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INTRODUCCION. 

Entr e los hongo ~ patógenos para el hombre se encuentran 

algu no s del género Pityrosporum qu e incluye a l as levadu-

ra s lipofílica s f. orbiculare y P. ovale . La primera es 

el agente causal de pitiriasis versicolor [1 -11) y a la 

seg und a se le relaciona con la dermatitis seborreica [12, 

13). Aunque ambos mi coo rganismos participan e n dif e r e n tes 

e ntidad es clínicas, algunos investigadores [14-19] consi 

deran qu e se trata de la mi sma especie d e levadura, que 

difiere morfológica mente debido al estadio del ciclo celu 

lar en que se e ncuentr a y que por factores no precisados 

cambia su morfología de levadura oval o esférica [P. ova

~] a r ac imos de lev ad uras redondas y f ra gme n tos cortos 

d e hifa s [f. orbiculare] . En cambio otros autores seña.lan 

qu e son dos espec ies difer e ntes [ 20 -24 ). 

Por la co ntrov e r sia que existe re s pecto a si es un a o s on 

dos especies de leva duras . En este traba]o se estudiaron 

la s caracte rí s ti c a s a ntigénicas d e P . orbiculare y f . ova 

~ para sa ber si a niv e l inmunológico e xisten similitudes 

o dif e r e ncia s e ntre a mbas. Para e llo se obt uvieron extrae 

to s de f. orbi c ularc y f. ovale lo s c ua l es se [ rc1ccio na-

ro n por c romato grafí a de fi ltració n y se a nalizaro n por 
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electroforesis e inmunodifusión . Además con los extractos 

s e realizaron pru e bas intrad~rmicAs de hipersensibilidad 

retardada en pacientes con pitiriasis versicolor, dermati 

tis seborreica y en individuos clínicamente sanos . 
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ANT ECE DENTES. 

El gé n ero Pityrosporum co mpr e nd e tres especies d e levadu

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

primeras so n l ipofi li cas y saprófitas de la piel hum a n a 

norm a l , en tanto que f. p ac hydermati s no r e qui ere d e 

ácidos g r asos para s u crecimiento, pero también forma p a~ 

te d e la f lor a cutánea n or mal [ 23 ,2 5 ,26, 38 ). 

En 1 89 1 Unn a [1 2 ) obse rvó mic roscópicame nt e a P. ovale, 

co mo levadura e n forma de bo te ll a en la s descamaciones 

d el cuero cabell udo [Fi g ur a 1) . En l a act ua lid a d se l e re 

l acio n a co n dermatitis se borr eica [F ig ur a 2 ]. Este es un 

p a d ecimi e nt o inflamatorio c róni co d e l a piel qu e frecuen

temente tien e su origen e n e l c u ero ca bel ludo, de a hí se 

propaga a las regiones su prao rbitarias , párpado s , s urco 

nasolabial, l abios, orejas, área esternal , axilas , ingl e 

y pliegues inte r g lú teos. La e nf er me dad se ca ra cteriza por 

presentar escamas secas o húmed as qu e aparece n como placas 

cos tro sas , erite matosas , a ma rille nt as , d e diversas formas 

y tamafios; co n cierto grado d e prurito. Pueden presentarse 

remisiones o exacer bacio n es . Es frecuente qu e la erupción 

se mantenga localizada en zonas especificas co mo e l cuero 

cabel ludo, orejas o r egió n esternal [7,1 2,13,2 1). 
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figura l. Pityrosporum ovale e n ccl ul as epiteliales 

aisladas de pac ie n t es c o n d e rmati t i s se borr e ica y 

tciiida s co n e l 5cido pery ódi co d e Sc h i ff [ AP S ]. 



l•'i g u1·;1 L. . 1J c r111 <1L i . t.i. s sebo 1· 1·c i. c;J . Co.s 

trs lfi c tP <I e n l a qu e se ohs c r vél n ·1a s 

p.l.a cas costrosas que r ec ubr e n eJ. cuc 

ro ca bell ud o dc .l. J. ac t: a nt c . 
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No obstante lo anterior, algunos autores no está n de acuer 

do en qu e f. ovale tenga un pap el patóge no y l a consideran 

como un hongo exclusivamente sa pró fi to [ 13, 23 , 27 , 35 ] . 

La otra levadura lipofílica f . orbiculare [Figura 3], es 

e l agente e tiol ógico de pit iriasis versicolor. Microscópi 

camente se observa e n for ma de racimos de levaduras esfé 

ricas y fragmentos cortos de hif as [1 - 11]. Esta micosis 

superficial fué cl escr ·i. ta por Eickste <lt e n 1846 y Sluyter 

en 1847, quiene s la d eno minar o n pitiriasis versico l or . Es 

to s autores sugiriero n que la etio l ogía de las 

era de origen mi cótico ll,3,5,7,10,21J. 

les ion es 

En 18 53 Rob in [ 3 ] nombró al agente et ioló gico de pitiria-

sis versicol or co mo Microsporum furfur por la t extu ra 

furfurácea de las células epiteliales en descamación. Es-

ta de nomi nación dejó de e mpl earse debido a que el nombre 

M i c r o s p o r u m y a h u h í <.l s i_ d o d e s i. g n a el o 1 O a ii o s a n t e s p o r G r ~ 

by [7] para el Mi c ro s porum audo uini que es el age n te et iQ 

lógic o de la tiña má s común de Francia, por lo que en 1889 

Baillo n [5] denominó a Microsporum fu rfur co mo Mala ssezia 

furf ur [1, 21 ] . 

En 1951 Gordon [3] fué el primero e n aislar por cultivo 



Fig u ra J . P. o r bic u lare e n c~l u las epite l ia l es ais l a 

d as d e pacie nt es co n pit i ri asis versico l or . 

c on e l 5ci d o p e r y6 di co d e Sc h iff [ APS ] . 

Te ñid as 
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microb].o l ógi.co un microo r ga nismo csf6rico y ge ma nt e d e 

las le s io nes d e paciente s co n pitiria s is ver s icolor y d e 

c6lulas epitelia l es e n desca mació n d e s ujetos c l í n ica m e~ 

te s a nos, al c ua l llamó Pity r osp o r um o rb ic ula r e y qu e p r~ 

viame n te se l e co no c ía como Mala ssez ia · f urf u r [ 3-5,7 ,1 0, 

20 , 21]. 

En los sujetos sanos P . orbic ul are se ais l a d e las reg i~ 

nes retroa u ric ular y de l toi d ea , me d ia n te un raspa d o d e 

las c6l u las epite l iales. Al micro s co pio [ Figura 4 ] se o b 

serva n escasas levad u ra s , a i sladas , r e d ondas , de 3 a 6 mi 

e ra s d e diá me tro f9 , ll , 14 ,1 9 , 20 , 3 1 l. Por co ndi c io nes a Gn 

de sco no c ida s P . or b i.c u l a r e se agrupn e n raci mo s d e l e vadu 

ra s y fr ag me n t os co rt o s de h ifa s [d imorf is mo ], q ue es la 

for ma patógena qu e pro d uce pitirias i s ver s icolor [ tiña . ve~ 

s ico l or]. Es t a enfermedad e s una mi cos i s s uperficia l cr~ 

ni ca d e l es trato c órneo d e l a e pid e rm is , [Fi g ura 5 ] . Su 

di s tribu c ió n es cosmopolita , se observa má s frecue n te me n 

te e n c l i mas tropi ca l es y s ub tropi ca l es . Clí n ica me nt e se 

ma nifiesta como placas i r r e g u lar es , ai s l adas o a g r u pa d as , 

de sca mativas , c rit e matosas o lt i popig me n tada s d e a h í su 

nom br e d e vc r s l colo r LFig u ra 6 J . En ocasio nes pr ese n ta i n 

f l amación o pr urito . Se loca l iza prin c i pa lm e n t e e n 

rax , c u e llo o b ra zos f l-8 , 10 , 20 , 27 , 28 1 . 

e l tó 



Fi g ura 4 . Pity r os por um orb ic ulare e n c~ lulas epite l i~ 

l es d e s uj etos c lín icame n te sa nos. Teílidas con e l ~ci 

d o peryó dic o de Sc hiff [AP S ]. 



Fi gura 5 . P . or biculare e n el es t rato cor 

neo de la epide rmis . Tin c ión del §ci do p e~ 

yód ico d e Schiff [ AP S ]. 



Fi g ur a 6 . Pi tiriasis versicolor . Pl a 

cas fu rfu raceas i r reg ul ares , h i po pi& 

me n tadas , ais l a das y ag rup adas . 
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P . orbiculare s u e l e afectar a l os ad ultos jóv e nes, e n la 

pubertad y edad me di a . Al parecer esta distribución de 

e d a de s se corr elacio na con la excreció n d e grasa y con la 

ca n t id ad de l os lípidos d e la piel, ya que estas s usta n 

cías a um enta n marcada me nte e n la pubertad y a lc anza n s u 

máximo e ntr e l os 16 y 40 años . Otras caracter í st i cas que 

influyen e n el esta bl eci mi e nt o d e l a enferme da d son la 

transpiración a bund a nte y el n o bañarse co n frecue ncia 

(4, 9 , 19 , 20 , 30 - 32] . 

Los factores que predisponen a l os s uj etos a esta mi cosis 

s on: acumula ció n de gl ucógeno extrace lular , infecciones 

c róni cas , e mb arazo , obesidad, l e uce mi a, arterioesc l erosis 

a d ministració n excesiva d e antibióticos y/o es t eroides , 

d es nutric ión y s uscepti bi li da d genética (14,31,33 , 3 4 ] . -

Al g un os in vestiga do res co nsider a n a f. orbiculare y P. 

o v a l e como un a sola especie , en diferente estadio de su 

c i clo ce lular y que por fac t ores desco nocidos la l eva dura 

cambia d e saprófita [f . ovale] a su fase patóge na [f . 

orbiculare J (1 4-19). Ad e má s , c ua ndo se siembr a n cé lul as 

e pitelia l es de pacie nt es co n pit iriasis versicolor y d e r 

matitis seborreica e n medios de c ul tivo a d iciona do s d e 

ácidos grasos de 1 2 a 24 carbo nos y se incuban a 31ºc , 
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prod uce n colonias cremosas s imilares macrosc óp icamente 

[3-8,20 , 32 ]. 

Entr e las i nv estigacio nes que apoya n la idea de que P. 

orbiculare y f. ovale es la misma espec i e de levadura se 

e n c uentran la s sig uiente s : 

Faergemann y Tor s ten, me diante infeccio nes ex perime ntales 

e n co nejos y huma nos , con E_. orbiculare y f. ovale , o btu

vieron lesiones simil a r es a l as esta bl ecidas c l í n icame nt e 

e n pitiriasis versicolor [10, 27] . 

Naz zaro-Porro y co lab oradores , obtuvieron in vitre hifas 

idé nt icas de P. orbic ulare y f . ovale e n medio d e c ultivo 

e n r i q u e e i d o e o n u n a me z e 1 a d e e o 1 e s t e r o 1 y é s t e r es d e e.o -

lesterol [16] . 

Fa erge man n tambi é n lo gró obtener in vitro hifas idé n ticas 

de a mb as l e vadur as inc ub ándolas e n est rato cór neo de cé lu 

l as , epiteliales, en ambie n te de co2 elevado [1 8,36] . 

Si n e mbargo , ta mb ié n existen estudios qu e s ugier e n que 

so n do s especies de leva du ras d ife r e nte s [1 , 3,12 , 20 , 21,32 

37 ]. Entre e llo s se mencio na qu e me d ia nt e microscopia ó p-
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tica y e l ec trón ica, se observó a P. or biculare en forma 

de fragmentos cortos de hifas y racimos de lev ad uras esf é 

ricas, de 3 a 6 mi cras de diám et ro [1, 3) , 

c ía por gemación sobre una bas e estrec ha , 

qu e se reprod~ 

y e n ocasiones 

se observaron de 2-4 levaduras e n forma de collarete [37) 

En ca mbi o f . ovale, se o bservó co mo una l e vadura oval en 

for ma de botella o cil índ rica de 2-3 x 4-5 mi cras, que se 

reprod ucía también por ge mación, pero so bre una base an 

c h a [1 2 ). Además se ha ob se r va do qu e f . orbiculare ti ene 

3 mitoco nd rias , e n tanto que P. ovale pr ese n ta 23 mi tocon 

drias por célula [ 21,32 , 37) . 

Dorn y Roeh ner [22) c ult ivaron levaduras d e P . orbic ulare 

y f. ova l e en medio de cultivo e nriquec ido con glicina y 

observaro n q ue sólo P . orbicu l are producía hifas . 

Tanaka e Imamura [ 1 5 ), util izaro n anticuerpos contra P . 

orbic ul are y lo s probaron c on la s tres especies de Pity

rospor um. Encontraron qu e f . orbicula r e y f . ovale ca m pa~ 

tían dos antígenos , en tanto que P. orbiculare y P . ~-

c hyd er mati s sólo t enlan l:li mi litud en u n antígeno. 

Ante la· co n troversia de si es un a o son dos levaduras di 

ferentes P . orbic ulare y P . ovale, e l pr esente t ra ba j .o con 
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sistió e n analizar las características antigénicas de P. 

orbiculare y f. ovale . Par a el lo, se obtuvieron extractos 

de P . orbiculare ~f. ovale, los cuales se fraccionaron 

por cromatografía de filtración y se analizaron por elec-

troforesis e inmunodifusión. Ademá s co n los extractos se 

realizaron prueba s i ntr a dérmica s d e hipers e nsibilidad re-

tardada e n pacient es con pitiriasis versicolor, dermati-

tis seborreica y e n individuos clínicamente sanos. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

P . orbiculare es ~l agente etiológico de pitiriasis versi 

color y P . ovale es tá relacionado co n la dermatitis sebo 

rreica, pero no se ha determinado con precisió n si real 

ment e so n dos especies de levad ura s difer entes o se trata 

de una sola en diferente estadio de su ciclo celular . 
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HI POTE SI S . 

P . or bic ulare y .f . o va le di f iere n a n tig~ n ica me nt e . 
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OBJETIVOS. 

1) Obte ner extractos de P . orbicular e y P. ovale. 

2) Determi nar s u a n tige n icidad . 

3) Fraccio n ar l os ext r actos, mediante c r omatografía 

de filtració n e n Se ph adex G- 1 00. 

4) Determi nar a n tige n ic i dad a las fraccio n es . 

5 ) An a l izar elect r o f oré t icame n te l os 

pectivas fraccio nes. 

e xtractos y s u s res 

6) Realizar pr uebas de hipersensibilidad retardada con 

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

con pitiriasis ver s ico l or, der matitis seborreica y en 

individ u os clínicamen te sanos . 
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MATERIAL Y METODOS 

PACIENTES. 

Se est ud iaro n 20 pacientes con pitiriasis versico lor [ P V] 

20 pacientes co n dermatitis se borreica [DS] y co mo testi

gos 20 s ujet os c líni camente sa nos [ SS ]. El 50% d e ca d a 

grupo fueron mujeres y el 50% h o mb res co n e dad es promedio 

de 21 ± 4 años. Pertenecientes a div ersos es tr atos socia 

les. 

Los pacie nt es fueron diagnosticados e n el Servicio de Co n 

s ult a Externa de l Instituto Dermatológico de Guadalajara, 

Jalisco y no presentaron a l guna pa tol ogía asociada , ni es 

taban bajo tratamiento . 

En las Tablas 1, 2 y 3 se d escri b e n la s características 

generales de lo s paci e n tes con PV, DS y SS . La s l e sio nes 

de l a mayoría d e los pacientes co n PV se localizar on e n 

tórax en tanto q u e las l es i ones de los pacientes con DS 

se observaron en ca beza , nariz y ore j as. 
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T/\BT./\ ] . C/\R/\CTERlS TIC/\S GIO: NER/\Lr~S DI•: LO S P/\CIIO: N'l'E S 

CON PI TIRIASIS VERS1COLOR 

LOCJ\LIZACION TIEMPO 
PACIENTE EDAD SEXO OCUPACION DE LAS DE 

LESIONES EVOLUCION 

1 22 F Estudiante Tórax 5 a ños 

2 13 F Estudiante Tórax., cuello 2 años 

3 25 M Comerciante Tórax, cue llo 6 años 

4 20 M Mecánico Tórax 7 meses 

5 21 M Estudiante Tórax 1 año 

6 21 M Repartidor Abdomen, cuello 4 meses 

7 18 F Estudiante Tórax, brazos 8 meses 

8 24 F Empleado Tórax 2 a ños 

9 19 M Chofer Tórax 6 meses 

10 20 F Estudiante Tórax 8 meses 

11 23 F Hogar Tórax 2 años 

12 21 F Estudiante Cuello 6 años 

13 24 M Estudiante Tórax 2 años 

14 14 F Hogar Tórax 1 año 

15 25 F Obrera Tórax , brazos 20 años 

16 17 M Empleado Tórax 1 año 

17 28 M Joyero Tórax 20 años 

18 22 M Estudüintc Tórn x 9 meses 

19 19 M Es tudiante Tórax 8 meses 

20 17 F Obrera Tórax, brazos 4 años 
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TABLA 2 . CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES 

CON DERMATITI S SEBORREI.CA 

LOCALIZACION TIEMPO 
PACIENTE EDAD SEXO OCUPACION DE LAS DE 

LESIONES EVOLUCION 

1 20 F Hogar Cabeza, orejas 7 años 

2 20 M Estudiante Nariz, orejas 1 año 

3 22 M Comerciante Nariz, orejas 3 años 

4 13 F Estudiante Cabeza, cara 6 meses 

5 21 F Maestra Nariz 4 meses 

6 13 F Estudiante Cabeza, orejas 3 años 

7 25 M Campesino Cabeza 6 meses 

8 28 M Médico Nariz, orejas 2 meses 

9 22 M Comerciante Cabeza 3 años 

10 17 M Comerciante Cabeza 1 mes 

11 25 F Modista Nariz, orejas 2 años 

12 16 F Estudiante Cabeza 2 meses 

13 14 M Estudiante Cara 6 meses 

14 27 F Enfermera Cabeza 1 año 

15 28 M Zapatero Cara. 14 años 

16 29 F Obrera Nariz, orejas 3 años 

17 28 M Ing. Agrónomo Cabeza 2 años 

18 18 F Estudiante Nariz, orejas 8 meses 

19 15 F Estudiante Cara, orejas 2 meses 

20 23 M Empleado Nariz, orejas 2 años 
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TABLA 3 . CARACTERIS TICA S GENERALES DE LOS SUJETOS 

CLINICAMENTE SANOS 

SUJETO EDAD SEXO OCUPACION 

1 22 F Estudiante 

2 22 F Est udiante 

3 25 M Es t u d ié.1 n te 

4 25 F Químico 

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 Sec retaria 

1 5 19 F Estudiante 

16 26 M Empleado 

17 25 M Ing. Mee . 

18 23 F Estudiante 

19 22 M Est ud iante 

20 23 F Est udiante 
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OBTENCION DE LAS LEVADURAS. 

Co n objeto d e obtener cé lulas e pitel ial es en des cama c ión, 

a todo s los sujetos estudiados se l es practicó raspado d e 

l a pi e l co n 2 portaobjetos estér iles . A ' los pacientes, d e 

las l esio nes c után eas y a lo s te stigos de la s regiones 

r et ro a uri c ula r y d e lt o idea. 

DIAGNOSTICO MICOLOGICO . 

Para el di ag n óstico mico ló g ico, se d e p osi tó e ntr e porta y 

c ubr eo bj etos una porción de la mu estra y se le agreg~ 

ro n 20 mc l d e KO H a l 10%. Esta pr e pa r ación se calentó por 

5 seg e n la f l a ma d el mec h e r o. Los mi croorganismos se 

observaron al mi crosco p io de luz, co n el objetivo 40X . ·· 

Además , se realizó la ti nció n d e l ácido peryód i co de &:hiff 

[AP S ] [ 3 ). Que consis tió en fijar otra pa rt e d e la muestra 

co n albúmi n a de Me yer e n un portaobj e tos y se lavó co n 

ag u a d e la ll ave . Se colocó en ác ido peryódico al 1 % du 

rante 5 min y se l avó . Se pasó a l reactivo de Sc h iff [ f u~ 

si n a b ásica a l 0.5%) por 20 min y se l avó . Se pasó por 

tres bañ os d e a l co hol [ 50,7 0 y 100%) y un o de xilol . Se 

cu bri ero n co n resi n a si nté tica y co n c ubr eobjetos para o b 
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servarse en microscopio de luz, con el objetivo lOOX . 

Por ambos procedimientos se observaron las formas caracte 

rísticas de P. orbiculare y P. ovale . 

CULTIVO DE LEVADURAS. 

Una vez observados y caracterizados los hongos f . orbicu

lare y f. ovale, se procedió a se mbrarlos en tubos para 

cultivo que contenían 1 2 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 

con una inclinación de 30° durante 8 días 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 37°C. 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 .E...2..2.l · Así se ob 

tuvieron 50 ml de levaduras concentradas y se procedió a 

la extracción antigénica . Para ello se tomó como referen 

cia el método de Sohnle y Collins-Lech [24]; que consistió 
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e n lavar las levaduras tres veces con 100 ml de solución 

salina estéril al 0 . 85% . A co nti nu ac i ó n se· extrajo e l 

exceso de aceite , con acetona. 

En con d iciones de esteri l i dad los paquetes de las l evadu 

r as P. or biculare, f. ova l e d e pacie n tes, y P . or bic ul are 

de los testigos , se trituraron en un mortero de porcelana 

co n frag me nt os de vidrio . El trit u rado se resuspe n dió en 

100 ml de buffer sali na fosfatos , 0 . 1 M pH 7 . 4 estéril 

[ BSF ] y se pu so en agitac i ó n co ns t a n te d uran t e 24 h a 4° 

C. Se ce n trifugó a 600 g d u ra nt e 30 mi n . El sobre nadante 

f u e centrif ugado dos veces a 300 0 g d u ra n te 50 min . El so 

brenadante se dia l izó a 4°C co nt ra BSF durante 24 h . Esta 

operac i ón se repitió en tres ocasiones . El d ializado se 

concentró por fil t ració n e n Amicón , con presión de n itró 

geno , hasta un vo lume n de 5 ml . El concentrado se esteri 

lizó por filtración e n Millipore de 0 . 22 micras y la co n 

fir mación de l a esterilidad se h izo por cultivos microbio 

lógicos e n Ca l do-Cere bro-Coraz ón [Bioxón ] , Agar-Dextrosa 

Sabouraud [Bioxón] y Agar Mycobiotic [Difco] . Los culti 

vos se h icieron po r du plicado y se inc u baro n a 28 y 37°C 

respectivamente por 10 días. Se determinaron además los 

co nt e nidos d e proteí nas por el método de Low r y (4 1] y car 

bo h idratos po r el método de Mo r ris [42] . Los extractos se 



20 

almacenaron en congelación a -20°C has ta su utili zaci ón. 

PRUEBAS DE INMUNOGENICIDAD . 

Se inmunizaron intramuscularmente tr es conejos Nuev a Ze 

l an da d e 2.5 K de peso, co n 0.5 ml de BSF qu e contenía 1 

mg de proteína s y 0.9 mg de carbohidratos. Los antígenos 

se mezclaron con 0 . 5 ml de a dyuvante co mpl eto de Freund 

[ Sigma]. A los co ne jo s se l es a plicaron 4 do s i s , 

se mana , del extracto corres po ndi e nt e . 

una por 

A l a quinta se mana d e iniciada l a i nmunizació n , se obtuvo 

suero de cada co nej o y se probó la pr e s e ncia de anticuer 

pos . Para el lo se util izó l a prueba de doble difusión de 

Ouchterlony [43,44] , que consistió en pr e parar tr es ca jas 

d e Petri de 60 mm de diámetro , con 5 ml de agarosa al 1% 

y 0 . 2% de azi da de sodio . Se dejaron gelificar y se hici e 

ron 7 perforacio n es con saca bocados, una ce ntral y 6 peri 

féricas . En el centro se depositaron 20 mcl del antisuero 

d e conejo correspondiente y en la periferia 20 mcl de ca 

da e xtra cto . Las cajas se incubaron e n cámara hG me da po r 

24 h a temperatura ambiente . Al cabo de ést e tiempo se ob 

servaron l as ba nd as de precipitación respect iv as . 
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CROMATOGRAFTA. 

Los tres extractos antigénicos se fraccionaron por croma 

de 25 X tografía de filtración. Se utilizó una columna 

200 mm. Corno soporte se empleó Sephadex ·G-100 [Pharrnacia 

Chernical UB Uppsala Sweden] y se eluyó con BSF. Las mu es 

tras de cada extracto contenían 3 rng de proteínas y 2 .7 

mg de carbohidratos disueltos en 2 rnl de BSF. Se coloca 

ron en la parte superior de la columna y de inmediato se 

eluyeron con BSF. Los eluentes se obtuvieron en volúmenes 

de 2 ml por tubo, con un flujo de 3 gotas por min en un 

colector automático LKB Ultrorac 7000 y fueron leídas a 

280 nm en un espectrofotómetro [PMQ 3 Carl Zeiss] [45,46]. 

Los valores de las lecturas fueron graficados y se deter 

minó el número de fracciones de cada extracto de levadu 

ras . A cada fracción de los 3 extractos se le 

su actividad antigénica por la prueba de doble 

determinó 

difusión 

con los antisueros de los conejos correspondientes. 

ELECTROFORESIS. 

Para determinar el comporta miento electroforético 

pesos moleculares [PM] de los componentes de los 

y los 

extrae 

tos y de sus fracciones, se hizo electroforesis en gel de 
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poliacrila mida a la qu e se agregó detergente a n iónico d o 

d ecyl s ul fato d e sodio [D SS ] [ 47 - 5 1]. La cá ma r a para ele~ 

trofo r es i s qu e ~e util izó f u e s imil a r a l a descrita p o r 

Orn stei n y Davis [ 47] . Co n e l ge l d e poliacri l amida - S DS 

se pr e pa r a ron co lumn as e n tub os d e vi drio de 1 2 cm d e la r 

go p o r 0 . 5 c m de d iámetro, en l os q ue se d epos i ta r on s u c~ 

sivame nt e l os g r a d ie n tes d e po l iac r i l a mi d a a l 1 3 , 10 y 7% . 

La co nce n t ra c ión d e l 1 3% se pr e pa r ó mezc l a nd o 8 . 7 ml d e 

s u s pen s ión d e p o li ac ri la mi da, [ 9 g d e acrilamid a y 0 . 45 g 

d e bi sac r i l a mi d a e n 30 ml d e b u f fe r tr iz ma base 1. 5 M pH 

8 . 8 ]; 5 ml d e buf fe r tri z ma base , 0 . 2 ml de DSS [Sig ma] 

a l 10%; 0 . 0 3 ml de N, N,N ' N ' - te tr a me til -e t i l e n dia min a [T~ 

MED -Sigma ] ; 0 . 0 3 ml de p ers u l fato d e am o nio [ S i g ma ] a l 10 

% y 6 ml de ag u a d es t i l a d a . Para l as sus p e n sio n es a l 1 0 y 

7% se to ma r o n 6 . 7 y 4. 7 ml d e l a s u s pe n s i ó n d e p o l iac~il~ 

mi d a y 8 y 1 0 ml d e ag u a respecti v a me n te . Desp u és d e co lo 

car la s u spens i ó n al 7% , se lle naro n los t ub os con ag ua 

d estilada y se dejaro n gelificar a temperat u ra ambie n te . 

Los tubos co n los geles se co l ocaro n en l a cá mara de ele~ 

t r ofo r es i s [Haa k e Bu c hl er ]. En los r ecipien tes s u perior e 

i n fe r io r d e la cámara e l ect r of oré t ica se colocaro n 500 ml 

d e buffer d e co rr imient o pH 8.3 , el c u a l se p reparó mez 

c l ando 3 g d e t riz ma base , 1 4 . 4 g d e g l ic ina [Sigma G- 7 1 -

26 ], 1 g d e DSS y se aforó a 1000 ml d e ag u a destilada . 
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Los extractos antigé nicos co n te nie ndo 0. 4 mg de proteínas 

y 0 .36 mg de car boh i d ra t os e n 0 . 2 ml d e BS F, se mezclaron 

con 0 . 2 ml d e b uf f e r d e muestra , que se preparó de la s i 

guic n te ma nera : 1 ml de buf fer t r iz ma pll 6 . 8, 0 . 8 ml de 

glicer ina [ Merck ]; 1.6 ml de DSS al 10% ; 0 . 4 ml de 2-mer 

ca p toeta nol [ Sigma ]; 0.2 ml d e rojo de fe nol al 0 . 05% [ Si_g_ 

ma] y 4 ml de ag ua destila da . 

Como marcadores de PM se u ti l izaro n l as sigu ie ntes prote í 

nas: Lisozima con PM d e 14 000, An h i d rasa ca rb óni ca de PM 

29 000 , Al b úmi n a d e hu ev o d e PM 4 5 000 y Al b úmi na bovi n a 

d e PM 66 000 dalto ns . Se e mplea r o n 0 . 02 ml d e un a so lu 

c.i.ón qu e co nt e n í.a 0. 02 mg/ ml d e cn da prote í.n a , 

e n bu ffer d e mu es tr a . 

d is uelta 

En l a parte s up eri o r d e l os ge l es , se co l ocaron 0 . 2 ml d e 

l os ex t rac to s y 0 . 02 ml d e l os ma r ca dor es d e PM , tra t ado s 

co n bu ffe r de mues tr a . El cor r i miento de la elec t rofore 

sis s e rea li zó a t e mp era tu ra a mb ie nte du ra nt e 5 h co n un 

vol t a j e de 100 vol t s y 200 mA. Fin a lme n te los geles se re 

mo vie r o n de lo s tub os d e ~i d rio para r ea l iza r e l r evela d o 

d e las ban das por ti nció n con el colo r ante negro amido 

[Merck ] al 0 . 5%, du ra n te 5 mi n. A co nt i nu ac i ó n se pasaro n 

a un a solució n deco l oran t e qu e co n te nía 10 partes de ácido 
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acético glacial, 25 partes de etanol absoluto y 65 partes 

de agua destilada . 

durante 8 días . 

Esta solución se cambió diariamente , 

PRUEBAS INTRADERMICAS. 

A los pacientes con PV , DS y a los SS se les aplicaron in 

tradermicamente e n la cara a n terior del antebrazo , los 

tres extractos antigénicos , en un volumen de 0 . 1 ml con 

una concentración de 10 mcg de proteínas cada u no . La lec 

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

sideró una prueba positiva cuando había 5 mm o más de eri 

tema e induración [24] . 
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RE S ULTADO S . 

OB S ERVACION MICROSCOPICA DE LEVADURA S EN CELULA S EP ITELIA 

LE S Y CULTI VOS MICOLOG ICOS . 

E n las pr e para ci 6ne s d e célula s ep itelia l es e n d esca ma 

ci6n t e~idas co n APS , se observaron ab und antes hifas y l~ 

vad ur as d e P. or bi c ul are en los casos d e PV. En tanto que 

e n los pa cie nt es con DS y e n los SS se o bservaro n escasas 

l e vaduras de P. ovale y P. orbicular e , respectivamente. 

Los cultivos de las cé lul as epiteliales de los tres g r~ 

po s est u diados mostraron crecimiento d e las respectivas 

levaduras [Tabla 4]. 

La morfología macros c ópica de las colonias fue idéntica 

si n i mportar que las muestras hub ieran si do aisladas d e 

paci en tes con PV , DS o SS [Figura 7]. 

tampoco se observaron dif ere ncias . 

Micr6scopicamente 

DETERMINACION DE PROTEINA S Y CARBOH I DRATOS . 

En la Tabla 5 se observa qu e la co ncentr ació n de prote! 

nas y ca rbohidr a to s d e l extracto d e l eva du ras de pacientes 

co n PV fue mayor qu e e n l os pac i e n tes co n DS y SS . 



TABLA 4. OBSERVACION DE LEVADURA S POR MICROSCOPIA DE LUZ EN PREP ARACIO

NES DE CELULAS EPITELIALES Y CULTI VOS MICOL OG ICOS EN PACIENT ES CON PV Y 

PROCEDIM IENTO 

TINCI ON DE APS 

CULTI\"O 

PACIE NTES PV 
·~-

20 / 20 

20 / 20 

% 

100 

100 

DS . 

PACIENTES DS 
·~-

20/20 

20/20 

% 

100 

100 

TESTIGOS SS 
--;-..- % 

20 / 20 100 

20/20 100 

* El numerador de los quebrados indica el número de casos positivos y 

el denominador los casos estudiad os . 

N 
o 



Fig ura 7 . Cul tivo s d e P . or b ic ulare 

y f . o va l e , o bt e ni d os de ce lul as e p! 

telia l e s ai s la da s d e pa c i e n t es co n 

PV, DS y SS , d e izq uier da a derec h a 

r es pec tiva me n t e . 
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TABLA 5. DETERMINACION DE PROTEINA S Y CARBOH I DRATOS EN 

LOS EXTRACTOS DE LEVADURA S DE P . orb i culare Y P . ovale, 

AI SLADA S DE PACIENTES CON PV, DS Y SS . 

EXTRACTOS PROTEINAS CARBOHIDRATOS 

mg/ ml mg / ml 

PV 2 . 0 l. 8 

DS l. 5 0 . 5 

SS l. 3 0 . 9 
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DOBLE DIFUSION DE OUCHTERLONY DE LOS EXTRACTOS DE PV , DS Y 

SS . 

En la Figura 8 se muestr a n las bandas de precipitación , 

for madas al r eaccionar los extractos antigénicos con los 

correspondientes antisueros. 

En A se observa que e l ex tracto de PV( 3) e n presencia de 

su antisuero presentó 4 bandas de precipitación. Dos de 

ellas las comparte por identidad con los ex tractos de DS 

(4) y SS(2) . Adem6s el anti-PV dió una banda adicional de 

precipitación co n DS(4) y SS(2) que no so n idénticas 

entre si. 

En B e l extracto de DS(4 ) en presencia de su an tisu~ro 

p r e s e n t ó L1 lrn 11 el n s el e p r· e c "i. p -¡_ t n c -¡_ ó n . ll rrn d e e l l a s el :i ó i el e n 

tidad co n lo s extractos de PV(3) y SS(2) . El anti-DS dió 

una ba nd a de pr ecipitación adicional con PV(3) . 

En C e l extracto de SS(2) reaccionó con su antisuero y 

presentó 3 bandas de precipitación. Dos de ellas tuvieron 

identidad con las de PV(3) y sólo una tuvo identidad con 

DS ( 4). 
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Fi gura 8. Inmuno d ifu si6n de lo s ex tra ctos d e PV (3), DS 

(4) y SS (2), co n tr a s u s r es pect iv os a ntisuero s o b teni 

dos el e conejos . En e 1 po zo 1 el e A, B y C se colocó 

a n Li - PV , anLj - l)S y a n Lj - SS r espectivame n te . 
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CROMATOGRAFIA. 

En l a Fi gura 9 se mu es tra el fraccionamiento cromato gráfl 

co en Sephadex G-100, de los extractos de levadur as de PV 

DS y SS . Se obs erv ó una fracción en ca da uno de ellos. La 

concentración de prote ínas y car bohidr a to s de las fraccio 

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

DOBLE DIFUSI ON DE OUCHTERLONY DE LAS FRACCIONES CROMATO 

GRAFI CAS DE LO S EXTRACTOS PV, DS Y SS . 

En l a Fi gur a 10 se muestran las ban da s de precipitación por 

dobl e difusión de los s uer os de co nej os a nti-PV, anti-DS 

y a nti- SS , contra l as fraccio nes cro ma togr áficas y s us ex 

tractos co rr es pondi e nte s. 

En A se o bser va que e l s uero anti-PV dió una banda de pr~ 

cipitació n co n l a fracción PV(3), que tuvo identidad con 

s u ex tr act o( 2) , con la fracción SS(7), con el extracto SS 

(6) y con el extracto DS(4). Con la fracción de DS (S), 

es t e antisuero no reac ci onó . 

En Bel s uero a n t i -DS no reaccionó con l a fracción DS(S), 

e n cambio con el extrac to DS(4) <lió 4 bandas de precipit~ 
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Figura 9 :-- Fraccionamiento por Cromatografia en Sephadex G-100 
de los ext ractos de levaduras. 
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'fABLA 6. DETERMINACION DE PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS EN 

LAS FRACCIONES DE LOS EXTRACTOS DE LAS LEVADURAS DE P . 

ORBICULARE Y P. OVALE, AISLADAS DE PACIENTES CON PV, DS 

FRACCIONES 

PV 

DS 

SS 

Y SS . 

PROTEINAS 
mg/ml 

l. o 

2 . 1 

l. 5 

CARBOHIDRATOS 
mg/ml 

0.6 

0 . 4 

0 . 7 
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Fig ur a 10 . In mu nodif usió n de las fr accio nes cromatogrA fi 

cas d e PV , OS y SS co ntra s us r especti vos a n tisueros obt~ 

n i dos en co nejos . En l os pozos 1 de A, B y C se co l ocó e l 

a n ti-PV, anti - OS y a n ti-SS , respe c tivamente. En los po zos 

resta ntes de A, By C se co l ocaro n ex tr ac t os de PV (2) , 

fracció n de PV(3) , extracto de DS(4), fracció n de DS(S) , 

ex tr ac t o de SS(6) y f racc j ó n d e SS(7) . 



31 

ción, una de ellas tuvo i d e ntidad co n los extractos PV(2) , 

SS(6) y con sus re s pectivas fracciones (3) y (7) . 

En C el s uero anti-SS dió un a band a de precipitación con 

la fracción SS(7) . Esta tuvo identidad .c on la banda de 

la fracció n PV(3) y co n una banda d e los extractos SS(6) , 

PV(2) y DS(4). El a nti- SS no reaccio nó con la fracción DS 

( 5 ) . 

ELECTROFORESIS . 

En la Figura 11 se observa l a distribuci ón electroforéti 

ca de los compo nentes de los ex tractos PV , DS , SS y de s us 

fraccion es correspo ndi e nt es , asi como sus PM aproximados , 

en relación con las proteínas que se u t ilizaron co mo re 

ferencia. 

El extracto d e PV presentó 10 bandas d e precipitación a 

las qu e les corresponde n lo s PM de 27,23 , 30 , 31, 43 , 44,47 

66 Kd y dos banda s de PM mayor de 66 Kd. La fracción ero 

matogr~fica de l extracto PV mo stró 4 bandas co 11 PM d e 26, 

27 , 28 y 30 Kd . 

El e xtracto de DS presentó 4 ba nd as d e precipitación co n 

los sig uie nt es PM 16,42,63 y 64 Kd. Su fracción cromato 
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Figura 11. Electroforesis en ge l de poliacr il a mida. 

1) nar ca dore s de PM [Albúmina bovina 66 Kd, albúmi

na de hu evo L~S Kd, a nhidr asa car bo 11 :i.ca 29 Kd y lis.2_ 

zi ma 14 Kd . 2) Extracto de PV . 3) Fracción d e PV 4) 

Extracto de DS . 5) Fracció n d e DS. 6) Extrac to de 

SS y 7) Fracción de SS. TeRido s con negro a mida al 

0 . 5% . 
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gráfica t uvo 2 ba nd as c on PM de 16 y 42 Kd . 

En e l ext racto de SS se observaro n 7 ba nd as d e pr eci pit~ 

ción con PM d e 17,41,43,44,48,65 y 66 Kd . En s u fracción 

cromatográfica s e observaron 7 ba ndas · de pr ec ipi tac ión 

co n PM de 16 ,2 8 , 29 , 3 1, 32 , 41 y 42 Kd. 

PRUEBAS INTRADERMICAS . 

La Tabla 7 muestra los r es ult a do s de las pr ueb as de hip e~ 

se nsi bilidad retardada practicadas a los pacientes co n PV 

DS y a SS . El 85% d e los paciente s con PV f ue pos i tivo a l 

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

En e l gr u po de lo s pa c i e n tes c on DS , el 10% f u e posi tivo 

al Ag PV , 85% al Ag DS y un 10% al Ag SS . En el grupo te~ 

tigo SS, el 5% f u e positivo a l Ag PV, 15% al Ag DS y un 

2 0% a l Ag SS . 



TABLA 7 . PRUEBAS DE HIPERSENSIBI LI DAD RETARDADA 

EN PACIE NTES CON PV, DS Y SS . 

PV PACIENTES ANTIGENOS DS SS 
ANTIGENOS ANTIG ENOS 

PV DS SS PV DS SS 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 i ndica el número de casos positivos y 

el denominador los casos estudiados. 

(.¡..) 
(.¡..) 



34 

DI SCUSIO N. 

La l ev adura P. o rbi c ulare fue aislada y clasificada por 

Gordon e n 1951, co mo una nu e va especie d e l gén e ro Pityros 

poru m [3]. A part ir de e nton ces se ha di sc utido la rela 

ció n qu e tiene P. orbiculare co n P. ovale [ 20]. El probl~ 

ma se h a e nfo ca do para precisar las similitudes y/o dif~ 

rencias entre a mba s levaduras y d ete rmin a r si so n d os es 

p ecies o se trata de la misma en di s tinto es t a dio d e ma 

duración . Lo s resultados hasta el momento son co ntr adic to 

rios, mi entras a lguno s autores señalan qu e se trata de la 

misma l evadur a [14 - 19], otros indi ca n qu e so n dos levadu 

ras dif ere nt es [20-24]. 

En el presente est ud io se a nal i zaron las levaduras d e P . 

orbic ulare y f. ovale e n relación co n el co nt e nido a nti gé 

n ico d e s u s extractos y fr acci on es , o bt e nida s por cromato 

grafía de filtración. Tanto a los extractos co mo a s us 

fracciones se les d ete rmin ó s u acti vidad a nti gé ni ca in vi 

tro contra e l s uero d e conejos inmun iza do s con los extra e 

tos PV, DS y SS, por el método d e doble difusión de Ouch 

terlony. Asimismo, los e xt ractos se a pli caro n intradérmi 

ce me nt e e n hum a n os , para valorar i n vivo s u a n tige ni c idad 

por reacciones de hip erse nsibili d a d r etardada. 
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de ex 

L r él et os las t r es e e p él s e o 111 p a r ten H l g un as proteína s y rll. [ i e 

ren en otras . Los anticuerpos anti -PV identificaron dos 

antígenos presentes en los extractos PV, DS y SS. Por su 

parte los anticuerpos anti -D S revelaron un antígeno en los 

tres extractos. Con los anticuerpos anti-SS se detectaron 

dos antígenos idénticos en los extractos PV y SS y sólo 

uno con identidad en los tres extractos. Estos resultados 

en parte conc u erdan con los obtenidos por Tanaka e Imamu 

ra [15) quienes obtuvieron suero de conejo con anticuerpos 

contra f. orbiculare, lo probaron con antígenos de P . or-

biculare y f. ovale y observaron que f. orbiculare prese~ 

tó tres bandas d e precipitación de las cuales dos eran 

idénticas a las dos bandas de precipitación que dió E· ova 

le. Tanto estos resultados como los del presente tra __ baj o 

no son de extrañarse, si se tiene en cuenta que los extrae 

tos antigénicos se prepararon d e levaduras que perte necen 

al mismo género y que comunmente existen considerables si 

militud es antigénicas entre especies del mismo género de 

hongo s l. 52], d e bido a qu e e n s u pnr e d cel ular tienen es 

tructuras químicas e n co mún que les permiten compartir al 

gunas características [53). Sin embargo , ta mb ién poseen 

estr ucturas que les confieren especificidad antigénica c~ 

mo son las cadenas laterales d e carbohidratos, las cuales 
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varían considerablemente en número, longitud y unión con 

otros residuos [53]. 

En relación con la actividad antigénica de las fracciones 

cromatográficas de los ext ractos PV, DS ·y SS, se obtuvo 

una fracción d e cada uno. Por doble difusión con los anti 

s u e ros correspondientes, se encontró qu e las fracciones 

PV y SS mostraron una banda de identidad entre si y con 

una d e la s band as de los ex tr actos PV, DS y SS. En cambio 

la fracción DS no dió bandas de precipitación con su prQ 

pio antisuero ni con los de PV y SS. Es probabl e que al 

reali zar el fraccionamiento cromatográfico del extracto 

DS, los componentes antigénicos quedaron retenidos en la 

columna y las proteínas e luídas no tuvieron actividad an 

tigénica. 

Respecto a la s pruebas de h ipersensibilidad retardada, al 

aplicar intradérmic a mente lo s extractos PV, DS y SS a ca 

da uno de los pacie nte s de lo s grupos PV, DS y SS; se ob 

tuvo una respuesta es pecífica hacia su respectivo extrae 

to. Sólo se observó reacción cruzada e n un pacient e de c~ 

da grupo que reaccionó a los tres extractos antigénicos . 

Tres pacientes de PV reaccionaron positivamente con su 

propio a ntí ge no y co n el de DS . Do s pa cie nte s con DS f u e 
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ron positivo s a d e má s d e su propio a ntí ge no, uno a PV y el 

otro a SS . Estas reaccio nes cruzadas se pued e n relac ionar 

con e l con tacto previo que pu~i e ron haber tenido lo s p~ 

c i e nt es qu e reacionaron de esta manera, co~ los antígenos 

d e l e v a dur as dif ere nt es a la asociada con la enfermedad 

qu e presentaron. Aparentemente c u a ndo las l e vadura s no es 

tán producie nd o enfer me d a d, t a mpo co sensi biliz a n a l indi 

v id uo, puesto qu e d e 20 s u je tos clínicamente sanos de los 

c ua le s se a i s laron l as levaduras d e las que se extrajo el 

extracto S S qu e se les aplicó intra dérmicam e nte, sólo 4 

dieron respuesta po s itiva a l a pru e ba d e hip e r s ensibilidad 

retardada co n dicho a ntí ge no . 

Los resultados d e l as pru e bas cutáneas reafirman la p os t~ 

ra d e que f. orbiculare y f. ovale so n dos l eva duras d e 

es pecie di fere nt e pu es to qu e lo s hon gos que producen miCQ 

sis, caracterís tic ame nte originan hiper sens ibilidad r e tar 

d ada es p ecíf i ca e n l os individuos inf ecta dos [54]. 
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CONCLUSION. 

Las levaduras f: orbiculare y f. ovale pertenecen a dos 

especies difer e ntes puesto que morfológicamente presentan 

diferencias, se relacionan independientemente con pitiri~ 

sis versicolor y d er matiti s sebo rreica respect ivame nte . 

También se observaron diferencias en e l corrimiento e lec 

trof orético y en las pruebas de doble difusión tanto de 

los extracto s d e PV y DS como de s us fracciones croma to 

gráficas . Asimismo se encontró es p ec ificidad in vivo me 

diante las respuestas de hip e r se nsibilidad retardada ha 

cia los extractos antigénicos PV y DS . 
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