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INTRODUCCION

Dentro del género Pityrosporum se encuentran dos levaduras

lipofilicas Pityrosporum orbicularc, que es el agente etio

l6gico de¢ la pitiriasis versicolor y Pityrosporum ovale,

el cual se¢ relaciona con la dermatitis scborréica. Algu--
nos invcstigadores consideran que se trata sbélo de una le-
vadura saprofftica (1-4), en diferente estadio del ciclo -
cclular, y que debido a ciertos factores predisponentes, -
cambia su mortfologfia y por lo tanto se hace patdgena (5- -
9), pero también existen estudios que las consideran como-

dos especies de levaduras diferentes (10-12).

Dado quc¢ estos anteccedentes originan controversia, en este
trabajo se optd por analizar mediante cromatografia, elecc-
troforesis y doble difusién, el contenido antigénico de am

bas levaduras.



ANTECEDENTES

Dentro del género Pityrosporum se encuentran dos levaduras
lipofflicas, es decir, que requicren de 4cidos grasos para

su crecimiento: Pityrosporum orbiculare (P. orbiculare) y-

Pityrosporum ovale (P. ovale), los cuales forman parte de-

la flora cuténea normal humana (2,6,10,13).

Pityrosporum orbiculare fué descrita por Robin en 1853 y -

la nombré Microsporum furfur, por la textura furfurficea de

la epidermis. Pero el nombre de Microsporum ya habia sido
utilizado diez afios antes por Gruby para designar al Mi---

crosporum audouini, que es el agente etiolfgico de la tifa

mis comfin en Francia (10,14). Por esta razbn, en 1889 Bai

llon lo denominé Malassezia furfur (10,14,15). En 19504, -

Sabouraud introdujo el término Pityrosporum para ubicar a-
la espora de yalaééezia (10). Gordon en 1951 logré culti-

var a Malassezia furfur de células epiteliales en descama-

¢ién del estrato cérneo de la epidermis de pacientes con -
pitiriasis versicolor y también de personas aparentemente-

sanas, al cual 1lambé P. orbiculare (11,16,17).

En sujetos normales, P. orbiculare se aisla del antebrazo-
lateral y regién retroauricular, mediante un raspado de cé
lulas epiteliales en descamacibn, al microscopio se obser-

van levaduras redondas de 3atb micras de didmetro (2,12).



Por condiciones afin desconocidas, este hongo produce raci-
mos de levaduras y fragmentos cortos de hifas (dimosfismo)
que es la forma patégena dc pitiriasis versicolor (tifa -
vcfsicolor), que es una micosis superficial frecuente en -
clima templados y tropicales. Principalmente se presenta-
entre la pubertad y la edad media, debido al incremento de
la excresién de grasa, la que facilita la reproduccién de-

P. orbiculare (Malassezia furfur). Clinicamente se mani--

fiesta como manchas furfuriceas irregularcs, que pueden es
tar aisladas o agrupadas, hipopigmentadas o hiperpigmenta-
das, de ahf su nombre de versicolor generalmente son asin-
tomiticas, se encuentran en el estrato cédrneo de la epider
mis, principalmente en el térax, antebrazo o espalda (1,13

14,15).

Los factores predisponentes que se han observado en estos-
pacientes son: Sudoracién excesiva, falta de higiene, obe-
sidad, desnutricién, embarazo, uso excesivo de antibiéti--

cos y/o esteroides y en leucemias (6,14,18).

Otra levadura lipofflica es P. ovale, a la cual se le ha -
relacionado con la dermatitis seborréica (2,4,19). Es una
enfermedad inflamatoria crdnica de la piel, en la cual se-
observan escamas secas o grasosas amarillentas, que pueden
producir placas costrosas, eritematosas, de forma y tamaiio

irregular. GCeneralmente se originan en cuero cabelludo, -



pueden infectar pérpados, surco nasolabial, labios, orejas,
4rea external, axila, ingle y pliegues interglGteos (2,9,-
20). Algunos investigadores consideran a P. orbiculare y-
P. ovale como una sola especie y debido a su estadio dife
rente de su ciclo celular y algunos factores predisponen--
tes, la levadura cambia de sapréfito (P. ovale), a urna fa-
se pat6gena (P. orbiculare) (4,7,9). Ademis, cuando se -
cultivan células epiteliales de pacientes con pitiriasis -
versicolor y dermatitis seborréica en medios de cultivo -
adicionados con 4cidos grasos de 12 a 24 carbonos, y se in
cuban a 37°C, producen colonias cremosas similares macros-

cbpicamente (2,10,12).

Los estudios de investigaciédn que apoyan la idca de que -

P. orbicularec y P. ovale es una misma especie de levaduras

son los siguientes: Faergemann y Torsten, mediante infec--
ciones experimentales en conejos y humanos bajo oclusién -

con P. orbiculare y P. ovale obtuvieron lesiones similares

a las establecidas clinicamente en pitiriasis versicolor -

(7).

Mazzaro-Porro y colaboradores, obtuvieron in vitro hifas -

idénticas en ambas levaduras, (P. orbiculare y P. ovale) -

en un medio enriquecido con una mezcla de colesterol y és-

teres de colesterol (21).



Faergemann también logré obtener in vitro hifas idénticas-
en ambas levaduras incubindolas en estrato cérnco de célu—

las epiteliales con un medio ambiente de CO, elevado (8).

2
Sin embargo, también existcn estudios para pensar que son-
dos especics de levaduras diferentes como son los realiza-
dos mediante microscopia éptica y electrbnica, en los cua-
les se observd que P. orbiculare es una levadura esférica-
que mide de 3 a 6 micras de difmetro y se reproduce por ge
macién sobrec una base estrecha ¥ en ocasiones se pueden ob
servar de 2 a 4 levaduras en forma de collarete y tiene -
fragmentos cortos de hifas cuando estl infectando, en cam-
bio P. ovale es una levadura oval o cilindrica, mide de 2-
a3 x 4 a5 micras, se reproduce por gemacién sobre una ba
se ancha (2) y cuarndo se aisla de la piel, no prescnta fi-
lamentos. Ademfs, sc¢ ha observado que P. orbiculare sola-
mente tienc 3 mitocondrias, en tanto que P. ovale posee 23

mitocondrias por célula (2,10).

Dorn y Roehrer produjeron hifas in vitro de P. orbiculare,
pero no de P. ovale adicionando al medio de cultivo glici-

na (22).

Mediante estudios inmunolégicos realizados por Tanaka e -
Imamura, por medio de la técnica de Ouchterlony y de inmu-

nofluorescencia, observaron que P. orbiculare, P. ovale -



comparten fracciones antigénicas idénticas (11).

No obstante 1los anteccdentes descritos gue apoyan uno y -
otro postulado, continfia la controversia de si se trata de
una o dos especies difcrentes de levaduras P. orbiculare y
P. ovale. Por lo tanto, se considera de importancia el -
anflisis de los extractos de ambas levaduras, por fraccio-
namiento en cromatograffa de filtracién, electroforesis e-

inmunodifusién.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Pityrosporum orbiculare es el agente etiolbégico de la piti

riasis versicolor y Pityrosporum ovalc, estd relacionado -

con la dermatitis seborreica, pero no se ha determinado -
con precisién si realmente son dos especies de levaduras -
diferentes o se trata de una sola en diferente estadio de-

su ciclo celular.



HIPOTESIS

Las fracciones de los extractos levaduriformes de Pityros-

porum orbiculare y Pityrosporum ovale tienen diferente con

portamiento inmunoldgico y electroforético.



OBJETIVOS DE LA TESIS.

1. Obtener extractos de levaduras de Pityrosporum orbicu-

lare y de Pityrosporum ovale.

2. Decterminar su antigenicidad.
3. Fraccionar los extractos levaduriformes.
4. Analizar el comportamiento electroforético de los ex--

tractos levaduriformes y de sus fracciones.
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MATERIAL Y METODOS.

Se obtuvieron levaduras de tres grupos de 10 individuos ca
da uno. E1 grupo 1 (PV) lo integraron pacientes con piti-
riasis versicolor, cuyo agente causal es P. orbiculare. El
Grdpo 2 (DS) incluyd a pacientes con dermatitis seborrei--
ca, que se asocia con P. ovale. El grupo 3 (SS) fué de -
personal de laboratorio clinicamente sano, a ellos se les-
aisl6é un hongo similar a P. orbiculare. El1 50% de cada -
grupo fueron mujeres y el 50% hombres, con edades promedio

+ - . .
de 20 - 3 afios y pertenccfan a diversos estratos sociales.

Los pacientes fucron diagnosticados en el servicio de Con-
sulta Externa del Instituto Dermatolfgico de Guadalajara,-
Jalisco y no presentaron alguna patologia agregada, ni es-

taban bajo tratamiento.
OBTENCION DE LEVADURAS.

De las lesiones de los pacientes y de un brazo de los indi
viduos sanos, se obtuvieron células epiteliales por medio-
de un raspado con dos portaobjetos estériles. Con ura par-
te de la muestra se realizd el diagnfstico micolégico, se-
ghn el método de Ajello (23), para lo cual se depositd so-
bre un portaobjetos una porcién de la muestra y se agrega-

ron 20 mcl de KOH al 10%. Se colocé un cubreobjetos y se-
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calentd§ por 5 seg. en la flama del mechero. Se observa--
ron los microorganismos al microscopio de luz, con el obje

tivo 40x.

Ademis, se rcalizé la tincién de 4cido perybdico de Schiff
(24). Que consistifé bisicamente en fijar otra parte de la
muestra con alblmina de Meyer en un portaobjetos y se lavd
con agua de la lluvc.b Se colocé en 4cido perybdico al 1%-
durante 5 min y se lavé. Se pasbé al rcactio de Schiff - -
(fucsina bfsica al 0.5%) por 20 min y se lavd. Se contras
té con hematoxilina al 0.5% y se lavé. Se pasé por tres -
bafios de alcohol (50,70 y 100%) y uno de xilol. Sc cubrie
ron con resina sintética y con cubrecobjetos para observar-

sc en microscopfa de luz, con el objetivo 100x.

En ambos procedimientos P. orbiculare sec¢ obscrvé en forma-
de racimos de levaduras esféricas y fragmentos cortos de -
hifas, en tanto que P. ovale como levaduras ovales o en -

forma de botella.
CULTIVO DE LEVADURAS.

Una vez observados y caracterizados los hongos P. orbicula
re y P. ovale, se procedid a sembrarlos en tubos para cul-
tivo que contenian 12 m1 de agar micobiotic (Difco). So--

bre el agar se depositaron 0.5 ml de aceite de oliva esté-
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ril, ya aplicadas las muestras. Los tubos se incubaron -

con una inclinacién de 30° durante 8 dfas a 37°C.

PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Las levaduras de cada individuo fueron resembradas en 20 -
cajas de Petri en agar mycobiotic y aceite de oliva, sc -
incubaron por 72 hrs a 37°C. Al cabo de este tiempo, las-
levaduras de las 200 cajas correspondientes a los 10 inte-
grantes de cada grupo, sc juntaron en un pool. As{ se ob--
tuvieron 50 ml de levaduras concentradas y se procedié a -
la extraccién antigénica. Para ello sc tomb como referen-
cia el método de Sohnle y Collins-Lech (25), que consistid
en lavar las levaduras tres veces con 100 ml de solucién -
salina estéril al 0.85%. A contiruacidn se extrajo con -

acetona el exceso dc aceite.

En condiciones de esterilidad, el paquete de levaduras se-
triturd en un mortero de porcelana con fragmentos de vi---
drio. E1 triturado se resuspendid en 100 ml de buffer sa-
lina fosfatos, 0.1 M pH 7.4 estéril (BSF) y se puso en agi
tacién constante durante 24 hrs a 4°C. Se centrifugbd a -
600 g durante 30 min. EIl sobrenadante fué centrifugado a-
3000 g durante 50 min. Con el sobrenadante se repitié la-
centrifugacién a 3000 g. El sobrenadante se dializ6 a -

4°C contra BSF durante 24 hrs. Esta operacién se repitié-
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en tres ocasiones. El dializado se concentrb por filtra--
cibn en amicén, con presién de nitrégeno, hasta un volumen
de 5 ml. Al concentrado se le hicieron pruebas de esteri-
lidad por filtracién en millipore de 0.22 micras y por cul
tivos microbiolégicos en caldo-cerebro-corazén (Bioxdn), -
agar-dextrosa-Sabouraud (Biox4n) y agar mycobiotic (Difco)
Los cultivos se hicieron por duplicado y se incubaron a 28
y 37°C respectivamente por 10 dias. Se determinaron ade-
mis los contenidos dec¢ proteinas por el método de¢ Lowry - -
(26) y carbohidratos por ¢l método de Morris (27). Los ex
tractos se almacenaron en congelacién a -20°C hasta su uti

lizacién.

PRUEBAS DE INMUNOGENOCIDAD.

Se inmunizaron intramuscularmente tres conejos Nueva Zelan
da de 2.5 Kg 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 completo de Freund's - -
(Sigma). A cada conejo se le aplicd un extracto en 4 do--

sis, una cada semana.

A la quinta semana de iniciada la inmunizacién, se obtuvo-
suero de cada conejo y se probé la presencia de anticuer--
pos. Para ello se utilizé la prueba de doble difusibn de-

Quchterlony (28,29), que consistié en preparar tres cajas-
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de Petri de 60 mm de didmetro, con 5 ml de agarosa al 15-
y 0.2% de azida de sodio. Se dejaron gelificar y se hi--
cieron 7 perforaciones con sacabocados. Una central 6 pe
riféricas. En el centro se depositaron 20 mcl del anti--
sucro de conejo correspondiente y en la periferia 20 mcl-
de cada extracto. Las cajas se incubaron en cémara hame-
da por 24 hrs a temperatura ambiente. Al cabo de este -
tiempo se observaron las bandas de precipitacién respecti

vas.

CROMATOGRAFIA

Las fracciones de los tres extractos antigénicos se reali-
zaron en columna para cromatograffa de filtracién de 25 X-
400 mm. Como soporte se utilizd sephadex G - 100 (Pharma-
cia Chemical UB Uppsala Sweden) y se eluyd con BSF. Las -
muestras de cada extracto consistentes de 3 mg de protei--
nas y 2.7 mg de carbohidratos disueltos en 2 ml de BSF, se
colocaron en la parte superior de la columna y de inmedia-
to se eluyé con BSF. Las fracciones se colectaron en voll
menes de 2 ml por tubo, con un flujo de 3 gotas por min,

en un colector automético (L K B Ultorac 7000). Los eluen
tes fueron lefdos a 280 nm en un espectrofotémetro (PMQ 3-
Carl Zeiss) (30,31). A cada una de las fracciones que die
ron lectura, se les rea1126 la prueba de inmunodifusibn, -

con los anticuerpos de conejo.
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ELECTROFORESIS

Para determinar el comportamiento electroforético y los -
resos moleculares  (P.M.) de los componentes de los extrac-
tos y de sus.fracciones, se hizo electroforesis en gel de-
poliacrilamida a lua que se le agregd detergente anidnico -
dodecyl sulfato de sodio (DSS) (32,33,34). La cémara para
electroforesis que se utilizé fué similar a la descrita -
por Ornstein y Davis (35). Los tubos de acrilamida-DSS -

con gradicntes de concentracién 7,10 y 13% se prepararon -

en tubos de vidrio de 12 ¢m de largo por 0.5 cm dec didme-

tro. La suspensibn quc se colocéd primero fué la del 13%,

después lu del 10% y finalmente la del 7%. La concentra--
cibn del 13% sec preparb mezclando 8.7 ml de suspensién - -
stock de poliacrilamida, la cual contenia (9 gr de acrila-
mida y 0.45 gr de bisacrilamida en 30 nl de buffer trizma-
base 1.5 M pH 8.8); 5 ml de buffer trizma base, 0.2 ml de-
PSS (Sigma) al 10%; 0.03 ml de N,N,N'N'~ tetrametil-etilen
diamina (TEMED-Sigma); 0.03 ml de persulfato de amonio - -
(Sigma) al 10% y 6 ml de agua destilada. Para las suspen-
siones al 10 y 7% se tomaron 6.7 y 4.7 ml de la suspensién
stock de acrilamida y 8 y 10 ml de agua respectivamente. -
Después de colocar la suspensién al 7%, se llenaron los -
tubos con agua destilada y se dejaron gelificar a tempera-
tura ambiente. Los tubos con los geles se colocaron en la

cémara de electroforesis (HAAKE BUCHLER). En los recipien
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tes superior e inferior se colocé buffer de corrimiento -
PH 8.3, el cual se prepard mezclando 3 gr de trizma base,-
14.4 gr de glicina (Sigma G-7126), 1 gr de DSS y se aforb-
a 1000 ml de agua destilada. Los extractos antigénicos -
conteniendo 0.4 mg de protefnas y 0.36 mg de carbohidratos
en 0.2 ml de BSF, se mezclaron con 0.2 ml de buffer de - -
muestra, que se prepar$ de la siguiente manera: 1 ml de bu
ffer trizma pH 6.8, 0.8 ml de glicerina; 1.6 ml de DSS al-
10%; 0.4 ml de 2-mercaptoetanol (Sigma); 0.2 ml de rojo de

fenol al 0.05% (Sigma) y 4 ml de agua destilada.

Como marcadores de P.M. se utilizaron las siguientes pro--
tefnas: Lisozima con P.M. de 14 000, Anhidrasa carbbnica -
de P.M. 29 000, Albﬁmina de huevo de P.M. 45 000 y Albdmi-
na bovina de 66 000 daltons. Sc emplearon 0.02 ml de una-
solucién que contenfa 0.04 mg/ml de cada protefna y se mez
claron con 0.02 ml del mismo buffer de las muestras. Pos-
teriormente se colocarcn en la parte superior de los geles
0.2 ml de los extractos y 0.02 ml de los marcadores de pe-

sos moleculares, tratados con buffer de muestra.

El corrimiento de la electroforesis se realizé a temperatu
ra ambiente durante S hrs con un voltaje de 100 volts y -
200 mA. Finalmente, los geles se removieron de los tubos-
de vidrio para realizar el revelado de las bandas por tin-

cién de amidoblack(Merck) al 0.5% durante S min. A conti-



nuacién se pasaron
10 partes de 4cido
soluto y 65 partes

cambié diariamente

17

a una solucién decolorante que contenia
acético glacial, 25 partes de etanol ab
de agua destilada. Esta solucibn se -

durante 8 dias.
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RESULTAROS

Determinacién de protefnas y carbohidratos. En la tabla 1-

se observa que la concentracidn de protefnas y carbohidra-
tos del extracto de levaduras de pacientes con pitiriasis-
versicolor (PV) fué mayor que en pacientes con dermatitis-

seborréica (DS) y sujetos sanos (SS).

Doble difusién de Quchterlony. En la figura 1 se muestran-

las bandas de precipitacidén formadas al reaccionar los ex-
tractos antigénicos con los correspondientes antisucros.
En A sc observa que el extracto de PV en presencia de su -
antisuero presentd 4 bandas de precipitacién. Dos de - -
ellas las comparten por identidad con los extractos de DS-
y SS. Ademis el anti-PV dié una banda adicional de preci
pitacién con DS y SS que no son idénticas entre si, ni con
PV.

En B el extracto de DS en presencia de su antisuero presen
t6 4 bandas de precipitacién. Una de ellas did identidad-
con 165 extractos de PV y SS. El anti-DS dié una banda de
precipitacién adicional con PV que no fué idéntica a DS.
En C el extracto de S$S reacciond con su antisuero y presen
té 3 bandas de precipitacibén. Una de ellas fué idéntica a

PV y DS, otra di6é identidad con PV.
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TABLA No. 1

Determinacioncs de proteinas y carbohidratos en los extrac-

tos de levaduras de P. orbiculare y P. ovale.

Extractos Protefnas mg/ml Carbohidratos mg/ml
PV 2.0 1.8
DS 1.5 0.5

SS 1.3 0.9
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A) anti-PV B) anti-DS

CA
e

C) anti-SS

Fig. 1. Inmunodifusidn entre los extractos de SS(Z)' pv(3) y
os'®) contra sus respectivos antisueros obtenidos de
conejos. En el pozo 1 de A, B y C se colocS anti-PV,
anti-DS y anti-SS respectivamente,
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Cromatografia. En la figura 2 se muestra el producto del-

fraccionamiento cromatogrifico (Sephadex G-100) de los ex-
tractos de levaduras de PV, DS y SS. Se observd una frac-
c¢ibn de cada uno de ellos. La concentraciédn de proteinas-
y carbohidratos de mayor a menor fue DS, SS y PV, segin se

observa en la tabla 2.

Electroforesis. En la fugura 3 se presenta la distribucién

electroforética de las bandas de precipitacién de los com-
ponertes de los extractos PV, DS, SS y de sus fracciones -
cromatogrificas, asi como sus pesos moleculares (PM) apro-
ximados en relacibén con las proteinas de PM conocidos que-

se utilizaron como marcadores dc¢ referencia.

El extracto dec PV presentdé 10 bandas de precipitacién a -
las que les corresponden los PM>66(2),66,47,44,43,31,30,
28 y 27 Kd. Su fraccidn cromatogrifica mostré 4 bandas con

PM de 30,28,27 y 26 Kd.

El extracto de DS present$ 4 bandas con los siguientes PM-
64,63,42 y 16 Kd. Su fraccibén cromatogréfica tuvo 2 ban--
das con PM de 42 y 16 Kd.

Por su parte, el extracto de SS dié 7 bandas de precipita-
cién con PM de 66,65,48,44,43,41 y 17 Kd. Su fraccién cTo
matogrifica mostrSé 7 bandas con PM 42,41,32,31,29,28 y 16
Kd.
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2~ Fraccionamiento por Cromatografic en Sephadex 6-100
de los extractos de levaduras.

DS
PV
SS



TABLA No. 2

Determinacidén de protefnas y carbohidratos en las {raccio-

nes de leos extractos de levaduras de P. orbiculare y P, -

Ovale obtenidos por cromatografia cn sephadex G-100.

Fraccioncs Prot. totalcs mg/ml Carboh. totales mg/ml
Py 1.0 0.0
Ds 2.1 1.7
SSs 1.5 0.7
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Electroforesis er disco de gel de poli-
acrilamida. 1) Marcadores de PM (AlbGmi
na bovina 66 Kd, Albdmina de huevo 45
Kd, Anhidrasa carbdnica 29 Kd y Lizosi-
ma 14 Kd. 2) Extracto de PV 3) Frac--
cién de PV 4) Extracto de DS 5) Frac--
cién de DS 6) Extracto de SS y 7) Frac
cién de SS. Teflidos con negro amido al
0.5%.
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Inmunodifusién de fracciones cromatogrificas. En la figu-

ra2 } se muestran las bandas de doble difusién cntre los -
sueros dec concjos anti-PV, DS y SS, contra las fraccioncs

cromatogrificas de los extractos correspondientes.

En A sc obscrva que el sucro de arnti-PV¥ did una banda de-
precipitacién con la fraccidn PV, auc tuvo lidentidad con-
su extracto con ei DS v con SS. As{ mismo dib banda de -
precipitacién idéntica con FSS. [n cambio, no hubo recac-

cién con la fracciédn IDS.

Fn B el sucro anti-DS recacciond con las fracciones de los
extractos PV y SS, con una banda de identidad entre si v-

con una banaa de los extractos no fraccionados.

En € el sucro de anti-SS did una banda de precipitacién -
con FSS y con FPV. las cuales son idénticas entre si v -
con una de las bandas de SS, PV y DS, sin embargo no sc -

obscrvd rcaccibédn con FDS.
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A) anti-PV B) anti-DS

C) anti-SS

Fig. 4. Doble difusidn de Ouchterlony en las fracciones cro-
matogrdficas de PV, DS y SS contra sus respectivos -
antisueros obtenidos en conejos. En el pozo 1 de A,
By C se colocd el anti-PV, anti-DS y anti-SS respec
tivamente. Extracto de PV(Z) fraccibn de PV(S)’ frac
cidén de DS(4)’ extracto de DS(S) fraccidn de SS(G) y
extracto de SS(7)’
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DISCUSION

El anilisis de los extractos antigénicos de las levaduras
provenicntes de paclentes con PV, DS v SS, por cl método-
de doblc difusibn rcalizados entrc los extractos comple--
tos ¥ los antisucros cspecificos obtenidos de concjos, -
mostrd que cxisten dos antigenos que comparten las tres -
cepas de levaduras, puesto que sc cncontrd identidad en- -
tre ellas cuundo sc¢ probaron con el suero anti-PV. Pero-
ademds se observaron algunas bandas particulares en cada-
extracto, que no presentaron identidad. FEn cambio, cuan-
do los extractos sc probaron con anti-DS, sbélo tuviecron -
una banda de identidad los tres extractos. Al probar con
anti-55, PV y 8S dicron dos bandas de identidad entre si,
v s6lo tuvicron identidad con una banda de DS. Estos da-
tos sugicren que a nivel del extracto crudo existen pro--
teinas quc comparten las tres cepas, lo cuual no es de ex-
traflarse, si sc tienc en cuenta que todas ellus forman -
parte del género Pityrosporum. Por otra parte, cl que se
encuentren proteinas especi{ficas en cada uno de los ex---
tractos, seflala que existen componentes que en un momento
dado podrfan influir en la manifestacidn de la identidad-
clinica con la que sc relaciona cada levadura; por ejem--
plo P. orbiculare cuando es patégena es el agente causal-
de la Pitiriasis versicolor. Esta misma levadura como -

sapréfita se encuentra en S5. Por su parte P. ovale f(ini-



camente sc ha obscrvado como patbésena asociada con DS.

Asimismo, por electroforcsis se observd que los extractos
tuvieron patrones de corrimiento diferente y sélo hubo -
coincidencia en algunas bandas, en relacibdr con su peso -
molecular. Estos podrian tener reclacidn con el resultado
de la doble difusibébn en la que se encontraron similitudes

y diferencias entre los extractos PV, DS v SS.

Al realizar el fraccionamiento cromatogrifico de los ex--
tractos sc¢ obtuvo una fraccidén de cada uno. Estas frac--
ciones tuvieron ur patrén electroforético diferente y sé-
lo coincidieron en alguna de las bandas. Al probar por -
doble difusibn su actividad antigénica, con los tres anti
sueros sc cncontrd que las fracciones PV y SS mostraron -
una banda de identidad entre si y con una de los tres ex-
tractos. En cambio FDS no did bandas de precipitacién -
con su propio antisuero ni con los de PV y SS. Probable-
mente al realizar el fraccionamiento del extracto DS, los
componentes antigénicos quedaron retenidos en la columna-
y debido a ello no aparecieron en el patrdén electroforéti
co correspondiente y por consiguiente, tampoco reacclona-

ron en la prueba de inmunodifusién.

Por lo anterior se puede sefialar que P. orbiculare y - -

P. ovale son dos levaduras de especies diferentes, puesto



quc morfolégicamente presentan diferencias (10-12), se re
lacionan con dos padecimientos cuyas manifestaciones cli-
nicas son perfectamente diferenciables (1,2,4,13,14,15, -
19) y mis aln, cn este trabajo sbélo sc observé a P. orbi-

cularc como sapréfito en individuos normales.

Por otro lado, cl contenido dec protcinas v carbohidratos-
cntre los extractos PV y DS fucron diferentes, el corri--
micnto clectroforético tanto de los extractos como de las
fracciones cromatogrdficas no fucron iguales y mostraron-
ademfs diferencias por doble difusibén. Todos estos datos
estin de acucrdo con los trabajos aquc scfialan que sc tra-
ta de dos levaduras diferentes (l10-12). En cambio, la -
cvidencia que sc ticne en cste trabajo de que sc trata de
1a misma lcvadura como también sc ha informado ¢n otros -
cstudios (2,7,8,21), es cl hecho de que sc encontraron -
dos bandas de identidad entre les componentes antigénicos
de PV y DS, ésto es comprensible debido a auc correspon--
dern al mismo géncro de levaduras, por lo que sc considera
poco relevante cste hecho y cs mis importante tomar en -
cucnta las difercncias quec presentan ambas levaduras y su

relacién con el comportamiento patogénico.
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CONCLUSION

Por los resultados de inmunodifusién y corrimiento electro

forético de los extractos de Pityrosporum orbiculare y -

P. ovale y de sus respectivas fracciones, se concluye que

sc trata de dos espccies de levaduras diferentes.
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