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IN~DUCCION Y ANTECEDENTES 

1d esporotricosis es una micosis subcutánea producida por Sporothrix 

schenckii que afecta al hanbre y anima.les, de evolución subaguda o crónica, ~ 

nulcm'ltosa que ataca piel y tejido subcutáneo y tiene la caracter'Ística de pre

sentar nÓdulos a lo largo del trayecto linfático. Asimisno, puede afectar hue

so, pulm5n, articulaciones, mucosas y sistema nervioso central (52). El meca-

nis= ch infección más frecuente es a través de un traumatisrro en piel con ma.t~ 

rial CXl!'ltaminado con la forna micelial del hongo, que al penetrar al organisrro

se tra'lSforma en su forna paresitaria o levaducifonne (12). Además de las fol'

ma.s típicas de ésta enfernedad, en la literatura se ha infornado de casos plllnE, 

nares ad:¡uiridos por vía respiratoria (32, 43), los cuales son muy difíciles de 

diagrosticar. 

Las características clÍnicas de la esporotrirosis dependen por un lado del 

rrecanisrro de infección y por otro, del estado inmunitario del individuo ( 32, 52). 

Las forras clínicas más frecuentes pueden ser englobadas en: 

a) Esporotricosis linfangítica. Se inicia con una lesión nodular "chancro- -

esporotricósico", que se disemina posteriormente a través de los vasos lin

fáticos con la fomación de lesicnes secundarias nodosas supurativas, que

producen gomas. La localización rras frecuente es en miembros superiores -

e inferiores, siendo este cuadro la forna típica de la enfermedad ( 32, 52) 
{Fig. 1). 

b) Esporotricosis fija. Las lesiones se restringen al sitio de la inoculación 

y son placas. ulceradas, verruoosas, infiltradas o eritorratosas que no inv~ 

lucran linfátioos regionales (52). 

e) Esporotricosis diseminada. Es una forna secundaria de la enfernedad que -

se disemina a partir de un fooo primario cutáneo o pulrronar y puede invol~ 

erar articulaciones, htesos, rnuoosas, vísceras o sistema nervioso central

es, 36). 
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d) t.sporoi:ricOSJ.s pulm:inar prinaria. f.sta foI111:1 clínica es poco caioc.i.da, sin 

ellilargo, el rrecanisnP de infección es diferente a las fonnas anteriores, -

ya qoo se contrae por la inhalación de la fonna infectante. El cuadro el! 

nico se confunde fáci lnente con tuberculosis y se presenta sobre todo en -

individuos con deficiencia en el sistema inmune (32,43). 

El agente etn6gico Sporothrix schenckii, pertenece a la clase de los- - -

Hyphonycetes, ooscrito por prirrere vez por 1-\ektoen y Perlcins en 1900 ( 38). Es

tn hongo chmSr.ñ.co que presema dos forTil3S: micelial y ievaduriforne. La fonra 

mi.celial se encuentra en la naturaleza y en los rredlos ql.l'! se ut:il.J.zan rutina-
ciarrente en el .iaboretor.i.o a 1:e!!pereture. ambiente CFJ.g. z). l.aS colonias sen -

nerno:re.nosas, limitadas y en los prine:ros días tienen una coloración nlanca o- -

crena y en algunas cepas, a nedioo qi.e transcurre el tienpo se tornan obscuras. 

Las colcnias están fo:madas por hifas septaclas de un diárretro de 1 a 2 A m; p~ 

sentan ccnidias picifornEs, elongadas. u ovales de 1. 5 a 3 ,.t{m que forman simpo

dios apicales, de ahí el noronre de sirnpodio-ccnid.i:as. En cultivos vieJos se oE_ 

servan ccnidias cónicas o triangularesJpi!?1!Efltadas ~de paredes gruesas con alto-

- ccntenido ele nelanina (38). La forma levaduriforne o paras:itar.i.a del hongo cms 

ta de células fusifornes u ovoides coo un tamaño de 'L. 5 a 5 por 3. 5 a 6 • 5 ;,< m 

y se muitiplican por gemación sinple o múltiple (Fig. ~). 

J:;} hongo se encuentra frec1.E11tenente en la naturaleza, en suelo y vegetales 

y se asocia a lugares cklnde hay pinos y eucaliptos con te¡q:iereturas superiores

ª 15°C. 

La esporotricosis es una micosis cosm:ipolita, rara en Eurq¡a, aunqoo allÍ

fU:? descrita por pcinere vez pcr DePeurnann y Gougerot en Francia (52) ¡frecuen

te en Asia tJapónl y Oreanía (Australia). En el crntinente arrericano se encuen 

tra principalnente. en AnÉrica de~ Sur y Centroanérica, ccn cierto predaninio en 

Uruguay, Colaibia, Guatemala y Mrixico (32). fu la República lt!xicana,es un pa

<Ecimien1x> que CJC;!upa los prirreros lugares entre las mica>is subcutáneas ( 31). -

Existe nayor frecooncia en la rreseta central del país sobre todo en el Distrito 

Federal. Otras regiones con .incidencia elevaoo sen la regién norte de la Sierra 

de Puebla, Jalisco, Nuevo Le6n, Guanajuato, Hidalgo, Oaxaca y Vera.cruz (32 ,67). 
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La esporotri.cos.is se ccnsidera una micosis de tipo ocupacional q\.13 afecta 

pcincipalnente a flori.stas, campesinos, alfareros, carpinteros y personas que

están en ccntacto con restos vegetales (15,32). Afecta por igual a hombres y

mujeres y el nayor núnero de casos se presentan en adultos jóvenes ( 32). Sin

enbargo, en ~xico existe un gran núrrero de casos de la enfennedad en nifus- -
(31). 

En las minas auríferas del Africa del Sur,se presentó la mayor epidemia -

de esporotr.ioosis. en la historia, con casi 3000 casos, donde la principal file!!. 

te oo infecci6n se encontró en la vigas de soporte de la mina. La aplicación

<E. fungicida terminó con esta fuente de infeccién (52). 

En Guatemala los traUJl)9.tisoos; producidos por la manipulación de los peces 

Tilapia ¡¡pzanbica y Cichla5an3. gutulatun, por los ¡¡pradores y pescacbres ocasi.9_ 

nales del lugar en la laguna oo Ayarza, fueren un ~caniSJIP frecuente de infe~ 

ción en esta zona, donde se registraron más oo 50 casos de esporot:cicosis (40). 

En los restos. vegetales de las cuevas de annadillos Das.ypus novencinctus 

y Q· septemcinctus ool Uruguay, se ha encontrado el hongo y la cacería de estos 

mamíferos, ha ocasiooado la enfenredad en per'Scnas dedicadas a esta actividad
(7). 

Por otro lado, en Puebla ~~xico, se aisló el agente etiológico del suelo

de una huganñilia, localizada en el patio casero de una familia infectada (32). 

Asimismo, la presencia del hongo en zacate Pciriicuri! ·purpúranscéns material de -

enpaque. utíJi,zado por los artesanos de cerámica y errpacadores de fruta y la a.!_ 

ta posítívidad a la prueba intradér:mica can antlgeno de §_. schenckii, indica -

una inportante. fu=nte. de. contaminación (66}. 

Teniendo en cuenta que. 1a esporotcicosís es una micosis subcutánea frecuente -

existen a la fe.cha diversos nétodos para el diagnóstico micológico. El culti

vo de ~· schenckii a partir de. especínenes clínicos es un método inequívoco. -

Se utilizan ~dios 0000 Sahouraud o Sabouraud can antihi6ticos. y la aparición

de colonias características del hongo a los 3-5 dÍas de incubación, representa 
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el diagnóstico de certeza ( 12). Los. exánenes directoo de muestras biológicas 

tienen poc:o valor, por la dificultad de encootrar la forma paresitaria o cue!'. 

por asteroides a pesar de la facilic:Ed de cbtencioo del cultivo, además de que 

su búsqueda en cortes histopatológicos no sm patognom:Jniccs, debido a que se 

pteden encentrar en otras infecciones bacterianas o micóticas (12,52). Utili 

zando anticuerpos marcados: cai fluoresoeína o sistemas ironunoenzimáticos es -

posible poner de manifiesto la presencia del hongo (14,45,54). 

La prueba intre.dénnica CXlll antígenos JIEtabólicos de.§_. schenckii denomi

nados esporotricinas es anplianente utilizada caro apoyo diagnóstico de esta

.mi:.cosis, ésta produce una hipersens:ihilidad tardÍa específica en individues -

infectados (15 ,16 ,2 ,32 ,Ga}. 

A las pruebas S.erológicas se les ha dado poco valor en las fonnas fijas

y linfangíti.ca de la enferiledad, ya que fácilmmte se ohtiene el cultivo, sin 

e.mbarf;o, acquieren inportancia en la.s form:i.s sistémicas y extracutáneas. Las 

m3s utilizadas sen la determinación de precipitinas, aglutininas, fijación de 

CJCllq_Jleirento e irununofluorescencia (1,4,28,60}. Sin embargo, la presencia de

anticoorpos en indivii:luos no esporotrio5sicos les ha restado cierto valor - -
(4,24). 

Entre los antígenoo enpleaoos pare el diagnóstico de la esporotricosis -

se encuentran ccncentredos de. filtrados de cultivos (37), células cOJJpletas -

(15 ,28}, paredes celulares (5) y fraccicnes polisacarídicas crudas (1,16 ,60). 

En ñaigos, los carrplejos: polisacfuíCb-proteína, sen antígenos importantes y a 

partir del aislamiento y purificación de un antígeoo de esta naturaleza por -

GQnzález Ocñoa y Soto Figueroa en 1!147 C 16~quienes utilizaren en pruebas in
tre.dfumicas CXlll q:itinPs resultados, se inició toda una serie de investigacio

nes orientadas a ohterer el JIJ!jor i~tocb de ext:raccién y elucidar sus cara.et!:_ 

. rísti.cas químicas e inmunológicas. 

Entre. los diferentes azúcares· que caistiteyen el poliSa.cár:i.do de -ª.· s.chenkii, 

se encuentre. la ranJtosa, azúcar que no ha sioo detectada en otras entidades -
.f"ungicas patógenas., lo que. le ccnfiere cierta especificidad (60). 
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l..cG polisacáricbs de filtrados de cultivos (rretabólicos) están oonstitui

cbs por conponentes de pared celular y de diferentes metabolitos del hongo,- -

que son liberndcs y disueltos en el nEdio cbnci:l crece (60). 

Tociello y Mariat (60) establecieron las diferencias que existen entre- -

loo polisacáridos aislados: de células. levaducifomes y los liberacbs al nedio, 

estoo úJ:til!Ps: nos.trarm mayor c:aiplejidad y caitenido de galactosa. Adenás e2. 

tablecieron que la fuente de carhcno utilizada en el rredio de cultivo dcrade- -

crece el hongo, puede alterar la conposicifu química del polisacárido. 

En 19.70 Ishizaki. (33) aisló y detenninó la CCJ!llOSición química de un gli

copéptido oon actividad inmunológica. y encootró que estaba canpues:to por remn~ 

sa (28%), manosa (34.5%), galactosa (5.4%), glucosa (1. 8%) y una .fracción pep

tídi.ca (15%). 

Al año siguiente Lloyd y Bitoon ( 33) >utilizaron técnicas más elabore.das y 

ootuvieron una rannonanana con la siguiente cxrqiosición: manosa (20%), re.mnosa 

(44%) y una fracción peptídica (16%}. El pépticb contenía pcincipalm:nte tre~ 

nina (14.2%), secina C13.2%}, ácido aspártico (9.6%) y ácido glutámico (9%); -

la precipitación cm coocanavalina A mostró la presencia de residuos rnanosil -

terminales. Por otro lado, Travassos et~· (41,61-65) obtuvieron polisacári_ 

cbs del hongo por 11Edio de una extracción alcalina cm KOH 2%'y enriquecieron

el contenido de I\3JJJ10mananas
1
por 11Edio de una precipitación con reactivo de -

Fehling. El producto obtenido ccntenía I'<W'lOSa, manosa y una proporción menor 

de 1% de nitrógeno. Las rE111Utomananas constituyeron los corrpuestcs de ~or e§_ 

pecificidad, sin embargo, se enccrrtrfilal otros polisacáridos caro galactanana

nas, glucanas y amilosa (63). Asimisno encontraron que en las etapas tempra

nas de el crecimiento del hoogo existe síntesis de mananas (59). Además obse,t: 

varen qoo las estructuras finas ele los polisacáridos, variaban dependiendo de -

las condiciones de cultivo y por lo tanto de la norfología celular. En culti

vos mioeliales encontreron la. presencia de diramosil-ranm::rnananas, COJ1tlueStas 

por una cadena pr.i.ncipal de unidacieso<-D-manopiranosa unidas por enlaces o( (1--tS) 

y cadenas laterales O- oC-D-ramnopiranosil (1-+2) raimopiranosa. Por otro lado, 

detenninarcn que las levaduras y ccrüdias están OO!IJlUestas por una cadena Pr.4! 

cipal igual a la de la forma micelial, pero contenía ca&>..nas laterales ele uni

dades tenninales no reductoras de "-L-raimopiranosa (Fig. 4) (41,63). En res_!! 
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rren cbservaron que la forma levadurifonre ccotiene cadenas laterales nonoramn~ 

sil y la fol11E micelial ca~nas dirennosil, éstas últimas parecen ser las de

tenninantes específicas del antígeno rungico. 

La reactividad serol6gi.ca cruzada entre.§_. schencki.i y ciertas especies -

de hongos. fitopatógenos relacionados. = Cel"átoqystis, Europhium y Graphium -
está dada por la estructura inmunodominante de la forma levadura de~· schenckii' 

que se encuentra en estos hongos (26}. 

Ciertas. bacterias cono l.euconos.toc IIEs.enteroides, Stre¡itococcus pneummiae 

y Aerobacter · aerogenes: en las: que el determinante in.'llUI'lológico son unidades no 

reductoras de rarrnosa tenninalea ocaciooan también t"leactividad cruzada, por lo 

q1.E. el contacto inmunosensibilizante con alguna de ellas: podría ser la causa -

de pruebas pos.itivas eri irummodifusión o títulos bajos de aghitininas en pa- -

cientes no esporotcic5ticos (4,24,44). 

La presencia de unidades o<.-D-m:mopiranosa en levaduras y galactomananas

de Exophiala wemeckii, Tridilohyton ~ y Aspergillus fumigatus sen estruc

turas serrejantes a aquollas sintetizadas en la fase temprana de crecimiento de 

~· schenckii y por lo tanto ,estos hongos podrían presentar cruces inmunes entre 

sí (2, 37, 55). Los elerrentos que producen los fenÓ!ll"...nos inespecíficos, se po

drían reducir en fonna importante si se realiza una selección adecuada del mé
todo de extracción y se ccntrolan las condiciones de cultivo, lo que redunclarÍa 

en beneficio de los antígenos utiliz"ados en las pruebas serológicas de la enfer 

rredad. 

Planteamiento del Problena. 

Cono s.e ha visto en los párrafos anteriores, en la actualidad se cuenta con 

tt'abajos sobre la conpoticiái química da los antígenos dé .§_. schénckii (4 ,42 ,37, 

60-65}. Sin enbargo, la elaboración de antígenos muy purif.i.cados y específicos 

no está al alcance de todos los laboratorios de seroaiagnóstico micológico. - -

Otro de los principales problenas que se presenta en la elaboración de estos d.!!, 

tígenos es: la falta de reproducibilidad de los resultados. entre diferentes cen-
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tras. de producción. Las variacicnes que existen entre las cepas utilizadas, 11!:. 

dios ae cultivo y condiciones de incubación, además del nétodo de extracción- -

originan diferencias en la ccmposición y actividad biológica. Por lo tanto, es 

da suma .importancia llegar a una estandarización de estas m:lléculas anti génicas. 

Para poder enpezar esta estandarización, en el presente trebajo se obtuvieron -

antígenos de las form3S miceli¡ü y levadurifomes de Sporothrix schenckii en di 
ferentes: fases da crecimiento, trotando de obtener las condiciones Óptimas de -

produccifu y activiaad biolÓgicas, para lo cual se llevaron a cabo diferentes -

pruebas :iruill.ll1ológicas en pacientes ccn esporotricosis. l.Ds resultados obtcni-

dos no sólo nos conducirfan a elaborar un modelo de eS"t:andarización, que podrÍa 

ser aplicado a otrc6. hmgos, sino tanb.ién a la obtención de una freccifu con- -

actividad inmunológica con las cua.lidades necesarias para la cbtenci6n de un- -

bum antí@:mo: especificidad, sensibilidad, reproducibilidad y· de fácil obten-

cifu a un bajo costo. 
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OltJETIVOS 

Disponer de antígenos clé SJ_X?rothriX · sclieriCR:ii para el diagnáitico irununol§ 

gi.co clé la esporotricosis. 

Obterer las condiciones óptimas de produccié.o y actividad antigénica de e~ 

porotricina micelial y levadurifonre. 

Carparer la actividad inmunológica. ele. los antígenos miceliales y. levaduri

fonre.s clé · sporotñriX · sclienCkü. 

Establecer las bases para la elaOOrocié.o de un mod~o expe~tal para la 

estandariz.acién de antígenos fúngicos. 
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MATERIAL y METODOS 

1) ~ 

Ik6 cepas de Spórothrix schenckii (116-83 y 705-78) fueron utilizadas en 

el trabajo. Se aislaren de casos humanos <E esporotricosis, la p~re.

~l Hospital Genere.! oo Mfucico, S.S. y la segunda <El Centro ~nnatológi 

co Pascua, s.s. 

Los .nedios oo cultivo utilizados en el mantenimiento y producción de loo 

antígenos netabólicos de. g; s&enckii fu:=rm los siguientes: 

Al ~dio re S"abouraud CBIOXCU). Se utiliz6 en el mantenimiento de las

cepas:, control re viabilidad, mic~iológi.co y esterilidad. 

- ~xtrosa 20 g 

- Peptma <E carne 10 g 

- Agar 15 g 

- h¡pa c.b.p. 1000 ml 

pH 5.6 

B} ~dios para crecimiento en fase levadurifotma y fase micelial. Se -

utili.zaron en la producción ce los antígenos netabólicos: 

1'2dio r. Para la fase. levaducifo:t!le <E~· Schenckii: 

- KH2Po4 0.91 g 

- Na¡n'04.12 H20 2.38 g 

- ?1gSQ4 0.6 g 

- KCl 1.0 g 

- Al:gin:ina 1.0 g 



-· Soluci6n de oligoelemantcs 
el; Ferthelot Q,5 ml (1\) 

- Tiamina 1Q-6 g 

- Biotina 10-9 g 

- Glucosa 20 g 

-Agla c,b.p. 1000 ml 

¡:ff 6.8 

.M;idip II. Pare la cbtención de la fase micelial del hoogo. 

- KH2P01¡ 0.6 g 

-N~HP04 OJ75 g 

- Hidroliiado de caseína 3.0 g 

- Mg¡SOI¡' 7 H20 0.5 g 

- CaC12 0.1 g 

- NaCl 0.1 g 

- GlUCC6a 20.0 g 

- Glicerol 10.0 g 

- Solución de. oligoelemmtos 

de. Berthelot n.s ml 

- Tiamma 10-6 g 

- Extracto de. leva.dura 

(dializado) 1.0 g 

- Ag\B c.b.p. 1aoo ml 

pH. 6.5 

C*l Solucioo de oligoelemmtos de Bert:helot 

- Fe2CS04l3.g H2o 

- 1'tlSQ4• 1 ~o 

so 
2 

·g 

g 

( .... ) 

10. 

f ••••• 
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11. 

- easo4.2 H20 a.s g 

- NiC12'6 H;¿O a.os g 

- eoc1rs H2o a.os g 

- Ti2so4.H
2
0 a.2 g 

- 2'nS04• 7 H20 a.1 g 

- euso
4 

.5 H20 a.os g 

- GlS0
4 

.4 H20 a.01 g 

- Hjill3 o.as g 

- ttzso4 coocentra.do 1.0 ml 

fil trer &Obre papel 

Cl Medio re tioglicolato CBIOXON). Se errple6 en el control de esterili-

dad re los antígenos. 

- Peptona re caseína 1S g 

- L-cistina 0.1 g 

- J:extros:a s.a g 

-· Extracto de. levadura, 5.0 g 

- NaCl 2.5 g 

- Tioglicola.to de. sodio 0.5 g 

- Resa.zucina a.001 g 

Condiciones de cultivo 

Para la ootención re la fama levaduriform:, se semhrÓ el hongo en matra.

ces· de 250 ml conteni,endo 8a :n¡l del ~dio r, Se incubó a 37°C por 48 h -

en agi:ta,ción. Postel'ioxm:nte. los cultivos se centl'ifugaron a 350. g por -

1S min y el se~nto s;e pe.sé. El ~nóculo consisti6 de 200 ~ de peso hQ 

JJJ'!do, sembrado en matraces con las miSJll3S condiciones que los anteriores. 

Se. obtuvieron muest~ ca.da tres días, hasta completar un período de un -

rres. 
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La forma rnicelial se obtuvo tam1ién en matraces de 250 rol coo el llJ!dio -

II. Los. cultivos se incubaral a 26°C .por una se.mana en cigítacién. Lue

go se separo la bioIMS:a por centt'ifugación a 350 g durante 15 rain. El -

seclinento se maceró en un irortern en condiciones de esterilidad hasta -

la obtenciéo de un inóculo homogéneo. Se sembraron 200 ng de peso húne

c:b ó:!l hongo en cada matraz y se incubaron a 26°C. Se tonaron ~stras

para procesar antígenos miceliales cada semana hasta canpletar un tieiqx> 

de incubaciéo oo 3. 5 rreses. Antes oo obtener el antígeno se verificó el 

crecimiento típi:-o ool hongo y se realizó control micrcibiológioo. Al c~ 

bo ó:!l tienpo oo incubación los hongos fueron muertos cai formaldebido .

(al 2% oo concerrtración final) por 24 h. Se hicieron pruebas de viabili

dad en nedio d3 Salioureud. 

4) Obtenciéo oo aritígenoS nétahÓlióos (Fig. 5) 

La obtención el:! antígenos l'l)et$Ólieos mi.celiales y levadurifornes se re~ 

lizarcn de acuerdo al ~todo de Toriello y Mariat (60}. Los cultivos t~ 

tados ~ fornaldehido fu:iron centt'ifugacbs a 350 g por 20 rnin. El sob~ 

nadante se filtró prínJ;!ro por Seitz y luego se esterilizó por nedio de- -

l$lllb.renas; Millipore el:! 0.45 Jim • Enseguida se dializó contra agua oos

tila.cla por 24 h. a 5°C, en tubos Spectrapor que pennite..1 el paso de nolec~ 

las de ha.sta 6000 a 8000 oo P M cantiianclo el agua varias veces. El antí

genO se conrentre.clo se precipitó coo 4 volúnenes de alcohol etílico al 95% 

en pre~ci;i. de acetato oo EiO<lio al 1%. El precipitado se separó por oe!!_ 

t:cifugación y se. disolvió nuevaro;?nte en agua ó:!stilada. Esta operación -

si:? repitió tres veces:. ~spués oo la última precipitación, el antígeno -

si:?. secó con aoetooa. 

· 5) Curli'as oo crecimiento 

La, oo·tennina.ción del crecimiento del hongo se midió por .100dio del consuiro 

de azúcar en el nedio de cultivo. Se tonaron muestres diariéllmlte de ma

tra.ces inoculacbs en las,.i¡:ismas oondiciooes descritas cai anterioridad. -

Las mues:tras fooron filtre.das coo nmlJhr.=i...nas Millipore y los azúcar<>..s re

ductores se detern¡inaron por el l!)étodo oo la <r-toluidina (8). 
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6) Mátocbs químicos 

A tocios los antígenos se ~ oote.nnina.ron proteínas por el .rrétocb de LcT.trry 

( 35) y ca.rñchldratos totales por el m3todo del fenol sulfúrico (11). 

7) Métodos. inmunológicos: 

Ohtención re sueros hiper.inmunes: 

Se irununiza.n:o cmejos: Nueva Zelqnda, .ro:ichos, de aproximaclam=nte 3 kg de -

pes.o, sigufondo el esq~ de Tociallo y füciat (60). Se preparó una sus

pensión de células levadurifo~s de s; schenckii muertas con formaldehido 

(al 2% re concentracifu final) a 1.ma ~oocenb:Clción de 1 X 108 levaduras/rol. 

Se aplicó 1 ml re esta suspensión en la vena narginal de la oreja del ani

mal, 3 veces/semma dUI131lte. dCG ~as. Una semana después de la Última

inoculación se realizó una sangría de prueba. El suero obtenido se guardó 

en alícuotas de 2 ml con azida de sodio al 0.01 % en congelación. 

Los: sueros de. pacientes· con esporotricosis fueron ohtenicbs del Hospital -

General de :112.xico, s.s. y del Centro Derw>tológico Pascua, s.s, También -

s.e. ®tuvieron sueros de pacientes aspergiloscs, histoplasrrosos y de diver-

sas: nelJllPI1.Ías rel Instituto de. Enfenipdades Respiratorias, S,S., pare los

e¡ttudios de reactividad cruz.a.da. 

· Itui¡unodifuSión 

las; pruebas de inmunodifusión C!D) s.e :realizarui según la técnica de - - -

Quch:terlony (4 7l pare la cual se Utilizó: agar noble, 1 g; azida de sodio, 

a.01. g; cloruro re sodio, a.as g; glicina, 7.5 g y agua c.b.p. 100 ml. - -

La,s; placas: se leyerui a. las 48 h. de incubación a t1°c, se lava.ron con cit~ 

to de s.odio al 5% por> una hora y· ccn solución salina por 24 h, cambiancb -

la s.olución va,ciqs veces. La,s; láminas se cubrierui con papel filtro y se

s:eca,rcn a tenpe:ra.ture. antiie.nte, Pox> úJ;timo, se tiñeron con una solución -

O:!: negro a.mido, 1 g; ácido acético 1 M, 40 ml; acetato de sodio 0.1 M, -

45.0 n¡l y gliceri:>l 1an ml, durante un minuto. 



Los. antígenos utilizados: en las reacciaies de precipitaci6n se probaren a 

diferentes cono;!ntraciones:: 1,2 ,5 ,10 y 15 mg/ml en solucién de cloruro de 

sodio al a.as % conteniendo azida de sodio al 0.01 i caro preservador' y -
s.e a].m3.o;!mux:n a 4 ºC. 

Cootrairununoelectrofotesis 

La prueha de oontreirununoelectroforesis (CIE) se llevó a cabo con dietil

barhltureto rorro anortiguador. Se preparo éste con: Baroital sódico, 13.33.g; 

aa:tato de sodio tcihidratado, 8. 83 g y se llevó a 1. 5 1 con agua desti~ 

da. Se le adicionó ácido clorlú.drico 0.1 N hasta llegar a un. pH de 8.2 

CCJ1 lll1é\ foorza iónica de O. 02 El arrortiguador concentrado se diluyó 1: 2 

pa.ra su us.o en la cám:ira. de electroforesis:. Para los geles de soporte se 

hizo una dilución 1: 10 de este miS!lP anortiguador y se adi.cionó azida de

sodio al 0.01 % y aga;ros:a al 1%. El mrcimiento de las muestras se hiro-

ccn un voltaje al V/cm2 durante 30 minutos. 

Ihti\3.derro:ireacción 

Pa.ra li$; soluciones antigénicas utilizadas en la prueba de int-raclermorea~ 

ción (lD!U se realizaren diluciooes: 1/2000 y 1/4000 en solución salina f!:_ 

noladé\ (1/9000) y se esterilizaren por filtraci6n. El envasado se reali

zó en viales ccn dOS; ml de la soluci6n antigénica cada uno. Luego se re~ 

li.z6 un ccntrol de esterilidad del producto, en nedio de Sabouraud, tio-

glicolé\to y caldo nut:citi:vo. 

La :reacción cutánea se hizo inyectando 0.1 ml del antígeno en fonna in~ 

dénnipa en la cara. anterior del antebrazo. La prueba se conside.rÓ posi~ 

va, cuando se presentó la. induración y eritema. igwl o mayor ele 5 nm. 
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RESULTADOS 

las curvas de crecimiento de la form:t levadurifonre y micelial de Sporothrix 

schenckii se pueden observar en las figuras 6 y 7 respectivamente. El crecimien

to del hongo se determinó por nedio del consuno de azúcai' del iredio de cultivo. -

En la curva de crecimiento de la forwa levaduriforme 1se observó que el hongo lle

ga a la fase estacionaria el día 12, mieni:r'as que la forma micelial el día 35. 

En 1 a obtención de los coriplejos antigénioos, las condiciones se mantuvieron con~ 

tantes en cada forma y sólo se varió el tiempo de incubación. Para la forna lev~ 

durifcmre se tonaron muestras cada tres días durante un rres 
1
para. obtener antíge-

no y en la forna micelial cada siete días durante un total de 135 días. En los -

antígenos obtenidos antes del inicio de la fase exponencial, se observó escaso a

nulo rendimiento para. las dos form:is. En la figura 8 se muestra el contenido de

proteína y carbohidratos totales en los antígenos de la forma levaduriforrre de S. 

schenckii durante los 30 días de incubación. El porcentaje de carbohidratos va-

rió de un 32 a 73 % , el valor mín.im::i ( 32 % ) 
1 
se encontró al inicio de la fase e~ 

nencial ( 3 d.ías) y el rráxirro ( 73 %) al inicio de la fase estacionaria ( 15 d.ías) ;

se observó un auirento constante del porcentaje de carbohiclratos durante la fase -

logarítmica del crecimiento del hongo. En la fase estacionaria se observó un po!'._ 

centaje polisacarídico similar (67-73 %) 1acompañado de una disminución (43 %) al

finalizar la curva de crecimiento (30 d.ías). La cantidad de cart>ohiclratos fué- -

aproximadamente 7 veces mayor con respecto a la de proteínas . En el contenido- -

protéioo se observaron valores .que variaron de 6. 6 a 12%, siendo los valores llllij

similares durante los 30 días . 

En la fase micelial (Fig. 9), los porcentajes de carbohidratos nostraron si

militud en cuanto a los porcentajes, durante las fases exponencial y estacionaria, 

lt2go disminuyó gradualJrente hasta un valor mínioo de 46% en el día 135 ele incub~ 

ción del hongo. La relación de carbohidrato/proteína varió aproxinadamente de 12 

a 1. Por otra parte, en la detenninación de proteínas de los antígenos se obser

varon valores parecidos durante las fases de crecimiento (4.5 a 6%) ,excepto un v~ 

lor náximo (B.8 %) al finalizar el tiempo de incubación. 

Para las pruebas ele inmunodifusión (ID) se probaron diferentes concentracio

nes an1:igénicas (1, 2, 5, 10 y 15 mg/ml) y se encontró que la óptima para esta p~ 
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ba fué d~ 2 mg/ml. En la tabla I y Il se presenta la reactividad de los antíge-

nos levadurifonres y miceliales a diferentes tienpos de incubación con sueros de

pacientes con esporotricosis, histoplasnosis, aspergilosis y neurronías múltiples, 

acErrás de un suero har6logo hiperiruwne de o::mejo. Al probar sueros de pacientes 

mn esporotricosis, se observó una 1113.yor reactividad con los antígenps obtenidos

en la fase estacionaria oo crecimiento oo ambas fornas del hongo, cbnde se :oudie

ron observar bandas múltiples. Anterior a los 21 d.Ías no hubo rendimiento anti~ 

nico y por lo tanto no se realizaron pruebas serológicas. Las nruestres séricas -

de pacientes histoplasnosos no nostra:rui reactivicad cruzara, excepto el suero 7 

qoo reaccionó con el antígeno micelial del c!Ía 21 con una sola banda. Los sueros 

de pacientes con neunonías, aspergilosis y sujetos nornales no presentaron react;!._ 

vidad. 

En contrainmumelectroforesis (CIE) la concentración ópti1113. del antígeno- -

fué de 1 mg/ml, La reactividad en CIE de los antígenos levadurifomes de S. - -

sdmnckii (Tabla III),al igual que los antígenos miceliales (Tabla IV),nostreron 

una reactividad similar que en la ID y el número de bandas aurrentó de la misll\3. -

nanera que los antígenos obtenidos de la fase estacionaria del hongo en la prueba 

de ID. Los sueros de pacientes con histoplasrrosis y nonnal no presentaron reac

ti vidad cruzada en esta prueba. 

Las pruebas cutáneas se realizaron en pacientes sospechosos de esporotrico

sis e individuos oon otras dernatosis de la Unidad de I:ematología del Hospital

General de t-Exico, s.s. Para ésta prueba sólo se utilizaron dos antígenos: uno

mirelial (105 d.Ías) y otro levadurifome (30 d.Ías), ambos de la fase estacionaria 

de crecimiento. Los dos antígenos se probaron a una dilwi.ión de 1:4000 y 1:2000. 

La búsqueda del agente etiológico se realizó paralelanente a la prueba intradé~ 

ca. Además, en dos pacientes se probó tm antígeno de la fome levaduriforme dil_!! 

ción 1:5000, proveniente del Servicio 'ele Mioología del Instituto•Pasteur, Paris,

Frencia, que 110stró una respuesta similar al nuestro. En la Tabla V se muestra -

el resultado de estas pruebas intradénni.cas en pacientes mn esporotricosis y - -

otres dernatosis, donde se puede observar que de 13 pacientes con esporotricosis, 

12 respoÍldieron positivairente (92 %) a antígenos de la forma ll'icelial y los 2 pa

cientes a los cuales se les aplicó antígenos levaduriforme de ~· Schenckii. re -
los 31 pncientes oon otras c!enratosis a los cuales se les . aplicó antígeno micelial 

....... 



s6lo lD'IO reaccionó a la diluci6n 1:4aaa, sin embargo, a otros once pacientes a -

l!A cuales. se les aplicó el antígeno levadurüorma,cuatro (36 %) respondieron P2. 
si:tivam:mte. Dlhido a que el 36 % de los pacientes con otras dennatosis reacci2_ 

narm a la dilucién 1: 4000 del antígeno levadurifome, ya no se probó la diluci6n 

1:2aaa. 
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DTSCUSION Y CONCLUSIONES 

A pesar del gran nWrero de trabajos oobre antígenos de hongos realizados -

hasta la fecha, sólo recientenente se ha logrado conocer la estructure química

fina de aigunoo. canponentes antigénicos fGngicos, por ejemplo, las rennom:manas 

de Sporothrix s.chenckii (63). Por lo tanto, la estandarización de ellos está -

apenas en s:us etapas iniciales y SI:! requiere todavía de mucha investigación al

respecto. 

ffuppert (21l ha sugerido que los cCJJpOrentes de los rredios de cultivo, p~ 

den producir reacti.vidad inmunológica inespecífica. En la actualidad el uso de 

estos iredios, ha sido sustituido por 11)2di.oo químicam3nte definidos o semi-sint.§. 

tices (21, 33, 51, 60). Por otra parte, algunos investigadores (21,· 51) han o~ 
servado diferencias inmunológicas, entre cepas aisladas de distintas regiones. 

Con el fin de evitar estas variantes, en este trabajo se utilizaren Jredios semi

sintéticos (dializados) y cepas aisladas de casos hUID3Ilos de nuestro país. 

Otros factores que afectan la camposición y actividad irununológica de los

antígenos f"ungi.co::; son: el tienpo de incubación (21, 42, 59) y la nprfolog.ía -

del hongo (21, 41, 51, 55}. Karlin y Nielsen (28} al comparar la actividad se

rológica de antígeros de §· schenckii obtenidos de distintas fases de crecimieg 

to, no ohs.erva.ron diferencias. Tal<ata et al. (59} realizaron un trabajo simi

lar y encentraron que el tienpo de incuba.ci.éo, era. una variante qtE alteró tan

to la composición química CQJIJ:) la actividad inmunológica. En las curvas de c~ 

cimiento l;'e.alizadas o~rvaro:is que ambas fornas del hongo se can:portan de mane

ra similar y que los carlxiUdratos totales de los antígenos se ve aunentada -

prqgi:es;iva.n)ante a m=di.da que trans.curre la fase logarítJnica, posib~te orig¡i 
na.da po:r;i la llñeraciéo paulatina de can:pcnentes de pared celular y solubiliza

ción de los mism::is en el Jredio de cultivo (60). Los porcentajes de polisacaci

di:>s-:. de las dos fonna,s:, pemanecierm constantes en la fase estacionaria, pero

al finalizar el tienq:¡o de incubación r;.¡, presentó l.Dla disminución, que podría- -
r;;er generada por la degradaciéo o consumo de estos productos por el mismo hongo, 

al h¡¡,!¡¡¡r acabado los; nutrientes del ~dio de cultivo. Por otra parte se pudo -
.· ~· 

establecer que el contenido proteico no varió incependientera=nte ele la fase de

cre.ciJI¡iento y i:;Qlo s.e. presentó un aUJ!l2nto al concluir el lapso de incubación, -

probablerrente dehido a la liberación de compcnentes intracelulares proteicos. -
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El cOll\)Ortami.ento antes descrito m:is.tró gran parecido <Xll1 lo establecido previa

rrente para la forma micelial de g. schenckii por Takata et al (59). l.iis CU!.'Vas

de crecimiento de las dos fornas del hongo obtenidas en este trabajo, nos m1.Es

tren que la mayoría de loo antígenos utilizados tradicionalrrente en el diagnósti_ 

co de la esporotricosis,s<n extraídos de la fase estacionaria de crecimiento, por 

lo qi..e posiblerrente se encuent:ren constituidos ele caipanentes de pared celular,

productos netabólicos secretados al rredio de cultivo y crnporentes de autolisis

del hongo (16, 37, 40). 

1-Endo<;a et al. (41, 64) clenostraron que la síntesis de polisacáridos óe pa-

red celular depende de la morfología de §_. schenckii: en las levaduras y ccnidias, 

encuentran principalrrente rarmanananas de cadenas: laterales m'.:h1oremnosil y en el 

micelio rannomananas can cadenas laterales dirarmosil. La obtención de una u -

otra forma del hongo es una ccnsecuencia de la disponibilidad ele nutrientes y de 

las condiciones ¡:!el ambiente (41, ,63, 60). Al realizar la purificación de nues

trcs antígenos por rredio de la precipitación por alcohol observamos colatereJJreg 

te qte en cultives levadurifornes se obtuvieren nezclas morfolÓgicas en la fase

estacionaria y que aderrés existen diferencias entre cepas, ccn respecto a la - -

transfonración de la forna micelial a la forma levadur.iforne., asimisrro en la- -

forma rnicelial estacionaria, creemos que tarrhién existe una heterogeniciclad anti_ 

génica, por la presencia de conidias al increirentarse el tiempo de incubacién. 

Lloyd ~ al. ( 34} clenostraron que los sueros de pacientes con esporotricosis, 

pueden reaccionar fuerteirente con ambas estructuras inmunodominantes de los poli_ 
sacári.dos. de §_. schenCkii y qoo aparenteirente, la reactividad de las estructuras

dirennosi.l estaban relacicnadas con la es.pecificiclad, por lo tanto él sugiere un 

paso in vivo de la fase rnicelial a la forna levadurifonTE, lo que ocurre natural 

nente en el paciente. En pruebas de precipitación con sueros harólogos ,se cbse_!'. 

vó un increirento del nÚJrero de banres con los antígenos extraída;; de la fase es

tacionaria, quizás originado por la nezcla de morfologías que existe en esta fa

se (41, 42, 59}. Otro factor qre puede influir en la multiplicidad de bandas, -

pmde ser qte al re~ la purificación, se precipiten conjurrta,1en-te otros CC!)! 

ponentes de naturaleza polisacar.l'.dica (galactomananas o m:manas). 

la reactividad cruz.oca ele los antígenos de §_. schenckii }1a sido demcstreda

por di ver_= autores (4, 24, 44, 59) y se ha asociado a loo residoos. - L - rann2 
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piranósido que son CXl!!1X!rtidos por la "forna levadurifonne de este hongo y algunas 

bacterias que foruan parte de la flora nonnal o patógena del hornbre. Adenás cie_E 

tes hongos fi topatógencs también pueden presentar esta estructura. 

La presencia de reacti vidad cruzada de sueros de pacientes afectados por - -

Histoplas11E. capsulatum oon antígenos de§_. schenckii, pudo ser debido a la sínte-

sis de rrananas y galactarananas por las células de §_. schencki.i que se producen -

sobn:i todo en la etapa teJ!llrena de cnicimiento ( 42) . Estas estructuras pueden- -

ser constituyentes de los CCillponentes inmunológicos de algunas levaduras o fomar 

parte de los antígeros de algunos hongos de micosis profundas rorro: Histoplasma -

capsulaturn, Blasto[o/ces dernatitidis y Paracoccidic\.les bresiliensis (2). 

El uso de antígeros netabólioos de §_. schenckii en pruebas cutáneas aparen-

tenente ha mostrado una alta especificidad (15, 16, 32), sin embargo, algunos in

vestigadores (4, 25) han encontrado reactividad cruzada en pruebas de hipersensi

bilidad. 

Shim:maka et al. (57) ha asociado la fracción peptídica de los 3licopéptidos 

a la respuesta taroía de hipersensibilidad, sin profundizar sus estudios en la- -

composición y estructura ql.Úmica del hongo. Takata ~ ~· (59) encuentra que la

intensiddd de la respuesta de hipersensibilidad tardÍa en animales de experiment~ 

ción, estaba relacionada con el oontenicb proteico. LavaUe (31) al realizar una 

conparación entre los antígenas de la fama micelial y levadurifom1e, observa una 

11E.yor sensibilidad en pruebas cutáneas corro este Últino. Ante la imposibilidad -

de probar en este trel:c!jo tocbs los antígenos obtenicbs en un misIJP paciente, s&

lo se probaron dos antígenos de la fase estacionaria, que son los que se utilizan 

tredicionalmente. Los antígenos que se probaron correspondieron a amres fonras -

de crecimiento: uno micelial y otro levaduriforme. Al realizar la comparación err 
tre ambos tipos de respuesta, observanos que el antígeno levadurifonre mostró una 

neyor sensibilidad, posiblemente asociada a un 11E.yor contenido proteico. Sin em

bargo, también mostró un alto porcentaje de positividad en individuos sin la mi~ 

sis. Puede ser que esta respuesta se asocie a previos contactos inmumsensibili

zant-es (4, 66) o bien a la similitud con estructures inmunolóeicas de otros orga

nis11Ps (25). El tipo c:E respuesta del antígeno micelial fue muy. satisfactorio- -

puesto que solo se encontró un poroentaje muy bajo de positividad en individuos -



21. 

sin la enfenredad (4%) y corresponcli6 a un individoo oon una cicatriz, posible!re!f. 

te originada por el hongo. Este porcentaje de positividad concuerda oon otros- -

autores (15, 66). 

fu acuer<b a nuestros resultados1 observarros que el tiempo de incubación fué

un factor que influyó en los oomponentes polisacaríclioos d:l los antígenos, no así 

el cmtenicb proteíco. Por otro lado, se observó que la trorfología celular de ª-· 
schenckii, es uno de los principales factores que alteren. la actividad irununológ;i 

ca y que la fase de crecimiento se encuentra tambifo relacionada. Además rrostra

m::is que los antígenos rni.celiales tienen un<' .rejor respuesta con respecto a los l~ 

vaducifonres en pruebas cutáneas. Pe~· lo tanto considererros que los factores que 

se deben de cuidar en esta el;il;Jroción antigénica son: tiempo de incubación, fa

se de crecimiento, estrur:Lura celular predominante y care.cterísticas químicas,- -

aderrás de la valor<':...J.00 de las carectecisticas irununológicas. Todavía queda nru-

cho por investí.garse, sin embargo, para poder llegar a una estandarización de és
tos antígenos nuestro trebajo propone un l!Ddelo expecim:mtal que puede llegar a -

ser <E utilidad en la estandarización y la obtención de antígenos fúngioos; 



Tabla I. 

LISTA DE TABLAS 
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Tabla III. Cartrainmunoelectroforesis de antígeros levaducifornes obtenid:ls de 

· Sporothrix · schéiickii a diferentes tienpos de incubación. 

Tabla IV. O:ntra:i.nmunoelectroforesis de antígenos miooliales obtenicbs de 

Sporothcix sch~ a diferentes tierrqx:is de incubación. 

Tabla V. Pruebas intra.oormi.cas en pacientes con esporotri.rosis y otras detm:1.

tosis. 



TABLA l. INMUNODIFUSION DE ANTIGENOS LEVADURIFORMES OBTENIDOS DE 
SPOROTHRIX SCHENCKII A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION 

SUEROS .. 

1 

2 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

3 

+ 

+ 

++ 

AN'l'IGi:;NOt:i LEVADURH'ORMES Ol:lTJ::NilJOS A DIFERENTES DIAS DE 
INCUBACION 

6 9 12 15 18 21 24 27 30 

+ + + + + ++ + + + 

+ + + + + + ++ + + 

+ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

+ + 

+ 

+++ +++ + + + + + ++ ++ + 

Se utilizaI"on suer>os previa seleccion de su reactividad positiva 

en pruebas inmunes 

1-3 
4-6 

7-9 
10-12 

13 

14 

Sueros de paci.entes con espo!'otr>icosis 

Suer>os de paci.entes con neumonías múltiples 

Sueros de pacientes con histoplasmosis 

Sueros de pacientes con aspergilosis 

Suero de animal inmunizado con S. S:chenckii 

Suero de sujeto normal 

+ 1 banda ++ 2 bandas +++ 3 bandas 



TABLA rr. INMUNODIFUSION DE ANTIGENOS MICELIALES OBTENIDOS DE 
SPOROTHRIX SCHENCKII A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION 

ANTIGENOS MICELIALES OBTENIDOS A DIFERENTES DIAS DE INCUBACION 
SUCROS 21 28 35 42 56 63 70 77 105 180 

1 

2 

3 

4 

s 

6 

+ 

+ 

+ 

7 + 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

++ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ + + 

+ ++ + 

++ ++ ++ 

+ + ++ 

++ ++ ++ + + 

+ + + + + 

++ +++ +++ ++ ++ 

++ ++ ++ ++ ++ 

Se utilizaren s:ueroo: previa selecciéra de su reactividad positiva en pruebas inmunes 

1-3 SUeros de. pacientes con esporotricosis 

4-6 Sueros de pacientes con neurro!Úas rnúl tiples 

7-9 SUeros de pacientes coo hisi:q>lasJJPSis 

10-12 SueJX>S de.pacientes con aspergilosis 

13 Sueros de aninal irununizado· con Ja. schenckii 

14 SUero de sujeto normal 

+ 1 ban::la ++ 2 bandas +++ 3 bandas 

• 



TABLA III. CONTRAINMUNOELECTROFORESIS DE ANTIGENOS LEVADURIFORMES 

OBTENIDOS DE SPOROTHRIX SCHENCKII A DIFERENTES TIEMPOS 

DE HlCUBACION 

ANTI GEN OS LEVADURIFORMES OBTENIDOS A DIFERENTES DIAS 
DE INCUBACION 

SUEROS 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 

1 + + + ++ ++ ++ + + + + 

2 + + + + + + + + + + 

3 + ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

7 

14 

Se utilizaron smros previa selección de su reactividad positiva en pruebas inmunes 

1-3 Sueros de pacientes con es¡:orotricosis 

7 Sooro de paciente con histoplasrnosis 

14 Sooro de sujetos normales 

+ 1 banda ++ 2 hand$ 



TABLA IV. CONTRAINMUNOELECTROFORESIS DE ANTIGENOS HICELIALES OBTENIDOS 
DE SPOROTHRIX SCHENCKII A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION 

ANTIGENOS MICELIALES OBTENIDOS A DIFERENTES DIAS DE INCUBACION 

SUEROS 21 28 35 42 49 56 63 70 77 105 150 

1 + + + ++ +++ ++ ++ + + + + 

2 + + + + + + + + + + + 

3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

7 

14 

1-3 S\leros de pacientes con espo;rotcicosis 

7 Suero de paciente cai histoplasnDSis 

14 S\lero de sujeto normal 

+ 1 bancla ++ 2 ba,ndas +++ 3 bandas 



T,\BLA V. PRUEBAS INTRADERMICAS EN PACIENTES CON ESPOROTRICOSIS 

Y OTRAS DERMATOSIS 

Antí&eno micelial Antígeno micelial Antígeno levaduri-

Dil. 1:2000 Dil. 1:4000 forne Dil. l:t¡OOO 

Facientes con 

csporctricosis 3(3) * 10(9) 2(2) 

Pacientes con 

ct:ras dcrlll3.tosis 6(0) 25(1) 11(1¡) 

'" núrrero en paréntesis corresponde al núnero de pruebas intradénnicas positivas. 
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ANTIGENOS METABOLICOS 
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(ID, CIE, IDR) 

Fi~. 5. Obtenci6n de antígenos metab6licos de Sporothrix schenckii. 
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