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RESUMEN

Se obtuvieron exoantigenos de Phialophora verrucosa, Fonsecaca pedrosor. Fonsecaea
compacta, Cladosporium carrionii y Wangiella dermatitidis a partir de filtrados de
cultivos, para observar sus posibles relaciones inmunoldgicas por la técnica de
inmunodifusién en geles de agarosa en presencia de sueros hiperinmunes de conejo. Este
procedimiento permitié la separacion inmunologica de Wangrella dermatitidis de los
agentes de la cromoblastomicosis. Se encontraron reacciones cruzadas entre los
antisueros de . verrucosa, . pedrosoi, I'. compacta y C. carrrionii y 10s exoantigenos
obtenidos a partir de estos hongos. A pesar de las reacciones cruzadas observadas los
resultados establecen el valor potencial de la prueba de los exoantigenos para realizar la

diferenciacion taxonomica presuntiva de las especies estudiadas.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los hongos son organismos cuyo nivel de organizacion estd dado por las fases
levaduriformes y micehales o filamentosos. Estas fases pueden alternarse en respuesia a
estimulos externos y dar lugar al fenomeno conocido como dimorfismo. Por lo comiin
son filamentosos, el cuerpo vegetativo o soma recibe el nombre de tale cuyos filamentos
individuzles se denominan hifas, estas crecen solo en sus extremos por lo que los hongos
presentan crecimiento apical y se ramifican dando como resultado una red de hifas, la
cual se denomina micelio. Las paredes celulares estan constituidas principalmente por
quitina en combinacion con diversos polisacaridos, aunque puede estar ausente en
algunos grupos taxonomicos. Los hongos son eucariontes, con niclep y membrana
nuclear, son heterotrofos pues requieren de materia organica para desarrollarse, debido a
que carecen de clorofila y por tanto de la capacidad para efectuar fotosintesis. El tipo de
nutricion es por absorcion, viven como saprobios o parasitando vegetales y animales
diversos. Los hongos han tenido una gran influencia en la vida del hombre, el uso mas
antiguo de los hongos es sin duda su empleo como alimento ya que muchos son
comestibles como es el caso det champifion Agaricus brunnescens (A.bisporus) que es
cultivado en varios paises del mundo. La mayor utilidad practica al hombre es en
diversos procesos industriales para la obtencion de muchos productos incluyendo bebidas
alcoholicas, alimentos y farmacos importantes. Desde épocas muy remotas las levaduras
se han empleado en la elaboracion de pan, vino y cerveza. La maduracion y fermentacion
de ciertos quesos muy apreciados como el tipo roquefort, camembert y otros depende
en gran parte de la actividad metabélica de ciertos mohos. De varias especies de los
géneros Penicillinm y Aspergilius se han obtenido diversos antibioticos. Otra propiedad
atit es su empleo en la lucha ecologica de plagas pues algunos hongos parasitan los
insectos y los destruyen y el hombre aprovecha esta propiedad para combatir estos
agentes nocivos que causan grandes pérdidas econdmicas en la agricultura. La capacidad
que tienen muchos mohos de vivir a temperaturas relativamente bajas les permite
desarrollarse en numerosos productos alimenticios como granos, frutas y otros alimentos

basicos que son almacenados y  contaminarlos con micotoxinas que afectan
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la salud. Los hongos presentan también otras acciones nocivas como son la destruccion
de materiales muy diversos como la madera de las construcciones, los libros en las
bibliotecas asi como los durmientes de los ferrocarriles. Sin embargo los hongos
macroscopicos venenosos pueden envenenar o matar a las personas que no los saben
distinguir de las especies comestibles, entre las especies mas venenosas podemos citar a
Amanita faloides, A. verna y A. vilosa. También de gran importancia médica son los
hongos parasitos de animales incluyendo al hombre debido a que ocasionan diversos
padecimientos leves o severos al causar micoesis que constituyen un problema de salud

(Deacon, 1988; Herrera, 1990)

La cromoblastomicosis es una infeccion cronica que afecta a la piel y al tejido
subcutaneo, es causada por varios hongos dematidceos los cuales se encuentran
distribuidos en zonas tropicales y subtropicales de varios paises del mundo. En América
principalmente en Brasil,Venezuela, Colombia, Centroaménica, Cuba, Republica
Dominicana y Puerto Rico En México la mayoria de los casos proceden de los estados
de Jalisco, Qaxaca, Veracruz, Puebla y Yucatan, la zona endémica de mayor
importancia es la Huasteca, region que incluye muchos valles y dos con temperatura
promedic anual de 20-25 °C, también la incidencia de esta enfermedad es relativamente

elevada en la pablacion rural (Bonifaz 1990; Arenas,1994).

Los principales agentes etiologicos de la cromoblastomicosis son  Phialophora
verrucosa, Fonsecaea pedrosoi, Fonsecaea compacta y Cladosporium  carrionii.
Durante algan tiempo se considerd a Wangiella dermatitidis, otro hongo dematiaceo,
como agente de la cromoblastomicosis. Sin embargo, en 1974 se cred un nuevo término:
feohifomicosis para agrupar a estos hongos cuya forma parasitaria presenta un micelio
dematiaceo septado que pueden presentar micosis subcutdneas o sistémicas

(Ajello, 1986)

Aunque la enfermedad se presenta con mas frecuencia en las regiones tropicales, el
primer caso reportado ocurrio en Boston en 1915 y fue descrito por Lane y Meddlar,
en un paciente originario de Nueva Inglaterra que presentaba lesiones verrucosas en un
pie El hongo aislado fue identificado con el nombre de Phialophora verrucosa (Medlar,
1915) Sin embargo, autores brasilefios entre los que destacan Pedroso y Gomes, habian
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observado el padecimiento e identificado el agente etiologico desde 1911, Sus estudios
revelaron que si bien el agente etiologico era un hongo dematiaceo, sus caracteristicas de
esporulacion eran diferentes de las del hongo estudiado por Medlar y lo denoming
Hormodendrum (Fonsecaea) pedrosoi (Brumpt) Negroni 1936, Posteriormente en 1940
Carrion observd una variante del agente distinto de /. pedrosoi y lo denomind
Fonsecaea compacta. (Arenas, 1993; Rippon, 1990). Simpson describié un organismo
distinto aislado de casos en Sudafrica y Australia, Trejos nombro a este hongo como
Cladosporium carrionii (Trejos, 1954). La identificacion por Trejos (1954), de que por
lo menos un hongo del género Cladosporium podia ser también agente causal complicd
mucho la nomenciatura de los agentes etiologicos de la cromoblastomicosis

(Rippon, 1990)

Esta micosis se origina por traumatismo a través del cual se introducen las hifas y
conidios dentro de la piel, generalmente se limitan, la mayor parte de las veces al tejido
celular subcutineo. La enfermedad puede progresar lentamente por lo que el
traumatismo puede haberse producido mucho tiempo antes de que la lesién aparezca, se
forman célutas esclerdticas dentro de la dermis como forma de resistencia del hongo que
perduran en el tejido. Al principio la leston es pequeiia, elevada, eritemato-costrosa,
verrucosa;, hasta que se torna ulcerada es reemplazada paulatinamente por lesiones
verrucosas, secas, costrosas, cronicas y de bordes elevados, que pueden extenderse de 1
a 3 cms por arriba de la superficie de la piel normal (Cooper,1985). Su diseminacion a
tejidos contiguos puede tomar afios; cuando han durado mucho tiempo pueden torarse
pedunculadas y tener la apariencia de un tumor parecido a una coliflor. La lesion es
indolora y en las etapas iniciales no produce molestias importantes, lo que hace que los
pacientes no se preocupen por atenderse. El trauma repetido puede hacer que la lesion
se ulcere y produzea una infeccion secundaria con bacterias pidgenas, con lo cual la
lesion adquiere un olor féndo. A medida que la infeccion progresa hay fibrosis, lo que
puede causar obstruccién en la circulacion linfatica produciéndose elefantiasis de la
extremidad afectada. No hay invasion a huesos o muscule y son muy raros los casos en

los que hay diseminacidn hematogena hacia otras zonas del cuerpo (Rippon, 1990).



Estos hongos se hallan como saprobios entre la vegetacion y hojarasca del suelo, razon
por la cual afectan preferentemente a la poblacian rural, mayormente expuesta a suffir
algun traumatismo en la piel de pies y piernas. Estos son los sitios mas afectados,
aunque se pueden encontrar en cualquier otra parte del cuerpo susceptible en contacto
con el hongo. La enfermedad es mas frecuente en hombres de 30 a 30 afios que en
mujeres y nifios ya que los primeros laboran en el campo y carecen de la proteccion de

zapatos (Arellano ef al,1968; Bennet y Kwong-Chung, 1992; Tay,1994).

Todos estos hongos son dimdrficos y tienen la caracteristica de presentar una fase
parasitaria idéntica a pesar de estar situados en diferente posicion taxonomica a nivel de
género, dado gque no se conoce su fase sexual la caracterizacién se da por sus
caracteristicas morfoldgicas de la fase asexual. El diagnéstico de laboratorio de la
cromoblastomicosis se realiza a través del examen directo, y se confirma mediante
cultivo en Sabouraud (S) y Sabouraud micobiotico (8§ M). La toma de muestras se hace
recolectando las escamas por raspado de dos portaobjetos o con un bisturi y caja de
Petri, debido a que las escamas son muy gruesas, se deben de colocar entre porta y
cubreobjetos con KOH al 40% & bien KOH al 20%, pero dejandolas reposar 30 minutos.
La forma parasitaria conocida como células fumageides o Esclerotes de Meddlar son
células de aproximadamente 6-12 pm de diametro, de color marron, paredes gruesas que
se encuentran solas o agrupadas formando racimos de 4 a 8 célula, dandole e! aspecto de
granos de café. Cuando las escamas provienen de placas muy hiperqueratosicas y son
tomadas de las partes mas superiores, es posible observar ademas filamentos gruesos,
tabicados y oscuros que nacen de acimulos de células fumagoides. En la secrecidn de
los quistes se pueden encontrar hifas, muy deformadas (de 3 a 8 um de ancho) y cuerpos
pleomorficos de color pardusco (hasta de 20 um de dizmetro). Histologicamente se les
puede observar dentro de leucocitos o células gigantes asi como libremente en el tejido.
Ocasionalmente puede desarrollarse un micelio en las costras superficiales de la lesién
(Lara, 1979; Bonifaz, 1990; Tay, 1994).

El cultivo de estas células confirma el diagnostico de la cromoblastomicosis, presentando
caracteristicas similares, pues desarrollan colenias de crecimiento lento con pigmentacion

verde olivo a pardo negruzco, frecuentemente forman pliegues y se hallan cubiertas con



un micelio aéreo corto y aterciopelado, ligeramente sumergido en el sustrato y con el

reverso negro (Bonifaz, 1990; Herrera, 1990; Arenas, 1994).

A simple vista no es posible diferenciar a las especies que causan esta micosis y como la
etapa sexual de estos hongos no se conoce, se utiliza su fase asexual para poder
identificarlos. Presentan tres tipos de conidiacion: El tipo Phialophora (Fig.1) donde hay
una célula conididgena caracteristica llamada fialide, que se encuentra terminalmente o a
lo largo del micelio esta estructura tiene forma de botella con base redondeada, oval o
alargada y cuello estrecho Los conidios se forman en el extremo de la fidlide y son
expulsados a través del cuello. Se pueden acumular alrededor del area del cuelle dandole
un aspecto de “florero”. El tipo Cladosporium (Fig.1) presenta conididforos con
cadenas de conidios en el extremo, que a su vez, forman conidios secundarios, la
conidiacion contintla con formacion de largas cadenas en donde el conidio terminal es el
mas joven y ha gemado a partir del anterior. Por iltimo se observa el tipo Rhinocladiella
(Acroteca) (Fig.1) que forma conidioforos nodulosos sobre los cuales nacen hileras de
conidios ovales y elongados los cuales son producidos en forma irregular en el extremo
y a lo largo del conididforo y pueden hallarse lateralmente sobre las hifas o bien pueden
brotar como protuberancias a lo largo, dandole un aspecto de clava. Los conidios
desprendidos muestran un engrosamiento o cicatriz que se llama disyuntor, €l cual se

encuentra conectado al siguiente conidio en la cadena. (Herrera, 1990; Rippon, 1990).

Fonsecaea pedrosoi es el agente etioldogico mas comun de la cromoblastomicosis en
México, Brasil y Madagascar. Se desarrolla en un tiempo promedio de 3 a 4 semanas
presentando colonias pardas o negras de textura aterciopelada a veliosa, limitadas en
ocasiones con surcos, al reverso se observa un pigmento negro ocre (Fig.2). Al examen
directo se observan numerosas hifas pigmentadas, gruesas y septadas de 4 a 5 um de
ancho, presenta los tres tipos de conidiacion aunque puede predominar el tipo
Cladosporium luego las fialides y acrotecas (Rippon, 1990).

Fonsecaea compacta es una especie menos frecuente que también exhibe los tres tipos
de esporulacion al igual que £ pedrosoi aungue su crecimiento es mas lento y produce

colonias plegadas de color negro olivo (Fig.3), desarrolla una pelusa que al paso del



tiempo contiene la mayor parte de los conidios, ocasionalmente produce fialides (Rippon,
1990).

Phialophora verrucosa se desarrolla lentamente y entre 3 a 4 semanas presenta ¢olonias
con abundante micelio, limitadas, de color oscuro o negro, vellosas, aterciopeladas y en
ocasiones se cubre con un ligero velo de color blanco; al reverso se observa un pigmento
negro (Fig.4). Sélo se ha observado un tipo de conidiacion que es el de Phialophora,
cuando las colonias se hacen viejas es posible encontrar clamidosporas y cleistotecios
(Bonifaz, 1990).

Cladosporium carrionii es el segundo agente causal mas comin, es una especie
frecuente en zonas aridas y semianidas de Venezuela y ademas se ha observado en
Australia, Madagascar y Sudafrica (Arenas, 1994). Se desarrrolla lemamente y entre 2 a
3 semanas, presenta colonias planas radiadas de color verde oscuro a grisaceo, vellosas y
aterciopeladas; al reverso presenta pigmento negre difusible (Fig. 5). Se observa
abundante micelio, septado y pigmentado. Tiene un sélo tipo de conidiacion, el
caracteristico tipo Cladosporium largo compuesto por cadenas de mas de cuatro
conidios que miden de 9 a 10 pm. Honbo ef af (1984) demostraron que algunos
aislamientos fueron capaces de formar fidlides.

Wangiella dermatitidis anteriormente llamada Phialophora dermatitidis (Rippon, 1990),
€s una especie comun en Sudamérica. Las colonias, de 1 a 2 semanas de crecimiento son
de tipo levaduriforme, negras, cremosas, ligeramente acuminadas y después de 3 a 4
semanas se presentan como colonias vellosas, aterciopeladas y negras; al reverso se
observa un pigmento negro difusible (Fig.6). Al microscopio presenta numerosas célutas
levaduriformes de forma oval a eliptica 3 2 4 um de didmetro, cuando estas células son
jovenes son hialinas y de pared delgada pero conforme maduran son pigmentadas y de
pared gruesa. A partir de estas células levaduriformes emerge un micelio septado y
oscuro, del que surgen fidlides muy similares a las de P. verrucosa, algunos autores las
describen como anélidos (Fig. 7) en algunas cepas se observa el tipo Cladosporium corte
(Ajelio, 1977, McGinnis, 1980; Cole, 1986; Bonifaz, 1990).

Debido a la variedad de tipos de esporufacion que presentan estos hongos, resulta

compiicado poder identificarlos.



La terapia de esta enfermedad continia siendo un problema pues no se cuenta con un
tratamiento efective. En las primeras etapas de la enfermedad se puede intentar la
extirpacion quirurgica, electrodesecacion o la criocirugia, sin embargo la mayoria de los
casos no son detectados tempranamente.

El empleo del calciferol 6 vitamina D en ocasiones ha ayudado manejando una
dosis de 600,000 Ul por semana. El tiempo minimo para evaluar este farmaco es de 2
meses. El yoduro de potasto también es administrado junto con el calciferol, la dosis
empleada es de 3 a 6 gr/dia. Uno de los medicamentos que ha dado mejores resultados
es la 5-fluorocitosina, que se administra por via oral a la dosis de 100-150 mg/K de
peso. Desafortunadamente en México no se encuentra en €l mercado ademas de que se
requiere ingerir una gran cantidad de tabletas al dia y al igual que otros medicamentos
en los casos con lesiones muy extendidas no los cura por completo y deja varios islotes
lo que permite que la enfermedad reincida. La terapia para el control de la
cromoblastomicosis es independiente de la especie aislada. Otro fairmaco que ha dado
resultados es el itraconazol que resulta mas efectivo contra especies como C. carrionii,
no asi para I pedrosoi. La anfotericina B se ha utilizado por via intravenosa, intraarterial
e intralesional v en general ha dado buenos resultados, aunque puede causar efectos
secundarios tales como dafio renal y hepatico, por lo prolongado del tratamiento y
ademas al suspender fa administracion el proceso se reactiva (Bonifaz, 1990). En los
ultimos ocho afos ha sido usado el itraconazol particularmente en casos asociados a C.
carrionii. Se ha observado una mayor eficacia en combinacion con fluorocitocina.
Purante periodos prolongados el itraconazot ha mostrado un perfil seguro ya que en una
serie de 41 pacientes no hubo efectos secundarios ni reacciones adversas, razon por la
cual el itraconazol esta siendo maés utilizado que los medicamentos anteriores. Estudios
trecientes han probado ia eficacia del uso de terbifina en el tratamiento de la
cromoblastomicosis (Esterre, 1996).

Los campesinos constituyen el grupo mas afectado, también se recomienda como
medida preventiva el uso de calzado cerrado para evitar los traumatismos que propician

la inoculacidn del hongo.



La posicion taxonomica de estos organismos ha sido de gran controversia pues
tradicionalmente se les consideraba dentro del grupo Deuteromycotina debido a que en
este grupo representa hongos que no presentan etapa sexual (Deacon, 1988) La
clasificacion taxondmica de estos hongos basada en Ainsworth, 1973 y Hanlin & Ulloa,
1988 es la siguiente:

Reino Fungi

Division Eumycota

Subdivision  Deuteromycotina

Clase Hyphomycetes
Orden Moniliales
Familia Dematiaceae

Actuaimente se les ha ubicado dentro del phylum Ascomycota, asexuales, por no
conocerse su estado perfecto o sexual (Alexopoulos, 1996). Esta clasificacion se ha
basado en la comparacion de las secuencias de DNA ribosomal que presentan estos
hongos (Taylor, 1995} La identificacién de los agentes causales de la
cromoblastomicosis se ha basado tradicionalmente en el estudio morfologico de sus
formas de esporulacion vy en especial en lo concerniente al ordenamiento y disposicion de
los conidios. Sin embargo, la extensa variedad de estas estructuras, el marcado
pleomorfismo de especies como F. pedrosoi  (Ibrahim-Granet y de Biévre, 1984;
McGinnis, 1980), las similitudes en la morfologia de muchas especies pertenecientes a un
mismo género, la dificultad en demostrar en algunos casos los conidios e incluso, la
existencia de cepas no esporuladas, han motivado que la taxonomia de este grupo de
hongos dematiiceos resulte generalmente confiisa.

Standard y Kaufman (1976) y Kaufman y Standard {1978) han demostrado que usando
la prueba de los exoantigenos es posible distingutr a Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis y Paracoccidioides brasiliensis, ast como a miembros del género
Histoplasma de otros hongos. Nicolaisen y Swatek (1980), obtuvieron antigenos
especificos a partir de filtrados de cultivo de W. dermatitidis y F. pedrosoi que revelaban
reacciones de precipitacion solamente a los antisueros correspondientes y, no obtuvieron

bandas especificas para /. compacta m . verrucosa. Honbo et al. 1984 hallaron



identidad inmunologica enire C. ajelloi y C. carrionji y observaron que C. Trichoides y
Xylohypha bantiana comparten entre si componentes antigénicos. Recientemente se ha
utilizado este método para la inmunoidentificacion de aigunas especies de Penicillitm
asi como para algunos grupos de hongos oportunistas de importancia médica como es el
caso de aislamientos de Aspergiflus (Sekhon y Padhye, 1991; Kaufman, 1983).

La reaccion de la precipitina es un método analitico util para la identificacion de
anticuerpos o antigenos desconocidos. Si se permite que dos antigenos diferentes
difundan cada uno en agar desde pozos vecinos hacia su anticuerpo especifico u
homélogo (Anti A & Anti-B) se obtendran lineas de precipitacion. Con esta técnica es
posible determinar si dos antigenos son idénticos , similares ¢ diferentes; al yuxtaponerse
las reacciones en pozos vecinos.( Bellanti, 1980).

En este trabajo se propone utilizar exoantigenos obtenidos a partir de cultivos de 7.
verrucosa, F. pedrosoi, F. compacta, C. carrionii y W. dermatitidis y los sueros
hiperinmunes correspondientes en congjo con el proposito de lograr la separacion

inmunolégica de estas especies,
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JUSTIFICACION

La identificacion de hongos patégenos del hombre y animales se basa principalmente en
su morfologia . Uno de los aspectos a abordar de la micologia médica estd dado por la
gran variabilidad morfologica de los hongos patogenos. La variabilidad depende no solo
de las propiedades genéticas de las diferentes especies o cepas sino también del medio
en el cual se cultivan los hongos. Las condiciones encontradas por el hongo en el suelo,
o por analogia, en los medios de cultivo donde se desarrolla en  estado saprobio, son
diferentes de aquellas que encuentra en el hospedero, donde actia como parasito.

Los hongos que causan la cromoblastomicosis han sido clasificados en cuatro géneros,
pero a pesar de que existe esta diversidad taxondmica, todos ellos desarrollan una
misma entidad clinica e histopatologica, la cual es indistinguible entre los diferentes
agentes causales.

La identificacién de estos hongos se ha determinado principalmente, mediante el
aislamiento del patégeno y la observacion de las caracteristicas morfologicas de los
cultivos. Sin embargo, la ubicacion taxondnuca tradicional de los mencionados agentes
no ha sido facil de llevar a cabo debido a su complejidad morfologica y a la vez, a la
creciente falta de taxénomos especializados. Por tal razon consideramos de gran interés
el conocer las diferencias inmunoléogicas que pudieran existir entre ellos con el objeto de
lograr identificar de un modo relativamente sencillo y facil a los hongos de la

cromoblastomicosis por medio de sus exoantigenos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La identificacion especitica de los agentes causales de la cromoblastomicaosis resulta ser
de gran complejidad pues tradicionalmente sc ha basado en los tipos de esporufacion que
presentan y debido a que comparten una gran similtud en sus caracteristicas
morfolégicas ha resultado dificil poder clasificarlos taxonomicamente.

El presente trabajo plantea establecer un método que permita diferenciar estos hongos a

través de sus exoantigenos.

HIPOTESIS

Es factible establecer la diferenciacion inmunologica presuntiva de los agentes
etiologicos de la cromoblastomicosis mediante la aplicacion del método de los

exoantigenos.



OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES
Valorar la prueba de los exoantigenos como un método inmunolégico, sencillo, rapido y
de bajo costo que permita la identificacion de los agentes etiologicos de la

cromoblastomicosts.

OBJETIVOS PARTICULARES

¢ Obtener exoantigenos a partir de las diferentes especies que causan la
cromoblastomicosis como son Phialophora verrucosa, Fonsecaea pedrosoi, I
compacta, Cladosporium carrionii y Wangiella dermatitidis

» Obtener sueros hiperinmunes en conejos mediante la aplicacion de un esquema
adecuado de inmunizacion con los exoantigenos flingicos.

e Anzlizar las pruebas de inmunodifusidon entre los exoantigenos y los sueros
hiperinmunes respectivos con vistas a establecer las relaciones inmunologicas entre los

diferentes agentes etiologicos de esta micosis.



MATERIALES Y METODOS

Cepas

Las cepas utilizadas fueron Fonsecaea pedrosoi, Fonsecaea compacta, Phialophora
verrucosa, Cladosporium carrionii y Wangiella dermatitidis donadas gentilmente por A

A. Padhye y L. Ajello del Centro de Enfermedades Infecciosas de Atlanta, Georgia.

Medios de Cultivo.

Las cepas se mantuvieron en un medio de agar de Sabouraud (Dextrosa 4 %, Peptona

1%, Agar 1.5%) y se incubaron a una temperatura de 28°C.

Para la obtencion de los exoantigenos se utilizoé el medio DELP conteniendo dextrosa
3.5%, extracto de levadura 1% y peptona 1%. Este medio se prepard dializando con
anterioridad la peptona y el extracto de levadura para evitar moléculas de alto peso
molecular que pudieran interferir con los exoantigenos procesados por los hongos. Se
dializaron 10 g de extracto de levadura y 10 g de peptona de caseina en 100 m! de agua
destilada en tubos de dialisis Nojax de 19 x 84 cm y peso molecular menor a 50000,
contra 900 ml de agua destilada durante 24 horas a 4°C en agitacion. Al dializado

obtenido se le agregd 35 g de dextrosa y se estenilizo 121°C durante 15- 20 minutos.



Antes de la utilizacdn de los tubos de didlisis, para eliminar metales pesados, éstos
fueron colocados en un recipiente al cual se agregd una solucion de bicarbonato de
sodio al 2% en acido etilenodiamino tetracético (EDTA Boehringer Mannheim, | 86 g /
1). Se esterilizaron durante 20 minutos a 121°C y luego se lavaron con agua bidestilada,
se conservaron en frascos con agua bidestilada en refrigeracion o con azida de sodio a
temperatura ambiente. Al momento de ser usados se lavaron también por dentro con

agua bidestilada
Curva de crecimiento

Para las curvas de crecimiento radial se sembro cada cepa en cajas de Petri con medio
DELP adicionando 20 g de agar. Cuando la colonia alcanzd un crecimiento  de
aproximadamente 6 cms de diametro, se cortaron fragmentos miceliales de 0.5 cm de
diametro con tubos de vidrio estériles. Este inoculo se colocd en el centro de una caja de
Petri con el medio de cultivo y se midio el diametre de la colonia cada tercer dia hasta

que alcanzé el borde de la caja. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Se realizaron también curvas por consumeo de glucosa por el método de fenol sulfiirico
(Dubois, 1956). Matraces Erenmeyer de 250 ml conteniende 75 ml de! medic DELP
dializado se inocularon con 3-6 fragmentos de 0.5 cm de didmetro con cada una de las
cepas. Se tomo | ml de muestra diariamente durante 20- 25 dias. Se realizd por

triplicado.
Obtencion de los exoantigenos

Los exoantigenos se obtuvieron segin la metodologia descrita por Standard y Kaufmann
(1976). Se inocularon matraces Erlenmeyer de 250 mi conteniendo 75 ml de medio
liquido DELP con 5 - 6 fragmentos miceliales de 0.5 ¢cm de diametro de la especie en
cuestion. Se incubaron a 28°C durante 22 dias en bafio Maria con agitacion. Después de
este periodo se verificd la pureza de los cuitivos y se trataron con timerosal a una
concentracion final de 0.02 %. Se dejaron reposar durante 48 horas. El micelio fue

eliminado por filtracion con papel Whatman # 1 y el filirado obtenido se esteriizé



nuevamente por filtracion con membranas Millipore de 0.45 um. Luego, se concentro 25
veces por Amicén. El concentrado obtenido se utilizoé como exoantigeno y también para
inmunizar los conejos para la obtencion de los sueros hiperinmunes. Adicionalmente, el
medio liquido DELP dializado fue concentrado 25 veces y también fue probado como
control contra los exoantigenos de P. verrucosa, . compacta, I'. pedrosoi, C. carrioni

y W. dermatitidis (Fig. 10).

Inmunizacion y obtencién de sueros hiperinmunes de conejo

Los exoantigenos obtenidos a partir de las cinco especies en estudio fueron usados para
inmunizar congjos Nueva Zelanda de 2 kg aproximadamente, utilizando 2 animales para
cada cepa. Cada animal fue inoculado intramuscularmente con 0.5 ml del exoantigene y
0.5 mi de adyuvante de Freud, los dias 1 y 9. Durante los dias 4, 7, 10, 14, 16, 18 y 24
tos animales fueron incculados por via intravenosa con 0.5 ml de exoantigeno diluide
1:2 . Los congjos fueron sangrados el dia 28 y el suero obtenido se probd contra los
exoantigenos homoélogos, a través de la prueba de Inmunodifusién de Ouchteriony
(1962). Cuando la respuesta no fue positiva se repitic el mismo esquema de
inmunizacién (Fig. 9) siete dias después de la ltima inoculacidon, los conejos fueron
sangrados de nuevo. Los sueros obtenidos fueron almacenados a -70°C hasta su

utilizacién.

Pruebas de inmunodifusion.

Los sueros obtenidos se probaron contra los exoantigenos homoélogos y heterdlogos.
Para ello se emplearon portaobjetos de vidnio de 2.5 x 7.5 cm cubiertos con 4.5 ml de
una solucion de agarosa al 1% adicionada de 7.5 % glicina, 0.9% de cloruro de sodio y
0.1 % de azida de sodio a un pH de 7.2. En cada laminilla se realizo el disefio siguiente:
en ¢l centro se perford un pozo con seis oradaciones de airededor de 3.4 mm de
diametro cada uno. En el pozo central se colocd el antisuero. Los exoantigenos

homélogos se colocaron en los pozos inferior y superior de cada disefio y los



exoantigenos heterélogos se depositaron por duplicado en los pozos laterales. Cada
laminilla se incubd en una camara humeda por 24 h a 26°C o 48 h a 4°C. Las laminillas
fueron lavadas con citrato trisddico al 5% durante 3 dias para eliminar las reacciones
tnespecificas. Después se colocaron en agua destilada durante 24 h. Para secarlas se
coloco papel Whatman # 1 sobre cada laminilla y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Se tifieron sumergiéndolas durante 4 minutos en una solucion de negro amido
(1g de negro amido, 450 ml de acido acético 1 M y 450 mi de acetato de sodio 0.1 M)
Inmediatamente después se lavaron con una solucion de acido acético al 2% durante 5

minutos. En la fig. 8 se presenta el esquema general del trabajo.



RESULTADOS

Las cinco cepas estudiadas crecieron adecuadamente en el medio DELP y ta morfologia
microscopica y microscopica fue similar a la descripcion anterior (Figs. 2-6).

En la figura 11 se observan las curvas de crecimiento de las diferentes cepas estudiadas
que muestran el crecimiento lento caracteristico de estos hongos. A partir de la dinamica
de desarrollo observado mediante estas curvas se eligio utilizar cultivos de 15 dias para
la obtencién de ios exoantigenos, calculando que estos microorganismos estarian en ese
tiempo en la fase logaritmica de desarrollo. En la figura 12 se observa una banda bien
definida entre el suero hiperinmune anti-P. verrucosa (Acpv) y su exoantigeno homdlogo
{Pv} y una banda muy tenue de reaccidn cruzada con F. compacta (Fc). También puede
distinguirse la formacion de una linea de precipitacion comin con el exoantigeno de C.
carrionii (Cc). No existe reaccion cruzada con W. dermatitidis. En la figura 13 se
distingue la reaccion entre el suero hiperinmune de Fonsecaea pedrosoi (AcFp) y su
exoantigeno (Fp) por la presencia de una linea bien definida y bien delimitada de
precipitinas. También puede distinguirse una banda de identidad con los antigenos de C.
carrionii (Cc), Fonsecaea compacta (Fc) y P. verrucosa (Pv). Es evidente que no existe
reaccion cruzada con W. dermatitidis. En la figura 14 se observa una reaccion de
precipitinas delgada y bien definida entre los componentes antigénicos obtenidos a partir
de C. carrionii {Cc), con su suero hiperinnuine correspondiente (AcCc). Puede
observarse una reaccion cruzada con el antigeno de F. compacta (Fc) y P. verrucosa
(Pv). En la figura 15 se distingue solamente una banda ancha y difusa de precipitinas
entre el suero hiperinmune de F compacta (AcFc) y el exoantigenc respectivo (Fc). Por
Gltimo, en la figura 16 se puede observar el suero hiperinmune antiWd (AcWd) y su
exoantigeno homologo (Wd). Este es el unico de los hongos estudiados que no presento
reacciongs cruzadas entre su exoantigeno y los sueros hiperinmunes heterdlogos, ni
entre el propio v los productos antigénicos heterdlogos del resto de las especies

estudiadas



Los resultados muestran relaciones inmunologicas entre Phialophora verrucosa,
Fonsecaea pedrosoi, FFonsecaea compacta, Cladosporium carrionii y la ausencia de

relaciones inmunoldgicas con Wangiella dermatitidis.



DISCUSION

En este trabajo fueron observadas reacciones cruzadas entre [~ pedrosor con P
verrucosa, . compacta'y C. carrioni. Esto no coincide con los resultados de Nicolaisen
y Swatek (1980) quienes encontraron que el suero hiperinmune de /. pedrosoi es
especifico hacia el antigeno homologo y, por lo tanto, no presentaron reacciones
cruzadas con ninguna de las otras especies probadas Ademis, estos autores mencionan
la presencia de tres bandas de precipitinas, dos bien definidas y una delgada para F.
pedrosof, mientras que en este trabajo solamente se distingue una linea delgada entre
los componentes antigénicos de esta especie. Lo anterior puede deberse a la diferente
reaccion del animal de donde se obtuvo el suerc hiperinmune. Sin embargo, los
resultados obtenidos coinciden con el trabajo de Conant y Martin {1980) guienes
reportan reacciones cruzadas para P. verrucosa con suero hipernimune Anti-Fp. La
heterogeneidad serologica manifestada por /. pedrosoi podria deberse al marcado
pleomorfismo que ha caracterizado a esta especie {Ibrahim-Granet y de Biévre, 1984;
MecGinnis, 1980), o a la metodologia empleada, lo que seria necesario normar para lograr
resultados uniformes y reproducibles.

La ausencia de lineas de precipitinas entre los antigenos de P. verrucosa y I-. compacia y
sus sueros hiperinmunes respectivos descrita por Nicolaisen y Swatek (1980) contrasta
con los resultados de este trabajo, pues como puede observarse en las figuras 12 y 15 las
bandas observadas entre los exoantigenos obtenidos a partir de  cada uno de estos
hongos y sus respectivos antisueros sen nitidas y bien definidas. Las variaciones antes
mencionadas pudieran depender de factores tales como la respuesta de los animales a las
diferentes caracteristicas antigénicas de cada hongo, asi como a las modificaciones que se
hicieron en este trabajo, come lo es el hecho de dializar el extracto de levadura y
peptona cuyas moléculas pudieran interferir con los exoantigenos obtenidos

Los resultados obtenidos con W. dermatitidis concuerdan con los trabajos de Nicolaisen

y Swatek (1980) quienes al probar el antisuero de W. dermatitidis contra vanos hongos
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dematizceos observaron solamente una reaccion de precipitinas contra la especie
homologa.

Los resultados aqui reportados son congruentes con lo observado por Kaufman et al,
(1980), quienes tampoco encontraron relaciones inmunologicas entre W. dermatitidis y
otros agentes etiologicos de la fechifomicosis.

La utilidad potencial del método para hongos dematiaceos ha sido demostrado por los
trabajos de Espinel-Ingroff et al. (1986) al encontrar bandas especificas de precipitacion
para P. verrucosa, F. pedrosoi y Xviohypha bantiana, antes considerada como
Cladosporium bantiarum y recientemente clasificada por McGinms e/ af. (1986),

Los resultados aqui presentados demuestran que los exoantigenos de los hongos
estudiados, destacando a [, pedrosoi, comparten componentes antigénicos y confirman
la separacion inmunologica de la especie W. dermatitidis. El uso de antigenos puede ser
util para el diagnostico de algunas micosis como esporotricosis, histoplasmosis y
coccidiodomicosis (Twatsu, 1982). Sin embargo, en el caso de este estudio se plantea la
utilidad potencial de la prueba de los exoantigenos exclusivamente para la diferenciacton
taxondmica del grupo de agentes etiologicos de la cromoblastomicosis, mediante el
establecimiento de sus relaciones inmunologicas,

Este método ofrece ta ventaja de tener un bajo costo, ademas de ser de facil manejo y
rapida deteccion En general estas pruebas inmunologicas cobran importancia para la
identificacion de agentes causantes de micosis debido a las limitaciones que implican los
examenes micologicos tradicionales como son el examen directo y el cultivo del agente
etiologice En el primero, a veces es dificil identificar a los hongos en el matenal
bioldgico correspondiente. Ademas, las biopsias no siempre son recomendables en
determinados procesos patologicos y, en el segundo, la mayoria de los mictoorganismos
causantes de estas micosis presentan un crecimiento lento, de dos a tres semanas , en
medios de cultivo  Sin embargo, 1a realtzacién de pruebas seroldgicas y el procesamiento
de las muestras permite alcanzar una evidencia rapida y presuntiva, y su empleo
permitiria discriminar casos de dudas taxonomicas. Por otro lado las pruebas
inmunoldgicas también tienen limitaciones, como son la aparicion de reacciones

inmunologicas cruzadas derivadas de la presencia de fracciones antigénicas compartidas



Honbo ef al. (1986) han demostrado lo importante que resutta adsorber los antisueros
con antigenos heterodlogos ya que a pesar de las reacciones cruzadas que encontraron
entre varias especies del género Cladusporium (C. carrionii, C. herbarum, C.
cladosporiides) 'y X bantiana, estos pudieran ser identificados y diferenciados
especificamente a través de cuatro factores séricos monoespecificos obtenidos por el
procedimiento de inmunoadsorcidn.

En la actualidad se ha planteado que ademas de la caracterizacion morfologica e
inmunologica de las cepas estudiadas también se debe considerar su caracterizacton
molecular. Sin embargo, en la practica hay que considerar que los reactivos biologicos
que se elaboren sean de facil acceso y bajo costo, por lo cual consideramos que el
método de los exocantigenos podria resultar de gran utilidad y apoyo para la

identificacion de agentes etiologicos de otras micosis
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CONCLUSIONES

Los agentes causales de la cromoblastomicosis: Phialophora verrucosa,
Fonsecaca pedrosoi, Fonsecaea compacta, Cladosportum carrionti

presentan reacciones inmunes cruzadas que revelan su similitud antigénica al
observarse que los exoantigenos obtenidos a partir de los mismos comparten
componentes antigénicos

|.a metodologia de los exoantigenos permitid diferenciar y separar de las
especies ensayadas a W. dermatitidis, agente de la feohifomicosis, al demostrar
la ausencia de relaciones inmunolégicas entre esta especie y los agentes
etiologicos de la cromoblastomicosis.

Se recomienda aplicar la inmunoadsorcion de antisueros con el objeto de
identificar factores séricos monoespecificos y poder discriminar, con un mayor
grado de precision, los agentes de la cromoblastomicosis mediante la prueba de
los exoantigenos

El método de los exoantigenos es una técnica util de bajo costo que permite
llevar a cabo la identificacién preliminar de los apentes causales de la

cromaoblastomicosis.
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A) Forma micelial B) Forma parasitaria

&P o l

Fig. 1 CONIDIACION
A) Forma micelial de tres tipos: 1. Tipo Fialide; 2 Tipo Acroteca; 3 v 4. Tipo Cladosporio
(corto y largo respectivamente) y B} Forma parasitaria de células escleroticas. Modificado

de Manat F. En: Saprophytic and parasitic morpholggy of pathogenic fungi. Symposia of

the Society for General Microbiology, XIV. Gran Bretafia: 1964, 85-111.
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Fig, 3 Colonia de Fonsecaea compacta en medio de Agar Papa a los 10 dias de crecimiento a 28°%C




Fig. 4 Colonia de Phialophora verrucosa en medio de Agar Papa a los 10 dias de crecimiento a 28°C

Fig. 5 Colonia de Cladosporium carrionii en medio de Agar Pepa a los 10 dias de crecimiento a 28
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Fig. 6 Colonia de Wangiella dermatitidis en medio de Agar Papa a los 10 dias de
crecimiento a 28° C.
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Fidlides Anélidos

Fig. 7 Arreglo de las capas de la pared celular en el apice fértil de los fidlides (A; B) y
anélidos (C).
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Mantenimiento y conservacion de cepas

Phialophora verrucosa
Fonsecaea pedrosoi

Fonsecaea compucta
Cladosporium carrionii

Wangiella dermatitidis

Estudios de macro y micromorfologia

Curvas de

crecimiento

Extractos de cultivo liquido para obtencion de exoantigenos

Obtencién de antisueros

Pruebas de Inmunodifusion de Ouchterfony

FIG. 8 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO
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INOCULO PARA LA INYECCION INTRAMUSCULAR

0.5 ML EX0-AG CONC 25X
0.5 ML ADYUVANTE INCOMPLETO DE FREUD

INOCULO PARA LA INYECCION INTRAVENOSA:
¢.5 ML EXO-AG

1° 1.0 ml INTRAMUSCULAR
4° L0 ml INTRAMUSCULAR
I 1.0 ml INTRAMUSCULAR
10° 0.5 ml INTRAVENOQOSA
17° 0.5 ml INTRAVENOSA

19° 0.5 ml INTRAVENOSA

29° SANGRAR

REALIZAR PRUEBA DE INMUNQODIFUSION DE OUCHTERLONY

FIG. 9 ESQUEMA DE INMUNIZACION
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INOCULACION CON 56
FRAGMENTOS FUNGICOS
DE 0.5 CM DE &

———}

8-10 DiAS 28°C

—_—

CULTIVOS DEL HONGO
EN MEDIO AGAR DELP

MLMACENAR -20°C

f

ERLENMEYER DE 250 ML CON
75 ML DEL MEDIO DELP
DIALIZADO

MERTHIOLATE 6.02 %
24 HORAS.

t

FILTRACION POR
MILLIPORE

CONC. 25X

EXO-AG

EXO-AC |

O o
Q00 00
o o

o0 )

B e

&

INMUNIZACION
CONEJOS

!

FRUEBA DE INMUNODIFUSION DE

OUCHTERLONY

ANTISUEROS

FIG. 10 OBTENCION DE EXOANTIGENOS
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Fig. 11 Crecimiento radial de los diferentes agentes causales de la cromoblastomicosis.
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Fig. 12 Inmunodifusion del suero hiperinmune anti- . verrucosa (AcPv) con su excantigeno homélogo {Pv) en los pozos
superior e inferior v los exoantigenos heterologos de F. pedrosoi (¥p), F. compacta (Fo), C. carrionii (Cc), W. dermatitidis (Wd)

en los pozos laterales.
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Fig. 13 Inmunodifusion del suero hiperinmune anti- F. pedrosoi (AcFp) con su exoantigeno homdlogo (Fp) en los pozos superior
¢ inferior y los exoantigenos heterélogos de P. verrucosa (Pv), F. compacta (Fc), C. carrionii (Cc) y W. dermatitidis (Wd) en los

pozos laterales.



Fig. 14 Inmunodifusion del suero hiperinmune anti- C. carrionii (AcCc) con su exoantigeno homoélogo (Cc) en los pozos superior
e inferior vy los exoantigenos heterologos de F. pedrosoi (Fp), F. compacta (Fc), P. verrucosa (Pv} y W. dermatitidis (Wd) en los

pozos laterales.
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Fig. 15 Inmunodifusion del suero hiperinmune anti- /. compacta (AcFc) con su exoantigeno homélogo (Fc) en los pozos superior
e inferior y los exoantigenos heterdlogos de F. pedrosoi (Fp), P. verrucosa (Pv), C. carrionii (Cc) y W. dermatitidis (Wd) en los

pozos laterales.
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Fig. 16 Inmuncdifusion del suero hiperinmune anti-W. dermatitidis (AcWd) con su exoantigeno homologo (Wd) en los pozos
superior e inferior y los exoantigenos heterdlogos de F. pedrosoi (Fp), F. compacta (Fe), C. carrionii (Cc) y P. verrucosa (Pv) en

los pozos laterales,
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