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INTRODUCCION.

Entre los hongos patdgenos para el hombre se encuentran

algunos del género Pityrosporum que incluye a las levadu-

ras lipofilicas P. orbiculare y P. ovale. La primera es

el agente causal de pitiriasis versicolor [1-11] y a la
segunda se le relaciona con la dermatitis seborreica [12,
13]. Aunque ambos micoorganismos participan en diferentes
entidades clinicas, algunos investigadores [14-19] consi
deran que se trata de la misma especie de levadura, que
difiere morfoldgicamente debido al estadio del ciclo celu
lar en que se encuentra y que por factores no precisados
cambia su morfologia de levadura oval o esférica [R. ova-

l_] a racimos de levaduras redondas y fragmentos cortos

de hifas [E. orbiculare]. En cambio otros autores seifialan

que son dos especies diferentes [20-24].

Por la controversia que existe respecto a si es una o son
dos especies de levaduras. En este trabajo se estudiaron

las caracteristicas antigénicas de P. orbiculare y P. ova

le para saber si a nivel inmunolégico existen similitudes
o diferencias entre ambas. Para ello se obtuvieron extrac
tos de P. orbiculare y P. ovale los cuales se [racciona-

ron por cromatografia de filtracidén y se analizaron por



electroforesis e inmunodifusidn. Ademds con los extractos
se realizaron pruebas intradérmicas de hipersensibilidad
retardada en pacientes con pitiriasis versicolor, dermati

tis seborreica y en individuos clinicamente sanos.



ANTECEDENTES.

E1l género Pityrosporum comprende tres especies de levadu-

ras: P, orbiculare, P. ovale y P. pachydermatis, las dos

primeras son lipofilicas y saprdofitas de la piel humana

normal, en tanto que P. pachydermatis no requiere de

acidos grasos para su crecimiento, pero también forma par

te de la flora cutédnea normal [23,25,26,38].

En 1891 Unna [12] observd microscdpicamente a P. ovale,
como levadura en forma de botella en las descamaciones
del cuero cabelludo [Figura 1]. En la actualidad se le re
laciona con dermatitis seborreica [Figura 2]. Este es un
padecimiento inflamatorio cronico de la piel que frecuen-
temente tiene su origen en el cuero cabelludo, de ahi se
propaga a las regiones supraorbitarias, parpados, surco
nasolabial, labios, orejas, Area esternal, axilas, ingle
y pliegues intergliiteos. La enfermedad se caracteriza por
presentar escamas secas o himedas que aparecen como placas
costrosas, eritematosas, amarillentas, de diversas formas
y tamafios; con cierto grado de prurito. Pueden presentarse
remisiones o exacerbaciones. Es frecuente que la erupcidn
se mantenga localizada en zonas especificas como el cuero

cabelludo, orejas o regién esternal [7,12,13,21].



%),

Figura 1. Pityrosporum ovale en celulas epiteliales
aisladas de pacientes con dermatitis seborreica

tenidas con el acido peryddico de Schiff [APS] .

y




igura 2., Dermatitis seborreica. Cos
tra lactea en la que se observan las
placas costrosas que recubren el cue

ro cabelludo del lactante.



No obstante lo anterior, algunos autores no estan de acuer
do en que P. ovale tenga un papel patdgeno y la consideran

como un hongo exclusivamente sapréfito [13,23,27,35].

La otra levadura lipofilica P. orbiculare [Figura 3], es

el agente etioldgico de pitiriasis versicolor. Microscopi
camente se observa en forma de racimos de levaduras esfé
ricas y fragmentos cortos de hifas [1-11]. Esta micosis
superficial fué descrita por Eickstedt en 1846 y Sluyter
en 1847, quienes la denominaron pitiriasis versicolor. Es
tos autores sugirieron que la etiologia de las lesiones

era de origen micético [1,3,5,7,10,21].

Fn 1853 Robin [3] nombré al agente etioldgico de pitiria-

sis versicolor como Microsporum furfur por la textura

furfuracea de las células epiteliales en descamacidén, Es-—
ta denominacidon dejo de emplearse debido a que el nombre

Microsporum ya habia sido designado 10 anos antes por Gru

by [7] para el Microsporum audouini que es el agente etio

16gico de la tina mas comian de Francia, por lo que en 1889

Baillon [5] denomind a Microsporum furfur como Malassezia

furfur [1,21].

Fn 1951 Gordon [3] fué el primero en aislar por cultivo



FPigura 3. P, prbiculare en celulas epiteliales aislag

das de pacientes con pitiriasis versicolor. Tenidas

con el Acido peryddico de Schiff [APS].



microbioldgico un microorganismo esférico y gemante de
las lesiones de pacientes con pitiriasis versicolor y de

células epiteliales en descamacion de sujetos clinicamen

te sanos, al cual llamé Pityrosporum orbiculare y que pre

viamente se le conocia como Malassezia furfur [53=5,7,10,

20, 21].

En los sujetos sanos P. orbiculare se aisla de las regio
nes retroauricular vy deltoidea, mediante un raspado de
las células epiteliales. Al microscopio [Figura 4] se ob
servan escasas levaduras, aisladas, redondas, de 3 a 6 mi
cras de diadmetro [9,11,14,19,20,31]. Por condiciones afn
desconocidas P. orbiculare se agrupa en racimos de levadu
ras y fragmentos cortos de hifas [dimorfismo], que es la
forma patdégena que produce pitiriasis versicolor [tifia.ver
sicolor]. Esta enfermedad es una micosis superficial crd
nica del estrato cdérneo de la epidermis, [Figura 5]. Su
distribucidén es cosmopolita, se observa mids frecuentemen
Le en climas tropicales y subtropicales. Clinicamente se
manifiesta como placas irregulares, aisladas o agrupadas,
descamativas, critematosas o hipopigmentadas de ahi su
nombre de versicolor [Figura 6]. En ocasiones presenta in

flamacidén o prurito. Se localiza principalmente en el t

oy

rax, cuello o brazos [1-8,10,20,27,28].



Figura 4. Pityrosporum orbiculare en células epitelia

les de sujetos clinicamente sanos. Tenidas con el aci

do peryddico de Schiff [APS].



Figura 5. P. orbiculare en el estrato cor-

neo de la epidermis. Tincidn del Acido per

y6dico de Schiff [APS].



Figura 6. Pitiriasis versicolor. Pla

cas furfuraceas irregulares, hipopig

mentadas, aisladas y agrupadas.



P. orbiculare suele afectar a los adultos jévenes, en la

pubertad y edad media. Al parecer esta distribucidn de
edades se correlaciona con la excrecidn de grasa y con la
cantidad de los lipidos de la piel, ya que estas sustan
cias aumentan marcadamente en la pubertad y alcanzan su
maximo entre los 16 y 40 anos. Otras caracteristicas que
influyen en el establecimiento de la enfermedad son la

transpiracidon abundante y el no banarse con frecuencia

[4,9,19,20,30~32].

Los factores que predisponen a los sujetos a esta micosis
son: acumulacidén de glucdgeno extracelular, infecciones
crébnicas, embarazo, obesidad, leucemia, arterioesclerosis
administracidén excesiva de antibidticos y/o esteroides,

desnutricidén y susceptibilidad genética [14,31,33,34].

Algunos investigadores consideran a P. orbiculare y P.

ovale como una sola especie, en diferente estadio de su
ciclo celular y que por factores desconocidos la levadura
cambia de saprdéfita [P. ovale] a su fase patdgena [P,

orbiculare| [14-19]. Ademéds, cuando se siembran células

epiteliales de pacientes con pitiriasis versicolor y der-
matitis seborreica en medios de cultivo adicionados de

acidos grasos de 12 a 24 carbonos y se incuban a J7 Gy



producen colonias cremosas similares macroscodpicamente

[3=8,20:32]

Entre las investigaciones que apoyan la idea de que Py

orbiculare y P. ovale es la misma especie de levadura se

encuenltran las siguientes:

Faergemann y Torsten, mediante infecciones experimentales

en conejos y humanos, con P. orbiculare y P. ovale, obtu-

vieron lesiones similares a las establecidas clinicamente

en pitiriasis versicolor [10,27].

Nazzaro—Porro y colaboradores, obtuvieron in vitro hifas
idénticas de P. orbiculare y P. ovale en medio de cultivo
enriquecido con una mezcla de colesterol y ésteres de co-—

lesterol [16].

Faergemann también logrd obtener in vitro hifas idénticas
de ambas levaduras incubdndolas en estrato cdérneo de célu
las, epiteliales, en ambiente de CO2 elevado [18,36].

Sin embargo, también existen estudios que sugieren que
son dos especies de levaduras diferentes [1,3,12,20,21,32

37]. Entre ellos se menciona que mediante microscopia &p-



tica y electrdénica, se observé a P. orbiculare en forma

de fragmentos cortos de hifas y racimos de levaduras esfé
ricas, de 3 a 6 micras de didmetro [1,3], que se reprodu
cia por gemacidn sobre una base estrecha, y en ocasiones
se observaron de 2-4 levaduras en forma de collarete [37]
IEn cambio P. ovale, se observd como una levadura oval en
forma de botella o cilindrica de 2-3 x 4-5 micras, que se
reproducia también por gemacidn, pero sobre una base an

cha [12]. Ademds se ha observado que P. orbiculare tiene

3 mitocondrias, en tanto que P, ovale presenta 23 mitocon

drias por célula [21,32,37].

Dorn y Roehner [22] cultivaron levaduras de P. orbiculare

y P. ovale en medio de cultivo enriquecido con glicina y

observaron que s6lo P. orbiculare producia hifas.

Tanaka e Imamura [15], utilizaron anticuerpos contra P,

orbiculare y los probaron con las tres especies de Pity-

rosporum. Encontraron que P. orbiculare y P. ovale compa£

tian dos antigenos, en tanto que P. orbiculare y P. pa-

chydermatis s6lo tenian similitud en un antigeno.

Ante la controversia de si es una o son dos levaduras di

ferentes P. orbiculare y P. ovale, el presente trabajo con




sistid en analizar las caracteristicas antigénicas de P.

orbiculare y P. ovale. Para ello, se obtuvieron extractos

de P. orbiculare y P. ovale, los cuales se fraccionaron

por cromatografia de filtracidn y se anali;aron por elec—
troforesis e inmunodifusidén. Ademds con los extractos se
realizaron pruebas intradérmicas de hipersensibilidad re-
tardada en pacientes con pitiriasis versicolor, dermati-

tis seborreica y en individuos clinicamente sanos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. gIBLIOTECA (ENTRAI

P. orbiculare es el agente etioldgico de pitiriasis versi

color y P. ovale estd relacionado con la dermatitis sebo
rreica, pero no se ha determinado con precisidén si real
mente son dos especies de levaduras diferentes o se trata

de una sola en diferente estadio de su ciclo celular.



HIPOTESIS.

P. orbiculare ¥ F,

ovale difieren antigénicamente.,

11



OBJETIVOS.

1) Obtener extractos de P. orbiculare y P. ovale.

2) Determinar su antigenicidad.

12

3) Fraccionar los extractos, mediante cromatografia

de filtracidn en Sephadex G-100.

4) Determinar antigenicidad a las fracciones.

5) Analizar electroforéticamente los extractos y sus res

pectivas fracciones,

6) Realizar pruebas de hipersensibilidad retardada

con

los extractos de P. orbiculare y P. ovale en pacientes

con pitiriasis versicolor, dermatitis seborreica vy

individuos clinicamente sanos.

en
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MATERTAL Y METODOS

PACIENTES,

Se estudiaron 20 pacientes con pitiriasis versicolor [PV]
20 pacientes con dermatitis seborreica [DS] y como testi-
gos 20 sujetos clinicamente sanos [SS]. El1 50% de cada
grupo fueron mujeres y el 50% hombres con edades promedio

de 21 * 4 anos. Pertenecientes a diversos estratos socia

les.

Los pacientes fueron diagnosticados en el Servicio de Con
sulta Externa del Instituto Dermatoldgico de Guadalajara,
Jalisco y no presentaron alguna patologia asociada, ni es

taban bajo tratamiento.

En las Tablas 1, 2 y 3 se describen las caracteristicas
generales de los pacientes con PV, DS y SS. Las lesiones
de la mayoria de 1los pacientes con PV se localizaron en
tdrax en tanto que las lesiones de los pacientes con DS

se observaron en cabeza, nariz y orejas.
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TABLA 1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES
CON PITIRIASITIS VERSICOLOR
LOCALIZACION TIEMPO
PACIENTE EDAD SEXQ OCUPACION DE LAS DE
LESTONES EVOLUCION
1 22 F Estudiante Torax 5 afios
2 13 F Estudiante Térax, cuello 2 afos
3 25 M Comerciante Torax, cuello 6 anos
4 20 M Mecanico Torax 7 meses
5 21 M Estudiante Torax 1 afio
6 21 M Repartidor Abdomen, cuello 4 meses
) 18 F Estudiante Térax, brazos 8 meses
8 24 F Empleado Torax 2 anos
9 19 M Chofer Torax 6 meses
10 20 F Estudiante Torax 8 meses
11 23 I Hogar Térax 2 afios
12 21 F Estudiante Cuello 6 afios
13 24 M Estudiante Torax 2 afios
14 14 F Hogar Torax 1 afo
15 25 F Obrera Térax, brazos 20 afios
16 17 M Empleado Térax 1 afio
17 28 M Joyero Toérax 20 afos
18 22 M listudiante Torax 9 meses
19 19 M Estudiante Térax 8 meses
20 17 I’ Obrera Térax, brazos 4 anos
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TABLA 2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES
CON DERMATITIS SEBORREICA
LOCALIZACION TIEMPO
PACIENTE EDAD SEXO OCUPACION DE LAS DE
LESTIONES EVOLUCION
1 20 F Hogar Cabeza, orejas 7 afios
2 20 M Estudiante Nariz, orejas 1 afio
3 22 M Comerciante Nariz, orejas 3 afios
4 13 F Estudiante Cabeza, cara 6 meses
5 21 F Maestra Nariz 4 meses
6 13 F Estudiante Cabeza, orejas 3 anos
7 25 M Campesino Cabeza 6 meses
8 28 M Médico Nariz, orejas 2 meses
9 22 M Comerciante Cabeza 3 anos
10 17 M Comerciante Cabeza 1 mes
11 25 I Modista Nariz, orejas 2 afios
12 16 F Estudiante Cabeza 2 meses
13 14 M Estudiante Cara 6 meses
14 27 F Enfermera Cabeza 1 ano
15 28 M Zapatero Cara 14 afios
16 29 F Obrera Nariz, orejas 3 anos
17 28 M Ing. Agronomo  Cabeza 2 afios
18 18 T Fstudiante Nariz, orejas 8 meses
19 15 F Estudiante Cara, orejas 2 meses
20 23 M Empleado Nariz, orejas 2 anos
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TABLA 3. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS SUJETOS
CLINICAMENTE SANOS

SUJETO EDAD SEXO OCUPACION
1 22 F Estudiante
2 212 F Estudiante
3 25 M Estudiante
4 25 F Quimico
5 23 M Estudiante
6 17 F Estudiante
7 22 M Estudiante
8 18 M Empleado
9 21 M Empleado

10 20 F Estudiante
11 20 M Estudiante
12 24 F Estudiante
13 25 M Empleado

14 23 F Secretaria
15 19 F Estudiante
16 26 M Empleado

17 25 M Ing. Mec.

18 23 F Estudiante
19 22 M Estudiante
20 23 F Estudiante
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OBTENCION DE LAS LEVADURAS.

Con objeto de obtener células epiteliales en descamacidn,
a todos los sujetos estudiados se les practicd raspado de
la piel con 2 portaobjetos estériles. A los pacientes, de
las lesiones culaneas y a los testigos de las regiones

retroauricular y deltoidea.
DIAGNOSTICO MICOLOGICO,

Para el diagndstico micoldégico, se depositd entre porta y
cubreobjetos wuna porcidén de la muestra y se le agrega
ron 20 mcl de KOH al 10%. Esta preparacidn se calentd por

5 seg en la flama del mechero. Los microorganismos se

observaron al microscopio de luz, con el objetivo 40X, -

Ademds, se realizd la tincidn del &dcido peryddico de Schiff
[APS] [3]. Que consistid en fijar otra parte de la muestra
con albiimina de Meyer en un portaobjetos y se lavd con
agua de la llave. Se colocd en acido peryédico al 1% du
rante 5 min y se lavdé. Se pasd al reactivo de Schiff [fuc
sina basica al 0.5%] por 20 min y se lavé. Se pasd por
tres bafios de alcohol [50,70 y 100%] y uno de xilol. Se

cubrieron con resina sintética y con cubreobjetos para ob
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servarse en microscopio de luz, con el objetivo 100X.

Por ambos procedimientos se observaron las formas caracte

rigticas—de—P—orbicilare—yFP—ovales

CULTIVO DE LEVADURAS.

Una vez observados y caracterizados los hongos P. orbicu-
lare y P. ovale, se procedid a sembrarlos en tubos para
cultivo que contenian 12 ml de Agar Mycobiotic [Difco].
Sobre el agar se depositaron 0.5 ml de aceite de oliva es
téril, ya aplicadas las muestras. Los tubos se incubaron

, . 3 = o
con una inclinacidn de 30° durante 8 dias a 37°C.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS.

Las levaduras de cada individuo fueron resembradas en 10
cajas de Petri en Agar Mycobiotic y aceite de oliva, se
incubaron por 72 h a 370C. Al cabo de este tiempo las le
vaduras de las 200 cajas correspondientes a los 20 inte

grantes de cada grupo, se juntaron en un pool. Asi se ob

-

tuvieron 50 ml de levaduras concentradas y se procedid a
la extraccidén antigénica. Para ello se tombé como referen

cia el método de Sohnle y Collins-Lech [24]; que consistid
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en lavar las levaduras tres veces con 100 ml de solucidn
salina estéril al 0.85%. A continuacidn se extrajo el

exceso de aceite, con acetona.

En condiciones de esterilidad los paquetes de las levadu

ras P. orbiculare, P. ovale de pacientes, y P. orbiculare

de los testigos, se trituraron en un mortero de porcelana
con fragmentos de vidrio. El triturado se resuspendid en
100 ml de buffer salina fosfatos, 0.1 M ﬁH 7.4 estéril
[BSF] y se puso en agitacidén constante durante 24 h a 4
C. Se centrifugd a 600 g durante 30 min. El sobrenadante
fue centrifugado dos veces a 3000 g durante 50 min. El so
brenadante se dializd a 4°C contra BSF durante 24 h. Esta
operacidn se repitid en tres ocasiones. FEl dializado se
concentrd por filtracién en Amicén, con presidn de nitrd
geno, hasta un volumen de 5 ml. FEl concentrado se esteri
1lizé por filtracidén en Millipore de 0.22 micras y la con
firmacidén de la esterilidad se hizo por cultivos microbio
l6gicos en Caldo-Cerebro—-Corazdén [Biox6n], Agar-Dextrosa-—
Sabouraud [Bioxdn] y Agar Mycobiotic [Difco]. Los culti
vos se hicieron por duplicado y se incubaron a 28 vy 379
respectivamente por 10 dias. Se determinaron ademas los
contenidos de proteinas por el método de Lowry [41] y car

bohidratos por el método de Morris [42]., Los extractos se
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almacenaron en congelacidén a —20°C hasta su utilizacidn,

PRUEBAS DE INMUNOGENICIDAD.

Se inmunizaron intramuscularmente tres conejos Nueva Ze
landa de 2.5 K de peso, con 0.5 ml de BSF que contenia 1
mg de proteinas y 0.9 mg de carbohidratos. Los antigenos
se mezclaron con 0.5 ml de adyuvante completc de Freund
[Sigmal]. A los conejos se les aplicaron 4 dosis, una por

semana, del extracto correspondiente.

A la quinta semana de iniciada la inmunizacidn, se obtuvo
suero de cada conejo y se probdé la presencia de anticuer
pos. Para ello se utilizdé la prueba de doble difusidon de
Quchterlony [43,44], que consistid en preparar tres cajas
de Petri de 60 mm de didmetro, con 5 ml de agarosa al 1%
y 0.2% de azida de sodio. Se dejaron gelificar y se hicie
ron 7 perforaciones con sacabocados, una central y 6 peri
féricas. EFn el centro se depositaron 20 mcl del antisuero
de conejo correspondiente y en la periferia 20 mcl de ca
da extracto, Las cajas se incubaron en cédmara hiimeda por
24 h a temperatura ambiente. Al cabo de éste tiempo se ob

servaron las bandas de precipitacidén respectivas.
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CROMATOGRATTA.

Los tres extractos antigénicos se fraccionaron por croma
tografia de filtracidon. Se utilizd una columna de 25 x
200 mm. Como soporte se empled Sephadex'é—lOO [Pharmacia
Chemical UB Uppsala Sweden] y se eluyd con BSF. Las mues
tras de cada extracto contenian 3 mg de proteinas y 2.7
mg de carbohidratos disueltos en 2 ml de BSF. ©Se coloca
ron en la parte superior de la columna ﬁ de idinmediato se
eluyeron con BSF. Los eluentes se obtuvieron en volimenes
de 2 ml por tubo, con un flujo de 3 gotas por min en un
colector automadtico LKB Ultrorac 7000 y fueron leidas a
280 nm en un espectrofotdémetro [PMQ 3 Carl Zeiss] [45,46].
Los valores de las lecturas fueron graficados y se deter
mindé el nimero de fracciones de cada extracto de levadu
ras. A cada fraccidn de los 3 extractos se le determind
su actividad antigénica por la prueba de doble difusiodn

con los antisueros de los conejos correspondientes.
ELECTROFORESIS.

Para determinar el comportamiento electroforético y los
pesos moleculares [PM] de los componentes de los extrac

tos y de sus fracciones, se hizo electroforesis en gel de
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poliacrilamida a la que se agregd detergente anidnico do
decyl sulfato de sodio [DSS] [47-51]. La cémara para elec
troforesis que se utilizd fue similar a la descrita por
Ornstein y Davis [47]. Con el gel de poliacrilamida-SDS
se prepararon columnas en tubos de vidrio de 12 cm de lar
go por 0.5 cm de didmetro, en los que se depositaron suce
sivamente los gradientes de poliacrilamida al 13,10 y 7%.
La concentracidn del 13% se prepard mezclando 8.7 ml de
suspensidn de poliacrilamida, [9 g de acrilamida y 0.45 g
de bisacrilamida en 30 ml de buffer trizma base 1.5 M pH
8.8]; 5 ml de buffer trizma base, 0.2 ml de DSS [Sigma]
al 10%; 0.03 ml de N,N,N'N'-tetrametil-etilendiamina [TE
MED-Sigma]; 0.03 ml de persulfato de amonio [Sigma] al 10
% y 6 ml de agua destilada. Para las suspensiones al 10 y
7% se tomaron 6.7 y 4.7 ml de la suspensidn de poliacrila
mida y 8 y 10 ml de agua respectivamente. Después de colo
car la suspensidon al 7%, se llenaron los tubos con agua
destilada y se dejaron gelificar a temperatura ambiente.
Los tubos con los geles se colocaron en la cédmara de elec
troforesis [Haake Buchler]. En los recipientes superior e
inferior de la cédmara electroforética se colocaron 500 ml
de buffer de corrimiento pH 8.3, el cual se prepard mez
clando 3 g de trizma base, 14.4 g de glicina [Sigma G-71-

26], 1 g de DSS y se aford a 1000 ml de agua destilada.



23

Los extractos antigénicos conteniendo 0.4 mg de proteinas
y 0.36 mg de carbohidratos en 0.2 ml de BSF, se mezclaron
con 0.2 ml de buffer de muestra, que se prepard de la si
guiente manera: 1 ml de buffer trizma pH 6.8, 0.8 ml de
glicerina [Merck]; 1.6 ml de DSS al 102; 0.4 ml de 2-mer
captoetanol [Sigma]; 0.2 ml de rojo de fenol al 0.05% [Sig

mal] y 4 ml de agua destilada.

Como marcadores de PM se utilizaron las siguientes protel
nas: Lisozima con PM de 14 000, Anhidrasa carbdénica de PM
29 000, Albtimina de huevo de PM 45 000 y AlbGmina bovina
de PM 66 000 daltons. Se emplearon 0.02 ml de wuna solu
cidn que contenia 0.02 mg/ml de cada proteina, disuelta

en buffer de muestra.

En la parte superior de los geles, se colocaron 0.2 ml de
los extractos y 0.02 ml de los marcadores de PM, tratados
con buffer de muestra. El corrimiento de la electrofore
sis se realizd a temperatura ambiente durante 5 h con un
voltaje de 100 volts y 200 mA. Finalmente los geles se re
movieron de los tubos de vidrio para realizar el revelado
de las bandas por tincidén con el colorante negro amido
[Merck] al 0.5%, durante 5 min. A continuacidn se pasaron

a una solucidn decolorante que contenia 10 partes de acido
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acético glacial, 25 partes de etanol absoluto y 65 partes

de agua destilada. Fsta solucidn se cambid diariamente,

durante 8 dias.

PRUEBAS INTRADERMICAS.

A los pacientes con PV, DS y a los SS se les aplicaron in
tradermicamente en la cara anterior del antebrazo, los
tres extractos antigénicos, en un volumen de 0.1 ml con

una concentracidon de 10 mcg de proteinas cada uno. La lec

tura de las pruebas se realizd a las 24,48 y 72 h. Se con

siderd una prueba positiva cuando habia 5 mm o mas de eri

tema e induracién [24].
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RESULTADOS.

OBSERVACION MICROSCOPICA DE LEVADURAS EN CELULAS EPITELIA

LES Y CULTIVOS MICOLOGICOS,

En las preparacidnes de células epiteliales en descama
cidén tenidas con APS, se observaron abundantes hifas y le
vaduras de P. orbiculare en los casos de PV. En tanto que
en los pacientes con DS y en los SS se observaron escasas

levaduras de P. ovale y P. orbiculare, respectivamente.

Los cultivos de las cé&lulas epiteliales de los tres gru

pos estudiados mostraron crecimiento de las respectivas

levaduras [Tabla 4].

La morfologia macroscdpica de las colonias fue idéntica
sin importar que las muestras hubieran sido aisladas de
pacientes con PV, DS o SS [Figura 7]. Micrdscopicamente

tampoco se observaron diferencias.

DETERMINACION DE PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS.

En la Tabla 5 se observa que la concentracidén de protei
nas y carbohidratos del extracto de levaduras de pacientes

con PV fue mayor que en los pacientes con DS y SS.



TABLA 4. OBSERVACION DE LEVADURAS POR MICROSCOPIA DE LUZ EN PREPARACIO-
NES DE CELULAS EPITELIALES Y CULTIVOS MICOLOGICOS EN PACIENTES CON PV Y

DS.

PACIENTES PV PACIENTES DS

TESTIGOS S§S

PROCEDIMIENTO

* 4 * 1 *® 7z
TINCION DE APS 20/20 100 20/20 100 20/20 100
CULTIVO 20/20 100 20/20 100 20/20 100

.

el denominador los casos estudiados.

* El1 numerador de los quebrados indica el nimero de casos positivos v

9¢



Figura 7. Cultivos de P. orbiculare

y P. ovale, obtenidos de celulas epi
teliales aisladas de pacientes con
PV, DS y SS, de izquierda a derecha

respectivamente.
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TABLA 5. DETERMINACION DE PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS EN
LOS EXTRACTOS DE LEVADURAS DE P. orbiculare Y P. ovale,
AISLADAS DE PACIENTES CON PV, DS Y SS.

EXTRACTOS PROTEINAS CARBOHIDRATOS
mg/ml mg/ml
PV 2.0 1.8
e 13 0.5

S8 1.3 0.9
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BIBLIOTECA CENTRal

DOBLE DIFUSION DE OUCHTERLONY DE LOS EXTRACTOS DE PV,DS Y

SS.

En la Figura 8 se muestran las bandas de precipitacidn,
formadas al reaccionar los extractos antigénicos con los

correspondientes antisueros.

En A se observa que el extracto de PV(3) en presencia de
su antisuero presentd 4 bandas de precipitacidén., Dos de
ellas las comparte por identidad con los extractos de DS
(4) y SS(2). Ademads el anti-PV did una banda adicional de

precipitacidn con DS(4) y SS(2) que no son idénticas

entre si.

En B el extracto de DS(4) en presencia de su antisuero
presentd 4 bandas de precipitacidon., Una de ellas did iden
tidad con los extractos de PV(3) y SS(2). El anti-DS did

una banda de precipitacidén adicional con PV(3).

En C el extracto de SS(2) reacciond con su antisuero y
presentd 3 bandas de precipitacidén., Dos de ellas tuvieron
identidad con las de PV(3) y s6lo una tuvo identidad con

DS(4).
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Figura 8. Inmunodifusidn de los extractos de PV (3), DS
(4) y SS (2), contra sus respectivos antisueros obteni
dos de conejos. En el pozo Il de A, B y C se colocd

anti-PV, anti-DS y anti-SS respectivamente.
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CROMATOGRAFIA.

En la Figura 9 se muestra el fraccionamiento cromatografi
co en Sephadex G-100, de los extractos de levaduras de PV
DS y SS. Se observdé una fraccidén en cada uno de ellos. La
concentracidén de proteinas y carbohidratos de las fraccio

nes, de mayor a menor fue DS, SS y PV [Tabla 6].

DOBLE DIFUSION DE OUCHTERLONY DE LAS FRACCIONES CROMATO

GRAFICAS DE LOS EXTRACTOS PV, DS Y SS.

En la Figura 10 se muestran las bandas de precipitacidon por
doble difusién de 1los sueros de conejos anti-PV, anti-DS
y anti-SS, contra las fracciones cromatograficas y sus ex

tractos correspondientes.

En A se observa que el suero anti-PV didé una banda de pre
cipitacién con la fraccién PV(3), que tuvo identidad con
su extracto(2), con la fraccidén SS(7), con el extracto SS
(6) y con el extracto DS(4). Con la fraccidn de DS(5),

este antisuero no reacciond.

En B el suero anti-DS no reacciond con la fraccidn DS(5),

en cambio con el extracto DS(4) did 4 bandas de precipita
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TABLA 6. DETERMINACION DE PROTEINAS
LAS FRACCIONES DE LOS EXTRACTOS
ORBICULARE Y P. OVALE,

Y

CARBOHIDRATOS

DE LAS LEVADURAS DE
AISLADAS DE PACIENTES CON PV,

30

EN

DS

Y 5%,

PROTEINAS CARBOHIDRATOS
FRACCIONES me/ml ng/ml
PV 1.0 0.6
DS 3.1 0.4
0.7

S5 1.5
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Figura 10. Inmunodifusién de las fracciones cromatogréafi
cas de PV, DS y S5 contra sus respectivos antisueros obte
nidos en conejos. En los pozos 1 de A, B y C se colocd el
anti-PV, anti-DS y anti-S5S, respectivamente. En los pozos
restantes de A, B y C se colocaron extractos de PV(2),
fraccidén de PV(3), extracto de DS(4), fraccién de DS(5),
extracto de S8(6) y fraecién de S5(7).
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cidén, una de ellas tuvo identidad con los extractos PV(2),

SS(6) y con sus respectivas fracciones (3) y (7).

En C el suero anti—-SS didé una banda de precipitacidn con
la fraccidén SS(7). Esta tuvo identidad:con la banda de
la fraccidén PV(3) y con una banda de los extractos SS(6),
PV(2) y DS(4). E1 anti-SS no reacciond con la fraccidn DS

A

ELECTROFORESIS.

En la Figura 11 se observa la distribucién electroforéti
ca de los componentes de los extractos PV, DS, SS y de sus
fracciones correspondientes, asi como sus PM aproximados,
en relacidén con las proteinas que se utilizaron como_re

ferencia.

El extracto de PV presentd 10 bandas de precipitacién a
las que les corresponden los PM de 27,28,30,31,43,44,47
66 Kd y dos bandas de PM mayor de 66 Kd. La fraccidén cro
matografica del extracto PV mostrdé 4 bandas con PM de 26,

27,28 y 30 Kd.

El extracto de DS presentd 4 bandas de precipitacidn con

los siguientes PM 16,42,63 y 64 Kd. Su fraccidén cromato
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Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida.
1) Marcadores de PM [Albiimina bovina 66 Xd, albiimi-
na de huevo 45 Kd, anhidrasa carbonica 29 Kd y liso
zima 14 Kd. 2) Extracto de PV. 3) Fracciodon de PV 4)
Extracto de DS. 5) Fraccidén de DS. 6) Extracto de
SS y 7) Fraccidn de SS. Tefiidos con negro amido al
0.:5%.
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grafica tuvo 2 bandas con PM de 16 y 42 Kd.

En el extracto de S5 se observaron 7 bandas de precipita
cion con PM de 17,41,43,44,48,65 y 66 Kd. En su fraccidn
cromatografica se observaron 7 bandas- de precipitacidn

con PM de 16,28,29,31,32,41 y 42 Kd.

PRUEBAS INTRADERMICAS.

La Tabla 7 muestra los resultados de las pruebas de hiper
sensibilidad retardada practicadas a los pacientes con PV

DS y a S§S5. E1 85% de los pacientes con PV fue positivo al

A

Qe

PV, 20% al Ag DS y un 5% al Ag SS.

En el grupo de los pacientes con DS, el 10% fue positivo
al Ag PV, 85% al Ag DS y un 10%Z al Ag SS. En el grupo tes
tigo SS, el 5% fue positivo al Ag PV, 15% al Ag DS y un

20% al Ag SS.



TABLA 7. PRUEBAS DE HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA
EN PACIENTES CON PV, DS Y SS.

PACIENTES PV DS S8
ANTIGENOS ANTIGENOS ANTIGENOS
PV DS S8 By DS 88 PV DS SS
16/20 4/20 1/20 2/20 17/20 2/20 1/20 3/20 3/20

#* El numerador de los quebrados indica el nimero de casos positivos y

el denominador los casos estudiados.

€
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DISCUSION.

La levadura P. orbiculare fue aislada y clasificada por
Gordon en 1951, como una nueva especie del género Pityros
porum [3]. A partir de entonces se ha digcutido la rela
cidén que tiene P. orbiculare con P. ovale [20]. El proble
ma se ha enfocado para precisar las similitudes y/o dife
rencias entre ambas levaduras y determinar si son dos es
pecies o se trata de la misma en distinfo estadio de ma
duracidn. Los resultados hasta el momento son contradicto
rios, mientras algunos autores seflalan que se trata de la
misma levadura [14-19], otros indican que son dos levadu

ras diferentes [20-24].

En el presente estudio se analizaron las levaduras de _P.

orbiculare y P. ovale en relacidén con el contenido antigé
nico de sus extractos y fracciones, obtenidas por cromato
grafia de filtracidon. Tanto a los extractos como a sus
fracciones se les determindé su actividad antigénica in vi
tro contra el suero de conejos inmunizados con los extrac
tos PV, DS y SS, por el método de doble difusién de Ouch
terlony. Asimismo, los extractos se aplicaron intradérmi

camente en humanos, para valorar in vivo su antigenicidad

por reacciones de hipersensibilidad retardada.
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BIBLIOTECA CENTRAL

Los resultados de este trabajo indican que a nivel de ex

tractos las tres cepas comparten algunas proteinas y difie
ren en otras. ;os anticuerpos anti—-PV didentificaron dos
antigenos presentes en los extractos PV, DS y SS. Por su
parte los anticuerpos anti-DS revelaroﬂ un antigeno en los
tres extractos. Con los anticuerpos anti—-SS se detectaron
dos antigenos idénticos en los extractos PV y SS y sdélo
uno con identidad en los tres extractos. Estos resultados
en parte concuerdan con los obtenidog por Tanaka e Imamu
ra [15] quienes obtuvieron suero de conejo con anticuerpos

contra P. orbiculare, lo probaron con antigenos de P. or-

biculare y P. ovale y observaron que P. orbiculare presen

td tres bandas de precipitacidn de las cuales dos eran
idénticas a las dos bandas de precipitacidn que did P. ova
le. Tanto estos resultados como los del presente trabajo
no son de extranarse, si se tiene en cuenta que los extrac
tos antigénicos se prepararon de levaduras que pertenecen
al mismo género y que comunmente existen considerables si
militudes antigénicas entre especies del mismo género de
hongos [52], debido a que en su pared celular tienen es
tructuras quimicas en com@in que les permiten compartir al
gunas caracteristicas [53]. Sin embargo, también poseen
estructuras que les confieren especiﬁicidad antigénica co

mo son las cadenas laterales de carbohidratos, las cuales
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varian considerablemente en niimero, longitud y unién con

otros residuos [53].

En relacidn con la actividad antigénica de las fracciones
cromatograficas de los extractos PV, DS y SS, se obtuvo
una fraccidén de cada uno. Por doble difusidén con los anti
sueros correspondientes, se encontrd que las fracciones
PV y S5 mostraron una banda de identidad entre si y con
una de las bandas de los extractos PV, DS y SS. En cambio
la fraccidén DS no did bandas de precipitacidén con su pro
pio antisuero ni con los de PV y SS. Es probable que al
realizar el fraccionamiento cromatografico del extracto
DS, los componentes antigénicos quedaron retenidos en la
columna y las proteinas eluidas no tuvieron actividad an

tigénica.

Respecto a las pruebas de hipersensibilidad retardada, al
aplicar intradérmicamente los extractos PV, DS y SS a ca
da uno de los pacientes de los grupos PV, DS y SS; se ob
tuvo una respuesta especifica hacia su respectivo extrac
to. S6lo se observd reaccidn cruzada en un paciente de ca
da grupo que reacciond a los tres extractos antigénicos.
Tres pacientes de PV reaccionaron positivamente con su

propio antigeno y con el de DS. Dos pacientes con DS fue
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ron positivos ademds de su propio antigeno, uno a PV y el
otro a SS. Estas reacciones cruzadas se pueden relacionar
con el contacto previo que pudieron haber tenido los pa
cientes que reacionaron de esta manera, con los antigenos
de levaduras diferentes a la asociada conlla enfermedad
que presentaron. Aparentemente cuando las levaduras no es
tdn produciendo enfermedad, tampoco sensibilizan al indi
viduo, puesto que de 20 sujetos clinicamente sanos de los
cuales se aislaron las levaduras de las que se extrajo el
extracto SS que se les aplicd intradérmicamente, s6lo 4
dieron respuesta positiva a la prueba de hipersensibilidad

retardada con dicho antigeno.

Los resultados de las pruebas cutdneas reafirman la postu

ra de que P. orbiculare y P, ovale son dos levaduras de

especie diferente puesto que los hongos que producen mico
sis, caracteristicamente originan hipersensibilidad retar

dada especifica en los individuos infectados [54].



CONCLUSTION.

Las levaduras P. orbiculare y P. ovale pertenecen a dos
especies diferentes puesto que morfoldgicamente presentan
diferencias, se relacionan independientéemente con pitiria
sis versicolor y dermatitis seborreica respectivamente.
También se observaron diferencias en el corrimiento elec
troforético y en las pruebas de doble difusidn tanto de
los extractos de PV y DS como de sus fracciones cromato
graficas. Asimismo se encontrd especificidad in vivo me
diante las respuestas de hipersensibilidad retardada ha

cia los extractos antigénicos PV y DS,
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