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* x>

WiLrrepo E. GarpINT TuesTA

INTRODUCCION

Gilchrist, en 1896 (69), encontré el microorganismo productor de
la Blastomicosis norteamericana en cortes de piel de apariencia {uber-
culosa v fue en 1898 que Gilchrist v Stokes (70) lo cultivaron por pri-
mera vez o parlir de un caso denominado pseudo-lupus vulgaris, iden-
tificando al hongo comeo Blastomyces dermatitidis, por sus caracteres
morfologicos v su podsr patdogeno en animales de experiencia.

Darling, en 1906 v 1809 (38, 39), describe al causanie de la Histo-
plasmosis come un protozeario simitar a los cuerpos iniracelulares de
Leishman-Donovan del Kalazar, dandole el nombre genérico de Histo-
plasma capsulatum, en razén a su morfologia encapsulada y ovoidea.
Da Rocha Lime (40), supone que es un hongo y De Monbreun (42, 43),
Hansmann vy Schenken (77), lo cultivaron estableciendo su verdadera
naturaleza de hongo. DeMonbreun demuestra, a su vez, el cardcter di-
morfice del mismo cullivando los tejidos paloldgicos en dos lemperatu-
ras diferentes, a 37'C para la fase levaduriforms v a {emperatura del
laboratorio para la fase lilamentosa. DPeMonbreun (42, 43), Cilerri v
Redaelli (32), Moore (107), Conant {36), Negroni (111, 112), Howsll
(83), describen la morfologia v el ciclo sexual del hongo situdndolo
dentro de los hongos imperfectos. De ofra parie, en numerosos cascs
de Histoplasmosis procedentes dzl Alrica, se observaron levaduras gi-
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ntes en gemacion de 4 o 5 veces mds grande que las fofmas clési-
g;:ls de 2 a 3 micras (31, 48, 49, 1247 y Vankreuseghem en 1953 (158),
c

1a describié como Histoplasma duboisi, una varisdad distinta del His-
toplasma capsulatum en su lase levaduriforme mas no en la fase fi-
Jarnentosd. Posteriormente, se ha demostrado la r.lctturaleza dimérfica
(159) v el poder paldégeno del Histoplasma duboisi en antmales de lo-

poratorio (43, 46, 50, 98, 99, 157, 180).

Lutz (95), Carini (29), en 1908, describen los primeros casos de
Paracoccidividomicosis o enlermedad de Lutz-Splendore-Almeida, carac-
terizada por una infeccién cronica de los ganglios y érganos internos,
de la pel, de las mucosas. Lutz, identifica al microorgonismo como
relacionado al Coccidioides immitis.  Splendore, en 1909 y 1812 (152,
153, 154), lo denomina Zymonema brasiliensis y estudia el primer ca-
so de infeccién generalizada. Haberleld, en 1919 (76), lo considera co-
mo Zvmonema histosporocelularis, mientras que Fonseca en 1828 v 1929
(59, 60), cree que se trata del Coccidioides immitis.  Almsida, en 1930
(11D, crea el género Paracoccidioides vy lo clasifica come Paracocci-
dioides brasiliensis. Moore, en 1835 v 1938 (108, 1083, describe dos es-
pecies adiclonales el P. tenuis v el P. cerebriformis, pero que hoy en
dia, se las considera como sindnimos del Paracoccidioides brasiliensis.
Cifferri v Redaelli en 1836 (33), haciende estudios mds compleios del
microorganismeo, llegan o clasificarle al igual que Almeida dentro del
género Paracoccidioides como Paracoccidioides brasiliensis. Esta deno-
minceion, es aceptada actualmente por Lacaz (87) v la mayoria de los
vutores.

Ha posado més de medic siglo desde el conocimisnto inicial so-
bre la eticlogia de eslas micosis profundas; sin embargo, no esidn to-
davia bien estudiadas las relaciones bicldgicas entre el Paracoccidioi-
des brasiliensis, el Biastomyces dermatitidis, el Histoplasma capsulatum
Y el Hisioplasma duboisi, las cuales proporcionarian argumentos taxo-
némices mds estables para un mejcr diagndsiico v una terapeutica apro-
piada. La mayoria de los trobajos internacionales se refieren sélo « in-
vestigacionies aisladas sobre la morfologia (11, 36, 39, 42, 45, 46 52, 54,
59, 83, 108, 113, 123, 124, 131, 147, 159, 160), efecto patogénico (2, 28,
50, 80, 75, 81, 87, 89, 92, 108, 137, 157), aspecios epidemioldgicos (3, 4,
9, 7 8, 16, 17, 34, 53, 56, 82, 87, 96, 103, 104, 125, 127, 166, 167} v carac-
teristicas bioguimicas {10, 87, 91, 120, 138). Se ha lograde algln avan-
C.e‘en el conocimiento inmunose:clégico de P. brasiliensis, Bl. dermati-
Ufhsl H. capsulatum, pero no se ha estudiado todavia la inmunoserolo-
9o del Histoplasma duboisi. En el Perl), desde los primeros estudics
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zobre la etiologia de la Paracoccidicidomicesis por Lozada Benavente
en 1919 y 1920 (92, 93, 943, Weiss y Zavaleta en 1937 (163) v los de
la Histoplasmosis en 1955 por Arellano v Gdlvez Brandon (14) y otros
(15, 88), las investigacicnes fueron orientadas principalmente a descu-
brir focos endémicos en diferentes zonas del territorio mediante estudios
del suelo (9.88), recccionss intradérmicas (12, 13, 21, 22, 23, 63, 65,
105, 116, 128, 1861, 162), busqueda de cascs clinicos (30, 57, 102, 109,
119, 122, 128, 151, 164} v otros (564, 114); no se hicieron investigacio-
nes sobre las relaciones bioldégicas de las cuatro espscies de hongos
ni se registraron casos a Histoplasma duboisi,

Con el presente ircbajo, se inicia una serie de estudios que tienen
por fin encontrar los caracteres diferenciales fisioldgicas & inmuncsero-
légicos mds estables de Paracoccidicides brasiliensis, Blastomyces der-
matitidis, Histoplasma capsulaium e Hisfoplasma duboisi, los cuales
complementardn el diagndsiico que actualmente se emplea basado so-
lo en caracteres variables como la meriologia y el poder paldgeno
en animales de experiencia. En esta primera slapa, €l trabajo compren-
de estudios experimentales sobre la fermentacidn de los carbohidrates,
asimilacién del carbono y reacciones antigeno-anticuerpo usando la
fijacién del complemento v el metodo de difusién en wgar.

MATERIAL Y METODOS

Se emplean 20 cepas de hongos patdgenos, procedentes de los ce-
parios del Instituto de Higiene de Bonn (Prof. Seeliger) v de la Uni-
versidad de Sao Paulo (Prof. Lacaz). Se incluyen, ademds, 14 cepas
diferenies de hongos filamentosos saprofitos, aisladas en nuestro medio
v utilizados para las pruebas de fermentacidon comparativas.

Paracoccidioides brasiliensis:

Pb — P13 Bonn (Gdéetz, Munchen), en fase levaduriforme y filamentosa.

Pb— 4 Sao Paulo (aislada el 17.10.1841, paciente A. Eugenio, del la-
bio, boca e infarto ganglionar), en fase filamentosa.

Ph — 204 Sao Paule (aislada el 24.6.1961, paciente M. Dezdina G. Da
Rocha, Hosp. Clin. Fac. Med. de Sac Paulo, N? 1781} en fa-
se filamentosa. .

Pb — 696 Sao Paulo {(Venezuela, 1850 por H. Campins, caso E. Orope-
za), en fase filamentosa.

Pb — 377 Sao Paule (S. Lacaz, 18.5.1962, aisladas de absceso cerebral
en autopsia, paciente J. Carbalho), en fase filamentosa.

Pb — 909 Sao Paulo (aislada por mielocultive el 16.5.1957, paciente G.
Strovabolis), en fase filamentosa,
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Blastomyces dermatitidis:

Bonn (D.U., cepa reinoculada a ratén), en fase levadurifor-
me y filamentosa.

Bd — 1131 Sao Paulo {Conant-U.S. A, 1944, N® 836), en fase filamentosa.
Bd — 1158 Sao Paule (Conant-U.S.A,, 1945) en fase filamentosa.

Bd — 1156 Sao Paulo (Conant-T.S. A, 1945, N? 830}, en fase filamentosa.
Bd — 1157 Sao Paule {(Conanti - U.3.A,, 1945, N? 833), en fase folamentosa.
Bd — 1159 Sao Paulo {Conant-U.3. A, 1945, N? 837), en fase filamentosa.

Bd — Pl4

Histoplasma capsulatum:

He — P18 Bonn (N? 2913, Inst. Oswaldo Cruz), en fase levaduriforme y
filamentosa.

He — 191 Sao Paulo (Japdn, 1959, paciente Okayama Yamoto), en fase

’ filamentososa.

He — 584 Sao Paule (Emmons-U.S. A, 1850, aislada de gato N° 6598),
en fase filamentosa.

He — 622 Sac Paulo (Saraiva, 1958, paciente Kighmiro Nazaki), en fase
filamentosa,

He — 927 Sao Paulo (Darling, N° 2470, Weidmann), en fase filamentosa.

He — 998 Sao Paule (Littmann-U.S.A., 1945, Mount Sinai Hosp.,, N¢
11378), en fase filamentosa.

Histoplasma duboisi, Vanbreuseghem
Hd — P183 Bonn (Walker, Monkey strain, Inglaterra), en fase levaduri-

forme vy filamentosa.
Hd — P177 Bonn (Janke, Marburg}, en fase filamentosa.

Hongas saprofitos contaminantes

Aspergillus fumigatus (A- 6) Aspergillus nigricans (A-17)
Aspergillus ochraceus (A-11). Aspergillus oryzae (A-12)
Alternaria (A- 23 Cunninghamella (A-16D
Cladosporium herbarum (A-19) Fusarium roseum (A- 3D
Glenospora (A-22) Hormodendrum (A- 1D
Penicillium bicolor (A- 5) Penicillium, sp. (A-Cl1-9)
Rhizopus (A- 9) Trichophyion, sp. (A-13)

. En la prueba de la asimilacién del carbono, se empled el medio
sintetico de levadura nitrogenada a base de sulfaio de amonio, ami-
nodcidos, vitamines, sales (44). Para determingr la occién fermenta-
liva, se usé la neopepiona purificade (44). En ambas experiencias, se
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prepararon series de cada medio con diferentes carbchidratos a una
concentracién final del 2% v 3%, despugs de haber agregado el indi-
cador purpura de bromocresol v cloromicetina 0.2 myg por cc. de medio.
Los carbohidratos se esterilizaron por filtracidn. Las siembras se dejaron «
250 C. hasta los 30 dias. La reaccion positiva esiaba dada por un vira-
je total del medio hacia el color amarillo y-por la formacién de colo-
nias exuberanies.

En la prusba de {ermentacién comparativa con hongos filamento-
sos saprofitos, se utilizd la neopeptona con los mismoes carbohidratos
v el indicador de pH. Las siembras se dejaron a 25°C. hasta los 15
dias.

Para las inmunizaciones y pruebas serclégicas, se prepararon an-
tigenos en suspension celular, filtrados de cultivo v extractos, a partir
de las cepas en fase levaduriforme: Pb-P13-Benn, Bd-P14-Bonn, He-P18
-Bonn, Hd-P183-Bonn; mantenidas en agar sangre de Francis (24,250
v en agar cerebro-corazén (44) a 37°C. En la elaboracién de los anti-
genes, los hongos fueron sembrados en agar cistina-corazdn (44) o
pH 7.0-7.4, adicionado de 50 unidades de penicilina v 50 mcg de es-
treptomicina por co. La incubacién dptima para la fase levaduriforme
fué realizada o 37°C, durante 8 dias. Para obtener el antigeno en sus-
pension celular, se lavé el desarroilo microbiano con suero fisiolégice
estéril v para los autolisados con agua bidestiloda. La autolisis fué
provocada manteniendo la suspension celular a 37 C. durcnte 3 dias,
tras la adicidn de antibidticos para evitar la contaminacién bacteriana;
v posteriormente, sometiéendola a congelaciones v descongelaciones r&-
pidas por 5 veces consecutivas a -30C v a | 40" C. El autolisado se
{:ltré por buiia. Una parte del filtrado se tratd con etanol al 80% a -5°C,
durante tres dias v después de centrilugado o 3,000 rpm., el sedimento
se reemulsiond en tampoén al veronal mertiolade a 1:10,000 (6, 100,
145). Los antigenos se guardaron a 4°C. v al abrige de la luz.

Para la produccién de suercs inmunes, se’ inocularon conejos de 4
a 5 kilegramos de peso con los tres tipos de preparados antigenicos de
cada variedad de hongo cjustados a la densidad de Mac Farland N? 3,
en dosis intercalada. Las aglutininas fueron negativas en cada animal,
antes de efectuar las inoculaciones. Con el fin de obtener titulos opli-
mos se experimenid un esquema de 7 inyeccicnes: 0.4 cc-0.5 cc-1.0 gc-
1.5 c¢-2.0 ¢cc - 2.5 cc - 3.0 cc., inoculando por via intraperitoneat las ires
primeras dosis y las subsiguientes peor via intravenosa. La sangria, fué
practicada 8 dics después de la ultima inyeccidon. Los susios fueron
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mantenidos d 4'C. con mertiolato hasia 1:10,000 v al abrige de la luz,
Se registraron los sueres inmunes como Pb-P13, Bd-P14, Hc-P18, Hd-183.

En la determinacion del tilule de las reacciones especificas y cru-
radas con la lijacion del complemento, se adaptd la técnica del 50%
de hembdlisis “punto final”, usando solucidn tamponada ol veronal (18,
27, 145). El poder onticomplemeniario del antigeno fué titulade con
1.25, 2.5 v 5 unidades de complemento al 50% de hemdlisis; se consi-
deré anticomplementario cuando se obtuve menos del 80% de hemdli-
sis con 2.5 Unidades. Los antigencs v las diluciones seriadas del suero
inactivado se titularon con 0.25 cc. de complemento conteniendo § Uni-
dades al 50% de hemolisis. Para la fijacién, se dejo a 4°C por 15-18 hs,
En el sistema hemolitico indicador, se empled la suspensién de globu-
los rojos de carnerc al 2%, sensibilizados a temperatura ambiente por
10 minutos, en la proporcion de 1:! con 4 Unidades de hemolisina en
0.25 cc. v de esta mezcla se agreqd o la reaccidn cantidades de 0.5cc.
La lectura de la prusba final, se hizo después de una segunda incuba-
cién a 37°C por 30 minutos en Bano de Maria, registrandcse los resul-
iados de las diluciones mdas altas de los suercs inmunes que diercn 2,
3, 4 cruces de reaccion. El titulo de los ires tipos de antigenos del Blas-
tomyces dermatitidis, cepa Bd-Pl14-Bonn v de los del Histoplasma cap-
sulatum, cepa Hc-P18-Bonn, fueron conlrelades con sueros conocidos
procedentes del C.D.C. (U.5.A.), disponibles en el Instiiulo de Hi-
giene de Bonn.

Para el esiudic de las reaccicnes de precipilacién especifica y cru-
zada, se adaptd el método de difusion en agar de Quchierlony (1, 80,
117, 118, 1653, con algunas modificaciones de caracter experimental. Se
usaron placas de vidrio fotogrdfico v agar especial, Noble (44) al 1%
en agua bidestilada, filtrade al vacio v preparado en el momento de
la pruskba. Las placas se colocaron sobre una superficie rigurosamente
plana de agar corriente v se vacid sobre ésta el agar especial caliente
G un espescr previomenie calculado de 3 milimetros. Las placas se
Temovieron y sobre el agar se hicieron orificios cilindricos de 4 milime-
tros de didmetro con 6 milimelros de separacidn enire si: uno central y
4 a 6 periféricos. Como molde para oblener los orificios caracteristicos
s& usé una aguja de puncién lumbar, seccionada a un centimetro de
la puntg v el agar que guedaba en los sitics seccicnados por el molde
fue removido con aguja de coser. Las reacciones se efectuaron colocan-
do 0.2’ cc. de suero inmune en el orificio ceniral y 0.2 cc. de los anifi-
9enos en los crificios periféricos. Las lecturas se regisiraron después de
4 o 6 dias de difusién en cdmara htimeda v algunos casos positivos
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fueron fotografiados. Los antigenos de cada especie, se probaron a
una concenlracidén normal y o una concenlraciéon 20 veces mayor, mien-
fras que los sueros se usaron puros.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudia las reiaciones bioldgicas entre Paracoccidicides brasi-
liensis, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulaturn e Histoplas-
ma duboisi, mediante la asimilacion del carbono, la lermentacidén de
los carhohidratos vy las reaccicnes seroldgicas. Las experiencias de a-
similacion y fermentacién en los hongos filamentosos patogenos se hi-
cieron comparando con las de los hongos aislados del medio ambien-
ie. Las pruebas serclégicas se realizaron empleando sélo antigenos pro-
cedentes de la fase levadurilorme de cada especie.

En el Cuadro NY 1, se consigna los resultados de la asimilacién
del carbono en medio-base levadura nitrogenada vy los de la fermen-
tacién en medio de neopeplong, registrados después de 30 dias de in-
cubacion a 25'C. Se observa que todas las cepas del P. brasiliensis,
del Bl. dermatitidis, del H. capsulatum v del H. duboisi, sembradas en
medio levadura nitrogenada, asimilan bien el carbono de glucosa, le-
vulosa, maltosa, d-manitol, mancsa, sacarosa: el carbono de la ara-
binosa no es asimilado por el P. brasiliensis, pero si por el Bl. derma-
titidis y esta asimilacién es escasa en ol H. capsulatum vy en el H. du-
boisi; a partitr de la galaciosa, sdlo el Bl dermatitidis asimila bien vy
el H. duboisi lo hace escasamente; a partir del sorbitol, el Bl dermc;-
titidis es la Unica especie que asimila bien y a partir de la trehalosa
no asimila el P, brasiliensis pe:o si el Bl. dermatitidis y escasamente el
H. capsulatum v el H. duboisi. A partir de adonitol, dulcital, inesitel,
lactosa, melecitosa, melibiosa, rafinosa, xilosa, salicina y ramnosa, no
se ha observado asimilacidén del carbone por ninguna cepa de las cua-
tros especies. En el misme Cuadro N¥ 1, se encuentra que las cepas del
P. brasiliensis, Bl. dermatitidis, H. capsulatum e H. duboisi, no fermen-
tan ningin carbohidrato al 2% y 3% en medio Jgar neopepiona, mds
bien algunos carbohidrates come la glucosa, levulosa, manosa, sorbitol,
estimulen mejor el desarrolle de la fase filamentosa del honge. Por los
resutados obtenidos de la asimilacién del carbone, a partir de 20 car-
bohidratos, puede apreciarse que no exisien diferencias significativas
entre P. brasiliensis, Bl. dermatitidis, H. capsulatum e H. duboisi; pero
si todos poseen caracteres comunes come la capacidad de asimilar el
carbono a partir de la glucosa, levulosa, maltosa, d-manitol, manosda,
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Cuadro N? T. Asimilacion del carbonae y Fermentacion del Parococcidioides

Blastomyces ¢ Histoplasma en fase filomentosa,

T ASIMILACION FERMENTACION
CARBOEIDRATO Medio Lev:;‘ma Nitrogenada Medio P::opeptona
Puncoias | BT Histoptasma. | divides | - con | | Histopisema
o] oLl 1 ol
3 :: w L] ] -3 - [ -] 1
Aal a5 (| w28 WS T8 L
¢ “| B3 A¥ | 29| a" | B3 | &*°| &.®
8 1 3 3 A - | 3 3
ADONITOL -/6(* -6 =/6 | =/2 | /6 | -/6 | -/6 | =/2
ARABINOSA -/6 /6] /6 | 6| -/8 | -2
DULCITOL -/6 /6| /6 | /2 | ~f6 | /6| =/6 | -/2
GALACTOSA -/6 6/6 || -/6 |[i/2[| -76 | /6 | -/6 | -/2
GLUCOSA l6/6a] | [6/64 2/24]| -/6a| -/6a| -/6a | -/2a
INOSITOL _/6 -6 =/6 | =/2 | ~/6 | /6| /6 | -/2
LACTOSA -/6 -6 -6 | -/2 -/6 | /6| -/8 -/z
LEVULOSA 6/6a || [6/6d [6/6d[2/2a]| -/6a| -/6a] -/6d| -/d
MALTOSA 1/6 6/6 | |5/6 || |2/2 } -/6 -[6 | «/6 -/2
a-maniroL  le/e || (6/6 | [6/6 ||[2/2 )| -/6 | /6| </6 | -/2
MANOSA 2/6a|| [6/64 [6/6d|l[2/24|] -/6a| -/6a] -/6a| -/6a
MELECITOS! -/6 /6| /6 | <f2 | ~f6 | </ | <16 | =/2
kMELIBIOSA -/6 -6 -f6 | -/2 ~/6 -/6 | =/6 -2
RAFINOSA -/6 -/6 | ~/6 | -2 -/6 -/6 | -/6 -/2
SACAROSA [e/e1 | [6/6 -/6 | -/6| -/6 | -/2
SORBITOL -/6a 6/6d -/6a| -/2d4| -/6a| -/6d| -/6a| -/2a
“XIL0SA /6 | /6| /6 | -2 | /6 | /6| -/6 | /2
SALICINA -/6 -J6| /6| /2 -/6 -/6 | /6 -/2
TREHALOSA -/6 @ [y/2]| /6 | /6| -/6 | /2
RAMNOSK -/6 /6| ~/6 | -2 | -6 | -/6| -/6 | =/2

(*) El' numerador, indico el nimero de cepas que dieron la prueba positiva
+ hasta los 30 dias a 259C vy el denominodor, el nimero de cepos estu-
diodas, En cuadro, las pruebos positivas. Los corbohidratos se em-
plearen of 2% y 39,
d: Carbchidratos que estimulan el desarrolic de lo fase filamentosa.
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sacarosa, ¥ la de no utilizar el carbone a pastir del adonitol, dulcitel,
inositel, laclesa, mglecitosa, meliblosa, rafinosa, xilosa, salicina ¥ rom-
nosa. No es posible establecer, igualmente, una diferencia entre el H.
capsulatum v el H. dubcisi; en cambio, enire el P. brasiliensis v el BL
dermatifidis, se observa que sdlo este Ulhimo asimila el carbono de la
arabinosa, galactosa, sorbuol v irehalosa.  Esios hallazgos comparativos
enire las cuatro especies no han sido releridos por aulores extranjeros
ni nacionales. Gilordi v Lalfer, en 1962 (68), estudion la asimila-
cion del carbono en el P. brasiliensis y el Bl. dermatitidis, ulilizando so-

Cuadro N? 2, Fermentacion de ctarbohidratos en Meopeptona por hangos aislades del medio ambientg,

¢C A RB OB I D R A T 0 8
e |g|lo | @ 9] | = = = m| | to w| g
GRUPCS EITIE|E E|E|8 EIE|E B|ElEE|Eg|Eld
= o [=] P O @« o e Ll o @ - - E -3 o [ ad -
[ned [l Lo [+] o Ll [ = [=] < O o =l b, - 0 »
o = o L @& 3 -] o w @ Load L (=] (23 [=] s - [
[« o [+ Q e © -] o © e ot Q | o 7 [=] el o
- ® = | @ - P o ) P @ R LR
» [ B e ®
»
Aspergillus fumigatus < ==+ [+ - +| - o B R B - R - 4
(4-6)
Aspergillue nigricanas - + |+ |+ + +| + + | # + +| + +| + + |+ + | *
(a-17
Aspergillus ochraceus - +| - |+ + - - +| + + -] + +| + + |+ + |+
(a-11
hsperglllus oryzae + +| + [+ + -1 + - * + +| + +| + + |+ + |+
(4-12) .
Alternaria + +]| = |+ ¥ - + +| + + +| + +| + + |+ - | +
(4-2)
Cunninghamella - -] = |+ - -] - +| + + +| = -| = + |+ - +
(4-16) ’ i
Cladosporium herbarum N I I D PR N e T Y A R I
(4-19)
Fusarium roseum + + | - |+ - - * |+ + | + +| + + |+ |+
(1-3)
Glenospora (A-22) P I IS O N I R R I S I I I R N I e I
Hormodendrum (A-1)} S I e [ IO I R R R I I I D R N I e
Penicillium bicolor - +| - |+ + - + +| + + - + +| & + | - -2
(4-5) : _
Peniotllium, 8p.(ACL9)| - | |+ [ -] -| -] = +| - +| - - -
Rhigopua + +| = |+ + - + +| « + - + + o+ + | + - +
{8-9)
Trichophyton,sv.(A-13) | + | +| + |+ | =T =| + w4 4] |+ +] )] -

El regietro de las reacciones uw efectuaron haeta los 15 dime de incubacién & 25°C,

lLos carbohidratos se emplearon ol 2% v 3%.
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lo la d-gucosd. d-fructosa, d-galaclosa, d-manosa v obtienen resuliados
similares a los nuestros.

En el Cuadro N? 2, se muestran los resultados de la fermentacién
carbohidratos al 2% y 3% en medio agar neopeplona, producidos por
los hengos filamentosos saprofilos. Se encontrd que el Aspergillus fumi-
gatus, Aspergillus nigricans, Aspergillus ochraceus, Aspergillus oryzae,
Alternaria, Cunninghamella, Cladosporium herbarum, Fusarium roseum,
Glenospora, Hormodendrum, Penicillium bicolor, Penicillium {cepa ACL-
9, Rhizopus ¥ Trichophyton sp., lermentan principalmente galactosa,
maltosa, manosa, melibiosa, rafinosa, sucarosa. Puede observerse, a su
vez, que hay copacidad fermentaliva diferencial entre Aspergillus fu-
migatus, Aspergillus nigricans, Aspergillus ochraceus, Aspergilius oryzae,
usando el adonitol, arabinosa, dulcitol, melecilosa. Comparande los re-
sultados de la fermentacion de los carbohidratos en neopeptona (Cua-
dros N? | v 2), se aprecia que los hongos patdgencs P. brasiliensis, Bl
dermatitidis, H. capsulatum e H. duboisi, no fermentan ninguno de los
20 carbohidratos, mientras que los grupos de hongos saprofitos poseen
esta capacidad en grade elevado y aun selectivo (66). Estos hallaz-
gos de importancia sobre la fisiologic de les hongos pueden constitiur
bases taxondémicas estables. Nuesiros resultados sobre la [srmentacidén
producida por P. brasiliensis, Bl. dermatitidis v H. capsulatum, concuer-
dan con lo referide por Nifie, F. L. (115) aunque este cutor no men-
ciona les carbohidratos estudiodos. No se senalan estudios sobre la
copacidad fermentativa del Histoplasma duboisi.

En el Cuadro N? 3, se muestran los resultados de la fijacién del
cemplemento empleande aniigenos v sueros inmunes no absorbidos,
preparados en nuesiro laborateric a partir de la fase levaduriforme. Los
titulos especificos alcanzan a 1:40 para el P. brasiliensis y a 1:160 pa-
ra Bi. dermatitidis, H. capsulatum v H. duboisi. No se observa marca-
aa diferencia en los titulos especificos que corresponden a los tres pre-
parados de anligencs de cada especie (Cuadro N¢Y 3: ByC). En las
pruebas cruzadas estos titulos alcanzan algo mas de 1:20, haciendo
reaccionar el antigeno del P. brasiliensis con los sueros inmunes del BL
dermatitidis, H. capsulatum y H. duboisi. Se demuestra por la fijacién
del complemento que P. brasiliensis, Bl. dermatitidis, H. capsulatum vy
_H. duboisi, poseen fracciones antigénicas comunes. Por lo que se sa-
be, es la primera vez que se seficla las relacionss antigénicas del His-
foplasma duboisi con P. brasiliensis, Bl. dermatitidis v H. capsulatum.

La escasc antigenicidad de P. brasiliensis, Bl. dermatiiidis v H. cap-
sulatum, demoslrada por diversos aulores (18, 20, 27, 28, 41, 47, 51,
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78, 79. 97, 132, 135, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 149, 150, 158),
fué observada durarite nuestros trabojos experimentales de inmuniza-
cién. En estas condicicnes se encontré qu el H. duboisi también produ-
ce anticuerpes a titulos bajos (Cuadre N¢ 3. Las razones de esta es-
casa antigenicidad no son bien conecidas, pero se sabe que los fos-
folipidos y polisacéridos de la membrona que rodea las células fin-
gicas (19, 35, 47, 148, 1550 impedirian la difusion de las fracciones mdés
aniigénicas situadas en el interior de la célula, por lo cual ensayamos
la decapsulacion de éstas por el mélodo de congelacién y desconge-
lacién sucesiva, sin haber oblenide cumento de la sensibilidad y especifi-
cidod en las reacciones antigeno-anticuerpo (Cuadro N° 3 y 4). See-
liger (148), encontré escasa antigenicidad en las especies no paté-
genas de los géneros Crypfococcus v Lipomyces de capsula delgada vy
en especies no capsuladas como las de los géneros Candida y Trichos-
porum, demostrando asi que lampoco la decapsulacién es un metodo
ideal en la preparacion de ontigenos con celulas de tal naturalezo qui-
mica. No obstanle las dificultades mencionadas, logramos obtener an-
figenos y sueros inmunes de las cudlro especies con tlules liles para
el estudio de las reccciones cruzadas.

La encrme importancia clinica v epidemioldgica de las microsis pro-
fundas ha heche que el estudio eticldgico se base no sdlo en la mor-
fologia clasica sino también en la investigacién de anlicuerpos espe-
cificos, medianie la aglutinacién (37, 51, 141, 144, 148), la precipita-
cién (51, 58, 72, 73, 80, 85, 138, 140), la fijacién del complermento (6,
18, 20, 82, 78, 86, 101, 121, 132, 140, 142, 145, 148, 150, 156) v la inmu-
nofluorescencia (71, 126). De esios reacciones, la fijacidén del comple-
mento y la precipitacion en agar, sirvieron para demosirar los anticuer-
pos con mavyor sensibilidad v precisién (146). Ha sido de especial in-
terés para los invesligodores la preparacién de antigenos de calidad
en relacién con log tipos de reacciones serolégicas empleadas, va sea
a partit de la fase filamentosa (18, 51, 58, 74, 148) como a partir de
la fuse levaduriforme, cuando ésta se logrd cultivar “in vitro” (24, 25,
42, 43, 46, 90, 133, 134, 139).

La presencia de fracciones antigénicas comunes enire las especies
dimorficas fue sefialada sélo como un problema vinculade con el diag-
nostico de las micosis, mediante reccciones alérgicas cuidneds primero
'Y después emplsando reacciones seroldgicas. Emmons, Clson y Eldrid-
ge, em 1945 (55), habion demostrado la presencia de reacciones cuta-
negs a la histoplasmina en animales infectados experimentalmente con
H. capsulatum, Bl dermatitidis, Coccidioides immitis. Howell, en 1947
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(84), enconlrd recccion cruzada enire la histoplasmina vy la blastemi-
cina, haciendo prusbas cutédneas en cuyes infectados con H. capsula-
tum y Bi. dermatitidis. Salvin, en 1947 (132), recomendo el uso de la
suspension celular de! H. capsulaium en lase levaduriforme como an-
tigeno para la [hacién dei complemento. Saslaw y Campbell, en 1948
(142), empleando la fijacién del complemento vy suero de coneio hi-
rerinmunizado con antigenos calentados a 56°C por 4 horas, enconird
reccciones cruzadas enire el anligeno de la fase levaduriforme del H.
capsulaium v el suero inmune del Bl dermatitidis, sobre lodo, en-
ire el anligeno de la fasz levaduriforme del Bl dermatitidis y el
suero inmune de! H. capsulatum. Tenenberg vy Howell, en 1948
(1569, demuesiran que tanlo la histoplasming como o blastemici-
na producian reccciones cruzadas con la fuacion del complemen-
to, en presencia de sueros de animales infectados experimentalmen-
le con Bl dermaiitidis. Comgpbell v Binkley, en 1953 (27), esiudian
los sueros de 37 casos de hisloplasmosis con eliologia probada vy obte-
nidos en lodas las etapas de la enfzrmedad vy hallan reacciones cru-
zados con el anligeno del! Bl dermaniidis. Hazen y Greene, en 1956
(78D, obtienen reacciones cruzadas a igual fitulo con sueros provenien-
tzs de casos humanos de histoplasmosis v blastormicosis norteamerica-
na. Sallelder v Schwarz, en 1964 (130). encueniran gue se produce
reaccion cruzada con el Bl dermatitidis cuando el ratén se infecta con
dosis subletal de H. capsulatum vy, asimismo, observaron cierla protec-
cion Gsular.  Estos resuliados sobre las rglaciones antigénicas entre el
H. capsulalum vy el Bl. dermatitidis, usando la lijacion del complemenlo,
realirman nuestros hallazgos experimentales.

En lo referenle a la serologia de la Paracoccidicidomicosis, Moses
en 1816 (110), habia ya emplzade la fhacion del cemplemento con re-
sultados positivos en 8 casos de 10 paocientes. Lacaz {87), enconlro
con frecuencia anlicuerpcs hadores del complemento en iodos los ca-
sos severos de esta enfermadad. Friedmann y Conani, en 1953 (61),
haciendo estudios comparalivos sobre la sereologia del Bl dermatitidis
y del P. brasiliensis, encuentran que no existe ninguna relacion anli-
génica: sin embargo, nosciros obruvimos madiante la fijucidon del com-
plemento reacciones cruzadas signilicalivas enlre ambas especies v «
titulos de 1:20, con anligenos de la fase levaduriforme ( Cuadro N¢ 3).

En el Cuadro N" 4, se sehalo los resuliados de las reacciones de
precipifacién en agar, segin Quchierlony, empleando sueros inmunes
y anligenos en suspension celular, en forma de filirado celular v como
extraclo celular. Al gual que en la lijacion del complemenio, se ob-
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Cuadro N? 5. Fotogratias de las reacciones de precipitacion cruzeda en agar, em-
pleando sueros inmunes y antigencs de fase levaduriforme.

MO
@ © ©|®

=N

Flg l.- Reaeeldn ermrada Fir. 2: Aenccién crnasda oon
oo suere Bl demadilide sucro do H. capsolatar,

O8O
0/@
O ®

Flg. 3: Bosccién croxmda con Fig. 6t Baacclén cruznds con
Feete de H, dubolsl sucre do K. debosi

3: Suero inmune: N: Suero fisioldgico,
He: Antigeno H. capsulatum; Hd 1 Antigeno Y. duboisi; Pt Ansigeno P. brasiliensis;
Bd: Antigeno Bl dermadiidis.
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und correspondencia de los suercs inmunes con sus antigenos
serve Hivos v por ofra parte presencia de [racciones antigénicas comu-
respeitlre p. brasiliensis, Bl. dermatitidis, H. capsulatum, H. duboisi. En
ne?}jgdro N¢ 5, sz muesiran las fotegrafias de algunas reacciones cru-
:}:rdds correspondientes al Cuadro N? 4; se obser?rcx en la Fig. 1, la pre-
cjpitacién del suero Bi. dermatilidis con los antigenos de ’P. brasilien-
sis, H. capsulatum y H. duboisi; en la Fig. Z, la precipitacion del suero
de H. capsulatum con los aniigenos de P. brasiliensis, Bl. dermatitidis v
H. duboisi; en la Fig. 3, la precipitacion del suero H. duboisi con el an-
tigeno BL dermatitidis v H. capsulaium y en la Fig. 4, la precipilacion
Ael suero H. duboisi con el P. brasiliensis y el Bl. dermatitidis. Puede
apreciarse en la Fig. 2, la formacién de una doble banda de precipita-
cién al reaccienar el suero de H. capsulatum con el antigenc Bl der-
matiilidis, relacionado ol parecer con la presencia de oiras fracciones
antigénicas. Por los hallazgos referidos en los Cuadros N 4 y N© 5,
se deduce que nusslras investigaciones complementan el valor del mé-
todo de precipitacién en agar de Quchterlony aplicado per nosotros v
en forma aislada por olros cutores (80, 117, 118, 165); v amplian el
conocimiento sobre las relaciones antigénicas no sélo entre 2l H. capsu-
latum v el Bl dermatitidis sino también entrs el P. brasiliensis v &l H.
duboisi. Debide a los tilulos bajos de nuesires onligenos v sueros in-
munes no fue posible encontrar en nuestros experimentos la presencia
de las diferentes bandas de precipitacidn sefigladas por Heiner en 1958
(80), al hacer el estudio de sueros provenientes de casos de histoplas-
maosis; s6lo se produjo una doble banda con el suerc de Histoplasma
capsviatum y el antigeno de Bl dermaiitidis sin habzrse determinado
su naluraleza quimica.

CONCLUSICNES

Se estudia las relaciones bioldgicas entre Paracoccidicides brasi-
liensis, Blastomyces dermatiiidis, Hisloplasma capsulatum e Histoplasma
duboisi, mediante la asimilacién del carbono, la fermentacién de los
carbohidratos y las reaccicnes seroldgicas, para establecer bases taxo-

Nomicas mdas constantes en la identificacion v reagrupacién de estas es-
pecies.

‘ 1. Por los resuliados obtenidos de la asimilacién del carbono a pat-
tir de 20 carbohidratos, ruede apreciarse que no existen diferencias en-
tte P. brasiliensis, Bl. dermatilidis, H. capsulaium vy H. duboisi; todos
asimilan el corbono « partir de la glucosa, levulesa, maliosa, d-manitol,
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manosa, sacarosd, pere no a partir de adenitol, dulcitol, inositol, lac-
tosa, melecilosa, melibiosa, rafinosa, xilosa, salicing v ramnosa. No
es posible, establecer, una diferencia entre las dos especies de Histo-
plasma; en cambio, entre el P. brasiliensis v el Bl. dermatitidis, se ob-
serva que solo esle Ultimo asimila el carbone de la arabinosa, galac-
tosa, sorbitol v trehalosa.

2. Comparando los resultados de la fermeniacién de los carbohi-
dralos en neopeplona, se aprecia que los hongos patdgenos: P. brasi-
liensis, Bl. dermatitidis, H. capsulatum v H. duboisi, no {ermentan nin-
guno de los 20 carbohidraios, mientras gue, los grupos de hongeos sa-
profitos estudiados poseen esta capacidad en grade elevado vy aun se-
lectivo.

3. Se establece por la fijacion del complemento qgue el P. brasi-
liensis, Bl.. dermatilidis, H. capsulatum y H. duboisi, possen Iracciones
antigénicas cornunes, demosirando asi, por primera vez, las relaciones
del Histoplasma duboisi con los demdas honges palcgenos.

4. Por los hallazgos de las reacciones de precipitacién en aagar,
segun Quchteriony, se cbhserva como en lo fijacion del complementos
una correspondencia de los sueres inmunes con sus antigenos respec-
tivos y presencia de Iracciones aniigénicas comunes entre €l P. brasi-
liensis, Bl. dermatitidis, H. capsulatum e H. duboisi.
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