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INVESTIGACION DE LA RESPUESTA INMUNE A ANTIGENOS
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RESEARCH OF THE IMMUNE RESPONSE TO FUNGAL ANTIGENS

FROM PATIENTS OF A RESPIRATORY DISEASE HOSPITAL

In order to amplify the knowledge of systemic mycosis in Mexico, and

characterize the possible associations with pulmonary disease, different in-
munological tests (precipitation, complement fixation, ELISA, skin test)
were performed in 98 patients from different regions of the Mexican Repu-
blic hospitalized in a National Institute of Respiratory Diseases (which con-
centrates patients tfrom the Mexican Republic), where 93% of the patients
had chronic tuberculosis. Seven crude fungal antigens (histoplasmin, blasto-
mycin, coccidioidin, paracoccidioidin, candidin, sporotrichin and aspergillin)
and 3 puriried antigens (deproteinized polysaccharide protein complexes,
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D-PPC): D-PCC-histo, D-PPC-cocci, and D-DPPC-paracocci were tested. The
results indicated an immunosensitizing contact between patients and fungi

and a greater reactivity of crude antigens than purified antigens was obser-
ved in the immunological tests used.

RESUMEN

Con el fin de ampliar el conocimiento del estado actual de las micosis
profundas en México y caracterizar posibles asociaciones en padecimientos
pulmonares o profundos, se realizaron diferentes pruebas inmunoldgicas
(precipitacion, fijacion de complemento, ELISA, intradermorreaccion) en
98 pacientes provenientes de distintas regiones de México hospitalizados en
un sanatorio de enfermedades respiratorias (que concentra pacientes de to-
da 1a Republica Mexicana) donde el 95% de los pacientes padecian de tuber-
culosis cronica. Sc probaron 7 antigenos fungicos crudos (histoplasmina,
blastomicina, coccidioidina, candidina, esporotricina y aspergilina) y 3 anti-
genos purificados (complejos polisacdridos-protefna deproteinizado CPP-D):
CPP-D-histo, CPP-D-cocci, y CPP-D-paracocci. Los resultados indicaron un
contacto inmunosensibilizante de los pacientes con los hongos v una mayor

respuesta de los antigenos crudos que los purificados en las pruebas inmu-
nologicas utilizadas.

INTRODUCCION

Desde que Gonzilez Ochoa (1960) y Carrada (1962) realizaron un estudio
de pacientes de diferentes hospitales de México para ver su respuesta a anti-
genos tungicos, no se habia vuelto a investigar sobre la incidencia de las mi-

cosis profundas en pacientes de enfermedades respiratorias. Teniendo en

cuenta que la histoplasmosis es ya considerada en México una micosis im-
portante en la salud pablica (Velasco, 1985), ademds de que existen zonas
endémicas de coccidioidomicosis y paracoccidioidomicosis en el pafs (Velas-
co, 1981; Gonzalez Ochoa, 1967) y tomando en cuenta el frecuente diagnosti-
co de candidosis en centros hospitalarios, se consideré importante realizar el
presente trabajo en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
(INER) que concentra pacientes de toda la Republica Mexicana. Debido al he-
cho de que en nuestro laboratorio se obtienen antigenos para el diagndstice
y prondstico de las micosis profundas y oportunistas (Toriello et al., 1982),
nos parecié importante probar la reactividad y especificidad de antigenos
crudos y purificados en diferentes pruebas inmunoldgicas en una poblacién
de pacientes con enfermedades respiratorias, con el fin de caracterizar posi-
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bles asociaciones o antecedentes de enfermedades micoticas, ya que muchas
veces éstos pacientes desarrollan infecciones concomitantes que dificultan
la resolucién del padecimiento.

MATERIALES Y METODOS

POBLACION ESTUDIADA: El estudio tue realizado en 98 pacientes
del INER, a los cuales se les tomo 10 ml de sangre para obtener el suero y se
les aplico la intradermorreaccion al dia siguiente. Las caracteristicas de los
pacientes vienen descritas en la tabla 1.

HONGOS: Para obtener los antigenos se utilizaron cepas de hongos ais-
lados de casos humanos: Histoplasma capsulatum (cepa Leon Pérez), Paraco-
ccidioides brasiliensis (ISET-5508), Coccidioides tmmitis (ISET-5221), Blas-
tomyces dermatitidis (1SET-5005), Aspergillus fumigatus (EH-20), Sporo-
thrix schenkii (CDP-705-78) ¥ Candida albicans (EH-21). Las cepas fueron
mantenidas en agar de Sabouraud a 26°C en el laboratorio.

ANTIGENOS: Se obtuvieron 7 antigenos crudosy 3 purificados. Las lliS‘-
toplasmina, blastomicina, paracoccidioidina y coccidioidina fueron obte{u-
das del cultivo en medio de Smith con asparagina después de 3-4 meses de in-
cubacién a 26°C. Cada filtrado fue 10 veces concentrado de su volumen ini-
cial. obteniéndose asi los antigenos crudos mencionados. Las histoplasmina,
parz,icoccidioidina y coccidioidina tueron purificadas posteriormente por me-
dio de la técnica de Kirby (1956) modificada por T aylor (1977). A10 mlde fil-
trado concentrado se le agregaron 10 grs de fenol liquido. Se separd la fase
acuosa, la cual fue precipitada por etanol al 95% . Este precipitado fue poste-
riormente desproteinizado por pronasa al 1%, 37°C, durante 7 dias (Taylor,
19771; Sevag, 1934), obteniendo asi los antfgenos purificados denominados
complejos polisacarido-proteina desproteinizados (CPP-D) de . crtpsula‘tum
(CPP-D-histo), P. brasiliensis (CPP-D-paracocci) y C. immitis (CPP-D-cocci).

La aspergilina fue obtenida del filtrado del cultivo de A. fumigatus con |
mes de incubacion a 26°C en medio de Czapek modificado (dextrosa en lu-
gar de sacarosa). El filtrado fue dializado y concentrado 10 veces y precipita-
do posteriormente por acetona en frio. La esporotricina fue obtenida del fil-
trado del cultivo de 3 meses de incubacién de S. schenckii a 26°C en medio
sintético de Mariat (Toriello y Mariat, 1974). El filtrado también fue dializa-
do y concentrado para su posterior precipitacion por alcohol (3X) y secado
por acetona en frio.
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La candidina fue obtenida de levaduras cultivadas a 37°C, en medio se-
misintético constituide por: dializado de extracto de levadura 10 g,
KH,PO, 1g, KCL 0.5 g, FESO, 0.01g, MgSO4 0.5 g, v glucosa 30 g, c.b.p.
1000 ml. Después de 48 horas de incubacion, las células fueron muertas con
formol al 0.5%. y lavadas tres veces con solucion salina, Las levaduras se rom-
pieron por medio del fraccionador RIBI a 40,000 psi, 7 veces por 5 segun-
dos. Se procedid a una centrifugacion (250Xg) para eliminar el debris celular
y el sobrenadante fue utilizado como antigeno. A todos los antigenos utili-
zados se les determin® proteina (segiin Lowry, 1951) y carbohidrato (segin
Morris, 1948). :

INTRADERMORREACCION (IDR)

Para la prueba intradémmica, se regularizaron los antigenos en reactores

conocidos aproximadamente 10 pg proteina/0.1 ml de solucién salina isot6-
nica estéril. Solamente la esporotricina fue utilizada a una diluciéon de 1/2000
que corresponde a 3.5 ug protefna/0.1 ml La prueba se realizé aplicando
0.1 ml intradérmicamente en la cara interna del antebrazo. Se leyd alas 24 y
48 horas, considerdndose positiva la reaccién con eritema e induracién ma-
yor de 5 mm de didmetro.

PRUEBAS SEROLOGICAS

El suero separado de cada paciente fué distribuido en alfcuotas y almace-
nddo en congelacién con azida de sodio como conservador.

La inmunodifusion (ID) se desarrolld segilin la técnica de Ouchterlony
(1978) con una solucidén amortiguadora de glicina (7.5% glicina, 0.99/, NaCl
y 0.1% azida de sodio) con 1% de agarosa. La contrainmunoelectroforesis
(CIE) se llevd a cabo utilizando solucion amortiguadora de veronal pH 8.2
con 1% de agarosa y una corriente de 1 mA por placa durante | hora. La reac-
cion de fijacién de complemento (RFC) se realizé segiin la técnica del 50%
de hemolisis (Manual OPS, OMS, 1975) v finalmente para la prueba de ELI-
SA (Ensayo inmunoenzimdtico), se procedio segin la técnica de Voller et al.
(1979) utilizando un conjugado anti-IgG anti-IgM marcado con fosfatasa al-
calina (Cordis-USA) estimada por absorbancia a 405 nm, corrigiendo los va-
lores con la absorbancia no especifica de sueros normales. Esta técnica sélo
fue llevada a cabo en los sueros que presentaron reaccion positiva a las prue-
bas de inmunodifusién y contrainmunoelectroforesis para comparar la reac-
tividad v sensibilidad de los antigenos crudos y purificados.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizd con tablas de contingencia para calcular la significancia (P) por
medio de x2

RESULTADOS

La poblacion de pacientes estudiada procedi¢ en su mayorfa del pabe-
lion 5 del Instituto de Enfermedades Respiratorias, constituida totalmente
de mujeres entre 17 y 75 arios de edad y de las cuales el 75.7% padecfan de
otras enfermedades respiratorias (Tabla 1). Tomando en cuenta la division
de la Repiblica Mexicana en doce regiones de mayor a menor marginacién
de Ia poblacién segiin el IMSS-COPLAMAR (Tabla2), se puede observar que
la mayoria de los individuos provenian de la zona centro del pafs (Estados
de México y Morelos: 27.55%) y del Distrito Federal (20.4%). Por otro la-
do, es importante destacar la ausencia de enfermos provenientes de las zonas
sureste y pacifico norte. Con respecto a la edad de los pacientes, que oscila-
ba en un rango de 17 a 75 afios, se encontrd que el 92% de los casos que resul-
taron positivos a las pruebas intradérminas realizadas, correspondian a indivi-
duos de menos de 60 afios y un 7.47% a mayores de 60 afios (Tabla 3).

La aplicacion de la prueba intradérmica (IDR) con los 7 antigenos en la
poblacién estudiada, mostré que el mayor namero de reactores positivos
a éstos antigenos flngicos provenian de los estados de México, Morelos y
D.F. (Fig.l), lo que corresponde asimismo al mayor niimero de pacientes de
esta zona (Tabla 2). En la fig. | podemos observar una reactividad a la IDR
del 19 a la histoplasmina en la region Centro, 8.1% ala coccidioidina en las re-
giones del Golfo Centro y D.F.; 11.2% a la paracoccidioidina en las regiones
del Golfo Centro; 12.2% a la blastomicina en las regiones del Centro, D.F.,
Golfo Centro, Centro Este, Pacifico Centro; 5.1% a la esporotricina en
las regiones Centro, D.F., Golfo Centro, Pacifico Centro;17.3% a la candidi-
na de las regiones del Centro, D.F., Golfo Centro, Centro Este, Pacifico Sur,
Pacifico Centro, Norte; y por Gltimo 5.1% a la aspergilina en las regiones del
Centro, Centro Este, Pacifico Sur y Pacifico Centro.

En la Tabla 4 se puede observar el resultado de las pruebas de inmunodi-
fusién en gel (ID) y contrainmunoelectroforesis (CIE). La mayor reactividad
la encontramos con el antfgeno de paracoccidioidina, tanto en ID como en
CIE. La blastomicina fue negativa para todos los pacientes en ID, sin embar-
go, se encontréd un 28.5% de reactividad en CIE.

Teniendo en cuenta que el12% de las pacientes estudiadas presentabain tu-
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TABLA |

POBLACION ESTUDIADA

NUMERO: 98 pacientes del Instituto
Nacional de Enfermedades
Respiratorias.

EDAD: 17 - 75 afios.
SEXO: Femenino

DIAGNOSTICO: Tuberculosis 75.5 %
Tuberculosis y diabetes 12.0 %

Otras enfermedades res-
piratorias. 12.3%

berculosis y diabetes y ésta Gltima afeccién es un factor predisponente en la
adquisicion de micosis oportunistas, se traté de relacionar los resultados de
las pruebas realizadas en estas pacientes con asociaciones micé6ticas y se en-
contrd en tres de ellas una probable asociacion con candidosis ya que presen-
taron positividad en las pruebas de fijacion de complemento, contrainmunoe-
‘lectroforesis v a la intradermorreaccién con el antigeno candidina (Tabla 5).

Para tratar de encontrar una correlacioén entre las distintas pruebas inmu-
nolégicas utilizadas, se realizé un andlisis estadistico porx2 y se encontré
que al correlacionar las pruebas de IDR e ID no habia correlacion (P>10.05)
para cada uno de los antigenos. Por otro lado al analizar 1a IDR con la CIE
utilizando el antigeno coccidioidina, se encontrd una correlacion (p<<0.05)
la misma que se detectd con la candidina al correlacionar la IDR con la
RFC (p<0.05) (Tabla 6). Sin embargo, con los otros antigenos estudiados no
se logrod observar ninguna correlacion (p>0.05).

Para valorar la utilidad de los antigenos purificados frente a los antigenos
crudos, éstos fueron confrontados en pruebas de inmunodifusién, contrain-
munoelectroforesis y ELISA.
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TABLA 2
PROCEDENCIA DE LOS PACIENTES EN LA REPUBLICA
MEXICANA*
REGIONES %% REGIONES %o
Pacifico SLir Pacifico Centro
Chiapas Durango
Guerrero 17.3 Nayarit 2.04
Oaxaca Sinaloa
Centro Este Centro
Hidalgo México
Puebla 10.2 - Morelos 27.55
Tlaxcala
Centro Norte Occidente
San Luis Potosi{ 1.02 Aguascalientes
Zacatecas Colima 1.02
Jalisco
Centro Occidente Norte
Guanajuato Coahuila ,
Michoacin 102 Chihuahua 2.04
Querétaro Nuevo Leén
Tamaulipas
Sureste Pacifico Norte
Campeche Baja California Norte
Quintana Roo 0 Baja California Su 0
Yucatin Sonora
Golfo Centro Distrito Federal
Tabasco Ciudad de México
Veracruz 14.2 204

* La procedencia de los pacientes fue considerada de acuerdo a la regionalizacion de la Repiblica

Mexicana por el IMSS-COPLAMAR.
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TABLA 4

RESPUESTA DE LOS ANTIGENOS CRUDOS FRENTE A PRUEBAS DE
INMUNODIFUSION Y CONTRAINMUNOE LECTROFORESIS

ANTIGENOS PRUEBAS HUMORALLES

CONTRAINMUNO
INMUNODIFUSION | ELECTROFORESIS

%o %

>60 ANOS
L1
11
1.1
0
7.4

CASOS POSITIVOS (%)

Histoplasmina 7.1 27.5
Blastomicina 0 28.5
Paracoccidioidina 18.3 43.8
Coccidioidina 1.0 234
Esporotricina 1.0 19.3

Candidina 3.0 3.0
Aspergilina 9.1 3.0

DA D*

E

Como se puede observar en la tabla 7, la reactividad de los sueros frente a
los antigenos de Histoplasma, Coccidioides y Paracoccidioides baja a 0 en las
pruebas de ID y CIE al utilizar los antigenos purificados (CPP-D’s). En la ta-
bla 8 podemos observar también que el porcentaje de reactividad se reduce
en la prueba de ELISA al utilizar los antigenos purificados.

TABLA 3
7.4
1.6
1.6
4.2
16.8
53
92.6

<60 ANOS

ANTIGENOS FUNGICOS EN IDR
CASOS POSITIVOS (°l)
1

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La poblacién de pacientes estudiados correspondio solamente a mujeres,
debido a que se inici6 el estudio en un pabellén del hospital que comprendia
Ginicamente pacientes de sexo femenino. El estudio continuard mas adelante
con otros pabellones, donde la poblacién comprenda también individuos del
sexo masculino. Sin embargo, la caracteristica del sexo de esta poblacion es-
tudiada debe ser tomada en consideracion, ya que se ha tratado de compro-
meter diferentes respuestas de susceptibilidad del huésped a infecciones fan-
gicas dependiendo del sexo del sujeto. A nivel experimental se ha visto que
las hembras desarrollan mas resistencia a la enfermedad en modelos anima-
les frente a infecciones por Histoplasma capsulatum (Taylor et al., 1982) y
Cryptococcus neoformans (Muchmore et al., 1982). Sin embargo, en huma-
nos, la menor frecuencia de infecciones fingicas en el sexo femenino se ha

RELACION ENTRE LA EDAD DEL PACIENTE Y SU RESPUESTA A

Paracoccidioidina
TOTAL DE CASOS

Blastomicina
Esporotricina

Histoplasmina
Coccidioidina
Candidina

ANTIGENOS CRUDOS
Aspergilina

INTRADERMORREACCION

IDR=

*Rango de edad de los pacientes: 17-75 afios.
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Fig. l. Relacién entre pruebas intradérmicas a antigenos flingicos y la procedencia de los pacientes.

TABLA 5

RELACION ENTRE PACIENTES CON TUBERCULOSIS/DIABETES
Y POSITIVIDAD A PRUEBAS INMUNOLOGICAS
CON ANTIGENOS FUNGICOS

PACIENTES DIAGNOSTICO POSITIVIDAD ANTIGENOQ
PRUEBAS
INMUNES
AM.G. Tuberculosis CIE, IDR. Candidina
Diabetes RFC (1:64)
LM.A. Tuberculosis IDR Candidina
Diabetes RFC (1:16)
E.O.E Tuberculosis RFC (1:8) Candidina
Diabetes

El 129, de todos los pacientes estudiados presentaron tuberculosis y diabetes.

02¢

G861 1 MW XIW a2y

G861 1 W X3 Y

122
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TABLA 6
CORRELACION ENTRE PRUEBAS INMUNES Y ANTIGENOS
FUNGICOS
TODOS LOS ANTIGENOS IDR/ID P> 0.05%
COCCIDIOIDIN A IDR/CIE P<0.05
CANDIDINA IDR/RFC P<0.05

* Analisis estadisticos por x?
IDR : Intradermorreaccion.

ID = Inmunodifusién.

RFC = Reaccion de Fijacién de Complemento

TABLA 7

COMPARACION DE ANTIGENOS FUNGICOS, CRUDOS
Y PURIFICADOS EN PRUEBAS INMUNOLOGICAS

REACTIVIDAD

ID CIE
ANTIGENOQS % %
Histoplasmina 7.1 27.5
CPP-D-histo 0 0
Coccidioidina 1.0 23.5
CPP-D-cocci 0 1}
Paracoccidioidina 18.4 43,9
CPP-D-paracocci 0 0

ID : Inmunodifusion

CIF : Contrainmunoelectroforesis.
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TABLA 8

COMPARACION DE ANTIGENOS FUNGICOS CRUDOS Y PURIFICADOS
(CPP-D) EN ELISA

ANTIGENOS ELISA*
% DE REACTIVIDAD **
HISTOPLASMIN A 66.6
CPP-D 46.6
COCCIDIOIDIN A 53.3
CPP-D NH
PARACOCCIDIOIDINA 40
CPP-D 333

*  Elisa indirecta utilizando un conjugado con fosfatasa alcalina anti IgC, anti IgM (CORDIS-USA),
estimada por abosrbancia a 405 nm, corrigiendo los valores con la absorbancia no especifica de
sueros normales.,

#* De 15 sueros con bandas en inmunodifusién y contrainmunoelectroforesis.
NH no hecho.

relacionado con el cardcter ocupacional del huésped, ya que son los hombres
los que est4n mds expuestos al hdbitat natural del hongo debido a su activi-
dad laboral (Rippon, 1974). Estas observaciones deben ser tomadas en cuenta
para explicar la baja reactividad en pruebas cutdneas, por ejemplo, a antige-
nos de H. capsulatum (1I°0), C. immitis (8.1%), P. brasiliensis (11.2% ), entre
otros. Al ubicar la procedencia de los pacientes segiin las regiones de la Repi-
blica Mexicana, se observo que la reactividad de los antigenos en su mayorfa,

cotrespondia a zonas endémicas para los diferentes hongos estudiados, por
ejemplo, la mayoria de los pacientes reactivos a la IDR con paracoccidioidina
provenia.de la region que comprendfa el Estado de Veracruz, la cual coinci-
de con una de las zonas endémicas mds importantes de paracoccidioidomico-
sis en México. Sin embargo, la prueba de la coccidioidina fue la inica que no
pudo relacionarse con la conocida zona endémica de coccidioidomicosis en
los Estados del norte de la Republica. Este hecho puede exphcarse de dos ma-
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neras, una, que el paciente en algin momento estuvo en la region endémica
habiéndose sensibilizado, o bien, larespuesta detectada puede deberse al cruce

de otros antfgenos como la paracoccidioidina e histoplasmina.

Los resultados obtenidos con blastomicina ameritan una discusioén parti-
cular, ya que el haber encontrado una reactividad de 28.5% en CIE (Tabla 4)
se debe posiblemente al conocido hecho de la gran reactividad cruzada que
presenta B. dermatitidis con H. capsulatum y P. brasiliensis y la mayor sen-
sibilidad de la técnica de CIE sobre otras pruebas como la ID que pudieran

poner de manifiesto estos resultados falsos positivos, considerando que esta
enfermedad no ha sido descrita en México.

Las caracteristicas de asociacion de la infeccion tuberculosa con infec-
ciones por hongos, se ve bien ejemplificada en la relacién tuberculosis/dia-
betes (12%). El hecho de que el 25% de estos pacientes presentaron pruebas
inmunes positivas a la candidina (Tabla 5)sugiere fuertemente una asociacion
con Candida lo que es muy frecuente en pacientes diabéticos.

El empleo de las diferentes pruebas inmunes con los antigenos fingicos

nos permitié discriminar aquellas pruebas que presentaban una mayor rela-

_cién, observando que las pruebas que mads correlacionaban entre si fueron la

IDR con la CIE al utilizar la coccidioidina y 1a IDR con la RFC al utilizar

candidina (Tabla 6). Esto podria sugerir la importancia del uso de estas prue-
bas para el diagnoéstico y pronostico de padecimientos micoticos.

De un modo general, los antigenos crudos presentaron una mayor reacti-
vidad que los antigenos purificados, particularmente en pruebas de menos
sensibilidad como la inmunodifusién en gel y la contrainmunoelectroforesis
(Tabla 7) donde los antigenos purificados no fueron funcionales, sin embar-
go, estos antigenos son ttiles en pruebas de mayor sensibilidad como la
ELISA. A pesar de presentar menor reactividad que los antigenos crudos,
éstos son quizas mas utiles porque exhiben un menor grado de reactividad
cruzada. Los antigenos crudos por reaccionar en oruebas de ficil manejo v
rapida deteccidn, serian los ideales para estudios de tipo generar y epidemio-
lbgicos, mientras que los purificados los ideales para pruebas de diagnostico
y pronéstico.

Finalmente, el estudio indicé un probable contacto de los pacientes con
los agentes etiologicos de las micosis estudiadas y el ampliar la poblacién de
trabajo, sobre todo la del sexo masculino, nos dard una indicacién més clara
de la respuesta de la poblacidn a los ant{genos fangicos utilizados.
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