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RESUMEN

La esporotricosis es una infecciébn micética subaguda o crénica, causada por las
especies del complejo Sporothrix schenckii presente en la tierra, restos vegetales
y plantas; con una amplia distribucion mundial, notable por zonas de alta
endemicidad en América Latina. En el presente estudio, se plantea el uso de
anticuerpos anti-BCG, como una nueva herramienta diagnéstica para
esporotricosis cutanea; ya que el estudio histopatoldégico aunque es de facil
acceso, no siempre revela el agente vivo. Objetivo: Evaluar la eficacia de los
anticuerpos anti-BCG para diagnosticar esporotricosis cutanea, en las muestra
histopatoldgicas. Métodos: Estudio prospectivo, experimental y longitudinal. Se
tomaron 12 biopsias de piel y cultivos micolégicos, de los 25 pacientes
diagnosticados con esporotricosis, que acudieron a la consulta externa de
Micologia del Servicio de Dermatologia del Hospital Vargas de Caracas, Instituto
de Biomedicina Dr. Jacinto Convit, durante un periodo 4 afnos, desde el 2010 hasta
2014. Resultados: Los pacientes estudiados con esporotricosis, en su mayoria
eran del sexo femenino en un 58.3%, las cuales eran amas de casa en un
33.3%. El cuadro clinico que predominé fue la forma cutanea fija en un 58.3%,
afectando en su mayoria miembros inferiores. El 100% de los pacientes
presentaron esporotriquina positiva, 50% tenian directo y cultivos micolégicos
positivos. 11 de las 12 muestras estudiadas presentaron una tincion de PAS
positiva y el 100% de los pacientes tenian inmunohistoquimica positiva.
Conclusiones: la tincidbn inmunohistoquimica con anticuerpos anti-BCG es un
método asequible que es que capaz de revelar los organismos fungicos sin
reaccionar con estructuras de la piel normal o células inflamatorias.

PALABRAS CLAVE: Esporotricosis, Sporothrix schenckii, Tincion de acido
periédico de Schiff (PAS), Inmunohistoquimica, Anticuerpos policlonales anti-BCG.



ABSTRACT

UTILITY OF ANTIBODIES AGAINST BCG AS A DIAGNOSTIC FOR
SPOROTRICHOSIS IN VENEZUELA

Sporotrichosis is a subacute or chronic fungal infection caused by Sporothrix
schenkii complex species present on earth, plants and plant debris; with an
extensive global distribution, it noted for highly endemic areas in Latin America. In
the present study, the use of anti - BCG antibodies as a new diagnostic tool for
cutaneous sporotrichosis has been studied; although histopathology is easily
accessible it will not always reveal the living pathogen. Aim: to evaluate the
effectiveness of anti - BCG antibodies to diagnose cutaneous Sporotrichosis on
histopathologic sample. Methods: A prospective, experimental and longitudinal
study. Samples were taken over a period of 4 years, from 2010 to 2014. 12 skin
biopsies and mycological cultures were collected from 25 patients diagnosed with
sporotrichosis, who attended the outpatient department of Mycology Dermatology
Department of Vargas Hospital of Caracas, Institute of Biomedicine Dr. Jacinto
Convit. Results: Most of the studies patients were women in a 58.3%, which were
housewives (33.3). The cutaneous form was the most predominant clinical
presentation in 58.3% of the cases, affecting mostly the lower extremities. 100% of
patients were positive for esporotriquina and 50% had positive fungal culture. 11 of
the 12 samples studied showed a positive PAS stain and 100% of patients had a
positive immunohistochemistry. Conclusion: immunohistochemical staining with
anti- BCG is a feasible method which is capable of to detect fungal organisms not
reacting with normal skin structures or inflammatory cells.

KEYWORDS: Sporotrichosis, Sporotrix schenckii, Periodic acid—Schiff stain (PAS),
Immunohistochemistry, polyclonal anti - BCG antibodies.



AGRADECIMIENTOS

Le agradecemos especialmente a la Dra. Isabel Hagel, quién nos ayudd con el
tratamiento estadistico de los datos, ademas de brindarnos su apoyo en la revision
del escrito. También es vital agradecer la colaboracion de la licenciada Ayarit
Villaroel quien realiz6 las inmunohistoquimicas y los PAS de las biopsias
procesadas en parafina. Y como olvidarnos de nuestros asesores, el Dr. Félix
Tapia y el Dr. Jacobus de Waard, quienes nos apoyaron en la preparacion del

anticuerpo policlonal y en la elaboracion de nuestro trabajo de investigacion.



INTRODUCCION

La esporotricosis es una infeccion micética subaguda o crénica, producida por
especies del complejo Sporothrix schenckii, presente en la tierra, restos vegetales
y plantas; con una amplia distribucion mundial, notable por zonas de alta
endemicidad en América Latina (ElI Salvador, Uruguay, Colombia, Venezuela,

México y Brasil). Afecta principalmente a granjeros, agricultores y veterinarios™™.

El Sporothrix schenckii se aislo por primera vez en 1896, por Benjamin Schenck,
un estudiante de medicina de la Universidad Johns Hopkins de un paciente
masculino de 36 afios de edad que presentaba lesiones en la mano derecha y el
brazo. ElI micélogo Erwin Smith, concluyé que el hongo pertenecia al género
Sporotrichum. En 1900, los investigadores Hektoen y Perkins, nombraron al
agente de la esporotricosis como Sporothrix schenckii. Esta nomenclatura errébnea
permanecié hasta 1962, cuando Carmichael reconoce diferencias en las conidias
de los miembros del género Sporotrichum (hongos basidiomicetos que no son ni
dimérfico ni patégeno para los seres humanos u otros animales) y los aislados en
los casos de esporotricosis. En 1999, Guarro y col. logran clasificarlo en la division
Ascomycota, clase Pyrenomycetes, orden Ophiostomatales, y en la familia
Ophiostomataceae®.

En Venezuela, la esporotricosis se describié por primera vez en 1935, aunque ha
habido varios casos reportados en formas aisladas o en grupos familiares, la
prevalencia exacta de esta enfermedad sigue siendo desconocida. Constituye la
micosis subcutdnea de mayor incidencia en el area urbana. Las zonas mas

afectadas son los estados centrales, Mérida, Tachira y Bolivar™ °.



En cuanto al aislamiento de S. schenckii del medio ambiente, se realiz6 por
primera vez en la Colonia Tovar, Estado Aragua, en el 2007, orientados por un

caso clinico de esporotricosis cutanea fija°.

Desde 1984 un pequeiio grupo de investigadores, asumieron el reto de iniciar el
estudio sistematico de las enfermedades fungicas, creando los Grupos de Trabajo
en Micologia de Venezuela (GTMV). Estos grupos realizaron una revision
sistematica de la casuistica de las micosis aportadas por los GTMV en el Boletin
Informativo “Las Micosis en Venezuela” desde su creacion en 1984 hasta el afio
2010. En micosis profundas localizadas se registraron 849 casos, con una mayor
frecuencia de cromoblastomicosis (n = 553; 65,1%), seguida de esporotricosis
(n = 220; 25,9%), micetoma (n = 49; 5,8%) y otras (feohifomicosis, lobomicosis y
neumocitosis) (n = 27; 3,2%)".

En un estudio realizado en la seccién de Micologia del Instituto de Medicina
Tropical de la Universidad Central de Venezuela, evaluaron en un periodo de 46
afios, 133 casos de esporotricosis y la mayor parte de los casos (41,35%)

procedian del Estado Aragua, ubicado en la zona centro-norte de Venezuela® °.

El Sporothrix schenckii, es un organismo ascomiceto dimorfo que durante mas de
un siglo fue reconocido como el Unico agente de esporotricosis. Sin embargo, se
ha propuesto, con base en los aspectos fisiolégicos y moleculares, que el S.
schenckii es un complejo de especies distintas: Sporothrix brasiliensis, Sporothrix
mexicana, Sporothrix globosa, S. schenckii sensu stricto, Sporothrix luriei y

Sporothrix albicans (antes Sporothrix pallida)” *°.

Debido al propio fendmeno de dimorfismo del complejo Sporothrix, los hongos
producen dos tipos de antigenos: M o micelial y L o levaduriforme; ambos tienen
una composicion quimica similar. Uno de estos componentes es el péptido
rhamno-manna, un polimero cuyas cadenas estan constituidas por a-1,6-

mannosyl y a-D acido glucurdnico. Esta macromolécula estd constituida por un



glicopéptido de casi 16% y una parte polisacaridica que contiene D-manosa
(50%), galactosa (1%), L-ramnosa (33%); este ultimo carbohidrato marca la
diferencia, debido a que solamente un nimero muy reducido de hongos patégenos
contienen ramnosa como componente de su pared celular, una de las
caracteristicas que le dan su especificidad. En general, la fraccion polisacarida
antigénica esta formada, entre otros polisacaridos, por ramno-mananas, y una de
las diferencias entre el morfotipo M y el L, es que el primero esta constituido por

diramnosil-ramnomananas y el segundo por monoramnosil-ramnomananas®’?°.

El péptido ramno-manana se puede separar en dos fracciones en funcion a su
afinidad a la lectina concanavalinA (ConA). La fraccion que se une Con-A es
relevante para el diagnéstico de esporotricosis en los seres humanos, ya que el
péptido es reconocido en el 100% de los sueros de pacientes que sufren
esporotricosis cutdnea. Dos glicoproteinas de 60 y 70 kDa, nombradas como
GP60 y GP70, respectivamente, han demostrado ser los componentes

inmunogénicos en la pared celular'”?°.

La respuesta inmune celular, o la respuesta Thl, se caracteriza por un aumento
en las concentraciones en citocinas tales como IFN-y, que activa las células
efectoras del sistema inmune e IL-12, que induce una mayor produccion de IFN-y
activando los linfocitos T CD8 +°.

La respuesta Th2 se caracteriza por la presencia de IL-4, que favorece y mantiene
el desarrollo de linfocitos Th2, y la IL-10, que inhibe la sintesis de IL-12.
Adicionalmente, la produccién de anticuerpos es otro rasgo distintivo de la
respuesta Th2. Curiosamente, los ratones con esporotricosis muestran una
respuesta Thl durante todo la infeccién y desarrollan una respuesta Th2 sélo
durante las fases mas avanzadas. En este sentido, los sueros de ratones Balb/c
infectados con S. schenckii exhiben una respuesta Th2 que se representa por los

isotipos 1gG1 e IgG3 especificos para una proteina soluble de 70 kDa™.



La infeccion se produce por la inoculacién traumatica de los hongos existentes en
la materia organica y los suelos ricos en humus vegetales, o por astillas de
madera de la corteza de los eucaliptus y pinos que penetran la piel; a veces las
lesiones se propagan por los vasos linfaticos regionales, aunque la diseminacion
hematdgena ha sido infrecuente. Ocasionalmente, el agente es inhalado o llega a
la conjuntiva, generando neumonias o0 blefaroconjuntivitis. Las personas
inmunodeprimidas suelen sufrir lesiones extensas y multiples; el alcoholismo
cronico y la diabetes mellitus descontrolada parecerian ser los factores de riesgo

en la forma osteoarticular® 2.

La enfermedad tiene una gama de manifestaciones clinicas y se puede clasificar

en cutéanea fija, linfocutanea, cutanea diseminada y esporotricosis extracutanea™ °.

Como ayuda diagnostica existe una prueba de alta confiabilidad que es La
intradermorreaccion con esporotriquina micelial (IRE) se efectia usando la
fraccion quimica del complejo molecular péptido-polisacarido, constituido por
ramnomananas (penta y tetrasacaridos) especificos del S. schenckii. En la piel se
inyecta 0.1 mL del antigeno péptido polisacarido crudo y la lectura se hace a las
48 horas, considerandose positiva cuando la induracion es de 5 mm o mayor (esa
dosis corresponde aproximadamente a 5 X 10’ células/mL). La prueba IRE puede
ser diagnosticada con algunos pocos resultados negativos, principalmente en los
enfermos inmunodeprimidos (SIDA), con lesiones diseminadas. Las personas
sanas habitantes de las areas endémicas pueden haber tenido una infeccidn
previa, subclinica y silenciosa con IRE positiva, 0 bien, pudieron haber sido
expuestos a los antigenos del S. schenckii por la ocupacion (jardineros,
campesinos, trabajadores de los viveros, veterinarios), por ello la IRE se ha usado

también en las encuestas epidemiolégicas®* %°.

El examen directo de pus o raspado de la lesiébn no se realiza porque no aporta
datos diagnésticos®. Como lo describen Bonifaz y col. después de muiltiples
estudios en México, donde evidenciaron que el examen directo no es muy util para

establecer el diagndstico de esporotricosis porque las levaduras no se ven con las
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tinciones convencionales Gram, Giemsa, PAS, Groccott, ya que no hacen las
estructuras fungicas mas visibles. Solo las vieron en 1 a 2% de los casos (formas

«en cigarro»), en esporotricosis experimental en ratas y conejos®*.

El cultivo es diagnadstico y consiste en la siembra de pus obtenido de los abscesos
o del raspado de la lesion, en dextrosa agar de Sabourad, con o sin antibiéticos. A
temperatura ambiente, el hongo desarrolla colonias himedas de color crema que
luego adoptan una coloracion parduzca y finalmente negra, de aspecto coriaceo.
Microscopicamente, se identifican hitas ramificadas, finas, tabicadas, con conidios
a los lados o en forma de cumulos (margaritas) en el extremo de los tallos cortos.

Los conidios pueden ser redondeados, ovalados o piriformes®.

La biopsia-punch de la lesion se divide en dos fragmentos: la mitad se usa para el
cultivo, y la otra porcion se fija en formaldehido al 10% para ser procesada en el
laboratorio de histologia, por inclusion en parafina y cortes seriados. EI método es
rapido, resulta mejor cuando el patélogo examina meticulosamente muchos cortes,
bien tefiidos y con técnicas adecuadas: hematoxilina-eosina, acido periodico de
Schiff (PAS) y metenamina-plata de Gomori (GG) *°. La positividad de estas
pruebas oscila entre el 50 y el 70%%.

La histopatologia esta formada por una combinacién de imagen granulomatosa
supurativa, constituida por tres zonas: la central o crénica con micro-abscesos de
polimorfonucleares, histiocitos y linfocitos (es en esta zona donde se llegan a ver
los cuerpos asteroides); la segunda zona rodea a la central y presenta una imagen
tuberculoide formada por células epiteliodes, a cuerpo extrafio y células gigantes
multinucleadas de tipo Langhans y la tercera zona, o sifiloide, esta formada por

linfocitos, plasmocitos y fibroblastos** 2.

Al igual que el examen directo, la histopatologia no es patognomonica; en raras

ocasiones es posible observar, dentro del granuloma, la levadura Unica y central,
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rodeada por un material eosinofilico, con clavas periféricas, caracteristicas de los
cuerpos asteroides, realmente son depdésitos de complejos inmunes depositados y
acumulados sobre la superficie vellosa-antigénica de la levadura®. Esta imagen se
ha observado en otros procesos, como sarcoidosis, granuloma de Miescher, lepra
lepromatosa y reacciones a cuerpo extraiio por diversos microorganismos tales
como micobacterias no tuberculosas: Mycobacterium marinum y M. Kansasii;
Pasteurella tularensis, Nocardia brasiliensis, incluso por otros hongos Histoplasma

capsulatum, Coccidioides immitis, C. posadasii y Aspergillus sp™® .

En el 2012 Quintella y col.,, reportaron en un estudio de 119 pacientes
diagnosticados con esporotricosis, que el 84% presentaban granuloma supurativo,
mientras que el resto fue tuberculoide; observando levaduras y cuerpo asteroides
solo en un 35% de los casos confirmando que solo se ven estas estructuras de

forma excepcional®.

En la practica diaria los casos de Leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) y
esporotricosis exhiben caracteristicas clinicas, epidemioldgicas, de laboratorio e
histopatoldgicas semejantes, como lo es la presencia de un granuloma por agente
vivo, pero en la LTA tiende a ser tuberculoide y en la esporotricosis supurativao.” ®
El examen histopatologico en LTA exhibe una sensibilidad de un 14 a 63,7% y en
esporotricosis, la sensibilidad puede variar de 5% a un 80%®% °. Por tal motivo
resulta imperante la identificacion del agente etioldgico y su aislamiento en el

cultivo, a pesar que en algunos casos puedan resultar negativos’™.

La tincion inmunohistoquimica con anticuerpos policlonales contra Bacillus
Calmette Guérin (BCG) se ha utilizado para identificar varias bacterias y hongos,
incluyendo S. schenckii. Debido a que los anticuerpos anti-BCG no reaccionan con
estructuras de la piel normal o células inflamatorias, tienen el potencial de

demostrar la presencia del Sporothrix schenckii**™*°.
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En la actualidad contamos con un anticuerpo policlonal de conejo anti M. bovis
(BCG), disponible comercialmente, que reacciona de forma cruzada con otros
microorganismos. Al ser analizado con inmunoelectroforesis cruzada, el anticuerpo
reacciona con alrededor de 100 diferentes antigenos de BCG, muchos de los
cuales son comunes a otras micobacterias. Algunos de los antigenos son
comunes a otras especies. Wiley y col., fueron capaces de detectar organismos de
esporotricosis, histoplasmosis, criptococosis, coccidioidomicosis, aspergilosis, y
especies de Candida por inmunotincion con anti-BCG; lo cual sugiere la existencia
de una antigenicidad compartida entre los diferentes grupos de agentes
patégenos™®. La reactividad cruzada mostrada por grupos de organismos flingicos,
resultado de multiples componentes celulares que ayudan estos microorganismos
a parasitar su huésped, nos permite visualizarlos a través de técnicas

inmunohistoquimicas™.

La esporotricosis no es infrecuente y el diagnostico preciso puede ser un reto para
el dermatdlogo debido a la dificultad en la identificacion del organismo, a pesar de
contar con exdmenes histopatolégicos que son relativamente rapidos, de bajo
costo, y ampliamente disponible, no son especificos, al compartir caracteristicas
histopatoldgicas con otros procesos infecciosos y patolégicos, pero si nos permite
establecer diagnésticos diferencial con neoplasias, es por ello que se necesita un

método fiable de reconocimiento®°.

Como lo es la tincién inmunohistoquimica
con anticuerpos anti-BCG que es un procedimiento asequible, relativamente
rapido y facil, no requiere una formacion del personal que labora en los

laboratorios de dermatopatologia o materiales adicionales™*°.

En el presente estudio, se plantea el uso de anticuerpos anti-BCG, como una

nueva herramienta diagndstica para esporotricosis cutanea; ya que el estudio

histopatoldgico aunque es de facil acceso, no siempre revela el agente vivo.
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Hipotesis

La infeccion por Sporothrix schenckii puede ser un reto para el dermatélogo, por
ello existen multiples métodos para su diagnéstico, entre ellos el cultivo del
patdgeno y la esporotriquina, sin embargo, en la actualidad se han usado los
métodos seroldgicos, histopatologicos y, recientemente, los moleculares con
buenos resultados. Por lo que planteamos la posibilidad de identificar el Sporothrix
sp. certeramente por inmunohistoquimica usando anticuerpos policlonales anti-

BCG en lesiones de piel de pacientes con esporotricosis cutanea.
Objetivos
Objetivo general:

Evaluar la eficacia de los anticuerpos anti-BCG para diagnosticar esporotricosis
cutdnea en la muestra histopatoldgica, en la consulta externa de Micologia en el
Servicio de Dermatologia del Hospital Vargas de Caracas, Instituto de

Biomedicina.
Objetivos especificos

- Identificar el tipo y la localizacion de las lesiones de los pacientes con

esporotricosis.

- Evaluar la asociacion entre género y grupo etario en los pacientes con

esporotricosis.

- Establecer asociaciéon entre género y ocupacion en los pacientes con

esporotricosis.

- Evaluar los beneficios de la tincibn inmunohistoquimica con anticuerpos

policlonales anti-BCG.

- Correlacionar los métodos diagndsticos, cultivo y esporotriquina, con el estudio

histopatolégico y la inmunohistoquimica.
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Aspectos éticos

Este trabajo fue evaluado por la comision de ética del Servicio autbnomo instituto

de Biomedicina Dr. Jacinto Convit.

Realizandose bajo los principios de ética internacional establecidos en el cédigo
de Nuremberg de1946, segun el primer principio que estipula lo siguiente “El
consentimiento voluntario del ser humano es absolutamente esencial”. Asi como
apegandose a la declaracion de Helsinki en 1963, en el parrafo 11, 3, 14,y 22 la
cual especifica lo que le participante de la investigacion tiene que saber para
tomar una decision informada con la utilizacion del consentimiento informado y

cumpliendo con las pautas éticas internacionales para la investigacion Biomédica.

Se realiz6 un consentimiento informado a cada paciente incluido en el estudio, en
los casos de pacientes menores de edad el consentimiento fue realizado por sus

padres.
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METODOS
Tipo de estudio: Estudio retro-prospectivo, experimental, longitudinal.
Poblacién y muestra:

De los 25 pacientes con esporotricosis cutanea que acudieron a la consulta
externa de Micologia del Servicio de Dermatologia del Hospital Vargas de
Caracas, Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit, durante un periodo 4 afios,
desde el 2010 hasta 2014; solo a 12 se les realiz6 estudio histopatolégico. La
mayoria provenian del Estado Aragua (Colonia Tovar) y de Miranda (Paracotos,

Petare, Guarenas).
Criterios de inclusion:

e Pacientes de ambos géneros.

e Pacientes con edades comprendidas entre 5-70 afios.

e Pacientes que aceptaron voluntariamente participar en el estudio, previo
consentimiento informado (Anexol).

e Sin tratamientos previos.

Criterios de exclusién:

e Pacientes con enfermedades mentales que impidan su colaboracion en el
estudio y condiciones del mismo.

e Pacientes con otras enfermedades dermatoldgicas.

e Pacientes con riesgo quirargico.

Variables del estudio
Variables Cuantitativas: Edad y numero de lesiones.

Variables Cualitativas: género, ocupacion, tipos de esporotricosis, localizacién
de las lesiones, resultados de cultivos micologicos, esporotriquina, tincion con PAS

e inmunohistoquimica con anticuerpos anti-BCG.

16



Tratamiento Estadistico:

Los datos fueron recogidos y analizados con el paquete estadistico para las

Ciencias Sociales (SPSS), para Windows 7. El analisis estadistico se realiz6 con

tablas de frecuencia y porcentajes.

Procedimientos

Materiales y pacientes

1.

Se seleccionaron 12 biopsias procesadas en parafina, de los 25 pacientes que
fueron diagnosticados con esporotricosis, con cultivo confirmatorio, en la
consulta de Micologia del Instituto de Biomedicina Dr. Jacinto Convit, previo

consentimiento informado (Anexo 1).

La informacion clinico-epidemiolégica (antecedentes personales, direccion,
edad, género, ocupacion, localizacion de lesiones, numero de lesiones,
esporotriquina, directo micoldgico, cultivo micolégico) se obtuvo de las historias

médicas ubicadas en el archivo de registros médicos del Hospital Vargas.

Los cortes histolégicos teflidos con hematoxilina-eosina y acido periodico de
Schiff (PAS) fueron revisadas por un dermopatdlogo del Instituto de

Biomedicina Dr. Jacinto Convit.

Preparacion del Anticuerpo policlonal anti-BCG

Antigeno usado: Se reconstituyd la vacuna BCG (Staten Serum Institute,

Dinamarca), en medio de Sauton, durante 3 horas, a temperatura ambiente.

Animales utilizados: 3 hembras de conejo (Orhyctolagus cuniculus, raza New

Zealand White). Peso de los animales: entre 900 y 1100 gramos.
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Inmunizacion: se inoculd 200ul de la vacuna de BCG reconstituido en el muslo de
la pata izquierda de cada conejo, que corresponde entre 200.000-500.000
bacterias por cada inoculacion. La inoculacion se realizé cada 3 semanas en un

total de 5 ciclos.

Obtencién del suero policlonal: Tres semanas después de la ultima inoculacién
se extrajo por puncién en el corazén, aproximadamente 50 ml de sangre de cada
animal en un tubo de centrifuga tipo Falcon de 50 ml. Después de la coagulacién
se centrifugé el tubo a 3000 g por 10 minutos. El suero que contiene los
anticuerpos policlonales anti-BCG fue congelado a -70 grados celsius en

proporciones de 10 ml.

Procesamiento inmunohistoquimico: Seleccionados los bloques para el estudio
inmunohistoquimico se hicieron cortes de dos micras de los casos a estudiar y de
los controles adecuados para cada anticuerpo, en laminas silanizadas
(DAKOCytomation cat. S3003) los cuales fueron secados en la estufa a 56° C por
30 minutos, y luego desparafinados en tres bafios de xileno de 5 minutos cada uno
y luego por tres bafios de alcoholes decrecientes (90%,80%,70%) hasta hidratar
en agua. Luego se hizo recuperacion antigénica con buffer citrato pH 6.2, tween20
0,05% durante 60 minutos en vaporera marca comercial Oster, porteriormente se
inhibié la peroxidasa enddégena con un bafio de perdxido de hidrégeno al 2% por

diez minutos.

Los anticuerpos usados para detectar el antigeno fueron anticuerpos policlonales
anti-BCG a una dilucion de 1:50, que fueron incubados por 1 hora a temperatura
ambiente. El sistema de deteccidon usado fue de streptavidina —HRP, Starr Trekk
Universal HRP system (Biocare cat STUHRP700) se hizo el revelado con 3-

amino-9-etil-carbazol y contrastado con Hematoxilina de Meyer.

Deteccion de esporotricosis: las muestras inmunotefiidas con el anticuerpo

policlonal anti-BCG se consideraron positivas cuando los organismos se tifieron de
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color rojo por el sistema de deteccion de estreptavidina-biotina. Se realizaron
controles positivos en 2 biopsias de pacientes con leishmaniasis cutanea
localizada y con infeccion por Mycobacterium leprae, que previamente firmaron el
consentimiento informado. Estas muestras histoldégicas se obtuvieron de los
archivos del Departamento de Dermopatologia del Instituto de Biomedicina Dr.

Jacinto Convit.

ASPECTOS ADMINISTRATIVOS
Recursos humanos y materiales:
Formaron parte del estudio dos residentes del 2 afio del postgrado de
dermatologia, un dermatélogo clinico, un dermatopatdlogo y 2 expertos en

Microbiologia y Biologia molecular.

Tincion con Hematoxilina-eosina

Acido periodico de Shiff (PAS)

3 hembras de conejo (Orhyctolagus cuniculus, raza New Zealand White)
200pl de la vacuna liofilizado de BCG

Inyectadoras de insulina

Alcohol (90%,80%,70%)

Laminas silanizadas (DAKOCytomation cat. S3003)

Algodon

Medio de Sauton

Anticuerpos policlonales anti- BCG, titulacion 1:25.

Anticuerpos Anti-lgG conejo

Tubo de centrifuga tipo Falcon de 50 ml.

Vaporera marca comercial Oster

Sistema de deteccién estreptavidina-biotina—HRP, Starr Trekk Universal HRP
system (Biocare cat STUHRP700)

Cromoégeno 3-amino-9-etil-carbazol

19



Resultados

El total de muestras estudiadas de pacientes con esporotricosis fue 12. En la tabla
N°1 se observa la relacion entre género y grupo etario. Se evidencid que el sexo
femenino predominé en un 58,3% (7/12) sobre todo en el grupo etario de 11 a 21
afos en el 28,6% (2/7) y de 44 a 54 afios (28,6%). El sexo masculino representé
41,6% (5/12), correspondiendo al grupo etario de 33 a 43 afios en un 60% (3/5).

Los pacientes estudiados con esporotricosis, en su mayoria eran mujeres amas de
casa en un 33,3% (4/12) y le seguian los estudiantes con un 25% (3/12), asi lo

expresa la tabla N°2.

En la tabla N°3, se distribuyeron los pacientes segun presentacién clinica y
ubicacién de las lesiones, observandose la forma de esporotricosis cutanea fija en
un 58,3% (7/12) y 57,14% (4/7) de ellos se ubicaban en miembros inferiores. El
41,6% presentaron esporotricosis cutanea linfatica (5/12) siendo afectados los

miembros superiores en un 100% (5/5).

En la tabla N°4 se distribuyen los pacientes segun presentacion clinica y métodos
diagnosticos; todos los pacientes tenian una esporotriquina positiva y el 50% de
los pacientes tenian directo y cultivo micolégico positivo. Al realizarle técnicas de
tincibn especiales a las biopsias, se determiné que 11 de las 12 muestras
estudiadas presentaron una tincibn de PAS positiva y que el 100% de los

pacientes tenian inmunohistoquimica positiva.
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Discusioén

En Venezuela, se conoce que en la mayoria de los casos de esporotricosis
diagnosticados, se trata de pacientes con una edad promedio de 30 afios,
seguidos muy de cerca por individuos menores de 15 afios. Alvarado y col.
reportaron que el género que presenta mas infecciones por el complejo Sporothrix
schenckii.es el masculino en un 71,4% siendo la esporotricosis linfangitica la
forma clinica mas frecuente en un 63,15%, la mayoria de los pacientes reportados
en este estudio son estudiantes en un 37,6% especialmente con edades por
debajo de los 15 afos, seguido por los agricultores (29,3%) y amas de casa
(6,8%).%

En nuestra investigacion el sexo predominante es el femenino, sobre todo en el
grupo etario de 11 a 21 afios y de 44 a 54 afos. El sexo masculino representé

41,6%, correspondiendo al grupo etario de 33 a 43 afnos.

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Espinosa-Texis y col.,, en un
estudio realizado con 50 pacientes mexicanos, con diagnostico clinico de
esporotricosis cutanea, en el cual demostraron una mayor frecuencia de
esporotricosis en mujeres (62%), en menores de 20 afos (34%) y mayores de 50

afios (28%)>.

Sin embargo en nuestro estudio, los pacientes estudiados con esporotricosis, en
Su mayoria eran mujeres amas de casa Yy le seguian los estudiantes, mientras que

en el estudio realizado en México predominaron los campesinos®.
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En relacion a la forma clinica nuestro estudio demostré6 que la esporotricosis
cutanea fija es predominante y afecta principalmente miembros inferiores. Luego

le sigue la esporotricosis cutanea linfatica con lesiones en miembros superiores.

Nuestros resultados difieren a los obtenidos en México, donde predominé la forma
linfangitica en el 82% de los pacientes y localizada principalmente en
extremidades superiores (54%)2. La literatura no reporta muchos trabajos para

comparar y concluir sobre la forma predominante y su localizacion.

Wiley y col., estudiaron 41 casos de infeccidbn por micobacterias utilizando
anticuerpos policlonales de conejo (Dako) frente a M. bovis, cepa BCG, M. duvalii
(MD), y M. paratuberculosis (MP). Encontraron que no solo varias cepas de
micobacterias reaccionan con los anticuerpos en biopsias de tejidos, sino que
algunos organismos fangicos utilizados como controles negativos también lo
hicieron. Y reportaron que nueve de los 13 casos de esporotricosis diagnosticados
por cultivo, se tifieron con el anticuerpo anti-MP solamente en las formas de

levadura, con un color rojo brillante de las paredes celulares®.

En nuestro estudio al aplicar las técnicas de tinciones especiales a las biopsias, se
determind que 11 de las 12 muestras estudiadas presentaron una tincion de PAS
positiva y que el 100% de los pacientes tenian inmunohistoquimica positiva
revelando los organismos fangicos de color rosado. El color obtenido por la tincion
es mas claro que el reportado en un trabajo anterior (Byrd y col.), en el cual usaron
un anticuerpo policlonal anti-BCG de conejo, con una titulacion de 1:1000
producido por Dako, en 13 biopsias procesadas en parafina de pacientes con
esporotricosis; 6 de las 13 biopsias tefiidas con PAS revelaron las esporas y en
todas las inmunotinciones se mostraron los organismos fungicos de un color rojo

brillante®?.
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Las diferencias observadas en cuanto al color en las fotografias que representan
la tincién obtenida en este trabajo respecto al de Byrd y Wiley podrian deberse a la
sensibilidad del anticuerpo utilizado o a diferencias en cuanto a la ediciéon de la
fotografia. En este trabajo se utilizé un anticuerpo policlonal con una titulacion de
1:50, producido en el Instituto en cambio los usados en las investigaciones antes
mencionadas, fueron anticuerpos policlonales comerciales producidos en Gptimas

condiciones a una dilucién de 1:1000.

Cuando se analizan los resultados en funcién a las patologias se encontré que en
los pacientes con esporotricosis cutanea fija, la inmunohistoquimica y la tincién
con PAS fueron igualmente sensibles que la esporotriquina, porque de los 7

pacientes positivos a esporotriquina, 7 lo eran también en IHQ y PAS.

En cambio en los pacientes con esporotricosis cutanea linfatica, el cultivo
micolégico y la IHQ fueron méas sensibles que el directo micolégico y el PAS,
tomando en cuenta que en estos pacientes la esporotriguina actué como gold
estandar. Debido a que son pocos pacientes no se puede calcular especificidad y
sensibilidad de la técnica. Por lo que, valdria la pena hacerlo en futuras lineas de

investigacion.

Conclusiones

La tincion inmunohistoquimica con anticuerpos policlonales anti-BCG permite
identificar los organismos fungicos sin reaccionar con estructuras de la piel normal

o células inflamatorias.

La utilizacion del PAS mostré una alta sensibilidad al compararlo con el gold

estardar que es la esporotriquina. Lo cual lo hace una alternativa diagndstica.
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Recomendaciones

Debido a que el nimero de pacientes es muy bajo no se puede calcular con un
margen de confiabilidad adecuado la sensibilidad y especificidad de las técnicas
por lo que seria de interés ampliar el nimero de pacientes para confirmar los

resultados obtenidos.

En préximos trabajos de investigacion, seria de interés, usar otro sistema de
deteccion en las inmunotinciones, utilizando otros cromogenos, diferente al usado
por nosotros, para que las esporas de dichos organismos flngicos sean de mas

facil visualizacion para el operador.

Seria bueno comparar los resultados obtenidos con la tincidbn inmunohistoquimica
con anticuerpos policlonales contra Bacillus Calmete Guérin (BCG) empleada en
el trabajo con sueros de conejos inmunizados con Sporothrix schenckii mediante

técnicas moleculares PCR usando primers contra Sporothrix schenckii.
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ANEXOS

Ficha de recoleccién

Fecha:

N°Paciente: Iniciales paciente: Sexo: F M

Pais de Nacimiento: Edad:

Telf: Direccion:

Ocupacion:

Antecedentes personales:

Antecedentes familiares:

Presentacion clinica y nimero de lesiones: Esporotricosis Esporotricosis
cutanea fija cutanea

Ubicacion de lesiones: linfatica

Pruebas diagnésticas:

Esporotriquina Directo Cultivo Biopsia HE PAS IHQ

micologico | micologico

Tratamiento y tiempo de duracion:

Iltraconazol

loduro de potasio
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Consentimiento informado

El Instituto de Biomedicina, es una institucién dedicada al servicio de la salud,
docencia e investigacion. El Bienestar de nuestros pacientes es fundamental para
nuestras actividades. Nuestra Institucion cumple con los principios de
Responsabilidad, No maleficencia, Justicia Beneficencia, Autonomia, Precaucion,

y Ponderacion de los principios bioéticos.

Titulo de la investigacion: Uso de anticuerpos contra el BCG en el diagndstico

de esporotricosis en Venezuela.

Introduccién: Uso de anticuerpos contra el BCG en el diagnéstico de

esporotricosis en Venezuela.

La esporotricosis es una infeccidbn micética subaguda o crénica, causada por el
hongo dimérfico Sporothrix schenckii presente en los suelos; con una amplia

distribucion mundial, notable por zonas de alta endemicidad en América Latina.

La infeccion es causada por la inoculacion trauméatica de los hongos existentes en
la materia organica y los suelos ricos en humus vegetales, o por astillas de
madera de la corteza de los eucaliptus y pinos que penetran la piel; a veces las
lesiones se propagan por los vasos linfaticos regionales, aunque la diseminacion

hemat6gena ha sido infrecuente.

El estandar de oro para el diagndstico de esporotricosis es el cultivo del patégeno,
sin embargo, los métodos seroldgicos, histopatologicos y, recientemente, los

moleculares se han usado para el diagnostico de esta micosis.

Mas recientemente, la tincibn inmunohistoquimica con anticuerpos policlonales

contra Bacillus Calmette Guérin (BCG) se ha utilizado para identificar varias
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bacterias y hongos, incluyendo S. schenckii. Debido a que los anticuerpos anti-
BCG no reaccionan con estructuras de la piel normal o células inflamatorias,
tienen el potencial de demostrar la presencia del Sporothrix schenckii.

Por ello se llevara a cabo esta investigacion para evaluar la eficacia de los
anticuerpos anti-BCG para diagnosticar esporotricosis cutanea en la consulta
externa de Micologia en el Servicio de Dermatologia del Hospital Vargas de

Caracas, Instituto de Biomedicina.

Se tomaran 12 biopsias de piel de pacientes diagnosticados con esporotricosis y 2
biopsias de piel de pacientes diagnosticados con Mycobacterium lepra y
Leishmania sp. provenientes de los archivos del Departamento de Dermopatologia
del Hospital Vargas de Caracas, Instituto de Biomedicina durante un periodo de 4
afos, 2010-2014.

Nombre/apellidos del paciente:

No. de historia;

Nombres/apellidos de los médicos: Dra. Maria Isernia y Dr. José Colina
Teléfono: 0424-8740685/ 0424-6472183

Fecha:
Mediante la presente, yo
Cl hago constar que fui informado por el Dr.

C.l. gue se me realizara una historia

clinica en la Institucion, la cual puede ser en forma fisica como digital. Los datos
gue aportaré a dicha historia quedaran registrados con mi nombre y nimero de
historia, asi mismo se registrardn mis examenes de laboratorio, resultados de
procedimientos, tratamiento, material fotogréfico y evolucion, que seran utilizados

con los siguientes fines:
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Médicos: ser revisados por médicos o enfermeras que participen en el tratamiento
de mi enfermedad en esta institucion, bajo un registro computarizado confidencial
al que se tendra acceso solo por el personal autorizado con clave, para que no
pueda ser evaluado por otras personas que no participen directamente en mi

tratamiento.

Docentes: dar clases a estudiantes de postgrado en dermatologia cumpliendo con

todos los principios de confidencialidad y de bioética

Investigativos: realizar estudios de investigacion, respetando mis datos
personales, documentos de identidad u otra forma en que se me pueda identificar
en dichos estudios. EI mantenimiento de la confidencialidad permitira hacer
publicaciones en el futuro que beneficien el concomiendo cientifico en funcion del

bienestar colectivo.

Asi como los datos se esta en conocimiento que las muestras biolégicas que se
tomen para los analisis podran pasar a formar parte de los biobancos de la
Institucién, los cuales cumplen con las reglas bioéticas de resguardo de la

confidencialidad y almacenamiento correcto de las mismas.

El almacenamiento de mis datos y muestras bioldgicas es voluntario, puedo
negarme a registrar los datos en la historia en forma fisica y/o digital asi
como donar mis muestras biolégicas con fines médicos, docentes e

investigacion, sin que esto afecte mi atencion médica en la Institucion.

Asi mismo, dichos datos digitalizados seran almacenados en la computadora
central de la Institucion, Podran ser utilizados por autoridades competentes
cuando la ley lo exija o con el objeto de reporte de las enfermedades de
notificacion obligatoria con fines epidemioldgicos respetando la ley vigente y la
confidencialidad del paciente.
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Declaro que he sido informado por el médico de poder revocar en cualquier

momento mi consentimiento.

Estoy satisfecho con la informacién recibida, he podido formular todas las
preguntas que he creido conveniente y me han aclarado todas las dudas
planteadas.

1.- En consecuencia, doy mi Consentimiento para que se lleve a cabo la
recoleccién de datos en la historia digital y muestras biolégicas. (marcar
con X)

2.- En consecuencia NO doy mi Consentimiento para que se lleve a cabo la

recoleccion de datos en la historia digital y muestras biologicas._  (marcar
con X)

Firma del paciente: C.l.:

Teléfono celular: Teléfono fijo:

Firma del Médico: C.l.

Teléfono celular: Teléfono fijo:

Aplicasi __no
Nombre del representante legal en caso de ser menor de edad & tener
discapacidad el paciente, con indicacidn del caracter con el que interviene (padre,

madre, tutor, etc.).

Nombre del representante legal

Firma C.l.

Relacion con el paciente
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Numero de teléfono fijo Numero de teléfono celular

TESTIGO 1

Nombre/Apellido C..

Numero de teléfono fijo Numero de teléfono celular
TESTIGO 2

Nombre/Apellido C.l.

Numero de teléfono fijo Numero de teléfono celular

Revocacién del consentimiento informado

En fecha revoco el consentimiento prestado para

el uso de mis datos clinicos y las muestras biol6gicas para los fines médicos,

docencia e investigacion

Firma del paciente

Firma del médico

Aplicasi __no

Nombre del representante legal en caso de ser menor de edad O tener
discapacidad el paciente, con indicacion del caracter con el que interviene (padre,
madre, tutor, etc.).
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Nombre del representante legal

Firma

C.l.

Relacion con el paciente

Numero de teléfono fijo

Numero de teléfono celular
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TABLAS

Tabla n°1: Distribucion de pacientes con Esporotricosis segln grupo etario y

género

Grupos etarios Femenino Masculino Total

5-10 afios 1 0 1
11-21 afios 2 0 2
22-32 afnos 1 0 1
33-43 afios 0 3 3
44-54 afos 2 1 3
55-70 afos 1 1 2

Total 7 5 12

Tabla n°2: Distribucién de pacientes con Esporotricosis segun ocupacion y

género

Ocupacion  Femenino Masculino Total

Estudiante 3 0 3
Agricultor 0 2 2
Floristero 0 1 1
Ama de casa 4 0 4
Profesor 0 2 2
Total 7 5 12
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Tabla n° 3: Distribucién de pacientes con Esporotricosis segun presentacion

clinicay localizacion de las lesiones.

Presentacion clinica *MSD **MSI **MIl ***MID Cara Total
Esporotricosis cutanea fija 1 1 2 2 1 7

Esporotricosis cutanea

linfatica 0 0 5

Total 3 12

*MSD: miembro superior derecho
**MSI: miembro inferior izquierdo
***MIl: miembro inferior izquierdo

****MID: miembro inferior derecho

Tabla n° 4: Distribucion de pacientes con Esporotricosis segun presentacion

clinico y métodos diagnosticos

Directo Cultivo

Esporotriquina micolégico micolégico

Presentacion clinica + + + *IHQ **PAS
Esporotricosis cutanea fija (7) 7 3 5 7 7
Esporotricosis cutanea linfatica (5) 5 3 5 5 4
Total 12 6 10 12 11

*IHQ: inmunohistoquimica
** PAS: 4cido periddico de Shiff
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Figuras

Fotografias n°1,2 ,3. Preparacion del anticuerpo anti- BCG

Fotografias n°4, 5. Frotis de Bacillus Calmette Guérin (BCG) a través de

microscopia Optica 40x.
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Fotografias n° 6-16 Cortes de 11 biopsias de pacientes con esporotricosis,

tefiidos con PAS, revelan esporas ovales de color fucsia (magnificacién de

40x).

Fotografias n°17-28. Inmunohistoquimica de 12 biopsias de pacientes con

esporotricosis, revelan organismos de color fucsia (magnificacion de 100x).
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Fotografia n°29. Inmunohistoquimica de

Leishmaniasis cutanea localizada,

(magnificacién de 100x).

biopsia de paciente con

revelan organismos de color fucsia

38



Fotografia n°30. Inmunohistoquimica de biopsia de paciente con

Mycobacterium leprae,
de 100x).

revelan organismos de color fucsia (magnificacion
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