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RESUMEN 

La esporotricosis es luta irúi:c:ción de curso subagudo o crónico causad.i por el 

hongo dimórfico Sporotlm"x :;.c]tenckii que se presenta en fonna.s cutáneas o 

cxtracutá.neas. Las m.is comunes son las fonnas cutáneas que afectan piel, tejido 

subcutáneo" y sistema linfciticd. Las formas extracutáncas incluyen i! Ja 

esporotricosis disem..inada sistémica, la cual se observa en pacfontt!s con defectos 

en Ja respuesta irununc mediada por células. Pueden distinguirse tres fonnas de fo. 

esporotricosis cutánea: Jinfocutánea. cut.inca fija y cutánea d.icseminada. Los 

factores que delernúnan el tipo y severidad de In csporotricosis cut.i.nea no han 

sido definidos. La \'J.riabiiidad en Ja \'irufoncia de distintos aislados de S. sdk!11ckii 

ha sido considerada .. También se ha s~gerido que Ja exposición al hongo puC'dc 

inducir inmWlidad, y que en áreas de alta cndcmiddad, los individuos que 

muestran hiperse115ibilidud al hongo no son infectados o el curso de la enfermedad 

puede ser modificado. 

En un esfuerzo para tener un mejor entendimiento de lo.!. factores que 

detemúnan el desarrolio de las distintas formas de la csporohicosis cut.inc.i. se 

investigó la respuesta imnune humoral a cxoantígenos de la levadura de Sporotlirix 

scfomckii por las técnicas de EL1SA e inmunalransforenda empleando sueros 

provenientes de casos de esporotricosis lirúocutárm.i, fija y cut.inca diseminada. 

Las muestras de estos p.,cicntcs mostraron altos tílulos de anticuerpos por ELISA. 

La electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de l.i preparación de exoantigenos 

revelo 9 bandas en un intervalo de 16 a 67 kDa. De forma colectiva 7 de estas 

bandas mostraron reacliv:id.Jd con anticuerpos en el suero de Jos pacientes con 
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esporotricosis por inmunotransforenda. No se observó ninguna diferencia 

significaUva en el perfil de reacth;dad entre los tres grupos de pacientes. La 

oxidación del antígeno con peryodato de sodio en el mismo ensayo, redujo de 

manera importantc la actividad scrológica de estos sueros lo que sugiere 

fuertemente que la especificidad de sus anticuerpos esta dirigida a epitropes 

carbolúdrntos. Se incluyeron en este análisis. muestras de individuos sanos así 

como de pacientes con histoplasmosis pulmonar. Aunque en nine-imo de estos 

sueros se encontr~on anticuerpos rwctivos con Ja prnparación de cxoantigenos de 

la levadura por ELISA, el ensayo de inmunotmnsforenda moslró rcacth·idad con 

la banda de 30 kDa con intensidades similares a las observadas para Jos pacientes 

con esporotricosis. 



INTRODUCCION 

- Ll -esporotricosis es UJUl micosis subcutánea o profunda de curso subagudo o 

crónico producida. por el hongo dimórfico denominado Sparoflirix sc11a1ckii. 

Primordialmenle afecta. a la. piel r al sistema linfático en forma de lesiones 

gomosas 1 y en ocnsiones puede presentarse en huesos, articu1adoncs, meninges u 

otros órganos como vísccr11s o pulmones (Rippon.. 1982). 

El primer caso clínico de csporotricosis fue descrito por Schenck en 1898. Este 

reporte, describió al hongo aislado de la lesión de un paciente en el Hospital 

Johns Hopkins de Baltimorc como una "sporotridtia", un nombre dado por el 

micólogo E. F. SmiUt. quien posteriormente Jo clasificó como un hongo del 

g6nP.ro Sporotridmm. El segundo raso fue observa.do por Hektocn y Pcrkins, 

tambit!n en los Estados Unidos , quienes clasificaron el honco en el género 

Sporotlirix y crearon Ja especie sc:hmckii (Rippon,. 1982). En ?-.'1éxico, Aguirre 

Pequeño y Gayón son considerados los primeros en describir casos de 

esporobicosis, alrededor de 1913 (Bonifoz, 1990}. 

1 M.tsa de tejido nonn.-tl provocada por la proliferación &f'ililulOU\.illO!>o-1 del tejido conectivo nor­
m.U &.la• mas.u &ufrm fon6uu!l.100 dC!gmmraliV09 o nccrolk~ par •lUIM~1cia o ~~ (!X!ruma de! 
vaoo!J sanguincos nutricios ( Ru4 y col., 19&1). 



. La esporotricosis es sin duda la núcosis profunda más ampliomcnlc distribuida 

en el mundo; se ha observado en todos los continentes. pero quizá el mayor 

número de casos se presenta en América intertropical en donde sobresalen 

México, Uruguay y Guatemala. 

En México se Je considera como Ja segunda en frecuencia dentro de las micosis 

profundas y de acuerdo con Barba-Rubio del Instituto Demuitológico de­

GuadaJajara, esta micosis es la más importnnt.e en el occidente del país (Bonifo.z 

1990). 

Aunque se han registrado casos en lodo el territorio naciorml, se observnn dos 

zonas de mayor incidencia: el occidente CTalisco y Nayarit), y la. zona centro, que 

incluye Guanajuato, Hidalgo, Puebla, llaxcala y el Distrito Federal (Figuro. 1). Esta. 

ültirna entidad alcanza el porcentaje de casos más alto de la zona central lo cual 

posiblemente se debe o que a esta ~a ingresan gran cantidad de productos como 

madera. flores, frutas y verduras, a los cuafos el hongo se encuentra asociado, 

provenientes de estados vecinos donde el hongo ha sido aislado de la tierra, 

vegetación e incluso habitaciones (Bonifaz, 1990) (Figura 1). 

Sporotlm"x sdu:ncldi, pertenece a la Oase-Fonna Dcutcromycetes, "Fungi 

lmperfecti" (AlexopouJos, 1962), dado que aparentemente carece de una fase sexual 

o estado perfecto. Aunque Ja fonn.'l perfoctn de Sporotliri:c sclrenckii no ha sido 

establecida, varios autores seriilian al género Ct:r11tOC':f5h
0

5 un Ascomycele, como 

posible esta.do sexual cfo S. sdunckii. Esta hipótesis se b.1sa en similitudes 

morfológicas y en propiedades ecológicas, fisiolóe.icas, inmunológicas y 

bioquimjcas entre ambos hongos (fravassos y col .• 1973: Harada y col., 1976; 

Polondlí y Morace, 1982). Qucnlin y \.Veiscr (1988) reportan incluso un caso raro, 

con el cuadro dínico dü- esporol:rico5is pero cnuSéldo por Caatocystis stnwceras. Por 
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Fig. 1. Zonas de mayor incidencia de 
la csporotricos is en M6xico 



otra parte, la comparación del contenido de guanina y dtosina del DNA de varias 

especias del género Caatocystis mostró que C, miuor es Ja más parecida a S . 

.d1mckii (Mendocn-Hngler y col .. 197·1). Maria! (19&3) ha revisado los problemas 

taxonónúcos conccmicr.tcs al complejo SporoJlirix:.Cerntocystis y ha señalado una 

posible relación fiJogenética entre S. sdiend.ii, C. stenoccrns y otras especies de 

Ccratcx:yslis (Lavalle y Maria!, 1983). 

La. fonrui micclial de SporoJlirix ~u:nckii Sü hn aislado en múltiples ocasiones del 

sul.!lo y materiales vegetales como corteza, espinas, hojas, paja, cte., lo cual señnln 

claramente In relación snprofilica del hongo con las plantas (Mckinnon y col., 1%9), 

y es precisamente a través de traumatismos o escoriaciones con estos materiales, 

que el hongo penetra al cuerpo hwruino. Algunas historias de esporotricosis marcan 

su inicio con mordeduras de perros, igWUUls o armadillos, piquct.es de insectos, 

manejo de pescado, et~., en cuyos casos, Ja infección es causada posiblemcnle por la 

contaminación de la herida con el suelo o con cualquier otro material con el hongo 

asociado. S. sdiencldi se ha aislado también de pulgas, hormigas; de pezwüis y pelo 

de animales domésticos e incluso del a.gua y aire los cuales representan probables 

vectores para las esporas. Han sido reportadas otras formas de transmisión por el 

contacto con personas infectadas y el desarrollo <le la enfermedad primruia.mcnlc 

pu1monar a causa de In inhalación de los conidios en zonas altamente endémicas 

(Rippon, 1982). 

Estas fomUls potenciales de infección explican el carácter ocupacional de Ja 

esporotricosis, la cual se presenta sobre todo en campesinos, cultivadores y 

vendedores de flores y plantas, cosechadores, transportistas y vendedores de frutas, 

taladores y cazadores, entre otros. Ocasionalmente se han observado brotes de 

csporolricosis en los que varios miembros de una misma familia fueron afectados; 



las fuentes de infección se adscribieron en un brote a una bugnmbilia en Ja que 

creda el hongo (Bonifaz. 1990) y a WUl tienda de campaña contaminada en el otro 

(Arenas, comunicación personal). Los sueros de los tres miembros de esta última 

familia afectada se incluyen en est~ trabajo. También se han observado importantes 

epidemias ocupacionales como la que htvo lugar en Tmnsvaal, Sudáfrica. entre 

1927 y 1947 y que afectó a casi 3,000 mineros que se infecta.ron con el hongo que se 

desarrollaba en condiciones óptin'tl-is en las vigas de soporOO de Ja mina. (Lurie, 

1963). En México, se han descrito igualm1mte epidemias en gmpos de alfareros que 

empleaban paja para embalar sus productos tcnninadas, o en personas 

relacionadas con Ja colecta y elaboración de canastas o 60mbreros de paja (Rippon.. 

1982). Recientemente, se registró la epidemia más importante que ha. tenido Jugaren 

Estados Unidos con un total de 84 rasos en 15 estados: Jos pacientes adquirieron la 

infección~ manipular al musgo Splwgnmn, con el hongo asociado, empleado para 

envolver las raíces de plántulas que se sembraron durante un programa anual de 

reforestación (Dixon y col., 1991). 

La mayor parte de los autores coinciden en señnlar que la esporol:ricois afecta 

igualmente a hombres y mujeres y que al parecer la edad, tampoco parece influir en 

la frecuencia de esta enforcmcdad, dado <JUe se han observado casos desde un niño 

de dos días de nacido hasta en sujetos que superan los 80 afias de edad. 

Los coniclios o fragmentos núceliales adquiridos por cualquiera da las vías ant<!s 

mencionadas, se transforman en el organismo en levaduras, que es la fonna 

patogénica. del hongo, que prolifera en el tejido del paciente. Sporotlm"x sd1enckii es 

WUl de las cinco especies de hongos con importancia médica que muestran 

dimorfismo como resultado de la adaptación a las nuevas condiciones de 

crecimiento ~mpuestas por el organismo infecL"ldo. Como es de espera;-, cambios en 



fa. composición y ftsiologfa cclulnr acompañan al dimorfismo. Asl por ejemplo en S. 

sdu:uckii. la composición de la pared celular del micelio y conidios son 6imilares, 

mientras que la misma estructura en las levaduras, posee un mayor contenido de 

airbohidratos enlre los que destaca la L.ramnosa poco conl.ún en hongos (San·Blas, 

1982). Este carbohidrato se encuentra en complejos con manosa o como 

peptidoranUlomaruut.as y en estudios preliminares, este complejo fué 

serologicamenle activo sólo en pacientes con csporotricosis (Lloyd, 1971). Esta. y 

otras comparnciones, rC!alizadas no sólo con S. sdk"'ttckii sino lnmbién con otras 

especies dimórficns, han mostrado a la. fose de levadura como una fuente 

importante de moléculas hacia las cuales se genera respuesta irununitaria (San· Bias, 

1982; Kite, 1979). 

Como se mencionó al principio, ta esporotricosis es generalmente un 

padecimiento cutáneo, pero en ocasiones se presenta en fonna cxlracutánea que 

afecta articulaciones, huesos, vísceras (\..Vitson y col., 1%7) meninges (Scolt y col., 

1987) y pulmones (Derson y Bra.ndt, 1977). Debido al polimorfismo de esta 

infección. se han propuesto varias clasificaciones clínicas. En este trabajo se usará 

la clasificación adoptada por Rafal y Rasmussen (1991). 

La esporot.ricosis puede ser dividida. en cut.inca y extrncut.inea (Figura 2). La 

forma cutánea comprende tres tipos: el litÚangitico (llamado también linfatica. 

cutáneo o linfocul.inco), el tir., fijo y el cut.aneo diseminado. 

En la esporotricosis linfangitica (75 a 80% de los e.asas), se desarrolla como 

reacción primaria, en el sitio de la inoculación, un nódulo subcut.ineo indoloro, no 

adherido al tejido subyacente, que durante su curso penetra la piel y se vuelve 

nccrótico y forma el llamado chancro esporotricólico. En los casos crónicos, los 

vasos linfáticos del áre.i. se afedan y fonnan una cadena o cordón de nódulos, 
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Fig. 2. Clasifiéaci6n de las formas clinicas de la 
esporotricosis (basada en Rafal y Rasmussen, 
1991) 



similares a. Ja lesión original, que pueden implantarse y supurar al ulcerarse 

(Figura 3A). 

En el tipo cutáneo fijo, que comprende aproximadamente el 25% de los casos de 

esporotricosis, el hongo permanece localiz.ado en el sitio de Ja inoculación y no 

muestra avance, provoca lesiones que se manifiestan como fonnas ulceradas, 

ocneifomtes infiltradas, como placas eritrematoides o escamosas, las cuales no 

afectan a los linfáticos Jocales. En esta fonna cutánea de la esporolricosis se ha 

observado ocasionalmente la desaparición espontáneo de las lesiones. Los sitios 

más comunes para fo. fonna fija son 1.i cara, los brazos, el cuello y el tronco (Figura 

3B). l.a\'alle y Mariat (1983) ni igual que Rippon (1982), consideran a este tipo 

dúúco de Ja micosis como una forma de reinfecdón. basados en la observación de 

que wt número significativo de personas d".! una población endémica, a las que 

generalmente pertenecen los pacientes con e~ padccinúento cutá.noo fijo, dan 

respuestas de lúpersensibilid.1d retardada a antígenos de S. schenckii. 

El último tipo corresponde a Ja esporotricosis cutánea Wseminada, en la que 

aparentemente no h.ay afección sistémica. Esta fonna se registra en la literatura 

general con una frecuencia menor al 1% (Rippon.. 1982; V1lilson y col., 1967; Lurie, 

1%3). Sin embargo, en México se ha observado repetidamente casos que podrían 

clasificarse como de este tipo (Arenas y col. En prensa). Los pacientes con 

esporotricosis cutánea diseminada presentan varias lesiones en Ja. piel como 

posible producto de inoculaciones iniciales mUitíples, autoinoculación o 

diseminación por ruta hematóccna (Figura 3Q. A pesar de que estos casos 

presentan múltiples lesiones cutáneas (hasta 40 en un.a. ama de casa cuyos sueros 

se incluyen en este estudio) no hay rú mal estado general ni tampoco afección 

sistémica dcleclable. 
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Fig. 3. Tipas cl!nicos de la esporotricosis cutánea. 
A. Linfocut.:inea o linfangltica. MOltiples nQ 
dulas subcutáneos se desarrollan a lo largo 
de los 1infáticos que drenan el área. Consti 
tu ye la forma mas frccu;:?ntc de la infección. 
n. Cutánea fija. El hong•::> se encuentra res-
tringido al sitio de la inoculación. . 
C. Cut.:1nco diseminado sin afección sist6mica 
Los pacientes muestran lesiones mOltiplcs en 
todo el cuerpo. 
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Una característica importante que exhiben los pacientes con esporobicosis 

cutánea diseminada, a diferencia de aquellos con el padecimiento sistémico 

diseminado (fonnn extrncutanea) es su excelenle respuesta aJ trata.miento con 

solución saturada de yoduro de potasio (SSKI) por vía oral (Arenas y col., en 

prensa) que resulta prácticamente especifico en el tratamiento de la esporolricosis 

(Corum~ 1972). 

Li resistencia natural a la esporotricosis parece ser muy alta y dado que el 

hongo esta mundialmente distribuido, distintos factores que la sola C"xposición al 

hongo, deben ser importantes en las áreas donde la enfem1cdad prnvnlece. Lis 

bases biológicas que expliquen por qué la esporolricosis es adquirida y aún más 

curse hada alguna fonna clínica particular, yn sea cutánea o extracutánea. así 

como su severidad, no son totalmente conocidas. La irúonnadón hasta ahora 

disponible, si::_ refiere principalmente a las formas de csporotricosis extracutánea 

considernda como una micosis oportunista dado que afecta a sujetos que 

presentan algún grado de inmunosupresión; se han registrado casos pulmonares 

prirruuios en alcohólicos crónicos, disentinnción musculnr en mujeres 

embarazadas, diabólicos o pacientes con lirúomas y formas artríticas severas en 

pacientes con SIDA (Fitzpatrick y Eubanks, 1988) o en sujetos bajo tratamiento 

con cortisona (Mnnhart y \Vilson, 1970; Molslud y Strom, 1978; citados por 

Rippon. 1982). Se ha demostrado que las deficiencias en la respuesta inmune 

mediada por células se asocian al desarroilo de Ja esporotricosis extracutánca 

(Plouffo y Silva, 1979; Meléndez y col., 1983). En estos estudios Jos pacientes con 

esporotricosis cutánea lirúangitica mostraron inmunidad celular comparable a la 

de Jos sujetos sanos control a diferencia de los pacicnlcs con esporotricosis 



cxtracut.á11ea que presentaron anonnalidades en su respuesta celular 2 • 

El porqué S. sdtt..,Jckii puede causar padecimfontos cutáneos de tipo linfangHico, 

fijo o bien diseminado requiere otro tipo de explicaciones ya que como se ha 

a.nolado, los pacientes son irununocompetentes. Varios padecimientos causados no 

sólo por hongos sino tambien por bacterias o parásitos, plantean prcgwitas 

semejantes. Asi por ejemplo, en la lcislunaniasis experimental en ralones se ha 

propuesto como explicación para el desarrollo de una forma cutánea o una forma 

clisenúnada. sisténúca, la diferenciación de las células TH (Unfocilos T de ayuda; 

CD·l +) hacia el tipo T Hl o T H2. Esta diforenciación es dirigida por células 

presentadoras de antígeno, densidad del antígeno, inlcrleucinas, homionas y 

derruis factores reguladores 0-o'Iossmanny :\loare, 1991). En este modelo, en la cepa 

de ratones Balb/c se ge~cra una respuesta tipo TH2 y se desarrolla en 

consecuencia una Icishmaniasis diseminada. sistémica. En contraste en la cepa 

OH/He la infección permanece cutánea, sin diseminación, e incluso los ratones 

sanan sin ningún tipo de tratarrüento, se desarrolla una respuesta. tipo Ttt1• La 

diforenciación hacia céluJas TH2 favorece una respuesta inmune humoral que se 

propone como la más importante para el control de organismos cxtrncclulares y 

sus productos de sccredon.. mientras que cuando hay predominancia de linfocitos 

TH1 se favorece una respuesta inmune mediada por células, que potencia la 

destrucción de las células infectadas por el parásito intracelular, como lo es la 

Uishmunia, lo que impide su djscminación hacia órganos internos. Los patrones de 

secreción de linfocinas en estus dos tipos de células TH que cxpliam el tipo de 

2 La inmunid.id celular fue evaluada mediante la estimul.ici6n de linfociloo T perift>ricor. con 
mil6gcnoo, con i1nUgcnoo de C:n.:.fi.i.1 y S. sd-.md..ii, i1.9I como por prueba3 rut.lncM dP. 
hlfX'rtlet\!libilid.:ul retar1Lufa fDTI-0 a PPO, candidind y 1'!lftc.>ptocinafla-<-streplodornasa (Plo1.1.1fo y 
Silv.1, 1979). 



raspucsta irunwi.c efectora, son diferentes y mutua.mente excluyentes y polariza cJ 

desarrollo de la. infécción; una. respuesta T Hl cuya linfodna. detc-mtina.nle es el 

interferón grutuna (IFN-gamma), inhibe una respuesta TH2 (co~o se mencionó, 

lipicamenle una elevación en la producción de anticuerpos y en especial IgE), 

mientras que una. respuesta preferente hacia el tipo T H 2, inlúbe la. producción de 

IFN- gamma y abate In diferenciación de los linfocitos T H a células c~n fenotipo 

THl así impide tula respuesta inmune celular (Oin.tclnin y col, 1992). 

Recientemente ha sido rcport.,da Ja existencia de donns de cólulas TH con perfiles 

de! secrccion tipo TH1 o bien TH2 en seres humanos (Romagnnni, 1991; ?\foggi y 

col., 1992) sin embargo dtÍn no se ha demostrado el papel quc juegan estas 

subpoblaciones celulares en cuanto al tipo y severidad de alguna infección. tal 

como lo ha sido en el modelo de leishmaniasis antes mencivnado. 

La. lepra es otra infección que al igual que Ja esporotricosis, muestra dh:tintas 

fomuis dúúcas de las cuales In tuberculoide y In Jepromatosa, representan formas 

polares de este padecimiento. Los factores que determinan la evolución de la 

infección hacia. una fonna tuberculoide mis benigna y comwunente autolimitada, 

o a una lepromatosa más seria y progresiva en un individuo dado son 

desconocidas, sin embargo, varios estudios sugieren que el desarrollo de alguna 

de las formas clinkas, depende del grado de Ja respuesta inmune mediada por 

células y en consecuencia las fomms dínicas luberculoide y Iepromatosa 

representan puntos nntipodalcs de la misma (Bullock y Fnsal,1971). 

En la esporotricosis, se han considerado varios factores pam explicar su 

polimorfismo clínico. Así, la capacidad de diforenll?s cepas de SporoJJm"x schenckiJ' 

de crecer a diferentes temperaturas (Kwon-Chung.. 1979) podría tener relación con 

el tipo de lesiones producidas. Se ha observado que Jos conidios obtenidos de 
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lesiones linfocutdne11s o extracut..i..ncas, pueden fortrull' roloniOs mkclfolcs o. 35"C o 

n 3T'C, a diferencia de los conidios provenientes de lesiones cutáneas fijas, que 

sólo pue!den formar micelio a 35"C. Cuando los conidios provenientes de los 

aislados que crecen o. 37°C son inoculados por vía intraperiloneal a ro.ton~. se 

obtiene multiplicación de la fomta Icvaduriforme del hongo en los órganos 

internos. En contraste, al inocular conidios procedentes de aislados que no crecen 

n 37gC, no se encuentra proliferación. de levaduras en órgil.llos intumos, salvo en 

lesticulos que prcsenlün una menor temperatura f!UC el resto del organismo. A 

parür de estos hallazgos se postula que ol crecimiento de estos últimos aislados en 

tejidos con temperaturas mnyores a 35cic es tan lento, que el sistema. inmunitario 

elimina al hongo exitosamente y evita su diseminación. Ll infección podría ser 

enlences, un proceso selectivo para aquellos aislados capaces de crecer a 35ºC e a 

tcmperahiras superiores lo que determina, posiblemente, la forma y severidad de 

la esporolricosis. Por otra parte, tambii}n se ha postulado que existen diferencias 

en el potencial palogénico de los aislados obtenidos directamente de la naturaleza 

y de aquellos provenientes de casos de esporotricosis hum.a.na (Howard y Orr, 

1963; citados por Rippon, 1982). Strclon y Dart (CiLldos por Rippon, 1982) han 

cn<:untrado diferencias sign.Hicalivas en el contenido de Hpidos de ambos tipos de 

aislados. También una relación entre virulencia y In composición lipídica ha sido 

sur,erida para otros hongos, Blastomyccs tlermatitúlis y Cocddioiiles immitis entre 

ellos (Rippon, 1982). Mariat (ciLldo por Rippon, 1982) considera que tanlo el 

estado nutricional como la exposición repetida al hongo. pueden ser de gran 

importancia en la mayoría de los pacfontcs que contraen la enfermedad. De tal 

fonna, muchos casos de esporotricosis linfocul.inca son contraídos por sujetos mal 

nutridos, de zonas rurales pobres, que oslán en conln.cto directo con el suelo y en 
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consecuencia. cor:i el ho~go. Con respecto al desarrollo y severidad del tipo cutáneo 

fijo d~ ta.~es¡JorOtricosis. nlgun~s autores consideran que el caractcr localizado 

p~~p~~t~e-~.~:.t~ (~_~, ~~ productO de la irummlda~ del indh.;duo irúectado, el cual 

prcsumibfomcnlo tuvo-contactos anteriores con S. sclumckii (Gonzálcz..Ochoo, 1954; 

Rippon. 1982; !Avalle y Maria~ 1983). 

Salvo el cuadro dútico de la esporolricosis cutánea linfongílica, que es tan 

cot\Sta.ntc y permite el diagnóstico acertado por el especialista, deben ser 

consideradas para ul diagnóstico diforcndal otras micosis como 

cromoblastomicosis, blastomicosis o rnicetoma entre otras, así como casos de 

tuberculosis cut.inca o sífilis gomatosa que desarrollan aspectos clínicos similares 

a las otras fonnas cutáneas de J.i. esporotricosis (Rippon, 1982). 

En la esporotricosis cutánea el exámen microscópico de pus o tejidos, aún 

empleando técnicas de lindón especia.les como Ja de Comori (GMS), el método de 

Hodkisr Mac..\1anus (PAS) o la irununofluorcsccnda, no revela al hongo en todos 

los pacienlt!s (Rippon, 1982; Evans y Richardsoi. 1989). Bonifaz (1990) reporta que 

de 80 casos de esporotricosis examinados por irununoíluorescencia, sólo en 2 se 

observaron estructuras en fomta de "puro" o "nnvt.-cilla". Por lo anterior, estas 

técnicas se consideran de puco o ningún valor diagnóstico en los casos cutáneos y 

además, la obtención de biopsias es poco recomendable dado que puede causar la 

infección de tejidos más profundos o incluso propiciar In. diseminación 

hc!matógenn del hongo. 

En la aclu.11idad, se considera al cultivo de S. sdumckii a partir de las fosiones, 

como el método mds confiable para 11 diagnóstico de la esporotricosis. Este se 

realiza fácilmonlc en medios como el Snbouraud adicionado con ddoheximida y 

cloranúenicol a tempcriitur.:i ambiente para obt.cnur In forma micelial, y en Brn. 
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sangre a 37~ e para obtene_r la levadura demostrando el dimorfismo. 

"El dia&nósticO ni~diantc pruebas scrológicas cobra gran importancia sobre todo 

e~ ~~Ué~~~s ~~-~~~~~de el hongo no puede ser aislado, como sucede para algunas 

fonnas extra.cutál't"eas de In esporotricosis tal como In meningitis. La 

inmunodi_fusión. la irununoelectroforesis, la fijación del complemento y la 

a.gl_uli~dón de levo.duras o de partículas de látex recubiertas con antígeno, han 

sido empleadas para. el dfabrnóstico y pronóstico de In enfom1cdad. Por metilo de 

inmunodifusión y de irununoelectroforesis por ejemplo, se han demostrado 

anticuerpos precipitantes especificas en conbn de .mligcmos del hot1go (Albornoz 

y col., 19&1). En un estudio comparativo de la irununodifusión, la fijación de 

complemento y la agluliruidón para la dclccción de anticuerpos reactivos con S. 

sd1n1ckii se concluyó que 1a aglutinación de lcvJ.durns o de partículas de látex 

recubiertas con el antígeno son las más apropiada.s para el diagnóstico. En este 

estudio se encónl:ró que el tipo de medio de odüvo en el cual se desarrollaron las 

levaduras o la fase de crecimiento de la cual se recuperaron, no tienen wt efecto 

significativo sobre su antigenicidad. Ademas, no se observó aglutinación de las 

levaduras con nntisueros <le pacientes con histoplasmosis, blastonúcosis, 

criploeocosis, coccidioidomicosis y camüJiasis (Karlin y Niclsen. 1970). 

Otros métodos como el ELISA (Enzyme Linkcd lmmunosorbcnl Assay) y más 

recientemente la inmunotransfcrencia (Western irrununoblol) In cual pemtitc el 

análisis de la respuesta serolúgica hacia mezclas complejas de anügenos, hnn sido 

empleados para establecer el diagnóstico de la csporotricosis. Scott y col. (1987) 

usaron antígenos oblcnidos del sobrcnadante de un cultivo liquido de la levadura. 

de S. sdumckii y pudieron demostrar por ELISA, anticuerpos en el Uquido 

cefalorraq uf deo y suero de pacientes que presentaban meningitis crónica, cuya. 
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causa na se ha.bta podido cstabloccr. Tales resultados permitieron identificar a S. 

sdumckii como el agente etiológico, lo cual pudo confirmarse rnedfonte el cultivo 

del hongo 11 partir del líquido ccfu.lorraqufdeo. Los autores concluyeron qué este 

EUSA permite el diagnóstico temprano de 1a esporilricosis que afocta el sistema. 

nctvioso central, así romo In pronta iniciación de In terapia adecuada brindando 

un mejor pronóstico. En un segundo reporte (Scolt y Muchmore, 1989) con el 

empleo del mismo EUSA, demostraron onticu~rpos en sueros de pacientes con las 

fonnas linfangilkn y con titulas más altos, en aq ucllos con fomms c-xtrncutúncns 

de la esporotricosis. En el an.6.lisis por irununotransforcmcia, sólo las· muestras 

provcnient..es de pacientes con esporotricosis extracul.inca, reconocieron un 

mayor número de antígenos y en W\ maq~,en más amplio de pesos moleculo.rcs. De 

estos perfiles de renctividnd se sugieren incluso 2 bandas como marcadores 

diagnósticos de casos extracutáncos. 

_ Con el objeto de lograr una mejor comprensión de los factores que determinan 

el desarrollo de las diferentes formas de Ja esporotricosis cut.inea, iniciamos la 

caracterización de ta respuesta. inmune inducida por Sporothn"x sdumckii, mediante 

el empleo de sueros provenientes de casos de csporotricosis linfocutánea, cutánea 

fija y cutánea diseminada. En este trabajo, SP reporta. una comparación de In 

especificidad antigénica de los anticuerpos en el suero de eslos pacientes, ca base 

en una preparación de exoanlígcnos de la levadura y las t.6cnicas de EUSA e 

inmunoelcclrolrans íercncia. 



-MATERIALl:S Y METODOS 

Cl.Jl.'TIVO DE S. sclieuckli 

Los aisla.dos de Sporalhri:r. sclzem:kii que se utilizaron en el csludio se obtuvieron de 

un pacientes con esporolricosis cutánea atendidos en el Departamento de 

Dcnnatologfa del Hospital General "Dr. Manuel Gca Gonzátez" dependiente de la 

Secretarla de Salud (SS.A.). 

los cultivos iniciales se verificaron por fo morfología Upica de la colonia y la 

opa.rienda microscópica de los cultivos en laminilla. 

Se procedió a la resiembra de 111s aislados originales en tubo inclinado con agar­

glucosa de Sabouraud (Conanl y col., 1972) adicionado con cloramfenicol (0.05mg/ ml) 

y cidohcximida (0.5mg/ml). Los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente 

hílsta la aparición de las colonias. 

Para el cultivo en laminilla (Evans y Rkhardson, 1989), su colocó un bloque de 

medio Sa.bouraud y antibióticos inoculado con csporns y fragmentos miceliales, entre 

un porta. y un cubreobjetos en una cámara húmeda para su incubación a temperatura 

. ambiente por cspn.cio de siete días. Pasado este tiempo y al advertir la ad.herencia del 



15 

micelio, ~l CU:breobjclos se -re~ró pllI'a. su moÍltájC Con luiOl :f·paste~ot ~isis.pol­
microseopla de luz>'. fotografía. 

TRA .. 'IJSFORMACION A LEVADURA 

Para la transformación del núcclio a. levadura, fase tisular del hongo, se sombraron 

fragmentos miccliafos y esporas tomados de la zona llUU"ginnl de una colonia del 

cultivo original, en tubo inclinado que contenía medio agar-UHI (DIFCO laboratories, 

Dctroit, Michigan, USA.) suplementado c.:>n 6% de sangre total de conejo, cistcína 

0.1%, glucosa 2% y 20 U de penicilina, 40 µg de cslrcptamicitl.d por mililitro y 

cidoheximida y clornmfenicol como se ha mcncion.i.do. Una vez obtenidas las colorúas 

en los cultivos rnanlettidos a 37°C, las células se resembraron semanalmente ¿n medio 

IlHl-agar-cistcina-glucosa y antibióticos. Se verificó la transformación a levadura, y se 

observa.ron muestras du las colonins resullanl..es al microscopio de luz. Algunas 

preparaciones se tiñeron según la técnica de Gramm (Balows y Hausler, 1981). 

SUEROS. 

Los sueros empicados este trabajo se obtuvieron de 

pacientes con csporolricosis atendidos en el Departamento de Dermatología del 

Hospital General 'Manuel Gen Gonuiloz' do la Socrotarfa de Salud (TABLA 1). La 

muestra lolnl consl6 de 15 sueros de 10 pacientes con csporolricosis cut.inca 

demostrada por cultivo y csporotricina positiva, y con tiempos de evolución que van 

desde un mes hasta aproxirruidamcnte los 25 aflos. Algunas de las muestras 

corresponden al mismo paciente en distintas etapas de tratamiento. 
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Se incluyeron en este aruilisis cuatro sueros de pacientes del Instituto NndoMl de 

Enfonnedadcs Respiratorias (INER) y dos más del Instituto Nacional de la Nutrición 

(lNN) que presentnron histoplasmosis pulmon.nr con nitos Utulos de anticuerpos 

reactivos con anUgcnos de Histopliism11 cnpsulatmn por ELISA, nsl como 12 sueros de 

indiviuduos sanos. 

AGLUTINACION DIRECTA 

Con objeto de obtener. el Ululo de anticuerpos en contra de l.1 levadura de S. 

sd1euckii de Lodos tos sueros, se practicó la a.glutinnción de levaduras (KarJin y 

Nielscn. 1970; Palmer y col., 1977; Evnns y Richardson. 1989). 

La suspensión de las leva.duras para este ensayo se preparó a partir de células de 

cultivos de 72 horas en medio agar BHI-cislcína-glucosa y antibióticos mantenidos a 

3/VC. Las levaduras se lavaron tres veces se rcsuspendicron cada vez con 

nmortigllildor de fosfatos salino (pH 7.2) y Thimerosal 1:5000 (PBS-Thimerosal) y se 

centrifugaron a 250 x g por 10 minutos a ·1ªC. El botón final se resuspendió en PBS­

lhimerosal a la clilución. adecuada que se determinó por el proceso convcmdonal de 

diluciones dobles seriadas del antíS,cno (levaduras) y el antisucro. Se evaluaron •l 

diluciones de las lcvadums en w1 márgen de 1:500 a 1:4,000 sobre diluciones de 1:4 a 

1::1,0% do tres sueros de pacientes con csporotricosis y tres pcrtem."Cientes a individuos 

sanos. 

Todos los ensayos de aglutinación para obtener el titulo de todos los sc~ros. se 

rcali?.nron en placas de 96 pozos de fondo plano (!\-ticro Test II Tissuc Culture Platc 

Cal. No. 3(}10, Falcan) en un volúmen total de 200 µl por pozo; 100 µl carrcspondienles 

a la dilución corrcspom.lienlc del suero en PUS (pH 7.2) y 100 1tl de la suspensión de 
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levo.duras. Después de mezclar levaduras y sueros por 30 minutos en un agitador 

orbital, las placas se mantuvieron en refrigeración (<1º q toda la noche y se 

centrifugaron a 250 x g por 1q minutos a. 4ºC • Los titulas de aglutinación se 

registraron como el rL~proco de la dilución más alta del suero que produjera 

agregados bien fo.rmndos de las levaduras, al observar a bajo aumento con ayuda del 

microscopio invertido. 

PREPARAC!ON DE E.'1(0,\.'<llGENOS DE LA LEVADURA DE 

Sporotlrrix sclumckíi · 

Se siguió el protocolo emplea.do por Scolt y ?-t!uchmorc (1989) para la oblC!nción de 

cxoanligcnos de la fase tcvaduriforme de S. sclumckii. 

Las levaduras obl.t!nidas de cultivos de 48 horas en BHI-agar se lavaron tres veces 

con PBS (pH 7.2} y se centrifugaron como se ha. manejado. El botón final se 

rcsuspcndió en medio BHI para inocular un tubo de 50 ml (Cat. 25330. Coming N.Y.) 

que conteiú.a 20 ml de medio BHI y antibiólicos. Este cultivo so mantuvo a 37°C con 

agitación orbilal (100 rpm), por espacio de 48 horas. después de las cuafos, el tubo ~ 

centrifugó a 250 x g por 10 minutos a 4ºC. Las células se resuspcndieron en PBS (pH 

7.2) para inocular 200 ml de medio YCG contenido en un mntr.iz Erlcruneyer de un 

litro. Después de su incubación por tres dfos en un agitador orbital (100 rpm) a 37°C, el 

cultivo se transfirió n tubos nuevos para recuperar las levaduras por centrifugación 

como se hn indicado. El paquete celular 5e resuspcndió en PUS y se empleó para 

inocular 3 litros de medio YCG que se incubó por siete dfos como .·mterionncnte. 

Pasado este p(.•riodo, los cultivos se mantuvieron en un ba..11o de agua a 62º C por t:res 

her.is con objeto de causar la muerte celular. Se mantuvo a lcmpcratura ambiente por 
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espacio de 48 horas y postcriormcnlc, las levaduras se eliminaron por centrifugación n 

5,000 x g durante una hora a 4.0 C. El sobrerw.dunlc fmal se filtró (Papel Whatman No. 

1), y se añadió tltlmC!rosal a una concentración final de l:S.000. 

Esta prcpMación que contiene los cxoanligenas di'.!' la levadura de S. sdJe?1ckii, se 

dializó contra agua destilada (trns cambios en 48 horas, membrana Spectrapor 2, 

12,000-1•1,000 l\1wCo), se liofilizó y almccnó o. -70g C. 

DETERMINACION DE PROTEINAS 

Una muestra del mAlerial liofilizado se resuspendió en agua destilada y desionizada, 

y se centrifugó a 16,000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. El contenido de 

protelna en el sobrcruidante recuperado, se detcmtlnó según ensayo de proteínas Bici­

Rad (Bio-Rad Prolcin Assay Kit cat. 500-0001) basado en la técnica descrita por 

Brndford (1976). l.A curva patrón se construyó con gilinlTln globulina de plasma 

bovino. 

ELISA 

Se dclorminarnn, la com::entración adecuada del exoantígeno de S. sclienckii y la 

dilución óptimil del conjugado (peroxidasa acoplada a anti-Ig humana total) según SQ 

ha propuesto (Voller y füdwcll, 1986) para obtener el titulo de anticuerpos de todos los 

sueros por Ja bknica de ELISA. 

Se evaluaron dos placas de soporte distintas, Immulon I e Inunulon ll (Cat. 011-010-

6."iOl y 011-010-6302, Dynatcch Laboralories, Inc). Los pozos se cubrieron por 18 horas 

en refrigeración, con di~tinl.is concentraciones 1, 5, 10, 50 y 100 11g de proteína del 
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cxoantígcno rcsuspcndido en PBS (pH 7.2). Después de tres la.vados con PBS-T\vccn 20 

(0.05%) tres minutos cada vez, los pozos se bloquearon con BSA al 3% y se incubaron a 

temperatura ambiente por 30 minutos. Posterior a una serie de lavados como se lw. 

indicado. se arlicionaron a cada pozo 100 µl de una dilución 1:100 en PBS-T, .. ·ccn 20.. 

BSA (1 mg/ml) del su~ro. En este ensayo se usaron 2 sueros de padcmtcs con 

csporotricosis que presen!aron nitos títulos de aglutinación de levaduras, y un suero 

perteneciente a un indh-iduo sano. Dcspu~s de dos horas tie incubación a. lt!mpcralura 

ambiente y lavados,~ aMdieron a cada pozo 100 1ll de una dilución 1:1,000 en PUS­

Tween del conjugado (pcroxidasa acoplada a anti-lg human.1 tolill; Cooper 

Biomedical). Después de su incubación a temperatura ambiente por dos horas y una 

serie de lavados como se ha indicado, SQ añadieron a cada pozo 100 µl del sustrato 

OPD (o-fenil1.mdiamina 0.4 mg/rnl en amortiguador 0.05 :\l de fosfato-citrato pH 5.0 

mils 40 µI de peróxido de hidrógeno 30% por 100 ml de la solución amortiguador­

suslrato). La reacción se detuvo al adidonn.r a cada pozo, 50 µl de HO 3:\ a los 10 

minutos du incubndón a temperatura ambiente. La absorbencia de la OPD se leyó a 

492 nm en un k><=tor <le EUSA (ELISA Microrcadcr, Bio-Rad). 

Se realizó W1 segundo ensayo para. dctcnninar la dilución adecuada del conjugado 

antig1obulina humana. Para tal, las placas de soporte se cubrieron con el a.ntigen:: en 

PBS como se indicó. Dcspucls dl!l bloqueo y los lavados, se añndieron a los poros 

correspondientes, diluciones dobles seriadas, comprendidas en un márgcn de 1:20 a 

1:10,24.0, de los sueros de sujetos con csporolricosis y negativo ya mancjat.los. Posterior 

n su incubación por espacio de 2 horas y lavados como se ha indicado, se cvaluar~n 

dos diluciones del conjugado anti-glolmlina, 1:1,000 y 1:2,000, por duplicado en cada 

suero, al aitadir 100 µ1 de la dilución correspondienll! a cada po7.o. Se incubó y lavó 

como se ha manajado para añadir el sustrato. La reacción se dclu\'o y la abS<Jr\)Qncia. se 
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leyó coinO en e1 caso anterior. 

Una __ vez definidas las condiciones de trabajo adecuadas (placas de soporte, 

coné:entración de antígeno, dilución del conjugado y el tiempo de reacción enzimática) 

las cuales mostraron una mayor resolución entre pacientes e individuos sanos, se 

obtuvo el Utulo de todos los sueros. 

En cada placa de titulación se i~cluycron un suero positivo y tres negativos 

pertenecientes a individuos sanos. Se incluyeron pozos control cubiertos solamente 

con BSA y medio YCG. 

Para calcular los rcsutlados se definió el punto de corte ni calcular Ju medfo 

aritmética de la densidad óptica (DO) por cada dilución de los sueros negativos y 

sumar 2 desviaciones estándar (SD). El titulo se consideró como la última dilución que 

mostrara una DO superior a la marcada como pcnto de corte por los sueros negativos 

en la núsma serie de diluciones. 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS 

Con objeto de dctemtiJUlT la concentración adecuada de proteína del antígeno de 

S. schetlcJdi que pümUtiera una buena resolución de sus componentes y asegurar.'1 una 

cantidad adecuada para los ensayos de irununotransforcncia, se evaluaron 6 

concentraciones tlt..• 10 a 60 µg de proteína tot.al por pozo, se empleó el sistema de 

ek~troforcsis en placa vertical Mini-Prolean 11(caL165-29°10, Bio-Rad. Rklunond, CA). 

E antígeno liofi1izado se solubilizó en condiciones reducloras en amortiguador 

de carga (Glicerol 10%, SDS 4%, Tris 2i.\I pH 6,8 0.5%, pironina 0.02% y P­

rncrcaptoclanol o DTI 2i.\.I en Tris 0.1M (pH 6.8) al 5%), se hirvió por 5 minulos y 

ccntrifuBó a 16,000 x r, dumnte 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrcnanantc 



21 

resultante se somelió a electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS 10% preparado de 

acuerdo con LaemmJi (1970). El gel se corrió a 7 mAmp el gel superior (concentrador) 

y a 14. mA.mp el inferior (separador). Se incluyeron en cada corrida como marcadores 

de peso molQCU(ar: a-Inctualbúm.ina, 14.400; inhibidor de tripsim. 20,100; anhidrasa 

carbónica 30,000; ovoulbúmiru 67,000 y fosforilasa B, 94,000 (Phartrulcia lnc., 

Piscataway, N. J.). 

Los geles se tiñeron con azul de Coomasic (ácido acético 7.5%. isopropanol 25% y 

Coomassie R-250) o pi.ita (füo-Rnd Silver Stain Kit. Cat. 161-0.143) o bien se procesaron 

plltn irununotransfurencia (\Vcslern iru11unoblot). 

IN!>IUNOTRANSFERE.'JC!A 

Los polipépüdos resultantes de la electroforesis en gel de polincrilnmida-SDS su 

efoctrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (poro 0.45 µm. Cal 21640, 

Schleicher &. Schuell, Keenc, NH.} en cámara de transferencia (Idea Scientific, Co., 

Corvallis, Oregon) con electrodos de placa y buffer de transferencia (Tris 0.2•1 M, 

glicina 0.192 M y Metano! 20%. Towbin y col .. 1979), por 30 minutos a 15 Volts. El gel 

de poliacrilamida y una muestra del papel de nitrocelulosa que contenía los 

marcador1Js de peso molecular y los anUgcnos de Sporollin·x, SC!' lifieron cor1 azul de 

Coornasie (ácido acetico 7.5%, isopropanol 25-%. Coomnssie R·250 0.025%) y negro de 

ami do (Neu:ro de amida 0.1 ?'o, metanol 45% y ácido acético 10%) respectivamente, para 

calcular los pesos mok-cularcs y establecer la eficiencia en 1,"l transferencia. Para los 

ensayos de inmunotransícrencia, las membranas de nitrocelulosa resultantes se 

lavaron por 30 minulos con PUS (pH 7.2} que contcnia 0.3% de T\\'f!Cn·20 y 6C 

incuba.ron por l1rul hora a temperatura ambiente con agitación. con PilS-Twccn 20 
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(0.3%) y albúmina sérica. bovina. (BSA) al 3% con objeto de bloquear los sitios reactivos 

con proteína. Después de tres lavados, 10 núnutos cada vez, con PES-Twecn 20, las 

membranas se cortaron a lo largo en liras (0.5 cm de ancho) que se colocaron 

individualmente en chmulas de incubación con el suero designado en dilución 1:100 

en PBS-Twc-cn 20 y BSA (3%). Después de su incubación por 2 horas con agitación a 

temperatura ambiente y lavados c9mo se ha indicado, las tiras se incubaron con anti-Ig 

humana ligada a peroxidasa (Cede NA. 933, Arnersham lT1'1 en c.liitJción 1:500 en PBS­

Twren-BSA (3%) por 2 horas como anteriormente. Posterior a tres lav.1dos con PBS­

Twcen 20 y tres más con PBS solo, las membranas se revelaron con una solución del 

sustrato o-doronaftol (2 m1 de o-doronaftol (3 mg/ml en mefa.nol) y 10 µ1 de peróxido 

de lúdrógeno al 30% por cada 10 mi de PBS). Al obtenerse un máximo de coloración 

con un fondo núnimo, la reacción se detuvo al enjuagar exhaustivamenl'o las tiras con 

agua destilada. Las membranas se secaron sobre papel filtro y se fotografiaron para su 

análisis. 

OXIDACION DEL ANnGENO DE S. sc/1e11ckii CON PERYODATO EN 

IN~IUNOTRANSFERENCIA 

Con objclo de detenninar si los anticuerpos presentes en el suero de Jos pacientes 

son específicos para delcrminantcs antigénicos ca.rbohidratos, se empleó ril mélodo de 

la oxidación con pcryodato, en la tiocnica de inmunotransforencia, descrito por 

Woodward y col. (1985). 

Despuós de la electroforesis y tranforcncia del exoant:fgcno de S. sdienckii, como 

se ha indicado, las membranas de nHrocelulosa se bloc¡uca.ron toda la noche con IlSA 

al 3% en PBS-Twl.>en 20 con agitación. y en frío (4ºq. Después de lavar lres veces con 
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amortiguador de 11ccUJ.tos 50 ~1 (pH 4.5), lo. n.ilrocclulosa se cortó en liras. Un grupo 

de éstas, marcadas como experimentales, se incubaron con 5 ffi.¡'\l de pcryodato de 

sodio en amortiguador de acetatos y otro con 10 mM del mismo. El gn1po control, no 

se expuso n la acción del pcryodato. Postc?rior a su incubación n temperatura ambiente 

en la oscuridad por una hora, Jns membranas se lavaron tres veces nuevruncntc con 

buffer de ncclalos y se bloquearon.con glicina al 1% en amortiguador de fosfatos 0.1 ~l 

(pH 7.5) durnnle toda fo noche a 4° C con agitación. Las tiras se lavaron tres veces mis, 

10 mi nulos cada vez, con PBS-Twecn 20 (0.3 % ), y se colocaron on charolas de 

incubación de tal fonna que una tira de cada tipo (conlrol, 5 rnl\il y 10 mM de 

peryodato de N.i) se evaluó con cada uno de los sueros. De esta forma las mt!mbranas 

se incubaron con el suero correspondiente en dilución 1:100 en PBS-Twccn 20-BSA 

(3%) durante WUl hora con agitación a temperatura ambiente. DcspuCs de tres lavados 

tres veces con PBS-TwL>en, las tiras se revelaron como se ha descrito. 



RESULTADOS 

Cullivo de Sporotlm':x !0iencldi 

Después de una. scmaru de cultivo, o. Lcrnpcralura ambiente en agar-glucosa de 

Sabouraud, las colonias de S. 5Cl1mckH fueron pequeñas y blancas. Corúomrn amncnló 

su tarruu1o; la superficie de Ja colonia se observó húmeda, rugosa y membranosa. El 

color de las colonias del aislado que se empicó en este estudio fue blanco amnri11ento 

aún en cultivos viejos, a diferencia. de otros cull:ivos provcnfontcs de dfferentes 

aislados que fueron mantenidos parafolamentc, que lomaron del amariIJcnlo al negro, 

sobre todo en Ja parte central de la coloniJ, confonne avanzaba 6U desarrollo. (Figura 

4). 

Debido a que en una preparación Upica no es posible reconocer Ja.s carncterísticas 

esenciales para Ja idcmtificadón 1rúcroscópica de S. scht.·nck:ii , dado que!' se provoca el 

desprendimiento de las esporas, existió Ja ncccsid.1.d dl? reaJiz..ar cu.lLivos en laminiJJa. 

Al cabo de Wl•l semana de incubación n Wmpcrntura a.mbicnte. el cx.imen 

microscópico de la prep.iración mostró t.•I micelio constituido por lúfas finas 

soportando conidios que crecen directamente de i'.!l (radulosporns} o bien sobre lúfas 



Fig. 4. Morfologla de las colonias micclialcs de S. schenckii 
en a·;nr glucosa de Sabouraud a 25 e. Algunos aislados 
mostraron pigmentación conforme la edad -:1.el cultivo 
av;:inz6 {B y C} a diferencia del empleado en este tra­
bajo {J\) que no mostró pigmentnci6n a lo largo dul 
cultivo. 
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portndoras (simpodulosporas) que conforman las cstrucluras de "racimo~ o 

"mMgarila" características de la especie (Figura 5). 

Como se mencionó con anterioridad Sporot11rix sclb.'11ckii es un hongo dimórfico, y 

Ja demostración de este ditnorfismo es importante para la identificación especifica. 

Con este proposito se inocularon tubos con annr DHI-sangro con conidios y fragrncntos 

miccli.llcs de las colonia~ ol1ll-midas en medio Sabouraud. Al cabo de una semana a 37 

C se obscrval'on dcl.farm.mlc colorú.is blancas de bi.Jrdes lisos. El an.iiisis por 

microscopia de luz reveló que las colonias estaban compuestas por céhúas en 

gcmnción ovales, rcdondc.J.doJ.s o en forma. de "puro" similares a las reporta.das en frotis 

procedentes de animales inoculados experimentalmcn~ (Conant, 1972) (Figura 6). 

Estas levaduras son grampositivas (figura 7). 

EXOANTIGENO DE LA LEVADURA DE S. sc/te11ckii, 

Las lcvndura.s se crecieron masivamente para preparar un anti&eno soluble, según 

se describió en Materiales y Métodos. A pnrlir de 3 litros de medio de cultivo se 

obtuvo un total de 420 mg de antígeno con un contenido de 17.7% de proteínas. 

El nnáli~is del cxoanüeeno de S. sdumckii por electroforesis en ge! de 

poliacrifomida-SDS en condiciones rcduclorns, reveló un patrón de 9 bandas 

comprendidas en un intervalo de 16 a 67 kD.1.. Cuatro componenlcs de la preparación 

con pesos moleculares de 27, 30, 3·1 y 67 kDct, se enconlraron en mayor proporción por 

lindón con azul de Coomassie R-250 o con plata. Estas dos lindones revelaron 

exactamente el mismo perfil elcctroíorélico (Figura 8). 



Fig. 5. /\pariencia del micelio de S. schcnckii en agar · 
glucosa de Sabouraud a 25 C por microscopia de 
contraste de íasc (900Xl. 



Fig. 6. Fotomicrografla en contraste de fase de la. 
lcvaduca de Sporothrix schcnckii obtenida. 
en medio BHI a. 37 e, (900X). 



Fig. 7. Tinci6n de Gram de las levaduras de 
Sporothrix schenckii ( 360X) • 
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Fig. 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SOS 
del exoant!geno de la levadura de Sporothrix 
schcnckii (A). y diagrama del mismo ( D) • 
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DETERMINACJON DEL TITUJ.O DE ANTICUERPOS ANTI-S. sc1re11ckil, 

So dclermin.uon IOs lítuioS de anticuerpos renctivos con S. sdu:ud:ii para Jo que se 

cmpleiiron como ~ntfgcnos la levadura total pnra ensayos de aglutinación directa y 1n 

préPn"rnci6n de cXonntlgcnos de lcvndu.ras para el ensayo de EUSA. 

Para la aglutinación directa. se determinó la concentración ndt."Cl.lada de lc\•.1duras ni 

evaluar distintas diluciones de las mismas y de dos sueros de pacientes con 

csporotricosis. De las cuatro suspensiones de lcvadur.1s empleadas: 1:500, 1:1,000, 

1:2,000 y 1:4,000 (vol/vol) la suspens~ón du 1:2,000 mostró los resultados· más 

satisfactorios, dado que con las suspensiones m.fs concentradas no fue posible obtener 

el titulo, mientras que con la de 1:4,000 se observó el fonomcno de prozona.. 

Estabfocida la suspensión ndL?cuadn se obtuvo el Ululo de .inlicuerpos aglutinantes de 

lodos los sueros de pacientes con esporotricosis cutánea, pacientes con histoplasmosis 

pulmonar y de muestras provenientes de individuos sanos. 

Los Ululas de ag.lu tininns encontrados en las muestras de los pacientes con 

esporotricosis van de 128 a 512 {Tabla m con un título medio de 369.7. Los títulos más 

altos se observaron en los pacientus con el tipo Hnfon&ilico con 512, salvo una muestra 

de!l mismo grupo de pacientes que resultó con lilu:u de 128 obtenida de un caso 

linfangfUco incipiente, así considerado por presentar sólo un nódulo subcut..inco, 

aparte del chancro de la lesión original 11 diferencia de los otros pacientes que 

mostraron mayor diseminación linfática. Todos los casos discmjnados se agrupa.ron 

con un Ululo de 256. Las muestras de pacientes con el tipo fijo obtuvieron títulos de 

512y 256. 

En los 6 1;ueros de pacientes con histoplasmosis pulmonar se encontraron 

ac,lulininas anti- S .• 0Jeuckii. El inh!rvalo e.le títulos parn este r,rupo fue de 61 a 256 y un 



TABLAII 

mmo DE AGLUÍlNACION DE iEv ADURAS 
E..'l l'ACIENTES CON ESPOROTR!COSJS CUTANEA 

MUf:STRA \ FQI~MA CLINICA .. 1Tl'ULO' 

Linfonf?ücn 512 

Ll nfongílica 512 

Li1tfu.neilka 512 

Lln.fangilica 128 

Disem.fnnda 256 

Oiscmlnnda 256 

Diseminada 256 

Diseminada 256 

Fija 512 

10 Fija 256 

Titulo medio - 369.7 

,.. Reciproco de la dilución más alt..a. que mostrara ngJuUnnción franca. 
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Ululo. inedia dc·117.3 (TabJ.1 Ill), LIS iriUcstriiS dC--12 \ 0olunlarios ·sanos también 

m~-~lr~-~ri-anlí~c~~~ a~~~-~lcs e~\~~··~J~~~áJo-~~---~~~- :Jc-16 8. ~28 y urul media 

de 4.6.6, el.menor Cfl: esta prueba scrológica (Tnbln ÍV)·. 

-En 10~-~nsa.y-~s--dc agl~tÍrUidó~ dti.leva<:{uiaS ~iú_i~~os con muestras sucesivas de 

-_ - alg~~s de los pacientes bajo lrat.am.iénto con solUc~ÓÍt s~~a-da con yoduro de potasio 

o bien itraconnzol, no se cncontrMon ,•ariadoilcs e_n el nivel de nglulirUnas con 

respecto a Ja primera. muestra obtenida del paciente sin ningím tipo de tratamiento 

(Tabla V). Incluso en un caso con el padecimiento cutdneo diseminado, que mostró 

lolill recuperación un afio después de iniciada la terapia, el título se mantuvo sin 

variación (fabla V). 

La preparación di.!' antígenos a partir del cultivo de Ja. levadura de S. sdunckii 

descrita anleriormcnte, se empleó pnra obtener el título de anticuerpos reactivos de 

todos los sueros por el ensayo de ELISA. Para establecer las condiciones adecuadas se 

evaluaron diferentes tipos de placas de soporte, la concentración de antígeno y la 

di1uci6n del conjugado anti-irununoglobulina hwnana. 

Se evaluaron las placil.s de soporte lnunulon I y Il cubiertas con 1, 5, 10, 50 y 100 µg 

de prolcinn total por pozo, con 2 sueros de pacientes con esporotricosis. y uno más 

proveniente de un voluntario sano. En las placas •. fo Immulon n Ja déflSicÍad óptica (IXJ) 

obtenida con el suero del individuo sano fue hasta 5 veces m.1yor que la lectura en las 

placas de Immulon I (Figura 9). En cambio, las lecturas para cada una de Jos sueros de 

los dos paci~nles con csporolricosis no moslrMon variación importante en los dos tipos 

dn placas (Pieur,1 9). Con base en estos result.1dos se eligieron l,15 placas Immulon 1 y la 

concentración de 1 µg de proteína del anlfgeno de Sporolhrix por pozo, las cuales 

mostraron nlilyor resolución entre los sueros de los pacien~cs y el proveniente del 

individuo snno. 



, TAllLAID 

TITIJLO DE AGLlfl1NAOÓN DE LEVADURAS lli'll 
PAOlli'11TE5 CON I:llST()PLA$MOSISPULMONAR 

' ,, 

PACIENTE+~· · .•. ,,:- muw• 

1. 

2 

3 

4 256 

&1 

128 

T!lulo modio - ~ 

+Pres.en tan altos títulos de anticuerpos 
anti~Histoplasmn cnpsulahim por ELISA 

'Redproco de In dilución nuis alt.1 que 
mostrara. asl11tinaci6n franca. 



TABLA IV 

TITULOS DE AGLUTINAOOl-1 DE LEVADURAS 
DE INDIVIDUOS_SANOS 

SUERO 

·1· 
2 
3 
4 
5 
6 
7-
8 
9 

10_ 
11 
12 

TITULO• 

Tflulo medio - --~ ~6.6 

•.Reciproco.de-lll-dilució~ ni.is ~i.a.dcl s'úé.ro q~c 
mostrara aglutinación franca. 



TABLA V 

TITULOS DE ANTICUERPOS ANTI- Sporol/1rix sdu:uckii 
EN PACIE.'\'TES CON ESPOROTRICOSIS ClTfANEA 

. PORELISA 

MUF.STRA FORMA CLINICA TIIULO• 

Urúangitica 6,400 

Lirúongltica 6;.tOO 

Lirúangltica 6,'100 

,¡ LinfongfUc.a 1,600 

Diseminada 3,200 

Diseminada 1,600 

Oiscmiruida 1,600 

Disemínada 1,600 

Fija 3,200 

10 Fija 3,200 

... Ultimn dilución con lectura que excediera la absorbencia media. 
(media+ 2 D.S.) de Jos sueros de individuos sa.nos. 

12 sueros perlenedcntr.s a individuos sanos ol.ttuvieron títulos <50 
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O.O. 1 

0.6 
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0.2 

IMMULON 1 
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IMMULON 2 
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1 ¡ .r, ••. ,.···· • rn D.O. 
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---- ---- ---- ----
5 JO 50 JOO 5 JO 50 JOO 

µg Proteína / Pozo yg Proteína I Pozo 

Fig. 9. Evaluación de las placas de soporte y concentración 
del cxoantlg.:mo de lit lcvaduril de ~~ ;:;c;ll~~~~l! pnra 
el cmrnyo de ELISf\.. Muestras de p11cicntcs con cspo­
rotricosis cutiinca (Barras con lineas d.:?lgadas, 
muestra 1 o gruesas, muestra 2). r.a muestra de un 
voluntario !>ano (Uarra~ con l!ncas punteadas) mos­
tró una lectura 5 veces mayor en las placas Immulon 
2. Pozos cubiertos con OSA o medio YCG resultaron 
con O.O. menores a 0.02. 
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Evaluadas las placas do soporto y la concentración del antígeno, se determinó fa 

dilución del conjugado nnU·iimumoglobulina humana más adecua.da. De las diluciones 

1:1,000 :r 1:2,000 del conjugado ensayadas, Ja dilución 1:1,000 mostró loa resultados más 

satisfactorios con una mayor diforcnda entre Jos sueros de pacientes con esporotricOsis 

y el control sano (Figura 10). Estos resultados pcmtitieron eslablecer las condiciones 

óptimas pilra el ensayo de ELISA. 

Los títulos 11\..is altos encontrados cm los sueros fueron de 6,400 y correspondieron a. 

Jos p.Jcicntcs que prcsenl.ilron el tipo clínico IinfocuLinro, salvo una muestra de este 

grupo que resuhó con un Ululo de 1,600 perteneciente a urr caso incipiente ya 

mencionado en los resultados de Ja aglutinación de levaduras. Tres de los pacientes con 

esporotricosis culanca Wscminada, provenienll.'s de! un brote fü.miliilf, SC! agruparon con 

un titulo de! 1,600 y un cuarto su~ro resultó con 3200 {TtlbJa VI). Las 2 muestras de! 

individuos con esporotricosis cut.irtea fija dforon un ütulo de .3,200. No se encontraron 

Ululas de anticuerpos anti.S. sdt...'"11ckiJ' en 6 suC?ros obtenidos de e.isas de histoplasmosis 

pulmonar y que temían altos Ululas de anticuerpos nnli·H. capsulalm11 (fabla VII) ni en 

las 12 muestras de individuos sanos aún en dilucionl!s de 1:50. 

De 2 pacientes con el padl.'Cimiento linfocut.ineo, de uno con el tipo cutáneo 

disem.ina.do y de ur10 m.is con la forn, .. fij.1 se contó con muestras de suero obtenidas 

anles del trntarn.icnto y C!fi etapas sucesivas dC!l mismo. Los titulas de anticuC!rpos, como 

sucedió Lambic'.•n en el ensayo de aglutinación, no sufrieron modificación en ninguno de 

Jos casos y etapas (Tubfo. V). 

l~/.IUNOTRA."ISFERENCIA 

En un ensayo preliminar se _determinó la· cantidad adecuada de antígeno para Ja 



RECIPROCO DE LA DILUCION DEL SUERO 

Fiq. 10. Evo.lu~;;Í.Ón- rte 2 diluciones <lol conjugado anti-inmunQ 
globu1ína humana para el ensayo e.le ELISA .. Se emplcü­
ron sueros de 2 pacientes con esporotricosis (circu­
les o cuadros) asl como una muestra de un individuo 
sano .(triángulo}. El suero control resulta con un b,!! 
jo fondo (O.O. O.OS) a diluciones donde los sueros 
positivos dan lecturas mayaras a O. 7 empleando l<:i di. 
lución 1: 1,000 del conjugado. 



TABLA VI 

TII1JLO DE ANTICUERPOS ANTI- Sporotlirix :;dumckii 
EN PACIEN'ffiS CON HISTOPLASMOSIS PULMONAR 

PORELISA. 

PACIENTE+ TII1JLO~ 

<50 

<SO 

4. <50 

+ Prcs~~ta~::~lo~,~l~:~~:~~~~'.~. ·~~#~Ú~~"!;' por CLISA. 

- -- * UJfiirin-dilíiCióri COñ-1CCtul-6--'---c¡-t,-c-exce-dfoiii-Jii-ñbsOrbcnciñ 
mcidia (mc_~a +" 2. OS.) de JO~ sueros de ~º~.individuos 
sanos. 



TABLA VII 

TIIULOS DE AN11CUERPOS POR AGLUTINAOON Y ELISA 
EN I' ACil1'JTES CON ESl'OROTIUCOSIS BAJO TRATAMIENTO 

FORMA 
CLINICA-

Fijo 

- MUí:STRA CARACTER!SllCAS 

la sin tratamiento 

- 2a J:>iic~a·~c~puCsba.-2:.mest?s· 
=···-~<?~??~~~,. . . 

ln 

··2a hil~k.rc~pt;~stn·~-a:m~~~ 
-·,-.,· 'Con SSKI '. - '; ';• 

'~/ ~-i~;~~~c~~-: _ :; 

·r_·resp~·~~~--p~ní a· 6S::'.-· 
- mCses con 551'1 , 

-.;--

:'(::.·:-~· .. ,,·_:"i. 
-::~n,,(~~~da ¡=;,::.:\:_'. 
· 1 ·n.fio con sSKI' 

la 

2n un mes de trat.amicnlo con 
jtra~9~_zo_r 

TITULO TITULO 
AGL.+ EUSA• 

512 MOO 

-102~-· 6,400 

~-- -;·;-

512~,-- 6.400 

;. 5l2 6,.100 

:256 3,200 

·;256 3,200 

'is6 3,200 

256 3,200 

256 3,200 

+ Recíproco de la dilución más alta del suero que mostrara a5Jutinación ·rrnnca; 

'* Ultintd dilución con lectura que excediera la absorbencia mc~a (media+ ~ DS.) 
de los sueros de individuos sanos. 

'"* SSKI Solución Saturada de Yoduro de Potasio. 
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inmw1otransforcnda al probar de 20 a 70 µg de protcina total de Ja prepdrndón de 

cxoantigcno por carril del gel de poliacrilnm.ida. los componentes del filtrado del 

cultlvo de. Sporolltn'x scpar.Jdos ek'Clroíorclicamentc, se Lr~uu;firicron n papel de 

nitrocelulosa y se. incubar~~ con el suero de tut pacicnte con esporotricosis con altos 

títulos de anticuerpos- y se reveló posterionmmte con anli-inmunoglobnlina hmnana 

(Figur.J. 11). EJ carril cargado con ·10 pg de proteína mostró la mejor resolución y 

dcfi~ció~ en _e_I perfil de reactividad con Jos anticuerpos presentes en el suero. Con 

cs_ta_~s~·cantida_d de cxonntigcno de fo levadura, se investigó fo espccificid.1d de Jos 

anticucrpo.s presentes en el suero de lodos Jos pacientC!S con csporolricosis cutánea. 

De Jos nueve polipéptidos rcsull<lntcs de Ja clecLroforosis en gel de poliacrilnmida­

SDS (Figura 8), 7 rc.1ccion.a.ron colt."Ctivamente, con diforcnle intensidad, con 

anticuerpos en el suero d~ Jos pacientes con esporotricosis (fabla VIll). De éstos, .J. con 

pesos moleculares de 27, 30, 3.J. y 67 kDa, reacdonaron con mayor intensidad (Figura 

12). Los 4 sueros de los p.1dentes con el padecimiento Jinfocut.ánoo, reconocieron más 

fuertemente la banda ele 311 kDa, a diferencia de las muestras provenientes de casos 

diseminados y fijos que mostraron reacción más débil con esta banda. Los 

polipéptidos con pesos moleculares menores a 27 kDa fueron reconocidos más 

intensamente sólo por tres sueros de la muestra total (Carriles 1, 5 y 9 Figura 12). 

Prácticamente no existió ninguna diferencia en cuanto al patrón de reactividad y su 

jntensidad al anaJizar muestras del mismo paciente obtenidas a diferentes etapas de 

lmtamh?nto (Figura 13). Incluso al comparar la muestra proveniente de un paciente 

con el padccinúento disuminado sin ninuún lipo de tratamiento (fira marcada O, 

Grupo 11. Figura 13), con la tercera obtenida 12 meses después cuando el paciente h.ibía 

curado, se observa.ron practicamenlc idénticos, el p.ilrón y Ja intensidad de Ja tL'acciún. 

Los 6 sueros de Jos pilcicntcs con histoplasmusis pulmonar miccion.aron con Ja 



TABLA VllI 

PORCE:-..'TAJES DE REACOON CON LAS BA.'l!DAS DEL EXOANTIGE."10 
DE LA LEVADURA DE Sporo1/1rix ""111:11ckii POR INMUNOTRANSFERENOA 

BA.'iDA 
(kDa) 

REACOON SUEROS 
ESPOROIB!COSIS 

(~ó) 

REACC!ON SUEROS 
HISTOPLASMOSIS 

(%) 

REACOON SUEROS 
SANOS-

(%) 



kDa , 

67-

43-

~~;,.~· 1 •. "· ~ti'J . '"' 

-~~ ..... 
30-... ;t; ~ ~:.'.;! 

1 

20- Js.~ 

20 30 40 . 50 60 70 µg . 

Fig. 11. Inmunotransfcrencia de distintas cantidades 
del exoantigcno de la levadura de Sporothrix 
schenckii. 'ta membrana de ni trocclulosa ·se 
incubó con cl suero de un paciente con altos 
ti tulos de anticuerpos. 
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1234 5678 910 

Fig. 12. Reactividad de los anticuerpos de los pacientes 
con csporotricosis cutánea linfangitica (Tiras 
1 a 4 l, cutánea diseminada ( 5 a 8) y cut.inca f.! 
ja ( 9 y 1 O) con exoantlgcnos de la levadura de 
S ~ schenckii por inmunotransfcrencia. 
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MESES DE TERAPIA 

Fig. 13. Comparación por inmunotransfcrencia de la 
especificidad de anticuerpos en sueros de 
pacientes con esporotricosis a antígenos 
de la levadura, antes y durante terapia. 
Las tiras marcadas t y 2 corresponden a 
casos linfocut.-1ncos: 3, cutáneo fijo y 4 
a una forma diseminada. 



JO 

banda de 30.kD~ in:cl~so' cOn intensidad similBr o'Ia·encóntradn para algunos de los 

P.acictÍl~s. ~~~: c~~\~~~¿~~i~~ éFi~~ :1.1): Uru(~é _.la~_·:~ué~tra~.'·d~~ e~.~· ~Po mostró 
ad~~s:récO~~nJ~rito-d~-1~·~\'.¡~~1~:~ ·~~: ~~~:·~~~~~~~ d~ 25 ·~·:67_-ko~-<Tira ~da 1.-

~1t~1~;.~~~é1~.~~~:~J~l~;~::c~r~1~I t-~~::ºt:";:~:d~:: 
-~~A~~ -m~a~; ~\2;}¡~g~;¡,,;d):2~= ; <- ::-:· 

~~!1 ~!~ -~r_t;~~ ~~~~~~~~:~.¡~ ~º~~~.~~~~~~:~_CC~~-~-tCS ·en· Ct ·s'Ucrci-~dC-1~S-pncientcs 
~~.n cspCcrnCo's ·para. epitoP·e~-.· rl~-,·~rurrueza · g1icas_iciica, se cmP1bó ta téotlca de 

oxidación con peryodato de Sodio. Los componcnl.cS del cxonnUecno de S. sclm1ckii 

separados clectro(orcticamcnlc e inmobilizados sobré membranas de nitrocelulosa se 

mántuvicron por una hora en soluciones 5 y 10 mM de peryodnlo, pnra incubarse 

po"terionnente can los sueros y ser revelados con el conjugado anti-irununoglobulina 

humana-peroxidnsa: La oxidación del anUgeno, disminuyó de manera. notable la 

actividad serológica de las muestras de los pacientes con esporotricosis. Para todas las 

muestras, sólo las bandas de 30 y 67 kDa presentaron actividad residual para las 

concentraciones y tiempo de reacción con eJ peryodato de sodio aquí reportados 

(Figura 16). La espcdficidad de los dllticuerpos de muestras del mjsmo paciente 

obtenidas a distintas elapas de tratamiento, también fueron analizadas con el antigeno 

oxidado con peryocLllo de sodio. En estos casos no se observó rúnguna variación con 

respecto al patrón e intensidad de reacción obtenido por la primera muestra. la 

reactividad con el antígeno oxidado también ÍllL' anaJiutfa L'rt los sueros de los 

pacientes con hisloplasmosis pulmor111r y en los de individuos sanos que mostraron 

re.ictivjdali con componentes dC!l cxoéi.nUr,cmo de Sporotlulx . A djferencia dC! Jo 

observado con los sueros de los pacientes con csporotricosis, In reacción con In banda 

de 30 kD.1 observada para las 6 mue!>tras (100%) y n<lidonalmcmte para ulli1 muestra 
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Fig. 14. Reactividad por inmunotransferencia de 
los anticuerpos en sueros de pacientes 
con histoé)lasmosis pulmonar con exoan­
tlgenos de la levadura de S~ schenckii. 
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Fig .. 15. Reactividad por inmunotransferencia de 
los anticuerpos en sueros de 12 volun­
tarios sanos con cxoantlgenos de la le 
vadur¡¡ de Sporothrix schcmckii.. -
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Fig. 16. Efecto de la oxidación de carbohidratos por peryodato 
de sodio en el reconocimiento de exoantígenos de la 
levadura de S. schcnckii por sueros de pacientes con 
esporotricosis linfacutanca (LC), cutánea diseminada 
(CD) y cutánea fija {CF) por inmunotransferencia. 
Las tiras marcadas O no se trataron cc.n la solución 
de pcryodato. Las marcadas 1 y 2 se trataron con so­
luciones 5 y 10 mM de pcryodato de sodio respectiva­
mente. 
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con Jos bandas de 25 y 67 kDa de los pacientes con histoplnsmosis pulmóníl.r,. no se 

afectó de manera significativa (Figura 1i). De l.i misma fonna, en itlngiín ~aso l~ 

oxidación del antígeno con pmyodato de sodio nfectó de mamm1 notable la rcacthidad .; 

de los anticuerpos presentes en los sueros de \'oluntarios ~os c:~m la ~an<:Ia de 30 kDa: _ 

(Figura 18). 
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Fig. 17. Efecto de la oxidaci6n de carbohidratos por peryodato 
en el reconocimiento del exoantigcno de la levadura 
de S. schenckii por sueros de pacientes con histopla§. 
mosis pulmonar. Las toras marcadas O no se trataron 
con pcryodato, las marcadas 1 y 2 se trataron con so­
luciones S y 1 O mM de peryodato de sodio respectiva-· 
mente. 
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Fig. 18. Efecto de la oxidación de carbohidratos por peryodato 
de sodio en el reconocimiento del exoantlgeno . de la 
levadura de ~porothrix schcmckii por sueros de volun­
tarios sanos. Las tiras marcadas O no se trat:iron con 
peryodato mientras que las marcad<:1s 1 y 2 se trataron 
con soluciones 5 y 10 mM da peryodato respectivamente. 
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DISCUSION 

L:t nlla.-cxposición hUillAJlll- a 'Sporot1_1rix S(;fa:nckii en conjunción c:on la baja 

incidencia de In csporotricosis en Ja población general. puede indicar que los 

mecanismos de defensa. tanto innatos como adquiridos, son rclath'nrmmtc 

eficientes para proteger contra la infección, Las bases que expliquen porqué esta 

"micosis de implnntnción" se desarrolla y cursa hacia alguna fonna y severidad 

particulares en sujetos inniwmcompctcnlcs donde provoca fonnns cutáneas, no 

son c~nocidns. Lo. observación de que en zonas de alta endcmicidad las personas 

son resistentes a In micosis o dcsílJTol1.1n principn.lmcntc un tipo cutáneo fijo, 

como producto posible de la rcinfocción (Rippon. 1982; Lava.lle :r ~fo.rint, 1983), nsf 

como el grado de lcnnotolcranda del hongo, que permite la colonización de 

tejidos más o menos profundos, lo que causa formas diseminadas o fijas 

respectivamente (K\von-Chw1g, 1979), e incluso el estado nutriciunal de los 

pacientes (Mariat, 1968; citado por Rippon, 1982), han sido consideradas, entre 

otras, como posibles fuentes del polimortisrno de la csporolricosis cutánea. 

La mayoria de la inform.1ción que hasta la focha existe sobre 1n irúccción, se 

refiere a la descripción y tratamiento de Jos casos, así como de la evaluación de 

distintos métodos scrolócicos de diar,nústico. Los reportes sobre el 

comportamiento inmw1ológ.íco frente a la in.fccción son escasos y aspectos L.1lcs 



33 

como la r~spucsta inmun~ ~1nn11:'ral a 1.os· antígenos del hongo no se encuentra bien 

caracterizada (Scott y l\._[uc.hinore, 1989) • 

. O.ido que.1~ levad~¡~ª de s.sdu:nckii ~·~u Prcse1llc -e~ i'(_)s téjidoS dC io,s-·paci~~lcs 

<~-~r~~-!.~jn~~~~~·-~~~~~~~~ ~§.·~~~co~~PÚ~-.l~-P~??~!~~?,~~ d_~~~~~~}~-~~~~-~~-n 
parui: _. de_ ~rgalli_Sri_l~~ ~-~tivadOS-: a.- 37. e -e~ un ·roed~ ubrc-:dc p~Olciruls~---.,-·p?m· 

,. - -' . . - • . ·.· . . -- - _:·- -. ·_ -' ~ -· .. ' . ; 'e-: e• •;·::- -,:, < .'-, : .--·-_: ... - .. -

on.a.llz.ar la: especificidad de_ los ~l~~,~~o~ ~rese":L-cs, en !iuero:~_p~ov~nient~s-de 

~asos_~_-de· _cspo~o~é~s~s e~~ª~- l_i~a~tgitj_~~, ·-~j~ y· CutáJ:i~O. :.~~~~~~ª~~;- ;;6F-·et.-, 
. empleo de las téCnicas de- EUS'"\ e iiunuilotr~'rerenc;ia (\VCs_tc~ im-~ítin~-~lol}. 
Así mismo se incluyeron un -este o.nálisis, sueros de pacientes· con h.istoplciSmásis 

pulmonar con allos Ululo de anticuerpos nnti~H. cnpsulalmt1 y muestras de 

voluntarios s.inos. 

Como primera aproximación y con objeto de comprobar la existencia do 

. anUcuerpos rn.ictivos con lí1 levadura de S . .!ldllmcldi, se practicó la aglutinación 

directa que comwunentc se ha empleado para el cüag.nóstico y pronóstico de la 

infección. Los titulas más altos de la muestra total obtcrtidos por este ensayo, 512, 

correspondieron a 3 casos Jinfongii:icos con 1, 2 meses y hasta 25 a-nos de 

evolución, y a un caso de esporolricosis fija con 20 a-nos de padecimiento (fablas 

1 y m. El título de 128 para un caso Iinfangilico correspondió a un caso incipiente, 

en el cual sólo so produjo un nódulo cutñ.neo, a parle de In lesión original, a 

diforcncia de Jos otros casos que mostraron mayor parlicipación de los Hnfálicos 

Ioc;ales y en los que posiblemente cxi!>la mayor cstimulación nntigc'nic11. Todos 

los pacientes con la fonna clínica diseminada se ag:mparon con un Ululo de 256. 

Aunque entre los títulos medios de aglutinnción de las muestras de los pacientes 

con cspurolricosis (369.í'), de paciL•ntcs con histoplasmosis pulmornir (117.3) y 

sueros de indi•;iduos snnos (-16.6) ptrnde c!il.ablcccrsc una <liforencia relativa, 



. .. 
nlgunos ~.tuJ~s de l~s- pacjc~lcs 'con JtislopJasmosis y de s,ujctos sanos son iguales 

a los eri~~nfra.dOs.Cit Ja·~ :~ues6"as de Jos pacientes c~O espori,h-;.~oSis da-biás U,-ri:r 

y.IV). De 6:~ueros de'indhiduo5-con hilopln.Sinosis pUlmonar, ulié.l mostró un 
'· ·, ' - ' ._ 

UtuJo ~~-~-~· iiltm~,al cncóntrad~ para 5 (50%)'de los ¡)adentcSC:on eSporotricosis. 

Cuatro mucstrns, -2 (33.3%) provenicl1tes de s_uj~~r;>s Coñ: ltlStopJ~smoSis· pulmonar 

y 2 -(16.6%) \flis c1"c :I~ muc~~tr~ d~ incli~d~~~~ "~~~~;:~~~~~'arlforon un titulo de 

nnticuefpos aglutinunte's de 128 con el suer~ del ca~o liru·ocutánt>o indpfonte. Es 

difidl explicar Ja baja resoluci_ó~ encontrada enl!'e J~s muestras de pacientes con 

esporotrico~c;is -y nqueJJas _de Jos p~ci~n_l~s C".'_I! __ hi~toplasmosis y de indfriduos 

sa.ños. 'lian sido ~pórtad11:s -pruebas seroI.ógicas positi\•as en que se empicaron 

antígenos de I:J~slophisma_ capsJÚJlhlllJ y suoros de pacientes con csporolricosis (Post 

y col., 1?58; M~bel!Y. y col .• 1966, citados por Ka.din y ~iclscn. 1970) pero se cree 

qu~· estils: rc~ccionc~ son dcbid.J.s m.is a una exposición previa n especies 

11etcrólogas, quri a una reacción cruzadil con S.sclumckii. Por olrn pnrle, Ashbrook 

(1954) incluido lambi<!n en Ja revisión de Karlin y NicJscn (1970), reporta que un 

peque-no porccmtaje de muestras de individuos sanos, presenta aglulininas para 

Sporotlm':r, y postufo que ~st:.is personas prnsent:.iron en ,1Jeuna etapa de su vidi1 

esporotricosis subdínica. Estas conclusiones aunadas a fo. obscn•,Kión de que de 

Jos pacientes con csporotricosis, aquellos que prcsent.1n fom111s cut.inl•as, rosuHan 

con Jos Ululas de aglutinación rruis bajos, posiblemente expliquen fa baja 

resolución y d consecuente sobrcl.ipamicnlo de illgunos de los titulas obtenidos en 

este ensayo. Los argumentos de Ashbrook, Po?.t y Maberry se apoyan 

principalmente en fa sensibiJiddd y especificidad de Ja pnielia de aglutinación de 

levaduras dado que ésta se basa cm una rnoktcula antigénic:a que constituye la 

capa exterior de la pared celular, Ja L-ramno-D-man.ano, un az(m1r raro en las 
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p~es ceJu1arcs (tingicas (San~DJas, 1982). Incluso al comp~rar Ja agluünadón de 

Jcv,1duras o de parlicu.Jas de látex cubiertas ct'ln el aitligcno cOn o~s·mi?lodos 

como la fijación del complemc-nlo o Ja- inmii.ñ'odifusión.: la ,aglutinación d~ 

IP.vadura_s resulta lavorl"Cida (Karlin y Nielscn, 1970; Palmcr y col., 1977; Klitíñlan 

y Reiss, 1992). 

A cüfore~cia de lo encontrado en el ensayo de ngJutinncíon de levaduras, la 

pru~ba de ELISA mostró una clara r~solucitin entre Jos pacientes con 

esporolricosis que resultaron con nt!os Ululas (1,600 u 6,.100, Tabla Vl) y lns 

muestras de los pacfontes con histopJ.Jsrnosis (f ..ibla VII) y de volunlnrios sanos. 

En ninguna de las muesLras de Jos dos úJlimos gn1pos, St! cfomostraron 

anticuerpos reactivos con Ja preparación de exoan'tigenos de la levadura de 

S.shenckii, con Ululas m.1yorns o iguales a 50 (fablas \ 1 y Vil). Los Ululas nt.h 

altos de los pacientes con csporotricosis cutánea correspondieron. al igucJJ que cm 

ensayo de aglutinadón dir1.>cta, a Jos pacientes con fo forma clínica Jizúangitica 

(6,400) en Ja cual los pacientes presentaron Vclrios nóduJos cuL:incos n parte del 

chancro esporolricótico original. Corno se ha reportado, los pacientes con una 

notable Jinfadcnilis, con lesiones inflamadas supuranlc>s, son HJ.is aclh,os 

scrológkarnenle que Jos jndjviduos con una infocción superfici.!! y muestran 

usualmente mayores titulas de anUcuerpos (Kilc, 1979). Dado que, como ya se 

indkó, en los pacientes con fa furnm Iinfocul.inea el sistema linfáUco interviene, Ja 

estimulación antig(}nica c>s mayor P. incluso anticuerpos rCJctivos con un mayor 

número de antigenos <lcl hongo podrian Sl•r producidos. Puesto que en este ensayo 

se ernpk>O una preparación rdativamentc cruda de anligi;mos solubles del hongo, 

no es posible establecer por Jos resultados obtenidos por EUSA, si Jos altos Litulos 

de Jos pJcientcs con c~porolricosis Jinfocu'tanea St' deben n la pn.•scnci.l. de 
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anticuerpos- rei1Ctívos·con un mayor número de dctemtinantcs anügénicos o de 

mayor nfinida~ o más bic!1 a ,una Wforcncia sólo de tipo runnüt.aüvo con el resto 

_<l~ los-pacie~les ~on csporo,t;ncosis cut~nca dado que en c_I cns~y~_dt' ELISA:_~c 

.:mid_~ ~~-!-;ilÜ~~~tt~_iJi~tt-~~~fll~~~~~na~~-Ololl_;: 
~s· titú1~_s_:-4é nDticu~rp~·s ·dcmastr.idC:,5 ·p~r-rusA "~ ·par~n·co~n-e1aoo~-r~ 

~'?~lo~::~·~;~~-~~~-~- ~~~~~;~1::~~Í~/d~ t~, ~nfcc_ciÓn. 2: cas~~--~O~_i_~-_ éo~~~~~ li~~g~~~á~- p4; 
~j~mPto'co~' ti_~hi-Pos d~ fon tliforctik-s Como t y 300 ~ñ.csc_~-~-~s~ibr-onc~~n e(ii\i~,J-,~ 

.. _líhilod.i6,.;~(¿blas~y\,]¡;·-· 
iO~ ~iíll.t!~/ ~lC·:~·~16~~;1;0~ -~e ·t.ls mu:~-s-trns- ·de loS· paCicnt~-~~;~n ·csporOtrÍco~is 

obtcrüd11~ '?r:t; ~s~n_las clapns de Lratarnicnto se· manhlvieron sin variación en Jos 

, -~~y·c,5· dC-ilgluUri~ción difocta y ELISA (Tnb1a V), incluso para un caso cutánL~ 

dismninado en el que Ja enfermedad se resolvió por completo un año después de 

iniciada la .teTapia con solución si;i~urada de yoduro de polnsio (551''1), por lo que 

los líl~ilos o;htcnidos por ambos c~ayos no pueden empicarse, al menos en los 

p'ar.imelros nqtú descritos, como indicadores pronósticos de In erúcrmedad. En un 

segui~iento surológico ele 2 casos de esporotricosis sistémica durante 16 semanas 

y 16 afio~ (Karlin y Nielscn. 1970), el nivel de aglulininas se mostró muy 

-- iúileiOflénOO-: En -.,1-piim11r car.o et- nivel inicial de aglulininas después de tener 

contacto con el hongo fue de 1::20 y alcanzó wt titulo máximo en las sexta y 

séptima semanas de 1:160, el cual decayó en dos semanas a 1:80 y después de 16 

semanns se encontró un ühtlo de 1:10. Unn última determinación realizada a los 

18 meses resultó negaliv.1. E?.tc c:ar,o fue tratado con solución salur.icfa de yoduro 

de pol.a.sio (SSKI) y se resolvió la infección lotalmcnle. A diferencia de este 

comportamiento, el !.egundo cnso, mostró m1a rcspuc!>t..1. !>CTOh°lBica l1ast.:intc rru:ís 

compleja <¡uc varió dl!!óde? un Ululo oriBin.al de 1,280 a 320 <:ualro ;1flos dcspuCs, 
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11\l'.'nores a SO a los 8 años .<lCs pués de la infección..~ cl~vó n~evnmentc a 320 a los 

10 afü;>s, y se ~·_01\~:6 n:egativ.l .1 nñOs después y nucvam1mtc au~cntó a un titul~ de 

-1~. /~ ~lifo~n~ia,<lc1 ·c~so ~nt~~-~~~: cl _-pad~-n~~ se l;ralÓ .. ~~:sSiá .. -~otrcdna n y 

··ci-n~-~í~-: d~.úi~ '~i--cnrn-~i~i-~rrenlc qUe PrC~·ittó l~:iniec~ón en este.caso. En otro 

~cguimicrilo se· empleá.ron los ens..1};os_ de ngtutiruición·de p.lrUculas de J.itcx en 

iaúúnill~ -·y- EUSA. p'nrn _ nnali7 ... 1f -sueros .. · el.e ¡)_¡1cicñies con esporotricosis en 

me~~gcs (~~lt- y cOI., -1987) Cl comportn-nii1mto general fue homogé-nco, todos 
-~' - . 

presentaron altos títulos en la prirncmi'nu~Cslrn )·- akanzaron un niVl'l md."imo en 

la obtenida durante el mes donde se inició la. terapia, postcriormcmtc los lilulos de 

anticuerpos disminuyeron de formn notable. DeSil.Íortunndamentc no oxislc 

ningún otro reporte de un seguimiento serológico y éstos, como se mcmcionó, 

corresponden a casos d<.? esporotricosis cxtracut.i.nca en los cuales el 

comportamiento y severidad de la infección son distintos a lo observado en 

pacientes que desarrollan formas cut.incas, por lo cual no es posible cstahlcccr, por 

datos en la liloratura, <fUC los títulos de aglutinación y de anticuerpos por ELISA 

permanezcan o no constantes cm distintas etapas del tratamiento, y aím despucs de 

eliminada la üút.i.cción como aquí se reporliJ.. Estos resultados deben comprobarse 

con un mayor número de pacienh .. ·.:i y muestras sucesivas de los mismos. 

En la electroforesis en g~l de poliacrilamidn-SDS (SDS-PAGE) dL• la prcpMación 

de cxoantígenos de la levadura de S.sdienckii, se identificaron nueve polipéptidos 

con pesos moh..'Cularcs de 1·1 a 67 kDa (Figura 8), mismos que fueron trnnsforidos a 

membranas de nitrocelulosa para ser incubadas con sueros de pacientes con 

esporotricosis, de sujetos con histoplasmosis pulmonar y muestras de individuos 

~anos. De fonTul cokictiva, 7 de los nucvü componentes dí! la. preparación fueron 
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reconocidos pof ·anticuerpos_ en .:oÍ-suci:o_ de l~s. p·~cie"n~t'é_s_--~~- c~~~rJ·WcosÍ~-:-.­
cutánc11(Figura12yTabla vriI). Lis bruuins-~~·~-~~~~-1~~1~i~~-~s·i~:J_~~ d~·~ 
2~, ·30, ~!: )· 6_7_ ~~.i- ~n~_s_~áron una~· ~~Y~~~~~~-~~;id~~·~i1i~~~~-~~)~.}~~~~~~:--~~~r.1~_­
urui Clara asociación.en~~ ~l recon~C!mi'c_~~O Cfo)~s~~~~~p~:~~l~~"'.·¡ndf~d-ú'illCS de_ 

- - .. '"º·. ,•-.·. -.. ,-.,.-·;-,· -.º:-

ta' Pfcparaci6-li~-dU~ñl~UgcnóS él~-Ja J~\·.ltiUra-de ·s.scJ~f!J.iékU_y la fónñ~ · ctfitk~-de 1.1"; 

csporoi.riCosis cuhiÍte11; Sólo se··c~~bÍedó \~ria diforcndti relnliVa Con respecto. a Ja­

intcsidad de Iii' rcactividad criconlrada· para las muestras de los individuO!Jo con el 
- > -, ,_.:_. - . :· -- '_ 

padccimfonto- lhúmlgftico{ Já---~útl ~se ffiostr6, de forma general, mayor. Con 
-.-_. . " ,,_'::___ - ·'-- -~ 

rcspl.~lo a e~lc·· ~ismó-fln.IPO d~- pacientes y il diferencia con lo aqu i reporladci. 

Scott y l\.luch·morc· (1989). q1ticncs emplearon originalmente la preparación de 

exoantígenos· de In levadura, encontraron reaclividad con 8 n 10 bandas 

c:_omprendidas solamente entre los 40 y 70 kDa, es decir no muestran reacción c~m 

3 de las bandas con m.l)'or reactividad (27, 30 y 34 kDa) descritas en csle trabajo. 

Los resultados obtenidos por la inmunolransfercncia no muestran una 

correlación entre el patrón de rcactfridad observado por irununolranforencia y el 

tiempo de evolución de In esporotricosis -desde la aparición de las lesiones hasta 

la loma de In primera mueslrn durante el cual no existió ningún tipo de 

tialain.iento, por ejemplo parn los sueros •l y 1, ambos prOcedentcs de casos 

linfongiticos con tiempos de evolución <fo 2 y 300 meses respectivamente, se 

encontró prácticilmente el mismo perfil de reaclividad incluyendo su intensidad 

(fabla l y Fieurn 11}. Por otra parte tampoco~ t!t~lcx:tó rcacUvid.lcl predom.inante 

con alguno dí! los componentes de l!sle anügcno, al comparar los distintos perfiles 

de reacción por irununolrnnsforcncia, de J.is mucslras du pac:icnt.cs indi\.·iduales 

obWnidas en distintas etapas de tratamiento, o ol final del mismo para un caso 

tliseminndo dinkam1ml!! curado (Figura 13). 
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Las difcr~ncins de intensidad Je la reac:cióil por inmunolransforcncin observada 

entre -1~.s p~~e~~-~· ~on. ej.~~-~~ .:~_tuJo.: ~~ EUSA (por ejemplo entre las muestras 

de los casos liniOCt¡ÍÁn~:-T~bi~·yl f. Fi6Ur11 .12), ·pueden ser provocadas por las 
- - - . . -· .. º«·_ > --.·o ·-0< - ~ ·--- ·• : ~ 

diícrCI\CiaJ· individu?-lcs~ ~n-~la_~ c~tidad::y _~pos de a.nlicucrpos producidos por 

_ compOñcnteS-cs~i..'dfiCoS d~l Rntíg~no. Las diferencias en la alinidatl y avidez del 

nnügcno por· la. tii:trocelul~sa y e lo_s pózos plásticos emplcndos en el EUSA, 

cxpUCiii\- tArUbién' las-variaciones a"bservndas. Adcnuis el lralamhmlo del anügcno 

puede ·ca.u~B.r >djforc~Cias en In unión de los anticuorpos, que rcsulla muy 

posiblcmcitlc en una selección de detcrmin.ul.is poblaciones de los mismos. En 

EUSA el ~lÍ&,cno soluble letal se unió a los pozos en el estado nativo y en la 

inmunotra.nsfcrenda, el nnligeno se expuso a condiciones rctlucloras que alll?ran 

su estructura y en conSL'Cttencia, lil avidez y afinidad ~n la reacción anligcno­

a.nticucrpo. posiblemente sean nfoctad.is. Además en el en.c;oyo de ELIS:\ se mide 

In wúón de anticuerpos al antigeno total mientra.s que, por hununolransfcrcncia, 

se diJotocta la unión de nnücucrpos espl:'Cificos a antígenos separados por peso 

molecular, incluso Si! nccesilari.u1 experimentos ndiciorulcs para determinar si las 

molécu\,-¡s de menor pc&o molecular relativo son modificaciones de la misma 

proteína o bien son frngrnenlos resultantes de lns condiciones reductoras 

empleadas en este análisis. 

Para determinar si la C"Specificid.ld de los anticuerpos presentes en el suero de 

los pacientes con esporotricosis está dirighla a epilopes glico~ídkos, los 

componentes del exoanlír,cno separados y tranforidos efoclroforclicamcn\e a 

membranas de nitrocelulosa, se somcliL•ron a oxidnción con pcryodato de sodio, 

una l6cnica común emplead,1. 1.m el análisis estructural de las glicoproteinas 

(Oamp y llough. 1965) y 1.!mplcnda ir,ualnumt.e para iluslrar la participación de 
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tas porciones Constituidas -· por carbohidratos .. eli. In rcactividnd scrológica. de 

algunos_. llnl:fgeonos .·· procedenl_cs ··de p~rásilos como Scldsto$ama tt1mJsmtii 

(Hamburgcry col.;1982).y Trypimosot1111 cr11:i(Xu Y.Powcll,1991) •. 

La··extci1sa -:~~-~~¡¡~~ dé'·'a<:tivida'd -~-;~I-Ógicii :~Íl..~p~és::-·clC Úc ox.idación con 

sol.uci~I\~~ 5 • i 10; ttU'vl 
0

<\e p~cy·o~to ·.de .O~~() sugiere ·. foertcmcnte que esta 

~-~~v!~~-:!-.~~~~i. ~~~-~-~-<l-~,~c~-~ Jf7~ÍloP~s. ~~~bof~i~;atos (Fi~Urn 16). La actividad 

~~)-ti~~-:~~~~~i~~~~~-p~~~t;~i~Í~:-~~}}~~~»~~~~~~::~I~ 3_~ ~{ 67-koa. podrin representar 

~1fi: .. ·s~~PO' · ,-i\~i-íor_:::'t!C< d~tl?~han-'te~ ·.' dC_·_ ~~aICza prolt!ica o lipídica que 
' - _··.:.'· -.-_.···.·: .·' _,· __ ,· . '_· ·.·• 

·p~aclicamcnl_c rl:º serian oícct.ndos por las concentraciones de 5 y 10 111..1\.I durante 

~ Ílo;~ d~:¡;~cub.idón (\Voodward·~· col., 1985) o bien ser epitupes carboh.idralos 
··º·' .. 

no; se~siples -nl peryodalo como son los compuestos de cadenas lineales con 

énlilccs C-3_ y aquellos que contiernm ácido siálico parcialmente acetilado 

(\Vooúward y col., 1985). 

B hecho de quu la re.icUvidad de los anticuerpos de las muestras de los pacientes 

con esporotricosis esté dirigida en forma significativ"1 contra epflopcs c.licosilados, 

posiblemente explique por qué las muestras sucesivas de un mismo pacicntL~, 

Obtenidas en distintas etapas de tral:.lrnienlo e ind11&0 al Lénnino dd mismo con la 

completa resolución de ta enfonnedad, resulten con iguales lílulos de anticuerpos 

en los ensayos de ar,luünndón de Jevadurns y ELISA, e igual patrón e intensidad 

de rco.ctivi<lad por irununolransferenci.i (fabla V y Figura 13). ~luchas 

polis.1l.·,-i.ridos mkrobiJno:>, tales como los procedentes de P11ewnU\.UCC1IS, no 

pue<llm ser degradados por l.is enzimas del sujeto infoctJ<lo, de tnl íonna que 

persisten por un lar¡~o licmpo en lil c1rcul11dón y /o en los tejidos y producen un 

delo, dcnomin.1do "üft.-clo de molino"' (I.Jhn y \Vl..1!.lfal, 1975). Eslos polisac:.:i.ridos SQ 
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unen a los nntjcuerpos inducidos ),. pucdcm ser fogodtndos como complejos 

nntígcno-':lnlicucrpo'. 1\-licntras que el anticuerpo es degradado dentro de los 

nt.ici-~~ag~~. IÓ-"i_-. ~_ofr~~cdri;Io~~ PcrnwÍtcccn. intactos y son d~ forma eventual, 

nue\0.iinCntc cxcrClndo~f: n .Ja drculadón donde son estimuladas algunas donas 

espcdficos de cClufos Il, y producicndose nuevamente nnücucrpos reactivos. Es 

dificil.-sal>Cr si un fonómcmo similar est.i. sucediendo t:?n Jos pacientes con 

espoi-olricosis; puesto que la cnradcriz.ación di.! las frncciortt~s gliocosidicas de este 

exoanUgt.!HO do la Ievadum de S.:.:chmckii no ha sido realizada, sólo de su rnsultado 

y evaluación en modelo~ animales podria definirse d sigrúficado de tales 

mok~ulas en la. csporolricosis y es po~ibfo que en este contexto, Ja pC'rsistcncia de 

los anUgcnos polisacáridos en el sujeto infectado, de existir, juegue un papel 

importante en el desarrollo de la infección. 

No es posible establecer por el solo protocolo de irunwmlransforcncia aqu1 

empleado si !J. reacción con el componente de 30 kDa presentada por los 6 (100%) 

sueros tfo los pacientes con hisloplasmosis pulmonar y por 10 (83.3%) de las 

muestras de los voluntarios sanos (Tabla VIII) sea causada por la presencia de 

dctcnninantes homólogos aportados por otra húccción o alguna fonnn de 

csporotricosis subclínicas o simplemente por un bandeo inespecífico. En el 

estudio realizado por Scott y Mudunorc (1989) en el que se analizaron 30 muestras 

de individuos nonnalcs y 20 más provenientes de pndcntcs con otras infecciones 

fimgicas como criptococosis, aspergilosis, c;mdidiasis, coccidioidomicosis e 

histoplasrnosis, sólo el suero de un p;1cicntc con h.istoplnsmosis disemin.J.da 

mostró una reacción débil con un componente de 40 kDa por inmunotransfercnda, 

de la misma. mnnt?ra no se puede establecer si (.>5 rnusada por una infección dual o 

bicm por reacción cruzada. No podemos cxplic.1r por que un nllo porcentaje de las 



muestras de pacientes con histoplasmosis y di.! individuos sanos, reacciona con los 

detc~1it~l~~- ~~~ª~-º-~a)~ bando de 30 kDa aquí reportada, incluso en .ilgunos 

casos en p~opor~ón ,semejante a ~a de Jos pacientes con csporotricosis (Figuras U 

y·1s); I...li ~-:icu~diút de los-sueros de pacientes con histoplasmosis pulmonar y de 

indi~Ú~uD?s _s.·u~os c~·n el nntig1.mo tratado con pcryodato <le sodio, disminuyó en 

menor pft?porc_iót\ éon iguales concentraciones y lil•mpos de incubación que los 

cá.1j,1~Q.da"s -pilra· las U1t'icstrtls dé pacfonlcs con esporotricosiS (Figuras 17 y 18) lo 

que suc,icro que In especificidad, -sí ~stc-cs el foriómcno que actl1a, parece no estar 

basada en los m.ismos-cpítUpes glicosidicos·o no (_!n la ntistna proportjón que en 

los·Sujcl~s con_cspo~ot:ricosis y que incluso potlrfa ~star didg.ld.J. a cpítOpcs 

protéicos_ ~ lípidkos. 

_L.i. ".ariabilidnd en la virulencia de distintos aislados de S.sd1t:11cldi ha sido 

considerada. Los resultados prclinúnares sugieren que de 1n "calidad" y sitio del 

inóculo podrfo.n depender el curso de la infocción cutánea (Kwon·ChWlg.1979). Un 

resultado de esla. varinhilidad podría ser induso la expresión diferencial de 

determinantes anügt!nicos, o sólo en maror proporción en los organismos 

"causanll!s" de ..tl8unn fomt.:J. clínica particul.1r. Este aspecto no puede ser 

contemplado en este análisis, dado se realizó completamente u partir dr. un sólo 

aislado proveniente de tm caso linfocut.inco, por lo que las ilifcrencias obtenidas 

para este gn1po do pacientes (mayores lílulos de anticuerpos demostrables por 

aglutinación y EI.15.A mayor intensidad de la rnacción por irununolrunsferencia), 

po<lrfo.n t.er resultado de anticuerpos inducidos por delemtinantes nnligénicos que 

:.Oto &l! exprei.an, o sólo en m.1y<1r proporción, en los organismos "causantes, de 

furnws linfangíticas y no existentes en las le\'aduras dcriv.ulas tic casos fijos o 



43 

c.üseminados. Estudios posteriores podrían centrarse en invcsUgar si los levaduras 

recupcrnda.s de 1csioncs IirúocutJ.ncas, fijas, diseminadas o incluso de 

pro\'cnicntcs de· rasos- exlrncutáncos, -múc~lran de manera significativa una 

expresión di(cn;:mc.i!!l ~-c_lc· _.d.Ctt!~1inad-0S _ cpi!opcs. Un futuro análisis de la 
-- ··-o- --···-.,·---'·,=-co_--_c- '"'• 

_ ~sp~ificidad de los -~i1üclldCpO~'-én. ~~;·s-UCro de los pacientes, debe contemplar 
\ ·-'." -:·:,_:.,':'. 

lambiCn el. us_o -_de B!'Ugc~t;~ :dc~-~~d_o_s_ d<;. ,lIJlbas (ases del hongo e incluso de 

mayor cmJÍplcji~nd ·q~1-~ ul -~q·ui ~C1)_9r~d~. 

Como se ha mcricÍán~do,· en .la 1.?sporcitrlcosis como cm cualquiera olt'a de las 

enfermedades fúngicas, los foc:lorcs que afoctnn la relación c:on el hospedero, 

pueden dividirse en dos catcgorfos principales . La primera comprende las 

caracleósticas del hongo que le pennilcn alcanzar los tejidos del hospedero y 

causar enfom1cdad, mientras que la segunda, engloba todas aquellas 

características del hospedero que Jimjtan o permitan la pennanencia y 

mulUplicación del agenle iiúL>ecioso. El t.fostino de la micosis depende pucs1 de la 

efectividad relativa de los factores del hongo y del hospedero que entran en juego 

dwanle el proceso de enfonnedad. L1 irúormación que h.:ista Ja foc:h.,,, se tiene sobrn 

tales aspecto~. no ~ólo para J.1 esporotric:osis, sino pnra otras infecciones fúngicas 

es aún fragmentaria (:Vturphy, 1991}. El significado real de la variabilidad en la 

,_.;rulencia entre distintas cepas, como ha sido demostrado por ejemplo para 

S.!dicnckii (Kwon-Omng,1979; Dixon y col.,1992) o V\'u11giell11 tli!mmJiti1lis (Dixon y 

col., 1987) ~n modelos murinos, así corno los factores del hospedero que afectan el 

desarrollo de la cnfenncdad tnlcs como la predisposición ecmtlüca, como se ha 

sugerido para In coccidioidomico!>ÍS di~minada, o los fadores hom\Onales que 

influencian el cstabk>eimicnlo y In progresión, como en !Js infecciones causadas 



por Cm1di1l11 all~cmis y· Cuc~;idici1lrls , iuu11.itú; (Murphy, .1991) n.sl ·como los 

m~ani:mto~-~~ ~~Í~~~~.da ~~i.lúa~, -d<!be~a.n ser considerados poslcrionn<!ntc. 



CONCLUSIONES 

Todos. l~s pacientes con esporotrlcosis mostraron altos Ululas de anticuerpos 

rcdCtivos con Ja ·prcpnración de cxoanligcnos dcrh·¡¡dos de la. levadura de 

Sporothrix sclienckii. Los Ululas más altos que so observaron corre?spondif!ron a los 

pacientes que presentaron el lipa clínico linfocuünco de 1.1 infección. Lis muestras 

de pacientes con histoplasmosis pulmonar fueron negativos por EUSA. 

Colectivamente 7 de los 9 componentes presentes en la preparación· de 

exoanlígcnos fueron reconocidos por anticuerpos en los sueros de los pacientes. 

Las bandas que presentaron nmyor rcactividad fueron las de 27, 30, 3·1 y 67 kDa. 

También se observó rcactividad con la b'1flda de 30 kDa con los sueros de 

pacientes con hfaloplasmosis y con las muestras de \'olWlbrios sanos. 

los perfiles de rcactivid:id con los anlívmos por inmunolrrutsforcnda 

pacientes individuales, no mostraron cambies significativos durante la lcrapia. 

La oxidación del íUlligcno con pef')·odato de sodio elimina eran parte de la 

activid.1d scrológ.ica de los sueros de los pacientes con csporotricosis lo que indica 

la importancia de los carboltidrntos en la respuesta humoral. 

Xo se cm:onlró u1ui clara asociación entre la rcactivid.ad de los antígenos y Ja 

forma dinica de la csporotricosis cuLinc.J.. 
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