125 3.8 3.6
T126 5.4 3.8

T. rubrum
Tii2 1.5 1.2
T119 5.2 1.4
T132 7.4 3.9
T133 7.6 4.3
T134 8.6 3.9
T135 7.9 4.2
T136 5.8 4.3
T137 8.6 $5.1
T138 5.1 1.3
T139 2.9 2.5

M. canis
Ti111 3.4 2.1
T113 7.5 3.4
T117 2.9 1.7
Ti21 6.2 S.4
T118 4.3 2.7
T127 4.8 2.4
T128 8.7 5.7
T129 8.0 3.9
T130 8.3 4.4
T131 5.6 2.8
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Tabla 2
Resultade de las prusbas de intradermoreaccién
(IDR) con las tricofitinas obtenidas en cobayos infectados
on mentagrophytes

Antigeno 1DR
No. lote (am)

T. mentagrophvytes
110
114
116
115
120
122
123
124
125
126

qummugmohw
AWV Or a6

T. rubrum
112
119
132
133
134
135
136
137
138
139

MO0 WE
ROHEVOWULAEW

M. canis
111
113
117
121
118
127
128
129
130
131

bNSPmm&EWN
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Tabla 2 (Continuacién)
Mesclas IDR
(mm)
ML 10.6
M2 9.4
M3 10.1
M4 9.3
MS 5.1
M6 neg
M7 6.6
M8 neg
M9 3.7
M1l0 12.3

*La reaccién se considerd positiva cuando el didmetro de 1la
induracién fué > Smm. El resultado gue aparece corresponde

al promedio de tres experimentos.
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Tabla 3
Intradermoreaccién con tricofitina en
diferentes grupos de individuos

Poblacién Antigenc T. xub
% positivo

Personas sanas
n=63 30.1

Pacientes con dermatofitosis
crénica
n=25 24

Pacientes VIH (+) SIDA
n=82 12

Grupo homosexual VIH (~)

n= 20 25
Heterosexuales
n= 40 35
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Tabla 4
Pesos mofeculares de las bandis sastradas
on Tos geles de peliacrilanida em las
teicofitimas estudiaday

Antigens Petes aeleculares (kBa) de bandas
Noo lete
27
@ 0 WA 20 1816
S0 19 1
1"
n 725 19 13
48 [Y] 30 16
123 63 §5 [H
14 52 40 M pr iy ’s
s 55 )
126 82 95 4 40 30
1. rebrem
12 63 Q4w 2%
13 63 n 29 19 "
32 n 32 pi 2019
133 59 @ kil [{: 2t
134 a7 3% 32 28 20
135 &% 3 3 i B 14
136 63 6l a7 9 19 "
13 3382 48 B 0 820 20 (816
138 62 §352 48 dd 32 827 20 18
139 48 o % 2 B L]
8. cants
1t1 63 & 30 29 2019 14
[14 [3) S55352 484746 42 W7 80 22 918
1 5958555352 BT 46 42 W7 292821 2 1918
121 36 3230 2 0 16
118 63 EL I .7 4 32 210 13
127 ¥ R 2019 16
128 B 32 27 20
19 82 % 52 a7 40 32
130 $2 a 40 »
13 82 a 40 32
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Fig. 2. Aspecto microscépico de Trichophyton
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Fig. 3. Aspecto microscépico de Trichophvton rubrum
(EH-150) (100x) .

41



T -

Fig. 4. Aspecto microscépico de Microsporum canis (EH-152).
(1000x)
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Fig. 8. Patrones electroforéticos de antigenos de
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Fig. 9. Patrones electroforéticos de antigenos de
dermatofitos

Tm = Trichophyton mentagrophytes
Tr = Trichophyton rubrum
Mc = Microsporum canis
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