
•

.. ..
t\ .:. .

.• - ' -j '. :

}i.
,,:.
'. -;

9. /5
Cienc. TecnoL Venez. 2: 27-34,1985

LOCALIZACION ULTRAESTRUCTURAL DE ANTIGENOS DE SUPER-
o FICIE EN SPOROTHRIX SCHENCKII.
Félix J. Tapia .... Maria Carolina Castillo .... Imelda Campo-Aasen •• y María B. de Albornoz.".
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gía, Apartado 4043, Caracas 1010A. Yeneauela,

Sporothrix schenckii un hongo dimorflco de la Clase Hifomlcetos, es el agente causal de
la esporotricosls humana. MélOdos tnmunochoqutmicos tienen además de un valar diag­
noutco. importancia en la localización subceltdary caracterízacián deantigenos bioac ü­
vos. Utilizando un anticuerpo contra S. scheneki! (SS-78-0258, Center for Disease
Control; Atlanta; Georgia) producido en conejo después de inoculación con S. scñenckli
(6dias, 37oC. levaduriforme)y anticuerpo de unión marcado con oro coloidal, se localizó
el antigeno en la pared celular (J. 6, 9 JI15 dias; levaduriforme 37°C y micelial 25°C:
cepas 00 7J, 026 J. 8770Y 99 771.N.D.). Brevem ente, el hongo en suspensión y sinj"cjarfue
incubado por JO minutos a 25°Có J70C dependiendo de lafase del hongo en: l . ami-SS.
2. Camero anti-S'S, 1:200:2. Camero ami-conejo oro coloidal. 1:2. Similarmentese hizo
una Iocalizacián simultánea usando el ami-SS oro coloidal )1 Coneavalina A-pero­
xidasa; La especificidad del anti-SS se demostró por la falta de reacción con los siguien­
les controles: a) P. bras íliensis, C. albicans, Cryptococcus ne%rmans Geotrichum sp.;
b) Eliminando cualquiera de los anticuerpos: c) Absorbiendo el anti-S'S con su antígeno
homólogo. Este estudio demuestra la presencia de antígenos comunes en las lIases del
hongo. Los puntos de marcaje del anti-S'S coincidieron algunas vecescon los de la Canea­
valina A. indicando parte de la naturaleza polisacárida del antigeno estudiado.

Sporothrix schenckii (Hektoen & Perkins, 1900) es un hongo dimórfico agente cau­
sal de la esporotricosis humana. La clasificación de este hongo en el género Sporotri­
chum es incorrecta, ya que S. schenckii no se parece a Sporotrichum aureum, la
especie lectotípo del género (Cannichael, 1962). La esporotricosis se caracteriza clí­
nicamente por presentar lesiones cutáneas y subcutáneas tijas o localizadas, distin­
guidas por úlceras, placas verrugosas, ·abscesos; o por lesiones diseminadas que
generalemente .abarcan una extremidad y\ raramente varias regiones del cuerpo.
También existen formas extras-cutáneas localizadas principalmente en el pulmón.
huesos, articulaciones, etc. (Wilson et al., 1967). Debido a que el diagnóstico clínico
no es fácil como resultado del polimorfismo del cuadro clínico y su similitud con otras
enfermedades tropicales como la leishmaniasis tegumentaria, se hace necesario utili­
zar procedimientos especiales que nos permitan el diagnóstico diferencial.

El diagnóstico por medio del método serológíco tiene gran importancia y es de espe­
cial valor en la enfermedad sistemática (Albornoz. 1981). El uso de técnicas inmu­
nocitoquímícas, como la ínmunofluorescencía y la inmunoperoxidasa tienen su
aplicación desde el punto de vista diagnóstico (Kaplan & Ivens, 1960; Russell et
al,1979).

Los ~étodos inmunocitoquímicos también pueden serusados en la caracterización
celular de los organismos en diferentes estados' biológicos. En este estudio, utili­
zando una novedosa técnica inmunocitoquímica a dos pasos 'o 'sandwich', que

27

. ,~



nvuelven el uso de anticuerpos específicos contra S. schenckii y anticuerpos de
nión marcados con oro coloidal, localizamos antígenos de superficie en este hongo.
gualmente, hicimos una localización simultánea usando el anti-S. schenckii oro
oloidal y Concavalina A-peroxidasa, para comparar y visualizar la distribución
opográfica de ambas.

¡fATERIALES y METODOS

le estudiaron las siguientes especies de hongos dimofficos: Sporothrix schenckii
cepas 0073,0261,8770, 9977), Paracoccidioides brasíliensis (cepa 0350), Can­
/ida albicans (cepa 8385) Cryptpcoccus neoformanst cepa 85 51) YGeotrichum sp. '
cepa 0001). Todos los hongos fueron obtenidos originalmente de pacientes y pasa­
los a medio de cultivo. C. neoformans del Center for Diseases Control (CDC),
\t1anta, Georgia, EEUU, y el resto en la sección de Micología de nuestro Instituto.
Las cepas0073 y0261 de S. schenckiiprovienende lesiones fijas, y las cepas 8770 y
)977 de lesiones diseminadas Iinfangiticas.

Las cepas de Ssschenckii fueron cultivadas en medio cerebro-corazón -agar (CCA,
Difco) a 37°C (fase levaduriforme) yenmedio Sabouraud dextrosa agar a25°C(fase
micelial), por 3, 6, 9 Y 15 días. P. brasiliensts fue cultivado en CCA a 37°C (fase
levaduriforme) por 6 días, y el resto de los hongos en medio Sabouraud a 250C
por 6 días.:

El antí-S. schenckii SS-78-0258 fue una donación del Dr. William Kap1an del
CDC, A tianta, Georgia, EEUU. Este antisuero fue producido por inmunización de
un conejo S. schenckii de 6 días en fase levadurifonne muertos con formalina de
acuerdo con Kaplan & González Ochoa (1963).

El anticuerpo de unión fue un camero anti-conejo(IgG purificada por afinidad) mar­
cado con partículas de oro coloidal de aproximadamente 20nin en diámetro (dona­
ción del Dr. Jan De Mey, Janssen Pharmaceutica, Beerse, Bélgica). El oro coloidal
fue preparado por reducción química del acído cloroáurico (H Au Cl.)con citrato de
sodio y conjugado a la IgG de acuerdo a protocolos existentes (De Mey et al.,
1981 ).

El procedimiento inmunocitoquímico fue realizado de acuerdo conDe Waele y cola­
boradores (1981) con varias modificaciones. Un inoculo tomado del medio de cul­
tivo fue lavado 2 veces en el buffer de trabajo (Buffer fosfato 0.1 M, pH 7.2 con 1%
albúmina de suero bovino). El lavado consistió en la suspensión del inoculo o pel1et
en 200ul del buffer y centrifugación a300g en una microcentnfuga Fisher Modelo
59, a temperatura ambiente por 5 minutos. Con 2 lavados después de cada paso el
pellet fue re suspendido en 25 m1 de las siguientes soluciones: l. anti -S. schenckii SS­
78-0258, 1:200, por 30 minutos a 250C ó 37 0C dependiendo de la fase del hongo en
estudio; 2. carnero anti-conejo IgG marcado con oro coloidal, 1:2, por 45 minutos a
la temperatura apropiada; 3. gluteraldehido a12 .5% en buffer cacodilato 0.1 M, pH
7.2, por 30 minutos a temperatura ambiente; 4 . post-fijación en tetróxido de osmio al
1% en soluciones acuosa, por 45 minutos a temperatura ambiente. Después de 2
lavados con agua destilada el peIlet se amoldó en agar Noble, e inmediata-
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mente se procedió a la deshidratación. impregnación e inclusión en Epon en la forma
convencional.

La especificidad de la inmuno-reacción fue estudiada con los siguientes controles: l.
Sustitución en el primer paso de la inmuno-reacción por el anti-S. schenckii SS-78­
0258 previamente absorbido con Ssschenckii fase levadurifonne de 6 días; 2. Elimi­
nación del anticuerpo primario o el de unión en .la inmuno-reaccl ón;3. E valuación de
la inmune-reacción en los hongos controles. P. brasiliensis, C. neoformans yGeotri­
chum sp.

El experimento de doble marcaje, anti-S.schenckii oro coloidal y Concavalina A­
HRP (= Horseraddish Peroxidase, peroxidasa de rábano) se llevó a cabo con la cepa
8770 cultivadas a 37 0C por 6 días, partiendo de una suspensión inicial de 2xlOS
c élulas/mí. La localización con anti-S.schenckii oro coloidal se realizó de la forma
arriba descrita, hasta antesde la fijación con gluteraldehido. Se lavó el pellet conPBS
(Buffer fosfato en solución salina0.1 M, pH 7.2) Yse incubó en una solución de Con­
cavalina Aen PBS (3 concentraciones fueron estudiadas 50, 100 Y 200 ug/ml) a
37°C por 15 minutos. La reacción se reveló de acuerdo con Graham & Karnovky
(1966) usando 3,3' diaminobenzidina hidrocloruro(DAB) como cromógeno. 'E l
resto del proceso fue idéntico a los pasos 3 y 4 del procedimiento inmunocitoquímico.
Como control también se realizó la técnica simple con A- HRP siguiendo el procedi­
miento original de Bernhard & A vrameas (1971).

Los cortes ultrafinos fueron obtenidos en un ultramicrotomo Porter-Blurn MT-2B,
recogidos en rejillas de Cobre de 400mesh y examinados después de teñidos con ace­
tato de uranilo y citrato de Plomo (este último a veces omitido en los experimentos
Con A-HRP) en un microscopio electrónico Hitachi H-500.

RESULTADOS

La apreciación a simple vista de la toma de un color rojo claro por el pellet celular
después de haber sido añadido el anticuerpo de unión-oro coloidal y lavado 2 veces,
es indicativo de una inmune-reacción positiva. Reacción que también se pudo ver al
microscopio de luz, cuando un frotis del pellet fue observado. Por este criterio y por
su observación al microscopio electrónico se pudo demostrar que las 4 cepas de S.
schenckii estudiadas fueron inmuno-reactivas al antisuero SS-78-0258. Inmune­
reactividad que se observó en las 2 fases del hongo, sin ninguna aparente diferencia­
ción entre cepas procedentes de lesiones fijas o aquellas de lesiones diseminadas
(Figura 1 y 2). Similarmente, se demostró que este anticuerpo no reconoce compo­
nentes antigénicos enP. brasilí énsis (Figura 2d), C. albicans (Figura 2e), C..neofor­
mans y Geotrichum sp. La falta de inmuno-teacción en los otros controles como
fueron la eliminación de pasos en el procedimiento inmunocitoquímico, y la absor­
ción del anticuerpo especifico con su antígeno homólogo, demostró la alta especifici­
dad del antisuero SS-78-0258.

El estudio ultraestructural consistió y se analizó en 2 partes. La parte convencional
donde se observó la estructura celular en las diferentes fases del hongo y la parte cito-
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química (técnica Con A-HRP) e inmunocitoquímica (técnica con oro coloidal). El
estudio convencional reveló todas las características morfológicas previamente des­
critas para S. schenckii por Lane y colaboradores (1969; 1970). Las levaduras son
generalmente esferícas, ovoides o fusiformes de unas 2-6um en su diámetro máximo
(Figura 1, a y b), un halo que se puede visualizar mejor cuando no se tiñe con citrato
de Plomo, está presente en la mayoría de las células (Figura I e), La pared celular de
las levaduras mide de 100-300nm en grosor, tiene apariencia microfibrilar y parece
compuesta por 2 capas o más (figura 1, d Y e).Citoplásmicamente las levaduras
muestran una gran diversidad donde se pueden ver entre otras cosas gránulos osmio­
fílicos, vesículas vacías, pequeñas gotas lipidicas, etc. (Figura 1, a y b), En la fase
micelial, la pared celular de las hifas es de 35-90nm y no se ve el halo de las levaduras
(Figura 2, a y b). La pared celular de las conidias, por su parte mide unos 300nm de
diámetro. En la segunda parte de nuestro estudio, con el anti-S.schenckii SS-78­
0258 se localizaron antígenos en la pared celulardel hongo, localización que se pudo
observar tanto en la parte interna como externa de la pared (Figura 1f). Estos antíge­
nos aparecen distribuidos sobre la entera superficie de la pared, sin ninguna aparente
segmentación en la distribución de la inmuno-reaccí ón. En una misma población
celular no todas las levaduras, hifas oconidias teni ánla misma cantidad de oro ccloi­
dal en su superficie. La localización de carbohidratos con la técnica Con A-HRP,
simultáneamente con los antígenos reconocidos porel SS-78-025 8, permitió la com­
paración directa (Figura 2c).

CONCLUS~O.N .

La localización de antígenos de superficie a nivel de microscopía electrónica en Spo­
rothrix schenckii, ha estado limitada a la detección de radicales carbohidratos con
Concavalina A en las 2 fases del hongo(Travassos et al., 1978), ya la demostración
de grupos aniónicos con hídróxídos de hierro coloidal y ferritina en levaduras (Ben­
chimol et al., 1979). El oro coloidal el cual ha demostrado ser un excelente marcador
para microscopía electrónica (ver revisiones por Horisberger, 1981; Varndell et al.,
1982), es aquí utilizado por primera vez en la localización de antígenos de superficie
en S. schenckii. Esta tecnología tiene la ventaja de su simplicidad y gran poder de
visualización, por ser el marcador en partículas electrón-densa que se puede preparar
de diferentes tamaños. Así mismo esta técnica inmunocitoquírnica se puede compa­
rar directamente con otros métodos, tal como lo hicimos en el experimento con Con
A-HRP.

Nuestro estudio demuestra la presencia de.antígenos comunes en la pared celular de
las 2 fases del hongo a diferentes intervalos en su ciclo de vida. La aparente variabili­
dad en la intensidad de la Inmune-reacci ón observada en una misma población,
sugiere que la expresión de los componentes antigénicos reconocidos con el anti-

.. suero SS-78-0258 es dependiente del ciclo celular.
Los puntos reconocidos por el anticuerpo SS- 78-0258 algunas veces coincidieron
con los reconocidos por la Concavalina A, demostrativo de la naturaleza polisacá-
rida del antígeno detectado. .
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Figura 1. Electron irununolinci6n usando la técnica del oro coloidal y el anti SS-78-0258 en S.
schenckil: A. Cepa 8770,levaduras 6 días, X 13.880. B. Cepa 8770, levaduras 3 días, X
35,100 A YB muestran algunas de las' características morfológicas descritas. C. Cepa
8770,levadura 6 días, la tinción sin citrato de plomo deja ver mas claramente el halocircun­
dante, X 25,750 . D. Cepa 0261. Levadura 6 días mostrando varias capas en la pared, X

. 26,650. E. Cepa0261,Ievadura 6 días, problema en la pared muestra también inmunoreac­
elón en la membrana interna, X 35,000 F. Cepa 8770, levadura 6 días, sin citrato de plomo,
se ve Inmune-reacción en ambos lados de la pared celular, X 26.300.
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S. scñenckii -oro coloidal. Con A-HRP y Hongos Controles . A. CepaOO73. hifas y coni­
días. 3 dlas, X 8.750. B.Cepa 9977. hifas yconidias 3 días, X 20.000. C.Cepa8770./eva­
dura 6 días, antí-SS-78-0258 oro coloidal y Con A-HRO (depósito electrón-denso). X
72.850. D. P. brasiliensls, Cepa 0350. levadura 6 dias. X 8.750 . E. C. atbicans, Cepa
83a5.levadura 6 días, X 27~500. En D & E la inrnunoreacción fuenegativadespués de tra­
tado con anti:SS-78-0258. en E se aprecian agregados de oro coloidal que no reaccio­
naron especificamente.
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Futuros estudios deben estar dirigidos hacia la caracterización bioquímica de los
antígenos específicos por nosotros reconocidos y a los posibles cambios dependien­
tes del ciclo celular. Asimismo se piensa estudiar otros antígenos altamente específi­
cos 'producidos metabólicamente por la fase micelial aislado por Albornoz (1981).

SUMMARY

Sporothrix schenckii a dimorphous fungus ofthe Hyphomycetus class, is the causa­
tive agent of human sporotrichosis. Immonocytochemical rnethods, apart from a
diagnostic value, are important for the subcellular localization and characterization
of bioactive antigens. Using an anti S. schenckii antigen (SS-78-025 8, Center for
Disease Control, Atlanta) produced in rabbits after inoculation with S. schenckii(6
days, 37°C, yeastform) and a binging antibody labelJed with colloidal gold, we locali­
zed the antigen in the cell-wall (3,6,9,1 Sdays; yeastfonn 37°C and mycelial ZásC;
strains 0073, 0261, 8770 and 9977 IND) Briefly, a suspension of non-fixed fungi
was incubated during30 minutes at25 or 37°C depending on the phase ofthe fungus
in: 1) anti-SS, 1:200; 2) goat anti-rabbit-colloidal gold 1:2. Simultaneously we loca­
lizad witth anti-SS-colloidal gold and a peroxidase Concanavalin A. The specificity
ofthe anti-SS was demostrated by reactions with the following controls: a) P. brasi­
liensis, C. albicans, C. neoformans and Geotrichum sp. b) Eliminating any of the
antibodies. e) Absorbing the anti-SS with homologous antigen. This study shows
common antigens in both phases of the fungus. The Binding sites of anti-SS not
a1ways coincided with those of'Concanavalin A, indicating part of the polysacharide
nature of the antigen studied.
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