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RESUMEN

La esporotricosis es una infeccidn de curso subagudo o crénico causada por el
hongo dimérfico Sporothrix schencki- que se presenta en formas cutdneas o

extracutd Las mis c son las formas cutineas que afectan piel, tejido

subcutdnec y sistema linfitico. Las formas extracutincas incluyen 2 la
esporotricosis diseminada sistémica, la cual se observa en pacientes con defectos
en la respuesta inmune mediada por células. Pueden distinguirse tres formas de la
esporotricosis cutdnea: linfocutinea, cutinea fija y culinca dieserninada. Los
factores que determinan el tipo y severidad de la esporotricosis cutinea no han
sido definidos. La variabilidad en la virulencia de distintos aislados de S. schenckii
ha sido considerada. También se ha sugerido que la exposicion al hongo puede
inducir inmunidad, y que en areas de alta endemicidad, los individuos que
muestran hipersensibilidad al hongo no son infeciados o el curso de la enfermedad
puede ser modificado.

En un esfuerzo para tener un mejor entendimiento de los factores que
determinan el desarrollo de las distintas formas de la esporotricosis cutinea se
investigd la respuesta inrnune hwrnoral a exoantigenos de la levadura de Sporothrix
schenckii  por las téenicas de ELISA e inmunolransferencia empleando sueros
provenientes de casos de esporotricosis linfocutinea, fija y cutdnea diseminada.
Las muestras de estos pacientes mostraron altos titulos de anticuerpos por ELISA.
La electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de la preparacién de exoantigenos
revelo 9 bandas en un intervalo de 16 a 67 kDa. De forma colectiva 7 de eslas

bandas mostraron reactividad con anticuerpos en el suero de los pacientes con



esporotricosis por inmunotransferencia. No se observé ninguna diferencia
significativa en el perfil de reactividad entre los tres grupos de padentes. La
oxidacién del antigeno con peryodate de sodio en el mismo ensayo, redujo de
manera importante la actividad serolégica de estos sueros lo que sugiere
fuertemente que la especificidad de sus anticuerpos esta dirigida a epitropes
carbohidratos. Se incluyeron en este anilisis, muestras de individuos sanos asi
como de pacientes con histoplasmosis pulmonar. Aunque en ninguno de estos
sueros se encontraron anticuerpos reactivos con la preparacién de exoantigenos de
la levadura por ELISA, el ensayo de inmunotransferencia mostrd reactividad con
la banda de 30 kDa con intensidades similares a las observadas para los pacientes

con esporotricosis.




INTRODUCCION

“la ési;omuicc':sis Es una micosis sul;cuténca o profunda de curso subagudo o
crénj}:d pr;:ducid‘a por el hongo dimérfice denominado Sporothrix schenckii,
i’rimordinlmenle afecta a la piel y al sistemna linfitico en forma de lesiones
. gomosas !y en ocasiones puede presentarse en huesos, articulaciones, meninges u
otros érganos como visceras o pulmones {Rippon, 1982).

El primer caso clinico de esporotricosis fue descrito por Schenck en 1898. Este
reporte, describié al hongo aislado de la lesién de un paciente en el Hospital
Johns Hopkins de Baltimore como una "sporotrichia”, un nombre dado por el
micélogo E. F, Smith, quien posteriormente lo clasificé como un hongo del
génera Sporotrichum. El segundo caso fue observado por Hektoen y Perkins,
también en los Estados Unidos , quienes clasificaron el hongo en el género
Sporothrix y crearon la especie schenckii  (Rippon, 1982). En México, Aguirre
Pequerio y Gaydén son considerados los primeros en describir casos de

esporotricosis, alrededor de 1913 (Bonifaz, 1990).

1 Masa de tejido normal g da por la proliferacién granul del tejido iva nor-
mal. Eslas znasas sufren fi dog ivos o icos por ia o escasez extrema de
vasos sanguineos nutricios ( Ruiz y col,, 1981},




. La espc;roh-iccéis es sin duda la micosis profunda mds ampli distribufda
en’el ﬁmndo: se ha obscrvado en todos los continentes, perb quizd el mayor
ndimero de casos se presenta en América intertropical en donde sobresalen
»yMé‘xicb, Uruguay y Guatemnala.

‘“En México se le considera como la segunda en frecuencia dentro de las micosis
profundas y de acuerdo con Barba-Rubic del Instituto Dermatolégica de
Guadalajara, esta micosis es la mds importante en el occidente del pais (Bonifaz, ’
1990).

Aunque se han registrado casos en todo el territorio nacional, se observan dos
zonas de mayor incidencia: el occidente (Jalisco y Nayarit), y la zona centro, que
incluye Guanajuato, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala y el Distrito Federal (Figura 1). Esta
dltima entidad alcanza el porcentaje de casos mis alto de la zona central lo cual
posiblemente se debe a que a esta drea ingresan gran cantidad de productos como
madera, flores, frutas y verduras, u- los cuales el hongo se encuentra asociado,
provenientes de estados vecinos donde el hongo ha sido aislado de la tierra,
vegetacion e incluso habitaciones (Bonifaz, 1990) (Figura 1).

Sporothrix schenckii, pertenece a la Clase-Forma Deuteromycetes, "Fungi
Imperfecti® (Alexopoulos, 1962), dado que aparenternente carece de una fase sexual
o estado perfecto. Aunque la forma perfecta de Sporothnix schenckit no ha sido
establecida, varios autores sefialan al género Ceratocystis un Ascomycele, como
posible estado sexual de §. schenckii. Esta hipétesis se basa en similitudes

. .

morfolégicas y en propiedades ecoldgicas, fisiologi gicas y

bioquimicas entre ambos hongos (Travassos y col., 1973 Harada y col, 1976;
Polonelli y Morace, 1982). Quentin y Weiser (1988) reportan incluso un caso raro,

con el cuadro clinico de esporotricosis pero causado par Ceratocystis stenoceras. Por
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Fig. 1. Zonas de mayor incidencia de
la esporstricosis en México



otra parte, la comparacién del contenido de guanina y citosina del DNA de varias
especies del género Ceratocystis mostré que C, minor es la mds parecida a S,
schenckii (Mendoca-Hagler y col., 1974). Mariat (1983) ha revisado los problemas
taxonémicos concerniertes al complejo Sporoihrix-Ceratocystis y ha seiialado una
posible relacién filogenética entre S. schenckii, C. stenoceras y ofras especies de

Ceratocystis (Lavalle y Mariat, 1983).

La forma micelial de Sporothrix schenckii se ha aislado en multipl  ocasi del

F

suelo y materiales vegetales como corteza, espinas, hojas, paja, ctc, lo cual sefaln
claramente la relacién saprofitica del hongo con las plantas (Mckinnon y col., 1969),
y es precisamente a través de traumalismos o escoriaciones con estos materiales,
que el hongo penetra al cuerpo humano. Algunas historias de esporotricosis marcan
su inicio con mordeduras de perros, iguanas o armadillos, piquetes de insectos,
manejo de pescado, etc, en cuyos casos, la infeccion es causada posiblemenle por la
contaminacién de la herida con el suelo o con cualquier otro malerial con el hongo
asociado. S. schenckii se ha aislado también de pulgas, hormigas; de pezuiias y pelo
de animales domésticos e incluso del agua y aire los cuales representan probables
vectores para las esporas. Han sido reportadas otras formas de transmision por el
contacto cor personas infectadas y el desarrollo de la enfermedad primariamente
pulmonar a causa de la inhalacion de los conidios en zonas altamente endémicas
(Rippon, 1982).

Estas formas potenciales de infeccién explican el cardcter ocupacional de la
esporotricosis, la cual se presenta sobre todo en campesinos, cultivadares y
vendedores de flores y plantas, cosechadores, transportistas y vendedores de frutas,
taladores y cazadores, entre otros. Ocasionalmente se han observado brotes de

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



las fuentes ;ie infeccién se adscribieron en un brote a una bugambilia en la que
crecia el hongo (Bonifaz, 1990) y & una tienda de campaiia contaminada en el otro
(Arenas, comunicacién personal). Los sueros de los tres miembros de esta dlima
familia afectada se incluyen en este trabajo. También se han observado importantes
epidemias ocupacionales como la que tuvo lugar en Transvaal, Sudafrica entre
1927 y 1947 y que afect6 a casi 3,000 mineros que se infectaron con el hongo que se
desarrollaba en condiciones éptimas en las vigas de sz;porm de la mina (Lurie,
1963). En México, se han descrito igualmente epidemias en grupos de alfarcros que
empleaban  paja para  embalar sus productos terminadas, o en personas
relacionadas con la colecta y elaboracion de canastas o sombreros de paja (Rippon,
1982). Recientemente, se registré la epidemia mas importante que ha tenido lugaren
Estados Unidos con un total de 84 casos en 15 estados; los pacientes adquirieron la

infeccion al ipular al musgo Sph con el hongo asociado, empleado para

S

envolver las raices de plintulas que se sembraron durante un programa anual de
reforestacién (Dixon y col., 1991).

La mayor parte de los autores coinciden en sefalar que la esporotricois afecia
igualmente a hombres y mujeres y que al parecer la edad, tampoco parece influir en
la frecuencia de esta enferemedad, dado que se han observado casos desde un nifio
de dos dias de nacido hasta en sujetos que superan los 80 afios de edad.

Los conidios o fragmentos miceliales adquiridos por cualquiera de las vias antes
mencionadas, se transforman en el organismo en levaduras, que es la forma
patogénica del hongo, que prolifera en ¢! tejido del paciente. Sporothrix schenckii es
una de las cinco especies de hongos con importancia médica que muestran

dimorfismo como resultado de la adaptacion e las nuevas condiciones de

crecimiento imp por el organi infectado. Como es de esperar, cambios en



fa cbmposio’én y fisiologia celular acomparian al dimorfismo. Asl por ejemplo en S.
schenckat, la composicion de la pared celular del micelio y conidios son similares,
mientras que la misma estructura en las levaduras, posee un mayor contenido de
carbohidratos entre los que destaca la L-ramnosa poco comtn en hongos (San-Blas,
1982). Este carbohidrato se encuentra en complejos con manosa o come
peptidoramnomananas  y en estudios preliminares, este complejo fué
serologicamente activo sélo en pacientes con esporotricosis (Lloyd, 1971). Esta y
otras comparaciones, realizadas no sélo con §. schenckii' sino también con otras
espocies dimérficas, han mostrado a la fase de levadura como una fuente
importante de moléculas hacia las cuales se genera respuesta inmunitaria (San-Blas,
1982; Kite, 1979).

Como se mencioné al principio, la esporotricosis es generalmente un
padecimiento cutdneo, pero en ocasiones se presenta en forma extracutinea que
afecta articulaciones, huesos, visceras (Wilson y col,, 1967) meninges (Scott y col.,
1987) y pulmones (Berson y Brandt, 1977). Debido al polimorfismo de esta
infeccién, se han propuesto varias clasificaciones clinicas., En este trabajo se usard
fa clasificacién adoptada por Rafal y‘Rasmussen {1991).

La esporotricosis puede ser dividida en cutinea y extracutinea (Figura 2). La
forma cutinea comprende tres tipos: el linfangitico (llamado también linfatico-
cutdneo o linfocutineo), el tipn fijo y el cutineo diseminado.

En la esporotricosis linfangitica (75 a 80% de los casos), se desarrolla como
reaccion primaria, en el sitio de la inoculacién, un nédulo subcutineo indolore, no
adherido al tejido subyacente, que durante su curso penetra la piel y se vuelve
necrético y forma ¢l lamado chancro esporotricélico. En los casos crénicos, los

vasos linfaticos del drea se afectan y forman una cadena o cordén de nodulos,
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similares a.la lesién original, que pueden implantarse y sug al ulcerarse

(Figura3A).

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

esporotricosis, el hongo permanece localizado en el sitio de la inoculacién y no
muestra avance, provoca lesiones que se manifiestan como formas ulceradas,
acneiformes infiltradas, como placas eritrematoides o escamosas, las cuales no

afectan a los linfiticos locales. En esta forma cutinea de la esporotricosis se ha

di

observado ocasionalmente la icion esponta de las lesi Los sitios
mds comunes para la forma fija son la cara, los brazos, el cuello y el tronco (Figura
3B). Lavalle y Mariat (1983) al igual que Rippon (1982), consideran a este Gpo
clinico de la micosis como una forma de reinfeccion, basados en la observacion de
que un numero significativo de personas d~ una poblacién endémica, a las que
generalmente pertenecen los pacientes con el padecimiento cutineo fijo, dan
respuestas de hipersensibilidad fetardada a antigenos de S, schenckii.

El altimo tipo corresponde a la esporotricosis cutdnea diseminada, en la que
aparentemente no hay afeccién sistémica. Esta forma se registra en la literatura
general con una frecuencia menor al 1% (Rippon, 1982; Wilson y col,, 1967; Lurie,
1963). Sin embargo, en México se ha observado repetidamente casos que podrian
clasificarse como de este tipo (Arenas y col. En prensa). Los pacientes con

esporotricosis diseminada p varias lesi en la piel como

posible producto de inoculaciones iniciales muaitiples, autoinoculacién o
diseminacién por ruta hematdgena (Figura 3C). A pesar de que estos casos
presentan multiples lesiones cutdneas (hasta 40 en una ama de casa cuyos sueros
se incluyen en este estudio) no hay i mal estado general ni tampoco afeccién

sistémica delectable.
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Una caracteristica importante que exhiben los pacientes con esporotricosis

cutinea diseminada, a diferencia de flos con el padecimi istémico

diseminado (forma extracutinea) es su resy al tratamiento con

solucién saturada de yoduro de potasio (SSKI) por via oral (Arenas y col, en
prensa) que resulta pricticamente especifice en el tratamiento de la esporatricosis
(Conant, 1972). )

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

hongo esta dial te distribuido, disti factores que la sola exposicion al

hongo, deben ser importantes en las dreas donde la enfermedad prevalece. Las
bases biolégicas que expliquen por qué la esporotricosis es adquirida y atn mds
curse hacia alguna forma clinica particular, ya sea cutinea o extracutdnea, asi
como su severidad, no son totalmente conocidas. La informacién hasta ahora
disponible, se refiere principalmente a las formas de esporotricosis extracutinea
considerada como una micosis oportunista dado que afecta a sujetos que

presentan algiin grado de inmunosupresion; se han registrado casos pulmonares

di -

ion 1 en i

primarios en alcohdlicos crénicos,
embarazadas, diabéticos o pacientes con linfomnas y formas arlriticas severas en
pacientes con SIDA (Fitzpatrick y Eubanks, 1988) o en sujetos bajo tratamiento
con cortisona (Manhart y Wilson, 1970; Molstud y Strom, 1978; citados por
Rippon, 1982). Se ha demostrado que las deficiencias en la respuesta inmune
mediada por células se asocian al desarrollo de la esporotricosis extracutinea

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

esporotricosis cutinea linfangitica mostraron i idad celular comparable ala

12

de los sujetos sanos control a diferencia de los pacientes con esporotricosis



Anea que pr anormalidades en su resp celular ? .

El porqué S. schenckii puede causar padecimientos cutd de tipo linfangitico,
fijo o bien diseminado requiere otro tipo de explicaciones ya que como se ha
anolado, los pacientes son i comp Varios padecimi dos no
sblo por hongos sino tambien por bacterias o pardsitos, pl preg

j Asi por ejemplo, en la leish iasis experi [ en se ha

propuesto como explicacion para el dcs;xrmllo de una forma cutdnea o una forma
diseminada sistémica, la diferendiacion de las células Ty (Linfocitos T de ayuda;
CD4%) hacia el tipo Tyl o Ty2. Esta diferenciacion es dirigida por células
presentadoras de antigeno, densidad del antigeno, interleucinas, hormonas y
demas factores reguladores (Mossmann y Moore, 1991). En este modelo, en la cepa
de ratones Balb/c se genera una respuesta tpo Ty2 y se desarrolla en
consecuencia una leishmaniasis diseminada sistémica. En contraste en la cepa

C3H/He la infeccién permanece cutinea, sin diseminacion, e incluso los ratones

sanan sin ningun tipo de tratami se desarrolla una respuesta tipo Tyl La
diferenciacién hacia células T2 favorece una respuesta inmune humoral que se
propone como la mis importante para el contro! de organismos extracelulares y
sus productos de secrecon, mientras que cuando hay predominancia de linfocitos
Tyl se favorece una respuesta inmune mediada por células, que potencia la
destruccidn de las células infectadas por el parisito intracelular, como Io es la
Leishmania, lo que impide su diseminacién hacia érganos internos. Los patrones de

secrecién de linfocinas en estus dos tipos  de células Ty que explican el tipo de

2 La inmunidad celular fue evaluada mediante la estimulacién de linfocites T perifericos con
milégenos, con antigenos de Candida y §. sc}-.mchx, asi como por pmelm: cutdneas de
hipersensibilidad retardada (DTH) a PPD, candidi P ;! (Ploulfe y

Silva, 1979).



respuesta inmune efector;:. son diferentes y mutuamente excluyentes y polariza el
“desarrollo de la inféccién; una respuesta Tyl cuya linfocina determinante es el
. interferon émtl.mn (IFN-gamma), inhibe una respuesta Ty2 (cor;\o se menciond,
tipicamente una elevacion en la produccién de anticuerpos y en especial IgE),
mientras que una respuesta preferente hacia el tipo Ty, 2, inhibe la produccién de

IFN- gamma y abate la diferendiacién de los linfocitos Ty a células con fenotipo

Tyl asi impide una P i celular (Chatelain y cof, 1992).
Recientemente ha sido reportada la existencia de clonas de células Ty con perfiles
de secrecion tipo Tyl o bien Ty2 en seres humanos (Romagnani, 1991; Maggi y
col,, 1992) sin embargo aiin no se ha demostrado el papel que juegan estas
subpoblaciones celulares en cuanto al Hpo y severidad de alguna infeccién, tal
conio lo ha sido en el modelo de leishmaniasis antes mencionado.
La lepra es otra infeccidn que al igual que la esporotricosis, muestra dictintas
. formas clinicas de las cuales la tuberculoide y la lepromatosa, representan formas
polares de este padecimiento. Los factores que determinan la evolucién de la
infeccidn hacia una forma tubercutoide mis benigna y comunmente autolimitada,
o a una lepromatosa mids seria y progresiva en un individuo dado son
desconocidas, sin embargo, varios estudios sugieren que cl desarroilo de alguna
de las formas clinicas, depende del grado de la respuesta inmune mediada por
células y en consecuencia las formas clinicas tuberculoide y lepromatosa
representan puntos antipodales de la misma (Bullock y Fasal, 1971).

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

polimorfismo clinico. Asi, la capacidad de dif cepas de Sporothnix schenckii
de crecer a diferentes temperaturas (Kwon-Chung, 1979) podria tener relacién con

el tipo de lesiones producidas. Se ha observado que los conidios oblenidos de




i linfocut o i pueden formar colonias miceliales a 35°C o

a 37°C, a diferencia de los conidios proveni de lesi cuth fijas, que

s6lo pueden formar micelio a 35°C. Cuando los conidios provenientes de los
aislados que crecen a 37°C son inoculados por via intraperitoneal a ratones, se
obtiene multiplicacion de la forma levaduriforme del hongo en los érgancs
internos. En contraste, al inocular conidios procedentes de aislados que no crecen
a 37°C, no se encuentra proliferacion de levaduras en 6rganos in(un'.ms, salvo en
testiculos que presentan una menor temperatura due el resto del organismo. A
parlir de estos hallazgos se poslula que el crecimiento de estos tltimos aislados en

tejidos con temperaturas mayores a 35°C es tan lento, que el sistema inmunitario

1: m

al hongo exitc y evita su La infeccién podria ser
entcnces, un proceso selectivo para aquellos aislados capaces de crecer a35°Cc a
temperaturas superiores lo que determina, posiblemente, la forma y severidad de
la esporotricosis, Por otra parte, tambicn se ha postulado que existen diferencias

en el potencial patogénico de los aislados obtenidos direct; delar !

y de aquelios provenientes de casos de esporotricosis humana (Howard y Orr,
1963; citados por Rippon, 1982). Streton y Dart (Citados por Rippon, 1982) han
encontrado diferencias significativas en ¢l contenido de lipidos de ambos tipos de
aisludcs_. Tambidén una relacién entre virulencia y la composicién lipidica ha sido

sugerida para otros hongos, Bl der y Cocadivides immitis entre

Y
elios (Rippon, 1982). Mariat (citado por Rippon, 1982) considera que tanto el
estado nutricional como la exposicién repetida al  hongo, pueden ser de gran
importancia en la mayoria de los pacienies que contraen la enfermedad. De tal
forma, muchos casos de esporotricosis linfocutdnea son contraidos por sujetos mal

nutridos, de zonas rurales pobres, que estin en contacto directo con el suelo y en



‘esparot is, algunos ideran que el caracter localizado
td forms, os producto de la inmunidad del individuo infectado, ef cual
presumiblemento tivo contactos anteriores con S. scherckii (Gonzalez-Ochoa, 19543
Rippon, 1982 Lavalle y Mariat, 1983).

::. Salvo el cuadro clinico de la esporotricosis cutdinea linfangitica, que es tan

.,constante .y permite el diagnéstico acertado por el especialista, deben ser
consideradas para ¢l  diagnéstico diferencial otras  micosis cur.no
cromoblastomicosis, blastomicosis o micetoma entre otras, asi como casos de
tuberculosis cutinea o sifilis gomatosa que desarrollan aspectos clinicos similares
alas olras formnas cutineas de la esporotricosis (Rippon, 1982).

En la esporoiricosis cutdnea el exdmen microscopico de pus o tejidos, atn
empleando técnicas de tincién especiales como la de Gomori (GMS), el métedo de
Hodkiss- MacManus (PAS) o la intnunofluorescencia, no revela al hongo en todos
los pacientes (Rippon, 1982; Evans y Richardson, 1989). Bonifaz (1990) reporta que
de 80 casos de esporotricosis examinados por inmunofluorescencia, solo en 2 se
observaron estructuras en forma de "puro” o "navecilla®. Por lo anterior, est‘as
téenicas se consideran de poco o ningun valor diagndstico en los casos cutineos y

ademas, la obtencion de biopsias es poco rec dable dado que puede causar la

infeccién de tejidos mds profundos o incluso propiciar la  diseminacidén
hematégena del hongo.

En la aclualidad, se considera al culliva de S. schenckii a partir de las lesiones,
como el método mas confiable para & diagnéstico de la espaorotricosis. Este se
realiza ficilmente en medios como el Sabouraud adicionado con cicloheximida y

cloramfenicol a terperatura ambiente para obtener la forma micelial, y en BHI-



snngm a 37’ C pam oblener la levndum demostrando el dimorfismo.

B!

T Eldi gnosti > m ‘“" ' prucbas seroldgicas cobra gran importanda sobre todo

. ef\ héﬁel}gs casos donda e] hongo no puede ser aislado, como sucede para algunas

for_m.as:exh-aculéx'\ens de la  esporotricosis tal como la meningitis. La
inmunodifusién, la’ inmunoelectroforesis, la fijacién del complemento y la
aglutinacién de levaduras o de particulas de litex recubiertas con antigeno, han

tand

sido emp s para el diagndsticoy prondstico de la enfermedad. Por medio de

i difusion y de i lectroforesis por cjemplo, se han demostrado
P jemp.

anticuerpos precipitantes especificos en contra de anligenos del hongo (Albornoz
y col,, 1984). En un estudio comparalivo de la inmunodifusion, la fijacion de
complemento y la aglutinacién para la deleccion de anticuerpos reactivos con S,
schenckii se concluy6 que la aglutinacion de levaduras o de particulas de litex
recubijertas con el antigeno son las mds apropiadas para el diagnéstico. En este
estudio se encontré que el tipo de medio de cultivo en el cual se desarroliaron las
levaduras o la fase de crecimiento de la cual se recuperaron, no tienen un efeclo
significativo sobre su antigenicidad. Ademas, no se observé aglutinacion de las

levaduras con antisucros de pacientes con hislopl is, blastomicosi

criptococosis, coccidioidomicosis y candidiasis (Karlin y Nielsen, 1970).
Otros mélodos como el ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) y mds

reci la

encia (Western immunoblot) la cual permite el

andlisis de la respuesta seroldgica hacia complejas de anti; han sido

empleados para establecer el diagndstico de la esporotricosis. Scott y col. (1987)

4,

usaron s oblenidos del sobrenad de un cultivo liquido de la levadura

de 8. schenckii y pudieron demostrar por EL]SA, anticuerpos en el liquido

cefalorraquideo y suero de pacientes que pr ban meningitis croni cuya
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kc'ausva”nn"se habia podido blecer. Tales resultad permiti identificar a S.

schenckii como el agente etiolégico, lo cual pudo confirmarse mediante el cultivo

*del hongo a partir del liquido cefalorraquideo, Los concluyeron que este
ELISA permite el diagnéstico temprano de la esporitricosis que afecta el sistema
nervioso central, asi como la pronta iniciacién de la terapia adecuada brindando
un mejor prondstico. En un segundo reporte (Scott y Muchmore, 1989) con el
empleo del mismo ELISA, demostraron anticuerpos en sueros de pacientes con las
formas linfangitica y con titulos mds altos, en aquellos con formas extracutiineas
de la esporotricosis. En el anélisis por inmunotransferencia, sélo las  muestras
provenientes de pacientes con esporotricosis extracutinea, reconocieron un
mayor nimero de antigenos y en un margen mis amplio de pesos moleculares. De

estos perfiles de reactividad se sugieren incluso 2 bandas como marcadores

s N
b

de casos extr;

~ Con el objeto de lograr una mejor comprensién de los factores que determinan
al desarrollo de las diferentes formas de la esporotricosis cutinea, iniciamos la
caracterizacién de {a respuesta inmune inducida por Sporothrix schenckii, mediante
el empleo de sueros provenientes de casos de esporotricosis linfocutinea, cutinea
fija y cutdnea diseminada. En este trabajo, se reporta una comparacién de la
especificidad antigénica de los anticuerpos en el suero de estos pacientes, co base
en una preparacién de exoantigenos de la levadura y las técnicas de ELISA e

inmunoelectrotrans(erencia.



“MATERIALES Y METODOS .
CULTIVO DE 8. schenckit
Los aislados de Sporothriz schenckii que se utilizaron en el estudio se obtuvieron de

un ' pacientes con esporolricosis cutinea atendidos en el Departamento de

Dermatologia del Hospital General "Dr. M. 1 Gea Gonzdlez" dependiente de la
Sacretarfa de Sajud (SS.A.).

Los cultivos iniciales se verificaron por Ia morfologia tpica de la colonia y l1a
apariencia microscépica de los cultivos en laminilla.

Se procedid a la resiembra de los aislados criginales en tubo inclinado con agar-
glucosa de Sabouraud (Conant y col., 1973) adicionado con cloramfenicol (0.05mg/ml)
y cicloheximida (0.5mg/ml). Los cullivos se mantuvieron a lemperatura ambiente
hasta la aparicién de las colonias.

Para el cultivo en laminilla {Evans y Richardsan, 1989), se colocd un bloque de
medijo Sabouraud y antibiéticos inoculado con esporas y fragmentos miceljales, entre
un porta y un cubreabjetos en una cdmara hiameda para su incubacién a temperatura

. ambiente por espacio de sicte dias. Pasado este tiempo y al advertir 1a adherencia del
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micelio, el C\J_breob“ seﬁﬁr?v pora éd miontaje con lugol y postérior A@A}isi.szbur-

P

micr

P

" TRANSFORMACION ALEVADURA - . = ‘. %

Para la transformacién del micelio a levadura, fase tisular del hongo, se sembraron
fragmentos miceliales y esporas tomados de la zona marginal de una coloni.a del
cultivo original, en tubo inclinado que contenia medio agar-BHI (DIFCO laboratories,
Detroit, Michigan, USA.) suplementado con 6% de sangre tolal de conejo, cisteina
0.1%, glucosa 2% y 20 U de penicilina, 40 pg de estreptomicina por mililitro y
o

cicloh y clor: icol como se ha mencionado. Una vez obtenidas las colonias

en los cultivos mantenidos a 37°C, las células se resembraron semanalmente an medio
BHI-agar-cisteina-glucosa y antibidticos. Se verificé la transformacion a levadura, y se
observaron muestras de las colonias resullantes al microscopio de luz. Algunas

preparaciones se Hiieron segrin la técnica de Gramm (Balows y Hausler, 1981).

SUEROS.

Los sueros empleados en este firabajo se  obtuvieron de
pacientes con esporolricosis atendidos en ¢l Departamento de Dermatologia del
Hospital General "Manuel Gea Gonzdlez" de la Secretarfa de Salud (TABLA 1). La
muestra total conslé de 15 sueros de 10 pacientes con esporotricosis culinea
demostrada por cultivo y esporotricina positiva, y con tiempos de evolucién que van
desde un mes hasta aproximadamente los 25 afios. Algunas de las muestras

corresponden al mismo paciente en distintas etapas de tratamiento.
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Se incluyeron en este andlisis cuatro sueros de pacientes del Insti N [ de
Enfermedades Respiratorias (INER) y dos més del Instituto Nacional de la Nutricién

(INN) que presentaron histoplasmosis pulmonar con altos ttulos de anticuerpos

reactivos con antig de Histopl psil por ELISA, asf como 12 sueros de

indiviuduos sanos.
AGLUTINACION DIRECTA

Con objeto de obtener.el tiulo de anticuerpos en contra de la levadura de S.
schenckii de todos los sueros, se practicd la aglutinacién de levaduras (Karlin y
Nielsen, 1970; Palmer y col.,, 1977; Evans y Richardson, 19§9).

La suspension de las levaduras para esie ensayo se prepard a partir de células de
cultivos de 72 horas en medio agar BHI-cisicina-glucosa y antibiéticos mantenidos a
37°C. Las levaduras se lavaron tres veces se resuspendieron cada vez con
amortiguador de fosfatos salino (pH 7.2) y Thimerosal 1:5000 (PBS-Thimerosal) y se
centrifugaron a 250 x g por 10 minutos a 4°C. El botdn final se resuspendié en PBS-
thimmerosal a la dilucién adecuada que se determing por el proceso convencional de
diluciones dobles seriadas del antigeno (levaduras) y el antisuero. Se evaluaron 4
diluciones de las fevaduras en un mirgen de 1:500 a 1:4,000 sobre diluciones de 1:4 a
1:4,0% de tres sucros de pacientes con esporotricosis y lres pertenccientes a individuos
sanos.

Todos los ensayos de aplutinacién para obtener el titulo de todos los sueros, se
realizaron en placas de 96 pozos de fondo plano (Micro Test IT Tissue Culture Plate
Cat. No. 340, Falcon) en un volimen total de 200 pi por pozo; 100 pl correspondientes

a la dilucién correspondiente del suero en PBS (pli 7.2) y 100 jl de la suspension de
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levaduras. Después: de mezd.:_xr levaduras y sueros por 30 minutos en un agitador
o'rb-’xml; vlns placas se mantuvieron en refrigeracién (4° C) toda la noche y se
centrifugaron a 250 x g purrl()r minutos a 4°C . Los titulos de aglutinacién se
registraron como el reciproco de la qiludéq mds alta del suero que produjera
agregados bien formados de las levaduras, al observar a bajo aumento con ayuda del

microscopio invertido.

PREPARACION DE EXOANTIGENOS DE LA LEVADURA DE

Sporothrix schenckii *

Se siguié el protocolo empleado por Scott y Muchmore (1989) para Ia obtencién de
exoantigenos de la fase levaduriforme de S. schencki.

Las levaduras obtenidas 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 botén final se
resuspendié en medio BHI para inocular un tubo de 50 md (Cat. 25330. Corning N.Y.)
que contenfa 20 ml de medio BHI y antibi6ticos. Este cultivo se mantuvo a 37°C con
agitacion orbital (100 rpm), por espacio de 48 horas, después de las cuales, el tubo se
centrifugé a 250 x g por 10 minutos a 4°C. Las células se resuspendieron en PBS (pH
7.2) para inocular 200 mi de medio YCG contenido en un matriz Erleauneyer de un
iilm. Después de su incubacion por tres dias en un agitador orbital (100 rpm) a 37°C, el
cultivo se transfirid a tubos nuevos para recuperar las levaduras por centrifugacion
como se ha indicado. El paquete celular se resuspendié en PBS y se empled para
inocular 3 litros de medio YCG que se incubd por siete dias como anteriormente.
Pasado este periodo, fos cultivos se mantuvieron en un baiio de agua a 62° C por tres

horas con objeto de causar la muerte celular. Se mantuvo a temperatura ambiente por



espacio deyds horas y posteriormente, las levaduras se eliminaron por centrifugaciona »
5,000 x g durante una hora a 4° C, El sobrenadante [inal se filtré (Papel Whatman No.
1), y se afiadié thimerosal a una concentracién finaf de 1:5,000.

Esta preparacién que contiene los exoanligenos de la levadura de S, schenckii, se
dializé contra agua destilada (tres cambios en 48 horas, membrana Spectrapor 2,

12,000- 14,000 MwCo), se liofilizo y almcend a -70° C.
DETERMINACION DE PROTEINAS

Una muestra del material liofilizado se r pendid en agua destiladay desionizada,

y se centrifugd a 16,000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. El contenido de
proteina en el sobrenadante recuperado, se determind segiin ensayo de proteinas Bio-
Rad (Bio-Rad Prolein Assay Kit cat. 500-0001) basado en la técnica descrita por
Bradford (1976). La curva pairén se construyé con gamma globulina de plasma

bovino.
ELISA

Se determinaron, la concentracion adecuada del excantigeno de S. schenckii y la
dilucién 6ptima del conjugado (peroxidasa acoplada a anti-Ig humana total) segiin se
ha propuesto (Voller y Bidwell, 1986) para oblener el titulo de anticuerpos de todos los
sueros por la técnica de ELISA.

Se evaluaron dos placas de soporte distintas, Immulon 1 e Imumulon IT (Cat. 011-010-
6301 y 011-010-6302, Dynatech Laboralories, Inc). Los pozos se cubrieron por 18 horas

en refrigeracion, con distintas concentraciones 1, §, 10, 50 y 100 pg de proteina del
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exoantigeno resuspendido en PBS (pH 7.2). Después de tres lavadas con PBS-Tween 20
B (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 ha
indicado, se adicionaron a cada pozo 100 pl de una dilucién 1:100 en PBS-Tween 20-
BSA {1 mg/ml) del sucro, En este ensayo se usaron 2 sueros de pacientes con
esporotricosis que presentaron altos titulos de aglutinacién de levaduras, y un suero
pertencciente a un individuo sano. Después de dos horas de incubacion a temperatura
ambiente y lavados, se afadieron a cada pozo 100 1l de una dilucion 1:1,000 en PBS-
Tween del conjugado (peroxidasa acoplada a anti-lg humana total; Cooper
Biomedical). Después de su incubacién a temperatura ambiente por dos horas y una
serie de lavados como se ha indicado, se afiadieron a cada pozo 100 pl del sustrato
OPD (o-fenilendiamina 0.4 mg/ml en amortiguador 0.05 M de fosfato-citrato pH 50
mis 40 pi de perdxido de hidrégeno 30% por 100 i de la solucién amortiguador-
suslrato). La reaccidn se detuvo al adicionar a cada pozo, 50 pl de HCt 3N a los 10
minutos de incubacién a temperatura ambiente. La absorbencia de la OPD se leyé a
492 nm en un lector de ELISA (ELISA Microreader, Bio-Rad).
Se realizé un segundo ensayo para determinar la dilucién adecuada del conjugado
antigiobulina humana. Para lal, las placas de soporie se cubrieron con el antigens en
PBS como se indicé. Despuds del bloqueo y los lavados, se anadieron a los pozos

dit

correspondi i dobles seriadas, comprendidas en un margen de 1:20 a

1:10,240, de los sueros de sujelos con esporotricosis y negativo ya manejados. Posterior
a su incubacidn por espacio de 2 horas y lavados como se ha indicado, se evaluaron
dos diluciones del conjugado anti-globulina, 1:1,000 y 1:2,000, por duplicado en cada
suero, al adadir 100 pl de la dilucién correspondiente a cada pozo. Se incubd y lave

como se ha manejado para afiadir el susirato. La reaccidn se detuvo y la absurbencia se



Iey:é coino et él énso anterior.

g :Un'a';fvéz definidas las condiciones de trabajo adecuadas (placas de soporle,
@ﬁéenﬁndén de antigeno, dilucion del conjugado y el Hempo de reaccién enzimatica)
las cuales mostraron una mayor resolucion entre pacientes e individuos sanos, se
oi;luvu el titulo de todos los sueros.

En cada placa de titulacién se incluyeron un suero positivo y tres negativos
perlenecientes a individuos sanos. Se incluyeron pozos control cubiestos solamente
con BSA y medio YCG.

Para caleular los resullados se definid el punto de corte al caleular la media
aritmética de la densidad optica (DO) por cada dilucién de los sueros negativos y
sumar 2 desviaciones estindar (SD). El titulo se considerd como la dftima dilucién que
mostrara una DO superior a la marcada como punto de corte por los sueros negativos

en {a misma serie de diluciones.
ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA-SDS

Con objeto de determinar la concentracién adecuada de proteina del antigeno de
5. schenckii que permitiera una buena resolucién de sus componentes y asegurara una
cantidad adecuada para los ensayos de inmunotransferencia, se evaluaron 6
concentraciones de 10 a 60 pg de proteina total por pozo, se empleod el sistema de
electroforesis en placa vertical Mini-Protean II (cat. 165-2940, Bio-Rad. Richunond, CA).

E! antigeno liofilizado se solubilizé en condiciones reductoras en amortiguador
de carga (Glicerol 10%, SDS 4%, Tris 2M pH 68 0.5%, pironina 0.02% y f-
mercaptoctanol o DTT 2M en Tris 0.1M (pH 6.8) al 5%), se hirvié por 5 minutos y

centrifugd a 16,000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenanante
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resul se i6 a electr

.

is en gel de poliacrilamida-SDS 10% preparado de
acuerdo con Laemmli (1970). El gel se corrié a 7 mAmp el gel superior (concentrador)
y a W mAmp el inferior (separador). Se incluyeron en cada corrida como marcadores

de peso molecular: a-lactualbtmi 14,400; inhibidor de tripsina, 20,100; anhidrasa

carbonica 30,000; ovoalbdmina 67,000 y fosforilasa B, 94,000 (Pharmacia Inc,
Piscataway, N. ).

Los geles se tifieron con azul de Coomasie (dcido acético 7.5%, isopropanol 25% y
Coomassie R-250) o plata (Bio-Rad Silver Stain Kit. Cat. 161-0443) o bien se‘prqcesaro_n

porai ia (Western i blot)

INMUNOTRANSFERENCIA

Los polipéptidos resultantes de la electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS se

elec firieron a

de nitrocelul (poro 045 pm. Cat. 21640,
Schleicher & Schuell, Keene, NH.) en ci de f in (Idea Scientific, Co.,
Corvallis, Oregon) con elecirodos de placa y buffer de transferencia (Tris 0.24 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 contenia los
marcadores de peso molecular y los antigenos de Sporothrix, se tifieron con azul de
Coomasie (dcido acético 7.5%, isopropanol 25%, Coomassie R-250 0.025%) y negro de
amido (Negro de amido 0.1%, metanol 45% y dcido acélico 10%) respectivamente, para
calcular los pesos moleculares y establecer la eficiencia en la transferencia. Para los
ensayos de inmunotransferencia, las membranas de nitrocelulosa resultantes se
lavaron por 30 minutos con PBS (pH 7.2} que contenia 0.3% de Tween-20 y se

incubaron por una hora a temperatura ambiente con agitacién, con PBS-Tween 20



(0.3?6) y albiimina sérica bovina (BSA) al 3% con objelo de bloquear los sitios reactivos
con protefna. Después de tres lavados, 10 minutos cada vez, con PES-Tween 20, las
membranas se cortaron a lo largo en tiras (0.5 cmn de ancho) que se colocaron
individualmente en charolas de incubacién con el suero designado en dilucién 1:100
en PBS-Tween 20 y BSA (3%). Después de su incubacién por 2 horas con agitacion a

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

b ligada a p tdasa (Code NA. 933, Amersham UK) en dilucién 1:500 en PBS-
Tween-BSA (3%) por 2 horas como anteriormente. Posterior a tres lavados con PBS-
Tween 20 y tres mds con PBS solo, las membranas se revelaron con una solucién del
sustrato o-cloronaftol (2 ml de o-cloronafiol (3 mg/ml en metanol) y 10 pl de peroxido
de hidrégeno al 30% por cada 10 mi de PBS). Al oblenerse un miximo de coloracion
con un fondo minimo, la reaccion se detuvo al enjuagar exhaustivamente las tiras con
agua destilada. Las membranas se secaron sobre papel filtro y se fotografiaron para su

andlisis.

OXIDACION DEL ANTIGENO DE S, sclenckii CON- PERYODATO EN
INMUNOTRANSFERENCIA

Con objelo de deterrninar si los anlicuerpos presentes en el suero de los pacientes
son especificos para delerminantes antigénicos carbohidratos, se empled ¢l método de
la oxidaciéon con peryodato, en la técnica de inmunotransferencia, descrito por
Wouodward y col. (1985).

Después de la clectroforesis y tranferencia del excantigeno de 5. schenckii, como
se ha indicado, las membranas de nitrocelulosa se bloquearon toda la noche con BSA

al 3% en PBS-Tween 20 con agitacion, y en frio (1°C). Después de lavar tres veces con



amortiguador de acetatos 50 mM (pH 4.5), Ia nitrocelulosa se corté en tiras, Un grupo

de éstas, das como experi les, se incubaron con 5 mM de peryodato de
sodio en amortiguador de acetatos y otro con 10 mM del mismo. El grupa control, no
se expuso a la accién del peryodato. Posterior a su incubacion a temperatura ambienle
en la oscuridad por una hora, las membranas se lavaron tres veces nuevamente con
buffer de acelalos y se bloquearon.con glicina al 1% en amortiguador de fosfatos 0.1 M
(pH 7.5) durante toda la noche a 4° C con agitacion. Las tiras se lavaron lres veces mds,
10 minutos cada vez, con PBS-Tween 20 (0.3 %), y se colocaron en charolas de
incubacion de tal formna que una tira de cada tipo (control, 5 mM y 10 mM de
peryodato de Na) se evalué con cada uno de los sueros. De esta forma las membranas
se incubaron con el suero correspondiente en dilucién 1:100 en PBS-Tween 20-BSA
(3%) durante una hora con agitacion a temperatura ambiente. Después de tres lavados

tres veces con PBS-T'ween, las tiras se revelaron como se ha descrito.



RESULTADOS
Cultivo de Sporothrix schenckii

Después de una semana de cultivo, a lemperatura ambiente en agar-glucosa de
Sabouraud, las colonias de S. schenckii fueron pequeias y blancas. Conforme awnentéd
st tamadio, la superficie de Ia colonia se observé hitmeda, rugosa y membranosa, El
color de las colonias del aislado que se empleé en este estudio fue blanco amarillento

atn en cultivos vicjos, a diferencia de otros cultivos provenientes de diferentes

islados que fueron tenidos paralelamente, que tornaron del amarillento al negro,
sobre todo en la parte central de la colonia, conforme avanzaba su desarrollo (Figura
4).

Debido a que en una preparacién lipica no es posible reconocer las caracteristicas
esenciales para la identificacién microscopica de S, schenckii, dado que se pravoca el
desprendimiento de las esporas, existié la necesidad du realizar cultivos en laminilla,
Al cabo de una semana de incubacién a temperatura ambiente, el exdmen
microscopico de la preparacién mostré el micelio constituido por hifas finas

soportando conidios que crecen directamnente de 4l {radulosporas) o bien sobre hifas



Fig. 4. Morfologla de las colonias micecliales de 8. schenckii
en agar glucasa de Sabouraud a 25 C. AMlgunos aislados
mostraron pigmentacién conforme la edad 3el cultivo
avanzd (B y C} a difercncia del empleado en este tra-

bajo (A) gue no mostrd pigmentacién a lo largo del
cultivo.
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portadoras (simpodulosporas) que conforman las estructuras de "racimo'_'> ]
"margarita” caracteristicas de la especie (Figura 5).

Como se mencioné con anterioridad Sporothrix schenckii s un hongo dimérfico, y
fa demostracion de este dimorfismo es importante para la idenlx’ﬁcua‘énr especifica.
Con esle proposito se inocularon tubos con agar BHI-sangre con conidios y fragmentos
miceliales de las colonias obtenidas en medio Sabouraud. Al cabo de una semana a 37

C  se observaron claramente colonias blancas de burdes. lisos. El andlisis por

microscopia de luz revelé que las colonias estaban.comp
gemacién ovales, redondeadas o en forma de "puro” similares a Jas reportadas en frotis
procedentes de animales inoculados experimentalmente, (Conant, 1972) (Figura 6).

Estas levaduras son grampositivas (figura 7). -
EXOANTIGENO DE LA LEVADURA DES. schenchii .

Las levaduras se crecieron masivamente para preparar un antigeno soluble, segin
se describié en Materiales y Métodos, A partic de 3 litros de medio de cultivo se
obtuve un total de 420 ing de antigeno con un contenido de 17.7% de proteinas.

El andlisis. del excantigeno de S. schemckii  por electroforesis en ge! de
poliacrilamida-SDS en condiciones reducioras, revelo un patrén de 9 bandas
comprendidas en un intervalo de 16 a 67 kDa. Cuatro componentes de la preparacién
con pesos moleculares de 27, 30, 34 y 67 kDa, se encontraron en mayor proporcién por
tincion con azul de Coomassie R-250 o con plata. Estas dos tinciones revelaron

exactamente el mismo perfil electroforélico (Figura 8).

por - células en -



Fig. 5. Apariencia del micelio de S.

schenckii en agar’
glucosa de Sabouraud a 25 C por microscopla de
contraste de fase (900X).



Fig. 6. Fotomicrografia en contraste de fase de la
levadura de Sporothrix schenckii obtenida
en medio BHI a 37 C, (900X).
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Fig. 7. Tincién de Gram de las levaduras de
Sporothrix schenckii (360X).




.Fig. 8. Electrpforesis en gel de poliacrilamida-SDS
del. exoantigeno de la levadura. de Sporothrix
schenckii'(A).y. diagrama. del mismo. (B).




. 26

' DETERMINACION DEL TITULO DE ANTICUERPOS ANTLS. schencii

os titufos de anlicierpos reactivos con S. schenckii - para fo que se

.. emplearon como pxi"tfge'nos 1a levadura totat para ensayos de aglutinacion directa y Ta
: pmpamctén dé exoant{genos de levaduuras para el ensayo de ELISA.

E .trl".yxra {a aglutinacién directa, se determiné la conceniracidn adecuada de levaduras al
evaluar distintas diluciones de las mismas y de dos sueros de pacientes con”
esporotricosis. De las cuatro suspensiones de levaduras empleadas: 1:500, 1:1,000,
1:2,000 y  1:4,000 (vol/vol) la suspension de 1:2,000 mostro los resultados “mas
satisfaciorios, dado que con las suspensiones s concentradas no fue posible obtener
el titulo, mientras que con la de 1:4,000 se observo el fenomeno de prozona.
Establecida la suspension adecuada se obiuvo ef titulo de anticuerpos aglutinantes de
todos los sueros de pacientes con esporotricosis cutdnea, pacientes con histoplasmosis
pulmonar y de muestras provenientes de individuos sanos.

Los Htulos de aglutininas encontrados en las muestras de los pacientes con
esporotricosis van de 128 a 512 (Tabla 1I) con un titulo medio de 369.7. Los tilulos mas
allos se observaron en los pacientes con el tipo linfangilico con 512, salvo una muestra
del mismo grupo de pacientes que resulld con o de 128 obtenida de un caso
linfangitico incipiente, asi considerado por presentar sélo un nédulo subcutineo,
aparte del chancro de la lesidn original a diferencia de los otros pacientes que
mostraron mayor diseminacion linfdtica. Todos los casos diseminados se agruparon
con un ttulo de 256. Las muestras de pacientes con el tipo fijo obtuvieron titulos de
512y 256.

En los 6 sueros de pacientes con histoplasmosis puimonar se encontraron

aplutininas anti- S. schencki. El intervalo de titulos para este grupo fue de 61 a 256 y un’



- CTABLAT
.. "TTIULO DE AGLUTINACION DE LEVADURAS
EN PACIENTES CON ESPOROTRICOSIS CUTANEA

* Linfangflica’

L'ink._xhgiﬁca

““Linfangitica

Li i\fangiﬁéa

Diseminada

Diseminada

Diseminada

Diseminada
R Fija SRS
10 Fija

Titulo medio” = i

* Reciproco de la dilucion més alta que mostrara aglutinacion franca; :
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S lurilarios: sanos también )
.’ ‘mostraron anticuerpos aglulinantes en un interv e:iﬁ 2128 y una media

“de 46.6, évlbmnn‘or‘en‘ osta prucha serolégica (Tabla TV),

Eﬁ tos o yos de aglubindciér de'levaduras ado: éqn » sucesivas de

e nlgéx}ps delos i’);ldEl;ES !Vlaj;orl'ircnlanﬁéﬁlc con solt icién suturadn con yoduro de potasio
~ o bien itraconazol, no se encontraron v'.;riaci":r'{es'évn el nivel de aglutininas con
- respecto a la primera muestra obienida del paciente sin ningiin tipo de tratamiento

(Tabla V). Incluso en un caso con el padecimiento cutineo diseminado, que mostré

un afio después de iniciada la terapia, el Htulo se mantuvo sin

“total recup
variacién (Tabla V).

La preparacién de antigenos a partir del cultivo de la levadura de S. schenckii

descrita anleriormente, se empled para obtener el titulo de anticuerpos reactivos de
todos los sueros por el ensayo de ELISA. Para establecer las condiciones adecuadas se
evaluaron diferentes ipos de placas de soporte, la concentracién de antigeno y la

" dilucién del c

jugado ant-i globulina humana.

Se evaluaron las placas de soporte Immulon Iy 11 cubiertas con 1, 5, 10, 50 v 100 pg
de proteina total por pozo, con 2 sueros de pacientes con espomuicosis.y uno mis
proveniente de un voluntario sano. En las placas de Immulon Il 1a di‘hgid;.d Gptica (DO)
oblenida con el suero del individuo sano fue hasta 5 veces mayor que la lectura en las
placas de Immulon 1 (Figura 9). En cambio, las lecturas para cada una de los sucros de
fos dos pacientes con esporolricosis no mostraron variacion importante en los dos tipos
de placas (Figura 9). Con base en estos resuliados se eligieron las placas Immulon 1y [a
concentracion de 1 pg de proteina del antigeno de Sporotirix  por pozo, las cuales
mostraron mayor resolucién entre los sucros de los pacienles y el proveniente del

individuo sano.



TITULO DE AGLUTINACION DE LEVADURAS EN
'PACIENTES CON HISTOPLASMOSIS PULMONAR'

64

256

T
i 128"
© ., Titwlo medio = 1173

+Presentan altos titulos de anticuerpos
anti-Histoplasma eapsulatum por ELISA

- .* Reclproco de la dilucion muis alta que
““mostrara aglutinacién franca.



TABLA IV :

B 'ITI'ULOS DE AGLUTL\'ACIO\' DE LEVADURAS
: “ 2 DE INDIVIDUOS SANOS :

T ‘Redproco de ln dxlucxén ‘mds alta del §

_mostrara ag!utmncxén franca.



.' TABLA v

TITULOS DE 'ANTICUERPOS ANTL Spamllmx schenckii
EN PACIENTES CON ESPORGTRICOSIS CUI'ANEA
“ POR ELISA

 FORMA CLINICA S TITULOY

- Linfangitica S Tea00

Linfangftica 600
Linfangitica 6,400
a0 Linfangitica 1,600
5 Diseminada 3,200,
. 6‘ Diseminada 1,600
7 Diseminada © - 1600
8 - Diseminada - 8 1,600
9 Fija : 3,200
Tiyen e . Fija_ a0

* Ultisna dilucién cont lectura que excediera la absorbencia mcd.m
( media + 2 D.S.) de Jos sueros de individuos sanos.

12 sueros pertenecientes a individuos sanos obtuvieron titulos <50
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. MMULON |

024

© MMULON 2

Hg Proteina / Pozo

]

5

10 50 100 : 1 5 10 50 100

Fig. 9. Evaluacidén de las placas de soporte y concentracién

del exoantigeno de la levadura de S. schenckii para
¢l ensayo de ELISA. Mucstras de pacientes con espo-
rotricosis cutdnea (Barras con lincas delgadas,
muestra 1 o gruesas, muestra 2). La muestra de un
voluntario sano (Barras con llneas puntcadas) mos-
trd una lectura 5 veces mayor en las placas Immulon
2. Pozos cubiertos con BSA o medio YCG resultaron
con D.O. menores a 0.02.

g Proteina/ Pozo
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Evaluadas las placas de soporte y la concentracién del antigeno, se determing fa’

dilucién del conjugado anti-i globulina mis ad da. De las diluciol

1:1,000 y 1:2,000 det conjugado ensayadas, la dilucién 1:1,000 mostrd los resultados mis
salisfactorios con una mayor diferencia entre los sueros de puéicnles corl esporotricosts -
y el control sano (Figura 10). Estos resultados permitieron establecer 'Jns cqndiddncs =
éptimas para el ensayo de ELISA.

Los titulos muds altos encontrados en los sueros fueron de 6,400 y correspondieron a
los pacientes que presentaron el tipo clinico linfocutdneo, salvo una muestra de este
grupo que resultdé con un Gtulo de 1,600 perteneciente a urr caso incipiente ya

mencionado en los resultados de la aglutinacién de levaduras. Tres de los pacientes con

&

esporotricosis cutanea diseminada, provenientes de un brote familiar, se agruparon con
un Htulo de 1,600 y un cuarto sucro resuité con 3200 (Tabla VI). Las 2 muestras de
individuos con esporotricosis culinea fija dieron un titulo de 3,200. No se encontraron
Htulos de anticuerpos anti-S. schenckii en 6 sueros oblenidos de casos de histoplasrnosis
pulmonar y que tenian altos ttulos de anticuerpos anti-H. capsulatsm (Tabla VII) ni en
las 12 muestras de individuos sanos atin en diluciones de 1:50.

De 2 pacientes con el padecimiento linfocutineo, de uno con el tipo cutineo
disemninado y de uno mds con la forn.a fija se contd con muestras de suero obtenidas
anles del tratamiento y en etapas sucesivas del mismo. Los titulos de anticuerpos, como
sucedid también en el ensayo de aglutinacién, no sufrieron modificacién en ninguno de

los casos y etapas (Tabla V).
INMUNOTRANSFERENCIA

En un ensayo preliminar se.determin la“cantidad adecuada de antigeno para la
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F{EC!‘PROCOODE LA DIUCION DEL SUERO

Pig.- 10,  Bvaluacidén de 2 diluciones del conjugado anti~inmuno

o - globulina humana para el ensayo de ELISA. Se emplea-~
ron sueros de. 2 pacientes con esporotricosis {circu~-
los ocuadros) asl como una muestra de un individuo
sano :{triidngulo}. E)l suero control resulta con un ba
jo: fondo (D.0.,  0.05) a diluciones donde los sucros
‘positivos dan lecturas mayores a 0.7 empleando la di
lucién  1:1,000 del conjugado.




TABLA VI

i ;I'ITULO‘ DE ANTICUERPOS ANTI- Sporufhru; schenckii~ -~ 77l
'EN P# XCIEN TES CON HISTOPLASMOSIS PULMONAR ™
. . PORELISA: il




TABLA v

'ﬂTULOS DE AN'l'lCULRI’O'-" POR AGLUTINACION 'Y ELISA
IZ\‘ PACILNTES CON ESI’ORO']'RICOSIS BAJO TRATAMIENTO

i FORM.&

c "MUE&:H‘(AV CARACTERISTICAS ~TITULO - TITULO:
- CLINICA e P T :

.- sin tratamiento .

: Unfﬁng(ﬁc

"6,400

Diseninad famiento 567 3,200

© 3,200,

‘un mesde tratamiento con
=i Hacopazal: -

’ ,b *+ Reciproco deld d:lucxan mis alta del suero que mostrara ngluhnnclén franca!

* Ultima dilucién con lectura que excediera la ahsorbcncm mm.ha (medm 2 D ‘»)
de Jos sueros de individuos sanos. R ;

**SSKI Solucién Saturada de Yoduro de Potasio.
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inmunotransferencia al pfubnr'de 20 a 70 pg de proteina total de la preparacion de
. exoantigeno por carril del gel de poliacrilamida. Los componentes del fillrado del

- cultivo . de: Sporothn: dos elect i se transfiricron a papel de

lemcrzlulcsa ys se mcuburon con el sucro de un paciente con esporotricosis con altos
Vtﬂulos de anhcuerpos y se reveld posteriormente con anli-inmunoglobulina humana
(Fxgum 11) B caml cargado con 40 pg de proteina mostré la mejor resolucion y
. definicién en _e_l perfi l de reactividad con los anticuerpos presenles en el suero. Con

E esta’ srim canﬁdnd‘dé exoantigeno de la levadura, se investigd Ia especificidad de los

n.nucuerpos presenms en el suero de lodos los pacientes con esporolricosis cutinea.

: De los nueve polipéptidos resultantes de Ia electroforusis en gel de poliacrilamida-
S<DS‘ (Figura 8), 7 reaccionaron colectivamente, con diferente intensidad, con
anticuerpos en el suero du los pacientes con esporotricosis (Tabla VIII). De éslos, 4 con

pesos moleculares de 27, 30, 34 y 67 kDa, reaccionaron con mayor intensidad (Figura

12). Los 4 sucros de los pacientes con el padecimiento linf i reconocieron mas
fuertemente la banda de 34 kDa, a diferencia de las muestras provenientes de casos
diseminados y fijos que mostraron reaccién mas débil con esta banda. Los
polipéptidos con pesos moleculares menores a 27 kDa fucron reconocidos  mis
intensamente sélo por tres sueros de la muestra total (Carriles 1, 5 y 9 Figura 12).
Pricticamente no existio ninguna diferencia en cuanto al patron de reactividad y su

i idad al I tras del mismo paciente obtenidas a diferentes ctapas de

tratamiento (Figura 13). Incluso al comparar la muestra proveniente de un paciente
con el padecimiento diseminado sin ningin lipo de tratamiento (Tira marcada 0,
Grupo 4, Figura 13), con la tercera obtenida 12 meses despuds cuando el paciente habia
curado, se observaron practicarnente idénticos, el patrén y la intensidad de la reaccion.

Los 6 sucros de los pacientes con histoplasmosis pulmonar reaccionaron con la



SO FABLAVIT S 4

" PORCENTAJES DE REACCION CON LAS BANDAS DEL EXOANTIGENO
DELA LEVADURA DE Sporothrix scheckii POR INMUNOTRANSFERENCIA : +

(kDa) . ESPOROTRICOSIS - HISTOPLASMOSIS -
; (%) L R ¢ R
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Fig. 11. Inmunotransferencia de distintas cantidades
del exoantigeno de la levadura de Sporothrix
schenckii. ‘La membrana de nitrocelulosa-se

-“incubé con el suero de un paciente con altos
titulos de anticuerpos.
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Fig. 12. Reactividad de los anticuerpos de los pacientes =
. con esporotricosis cutdnea linfangitica (Tiras
1 a 4), cutdnea diseminada (5 a 8) y cutanea fi
ja. (9 y 10) con exoantigenos de la levadura de
~ 8. schenckii por inmunotransferencia. - S




Fig.

MESES DE TERAPIA

13. Comparacién por inmunotransferencia de la
especificidad de anticuerpos en sueros de
pacientes con esporotricosis a antigenos
de 1la levadura, antes y durante terapia.
Las tiras marcadas 1 y 2 corresponden a
casos linfocutdncos; 3, cutdneo fijo y 4
a una forma diseminada.
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s de mdnwduos -

nles en ol sucra de los pnciemes”

son espec 'co's"pnra pilopes'de naturaleza hccsndxca, se emp[eé 1 lécmca du )

oxldacmn con peryodalo de sodxo. Los ’:‘1 p ! ‘del tip o de'S, <chenck1|

P

scpamdos electrofnmhcamenle [ mmobthdos sobre membranas de nitrocelulosa se
mantuvieron por una hora en soluciones 5 y 10 mM de peryvodato, para incubarse
pb;leriormentn con los sueros y ser revelados con ¢l conjugado anti-inmunoglobulina
humana-peroxidasa: La oxidaciéon del antigeno, disminuyé de manera notable la
actividad seroldgica de las muestras de los pacientes con esporotricosis, Para todas las
muestras, solo las bandas de 30 y 67 kDa presenlaron actividad residual para las
concentraciones y lempo de reaccion con el peryodato de sodio aqui reportados
(Figura 16). La especificidad de los anticuerpos de rmuesiras del mismo paciente
obtenidas a distintas elapas de tratamiento, tambié¢a fueron analizadas con el antigeno

oxidado con peryodato de sodio. En estos casos no se observé ninguna variacién con

respecto al patrén e i idad de reaccion obtenido por la primera muestra, La
reactividad con el antigeno oxidado también fue analizada en los sucros de los

pacientes con histoplasmosis pulmonar y en los de individuos sanos que mostraron

reactividad con comp del tigeno de Sporothrix . A diferencia de lo
observado con los sucros de los pacientes con esporotricosis, la reaccidn con la banda

de 30 kDa observada para las 6 muestras (100%) y adicionalmente para una muestra



Fig. 14. Reactividad por inmunotransferencia de

E los anticuerpos en sueros de pacientes

IR con histoplasmosis pulmonar con exoa
o “itlgenos .de. la levadura de S._ schenck.
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Fig. 15. Reactividad por inmunotransferencia de
los anticuerpos en sueros de 12 volun-
tarios sanos con cxoantigenos de la le
vadura de Sporothrix schenckii.
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Fig. 16. Efecto de la oxidacidn de carbohidratos por peryodato

de sodio en el r imiento de igenos de’la
levadura de S. schenckii por suecros de pacientes con

esporotricosis
{CD) y cutdnea
Las tiras marcadas 0 no se trataron con la solucidn
de peryodato. Las marcadas 1 y 2 se trataron con so-
luciones 5 y 10 mM de peryodato de sodio respectiva-

- mente.

linfocutdnea (LC), cutdnea diseminada
fija (CF) por inmunotransferencia.
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" con las bandas de 25y 67 kDa de los pacientes con lu'sluplnsmc;sis pulmonar, fio se’

afectd de mancra signiﬁcaﬁ\.'n (Figura 17). De la misma forma, en ningtin caso la;

oxidacién del antigeno con peryodato de sodio afecté de manera notable Ta reac

de los anticuerpos presenles en ios sucros de voluntarios sanos conla banda de 30KDa

(Figura 18).




Fig.

0 12 :012-°0.42 012 i

17. Efecto .de la oxidacién de carbohidratos por peryodato
en el reconocimiento del: exoantigeno de la levadura
de §. schenckii por sueros de pacientes con histoplas
mosis pulmonar. Las teras marcadas 0 no se trataron
con peryodato, las marcadas 1 y 2 se trataron con so-
luciones 5 y 10 mM de peryodato de sodio respectiva-'

mente. ¢
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Fig. 18. Efecto de la oxidacidén de carbohidratos por peryodato
de sodio en el reconocimiento del exocantigeno de ' .la
levadura de sgorothnx schenckii por sueros de ‘voluin-
tarios sanos. Las tiras marcadas 0 no sc¢ trataron con
peryodato mientras que las marcadas 1 y 2 se: trataron
con soluciones 5 y 10 mM de peryodato respectivamente.




- DISCUSION

La alta’ éxposicion. liq%r__ﬁnnq'&‘Sparall\n-i’x schénckii-en conjuncién con. la baja -
f.inddencia de lni‘ espérclﬁéosis en la pc;ﬁlucidn' general, puede indicar que los
mecanismos de defensa, tanto innatos como. adquiridos, son relativamente
eficientes para proteger contra la infeccién, Las bases que expliquen porqué esta
"micosis de implantacién® se desarrolla y cursa hacia alguna forma y severidad
particulares en sujetos inmunocompelentes donde provoca formas cutineas, no
son cc;nocidus. La observacion de que en zonas de alta endemicidad las personas
son resistentes a {a micosis o desarrollan principalmente un tipo cutdneo fijo,
como producto posible de la reinfeccién (Rippon, 1982; Lavalle y Mariat, 1983), asf
como el grado de termotolerancia del hongo, que permite la colonizacion de
tejidos mds o menos profundos, lo que causa formas diseminadas o fijas
respectivamente (Kwon-Chung, 1979), e incluso el estado nutricional de los
pacientes (Mariat, 1968; citado por Rippon, 1962), han sido consideradas, entre
otras, como posibles fuentes del polimortismo de la esporotricosis cutdnea.
La mayoria de la informacion que hasta la fecha existe sobre la infeccion, se
refiere a la descripcion y tratamiento de los casos, asi como de la evaluacion de
distintos inétodos serolSgicos de diagndstico. Los reportes  sobre el

comportamiento inmunoldgico frente a Ia infeccion son escasos y aspectos tales
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T Asi mxsmo se mcluyemn en este muxlxsns. sueros de'f c
pulmonar. con’ allos litulo de anticuerpos. anti-H. r:npmlnlmn y muestras " de

‘voluntarios sanos.

Como primera aproximacién y con objeto de comprobar la existenda de

. anticuerpos reactivos con la levadura de S.schenckii, se practicé la aglutinacién

directa que cor le se ha empleado para el diagnéstico y prondstico de la

infeccién. Los titulos mds altos de la muestra total oblenidos por este ensayo, 512,
correspondieron a 3 casos linfangiticos con 1, 2 meses y hasta 25 a~nos de
evolucion, y a un caso de esporotricosis fija con 20 a~nos de padecimiento (Tablas
I); T0). El tituto de 128 para un caso linfangitico correspondié a un caso incipiente,
en el cual sélo se produjo un nédulo cutineo, a parte de la lesion original, a
diferencia de los otros casos que mostraron mayor parlicipacién de los linfiticos
locales y en los que posiblemente exista mayor estimulacion  antige'nica, Todos
los pacienies con la forma clinica diseminada se agruparon con un litulo de 256.
Aunque entre los titulos medios de aglutinacion de las muestras de lus pacienles
con esporatricosis (369.7), de pacientes con histoplasmosis pulmonar (117.3) y

sueros de individuos sanos (46.6) puede establecerse una diferencia relaliva,




:y 2 (16 6% is de la mucsh‘a dc Illdl 'duos sanos, compdrhemn un thulo de
nnt:cuerpos ngluummlos de 1"8 con el suero del caso hnloculancu incipiente. Es

,u}l;slms de pacientes con

dlﬁCll expltcur a baja resulucmn encontrudn

y de individuos

P I c ‘,' latum y-sueros de pacientes con esporotricosis (Post

"y col, 1958, Mabcn'y ¥ col., 1966 citados por Karlin y Nielsen, 1970) pero se cree

:'que' es reacciones son ‘debidas mds a una exposicién previa a especies
i hel.ur()logas, que a'una reaceién cruzada con S.schenckii, Por otra parte, Ashbrook

(1934) mclwdo lambién en la revisién de Karlin y Nielsen (1970), reporta que un

peque~no porcentaje de muestras de individuos sanos, presenta aglutininas para
Sporothrix, y postula que estas personas presentaron en alguna elapa de su vida
-+ esparotricosis subclinica. Estas conclusiones aunadas a la observacidn de que de
los pacientes con esporotricosis, aquellos que presentan formas cutineas, resultan
con los titulos de aglutinacion muis bajos, posiblemente expliquen la baja
resalucion y el consecuente sobrelapamiento de algunos de los titulos obtenidos en
este -ensayo, Los argumentos de Ashbrook, Post y Maberry se apoyan
principalmente en la sensibilidad y especificidad de la prueba de aglutinacion de
levaduras dado que ésta se basa en una molécula antigénica que conslituye la

capa exlerior de la pared celular, la L-ratnno-D-manano, un azicar raro en las
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! paredes celulares fdngicis (San-Blas, 1982). ‘Inch.xs'o ;:l. jcompg\mr la aglutinacién de

levaduras o de‘pnru'culas de Idtex cubiertas con el anligeno con ot{‘bs'mélodoé

1

como’ la’ fijacién del ‘cor ) o lhf»i- ! " ién, :l.i;tiglruﬁﬁucfdh’dp
levaduras resulla favorecida (Knrliny., Nielsen, 19"70,' l’.ﬂméry C(;l.,_‘l977; Kaufman -
y Reiss, 1992). ) ' :
A diferencia de lo encontrado en'el ensayo de aglutinacion de levaduras, la
_px_-uéba de ELISA mostrd una clara  resolucion entre los ~pacierites’ con
.. esporotricosis que resultaron con altos ttulos (1,600 a 6,400, Tabla VI) y las

muestras de los | con histopl. is (Tabla VII) y de volunlarios sanos.
En ninguna de las mueslras de los dos dllimos grupos, se demostraron
anticuerpos reactivos con la preparacion de cxoan'tigenos de la levadura de
S.schenckii, con titulos mayores o iguales a 50 (Tablas V1 y VII). Los titulos mds
altos de los pacientes con esporolricosis cutinea correspondieron, al igual que en
ensayo de aglutinacion directa, a los pacientes con la forma clinica linfangitica
(6,400) en la cual los pacientes presentaron varios nodulos cutineos a parte def
chancro esporotricdtico original. Como se ha reportado, los pacientes con una
notable linfadenitis, con lesiones inflamadas supurantes, son mds activos
serologicamente que los individuos con una infeccion superficial y muestran
usualmente mayores titulos de anlicuerpos (Kile, 1979). Dado que, como ya se
indicg, en los pacientes con la forma linfoculinea el sistemna linfitico inlerviene, la
estimulacién anligénica es mayor e incluso anticuerpos reactivos con un mayor
nimero de antigenos del hongo podrian ser producidos. Puesto que en este ensayo
se empled una preparacion relativamente cruda de antigenos solubles del hongo,
no es posible establecer por los resultados obtenidos por ELISA, si los alios titulos

de los pacientes con esporotricosis linfocu'tanca se deben a la presencia de
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- m\hcucrpcs m.:cli\'cs con unmayor numero de determinantes ar\ugerucos o de :

mayor nfnuddd o mns bmn a um diferencia solu de Hpo cunnumuvu con’ el reslo

de lns pncmnles con esporot:nccsm culnnea dadc que en ¢l ensayo do EUSA se

los Ululos ohtemdos por. ambos ensayos no pueden emplearse, al menos en los
: parnmel.ms aqui descﬂlos, como indicadores prondsticos de la enfermedad. En un
: seguili}icnlp seraldgico de 2 casos de esporotricosis sistémica durante 16 semanas

vy 16 nﬁés: (Karlin "y Nielsen, %l_970), el nivel de aglutininas se mosiré muy

ielerogéneo. En el priinér caso el nivel inicial de aglutininas después de tener

' contacto con el hongo fue de 1:20 y alcanzé un ttulo miximo en las sexta y
séplima semanas * de 1:160, e} cual decayd en dos sernanas a 1:80 y después de 16
semanas se encontrd un titulo de 1:10. Una dltirna determinacién realizada a los
18 meses resultd negativa, Este caso fue tralado con solucidn saturada de yoduro
de potasio (SSKI) y se resolvid la infeccion totalmente. A diferencia de este
comportamiento, el segundo caso, mosird una respuesta serologica bastante mds

compleja que vario desde un titulo original de 1,280 a 320 cuatro adios despuds,
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monoms a 80 a los 8 afios des pués dela mfccmén. se e]evé n

ramente a 320 o fos

10 anos, y se \'oh’lfz negahva 1 aiios después'y nuev nenté aun Hlu.luydc

160 A :llmmncm del caso unlenor, el 'pum

se \ralo con SSKIV nnfotrecmn B y

clnlgm, dado el c <o racter mcurrcnl: q pr sentd ln m[eccxén en este caso, En otro

segumucmc se emp]enron los ensnyos de ugluhnnc!on de paﬂicu]ns de litex on

‘_ lanum]!a EUS.‘\ pnm nnnllzar suerok de pacnenles con esporotricosis en

: meninges (Scott y ‘col,, 1987) L\I compurtmnmnlo goneml fue homogéneo, todos

: prcscnmran allos titulos on la pi nera m 1 stra . ‘alcanzaron un nivel mdximo en

“la obtenida durante el mes donde se inicid 1 lerapia, posteriormente los titulos de

anticuerpos. disminuyeron de’-forma table. Desafortunad to no existe
ningdnrélm reporte de un seguimiento seroldgico y éstos, como se menciong,
éofréspondcn a casos -de uspoéotricosis extracutinea en los cuales el
comportamiento y severidad de la infeccion son distinios a lo observado en
pacientes que desarrollan formas cutdneas, por lo cual no es posible establecer, por

datos en la literatura, que los titulos de aglutinacion y de anticuerpos por ELISA

per an 0 No cc en etapas del tratamiento, y atin despues de
eliminada la infeccién como aqui se reporta. Estos resultados deben comprobarse

con un mayor nimero de pacienles y muestras sucesivas de los mismos.

En la electroforesis en gel de poliacrilamida-.SDS (SDS-PAGE) de la preparacién

. " i1

aron nueve polipéptidos

de exoantigenos de la levadura de S.schencki, se
con pesos moleculares de 14 a 67 kDa (Figura 8), mismos que {ueron transferidos a
membranas de nitrocelulosa para ser incubadas con sucros de pacientes con
esporotricosis, de sujetos con histoplasmosis pulmonar y muestras de individuos

sanos. De forma colectiva, 7 de los nueve componentes de la preparacion fueron
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1

on Ol‘h‘

la prcpnmcmn de
exonnt(genos de l.‘A levadura, encontraron reactividad con 8 a 10 bandas
numprendxdas solanente entre los 40 y 70 kDa, es decir no muestran reaccidon con
3 de las bandas con mayor reactividad (27, 30 y 34 kDa) descritas en esle trabajo.
Los resultados oblenidos por la inmunotransferencia no muestran una
correlacion entre el palron de reactividad observado por inmunotranferencia y el
tiempo de evolucion de ln esporotricosis -desde la aparicion de las lesiones hasta
la toma de la primera muestra durante el cual no exislié ningiin tipo de
l'raiainien!u. por ejemplo para los sueros 4y 1, ambos procedentes de casos
linfangiticos con liempos de evolucion de 2 y 300 meses respeclivamente, se
encontré practicamente el mismo perfil de reactividad incluyendo su intensidad
(Tabla I'y Figura 12). Por otra parte tampoco se detectd reaclividad predominanie
con alguno de los componentes de este antigeno, al comparar los dislintos perfiles
de reaccién por inmunotransferencia, de las muesiras de pacientes individuales
oblenidas en distintas etapas de tratamiento, o al final del mismo para un caso

diserninado clinicamente curado (Figura 13).



usdxfercnmns e id ‘deia ccl porir ferencia observada

! entre Ios pncnenles conl el mismo ﬁmlu de EL!SA (por ejemplo entre las muestras

expllcun h\mb n !us vnnamones ob«ervudas. Ad el tratarni del antigeno

. puede causnr |crencms en la union de los anticuerpos, que resulta muy
posﬂ)lc.menle en una seleccidn de determinadas poblaciones de los misios, En
ELISA el antigeno soluble total se unié a los pozos en el estado nativo y en la
inmunotransferencia, el antigeno se expuso a condiciones reductoras que alteran
su véslruclura y en consecuencia, la avidez y afinidad en la reaccion antigeno-

) u.nlicuer_po, posiblemente sean afectadas. Ademds en el ensayo de ELISA se mide
la unién de anticuerpos al antigeno total mientras que, por inmunolransferencia,
se detecta la unidn de anticuerpos especificos a antigenos separados por peso
molecular, incluso s¢ necesitarian experimentos adicionales para determinar si las
moléculas de menor peso molecular relativo son modificaciones de la misma
proteina o bien son [ragmenios resultantes de las condiciones reductoras
empleadas en este andlisis.

Para determinar si la especificidad de los anticuerpos presentes en el suero de
los pacientes con esporotricosis estd dirigida a epitopes glicosidicos, los
componenies del exoantigeno separados  y tranferidos eleciroforeticamente a
membranas de nitrocelulosa, se sometivron a oxidacion con peryodato de sodio,
una técnica comdn empleada en el andlisis estructural de las glicoprotefnas

(Clamp vy iough, 1963) y empleada igualmente para ilustrar la participacion de
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bt

7 as pomo:\es c " 1 por carbohid € rlu reactividad semlogim de

o ulgunos anﬂgunos procedenles de pnr.!stlos comn Sclnstosamn mansonis

. unu hora'de mcubncion (Wocdward v col 1983) o bien ser epitopes carbohidralos

no sensnbles al puryodnlo como son los compuestos de-cadenas lineales con

enlaccs: c3 y nqucllos que contienen dcido sidlico parcialmente acetilado

ot ‘(Woodward y col., 1985),

El hecho de que la reaclividad de los anticuerpos de las muestras de los pacientes
con esporotricosis esté dirigida en forma significativa contra epitopes glicosilados,
posiblemente explique  por qué las muestras sucesivas de un mismo paciente,
obtenidas en dislintas etapas de tratamiento e incluso al término del mismo con la
completa resolucion de la enfermedad, resulten con iguales titulos de anticuerpos
en los ensayos de aglulinacidn de levaduras y ELISA, ¢ igual patrén e intensidad
de reactividad por inmunotransferencia (Tabla V y Figura 13). Muchos
polisaciridos micsobianos, tales como los procedentes de Pnenumcioccans, no
ptieden ser degradades por las enzimas del sujeto infectado, de tal forma que
persisten por un fargo liesinpo en la circulacion y/o en los tejidos v producen un

ciclo, denominado "efecto de molino™ (Jahn v Westfal, 1975). Eslos polisaciridos se
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fenros” inducid d

unen a los anti pos 05y p

ser fa;,u(.ltndns como- ccmplejos

g nnugcno—anhcucrpo anlms que o nnumerpo es degradado dentro de los

'macrcfngos, los pohsucando..- pemmnocen “ intacios y.son de forma eventual,

= nuev ameme excrelados a la cxrcnlacmn donde son estimuladas algunas clonas

*especifi cas de celulns B, y -produciendose nuevamente anticuerpos reactivos. Es

. difici %ber éi_ un :fendmeno ‘similar estd sucediendo en los pacientes con

“espotolricosis; puesto que la caracterizacién de las fracciones gliocosidicas de este

r exé.in"\bllgeno‘dé fa lovadura de S.schenckii no ha sido realizada, sélo de su rosultado
v evaluaciéon en modelos animales podria definirse el significado de tales
moléculas en la esporotricosis y es posible que en este contexio, la persistencia de
los 'anu;;cncs polisaciridos en el sujeto infectado, de exislir, juegue un papel
importante en el desarrollo de la infeccion.

No es posible establecer por el solo protocolo de inmunotransferencia aqui
empleado  si la reaccién con el componente de 30 kDa presentada por los 6 (100%)
sueros de los pacientes con hisloplasmosis pulmonar y por 10 (83.3%) de las
muesiras de los voluntarios sanos (Tabla VIII) sea causada por la presencia de
determinantes homélogos aportados por  otra infeccién o alguna forma de
esporotricosis subclinicas o simpiemente por un bandeo inespecifico. En el

estudio realizado por Scott y Muchinore (1989) en el que se analizaron 30 muestras

f

de individuos norinales y 20 mds provenientes de pacienles con otras i

fingicas como criptococosis, aspergilosis, candidiasis, coccidioidomicosis e
histoplasmosis, sélo el sucro de un paciente con histoplasmosis diseminada
mostré una reaccion débil con un componente de 40 kDa por inmunotransferencia,
de la misma manera no se puede establecer si es causada por una infeccion dual o

bien por reaccion cruzada. No podemas explicar por que un allo porcentaje de las
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mucstmsde- ’, tes con histopl is y de individuos sanos, reacciona con los

bvdemmmmnms nsocmdcs a h band.n de 30 kDa aqui reportada, incluso en algunos

‘casos en pmporcl n semc]an\e a lu de los puaemes con esparoiricosis (Figuras 14

B que sugu.m que ln pem lad, sf es(e os el fenomnnn que nclnn, pnrece no. esmrv

'k.‘basndn en lus nusmus cpllupcs ghcosn lcos o'no. en la mistna propordén que en

‘L\v v1riabﬁidnd en la virulencia de distintos aislados de S.schenckii ha sido

B

_._i consnderadn. Los resultados prelimi i que de la "calidad" y sitio del
moculo podrian depender el curso de la infeccién cutdnea (Kwon-Chung,1979), Un
resultado de esla variabilidad podria ser incluso la expresion diferencial de
determinantes anligénicos, o sdélo en mayor proporcion en los organismos
"causantes” de alguna forma clinica particular. Este  aspecto no puede ser
contemplado en este andlisis, dado se realizo completamente a parlir de un sélo
aislado proveniente de un caso linfocutineo, por lo que las diferencias obtenidas
para este grupo du pacientes (mayores titulos de anticuerpos demostrables por
aglutinacion y ELISA, mayor intensidad de la reaccién por inmunotransferencia),
podrian ser resultado de anticuerpos inducidos por determinantes antigénicos que
s0lo se expresan, o sélo en mayor proporcidn, en los organismos "causantes” de

ot

formas 1i 2 ¥ no exi en las levaduras derivadas de casos fijos o
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‘diseminados. Estudios posteriores podrian centrarse en investigar si las levaduras

T p jas - de lesio linfoc " fijas, " di inad, o luso de

de'i casos® extr “mutestran’ de - manera significativa una

dxﬁ!r_en idl. de  determinados epi}opﬁs. Un' futuro andlisis de la

- Q;peqiﬁcidngiv %:!e }loysr

0“de los pacientes, debe conlemplar
. también el uso de antige

" ayor cmiriﬁluj ad que o

éolx}o se ha mericionado, en'la esporotricosis como en cualquiera otra de las
" enfermedades fﬁngir.;ns. los factores que afectan la relacién con el hospedero,
pueden dividirse en dos  categorias principales . La primera comprende las
- caracleristicas del hongo que le permilen aicanzar los tejidos del hospedero y
causar enfermedad, mientras que la segunda, engioba todas aquellas
caracteristicas  del hospedero que limitan o permitan la permanencia y
mulliplicacion del agente infeccioso. El destino de la micosis depende pues, de la
efectividad relativa de los factores del hongo y del hospedero que entran en juego
durante el proceso de enfermedad. La informacién que hasta la fecha se tiene sabre
“tales aspectos. no sdlo para la esporotricosis, sino para otras infecciones fitngicas
es aun fragmentaria (Murphy, 1991). El significado real de la variabilidad en la
virulencia entre distintas cepas, como ha sido demostrado por cjemplo para
S.schenckii (Kwon- Chung,1979; Dixon y col,,1992) o Wungielli dermatitidis (Dixon y
col,, 1987) en modelos murinos, asi como los faclores del hospedero que afectan el
desarrollo de la enfermedad tales como la predisposicion genética, como se ha
sugerido para la coccidioidomicosis diseminada, o los faclores hormonales que

influencian el establecimiento y la progresion, como en las infecciones causadas






CONCLUSIONES -

nlos c.on'esporou'imsis mostraron altos litulos de anticuerpos -

" 'reactivos éf;n T 'prépnraciéu de exoantigenos derivados de la levadura de
Sporolhn‘i schenckii. Los Wtulos més altos que se observaron correspondieron a los

. pad’envlcs ;lue'prcsenlnmn el tipo clinico linfocutineo de la infeccién. Las muestras
de pacienles con histoplasmosis pulmonar fueren negativos por ELISA.

©~ Colectivamente 7 de los 9 componentes presentes en la preparacién’ de
exoant{genas fueron reconocidos por anticuerpos en los sueros de los pacientes.

. Las bandas que presentaron mayor reactividad fueron las de 27, 30, 31 y 67 kDa.
También se observd reactividad con la banda de 30 kDa con los sueros de
_pacientes can histoplasinosis y con las muestras de voluntarios sanos.

) Los pcx;filns de reactividad con los antigenos por inmunotransferencia en
pacientes individuales, no mostraron cambics significativos durante la lerapia.

La oxidacién del antigeno con peryodato de sodio elimina gran parte de fa
actividad seroldgica de los sueros de los pacientes con esporotricosis lo que indica
la importancia de los carbohidratos en la respuesta humoral.

No se encontré una clara asociacién entre la reactividad de los antigenos y fa

forma clinica de la esporotricosis cutinea,
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