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Resumen

ANTECEDENTES: la esporotricosis es una infeccién micética sub-
cutanea o profunda de evolucién subaguda o crénica, adquirida
por inoculacién traumatica o por inhalacién de esporas de alguna
de las especies del complejo Sporothrix schenckii, formado por los
siguientes agentes etiolégicos: S. albicans, S. brasiliensis, S. globosa,
S. luriei, S. mexicana y S. schenckii. Es un hongo dimérfico que apa-
rece en la naturaleza en forma filamentosa y cuando un hospedero
es infectado, el hongo desarrolla la forma de levadura. El diagnéstico
de laboratorio definitivo se realiza a través del cultivo del hongo a
25°C a partir de muestras clinicas. También son de utilidad los frotis
y los cortes de biopsia con tinciones de PAS o Grocott; sin embargo,
en ocasiones estos recursos no son suficientes y se busca el apoyo de
procedimientos inmunolégicos.

OBJETIVO: obtener una técnica de inmunofluorescencia indirecta para
el diagnéstico de esporotricosis cutdnea con el uso de anticuerpos
antilevaduras y antiesporas del grupo Sporothrix schenckii.

MATERIAL Y METODO: estudio experimental y descriptivo en el que
se usaron 10 biopsias de pacientes con diagndstico de esporotricosis
cutdnea, proporcionadas por el Hospital General Dr. Manuel Gea
Gonzalez. Se realizaron tres cortes por biopsia, uno para la realizacién
de la técnica de PAS y dos para el marcaje de inmunofluorescencia
indirecta utilizando uno para 1gG antilevadura y el otro para IgG
antiespora hechos en conejo y luego un IgG-FITC (isotiocioanato de
fluoresceina) anti-IgG de conejo hecho en cabra.

RESULTADOS: en todos los casos se encontré que el anticuerpo
antilevadura y el anticuerpo antiespora reconocen a las levaduras
presentes en los cortes, observandose excelente definicion.

CONCLUSION: la técnica de inmunofluorescencia indirecta nos
proporciona un método de alta afinidad, confiable y sencillo para el
diagnéstico de esporotricosis cutanea.

PALABRAS CLAVE: Sporothrix schenckii, esporotricosis cutdnea,
inmunofluorescencia.
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Usefulness of indirect
immunofluorescence for yeasts
visualization from skin biopsies from
sporotrichosis patients using anti-yeast
and anti-spore labeled antibodies.

Palma-Ramos A?, Castrillén-Rivera LE?, Paredes-Rojas A?, Vega-Memije ME?,
Arenas-Guzman R?, Castafieda-Sanchez JI*

Abstract

BACKGROUND: Sporotrichosis is a fungal infection, acquired by
traumatic inoculation or by inhalation of conidia of any of the species
of Sporothrix schenckii complex; this complex includes: S. albicans,
S. brasiliensis, S. globosa, S. luriei, S. mexicana and S. schenckii. This
is a dimorphic fungus that occurs in nature in the mycelial form and
when a host is infected, the fungus develops a yeast. Sporotrichosis
has been classified in cutaneous and extracutaneous. Definitive labo-
ratory diagnosis is performed by fungus culture, and sometimes by
biopsy or PAS or Grocott smears; however, sometimes immunological
procedures are mandatory.

OBJECTIVE: To perform indirect immunofluorescence technique for
the diagnosis of cutaneous sporotrichosis with the use of antibodies
anti-yeast and anti-spore of Sporothrix schenckii complex.

MATERIAL AND METHOD: An experimental and descriptive study
in which ten biopsies from patients with diagnosis of cutaneous
sporotrichosis from the Dermatology Department at Dr. Manuel Gea
Gonzélez General Hospital, Mexico City, were used. Three slices
were made by biopsy, one for the PAS technique and two for indirect
immunofluorescence for IgG anti-yeast and IgG anti-spore and then
an IgG-FITC (fluorescein isotiocianate) made in goat anti-IgG rabbit.

RESULTS: In all cases we found both the anti-yeast antibody and the
anti-spore antibody recognized yeasts with excellent definition.

CONCLUSION: The indirectimmunofluorescence technique provides
a method of high affinity, reliable and simple for the diagnosis of cu-
taneous sporotrichosis.

KEYWORDS: Sporothrix schenckii, cutaneous sporotrichosis, im-
munofluorescence
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ANTECEDENTES

La esporotricosis es una infeccién micética de
evolucién subaguda o crénica, adquirida por ino-
culacién traumatica o por inhalacién de esporas
de alguna de las especies del complejo Spo-
rothrix schenckii. La enfermedad puede afectar
a humanos y animales. Se caracteriza por lesio-
nes nodulares en la piel y el tejido subcutaneo.
Con frecuencia sigue el trayecto de los vasos
linfaticos y ocasionalmente otros érganos, hue-
sos y articulaciones. Se localiza principalmente
en la cara y las extremidades."? Los agentes
etiol6gicos que forman parte del complejo Spo-
rothrix schenckii son: S. albicans, S. brasiliensis,
S. globosa, S. luriei, S. mexicana y S. schenckii;
corresponde a un hongo dimérfico que aparece
en la naturaleza en forma micelial (o fase infec-
tante) y cuando un hospedero es infectado, el
hongo desarrolla la forma de levadura (o fase
parasitaria).>® La via de entrada en esporotricosis
cutdnea es a través de traumatismos o escoria-
ciones hechos con material contaminado, que
afecta principalmente a campesinos, jardineros,
floristas, amas de casa, carpinteros, mineros,
alfareros y laboratoristas; se considera una en-
fermedad ocupacional; las principales fuentes
de infeccion son la madera, la paja y el zacate.
También puede adquirirse mediante animales
que actdian como vectores indirectos o pasivos.”

La esporotricosis se clasifica desde el punto de
vista clinico en cutdnea y extracutanea. Su ma-
nifestacion clinica mas frecuente es la cutanea,
ya sea linfangitica (70 a 75%) o fija (20 a 30%)
y la forma diseminada (5%) es menos frecuente.?

El diagnostico de laboratorio definitivo se rea-
liza a través del cultivo del hongo a partir de
muestras clinicas. En el estudio histopatolégico
se encuentra hiperplasia pseudoepiteliomatosa
con formacién de microabscesos; se puede ver
una imagen granulomatosa con polimorfonu-
cleares, células epitelioides y células gigantes
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tipo Langerhans. Se describe una imagen sifiloide
constituida por células plasmaticas, linfocitos y
fibroblastos. En ocasiones se observan formas le-
vaduriformes en forma de navecillas o de cigarro
de 3 a 5 pm, cuerpos asteroides que no son ex-
clusivos de la esporotricosis,' éstas se visualizan
mejor con tincién de PAS o Grocott; sin embargo,
en ocasiones estos recursos no son suficientes y
se busca el apoyo de procedimientos inmuno-
[6gicos (aglutinacién de células levaduriformes
en tubo, aglutinacion de particulas de latex,
inmunodifusion, inmunofluorescencia).’

La inmunofluorescencia indirecta se utilizé an-
teriormente para la observacion y evidencia de
blastoconidios del complejo Sporothrix schenckii
en tejidos, porque las técnicas de anticuerpos
fluorescentes son altamente especificas en
comparacion con las tinciones tradicionales.*'3

El objetivo de este estudio es obtener una técnica
de inmunofluorescencia indirecta para el diag-
nostico de esporotricosis cutanea con el uso de
anticuerpos antilevadura y antiesporas del grupo
Sporothrix schenckii.

MATERIALY METODO

Obtencion de esporas

Se sembrd la cepa de Sporothrix schenckii, pro-
porcionada por el Hospital General Dr. Manuel
Gea Gonzdlez, en agar Sabouraud y se incub6
durante seis meses a 25°C.

Las esporas de Sporothrix schenckii se sembraron
en agar BHI por 48 horas a 37°C para obtener
colonias de levaduras.

Se prepard una suspension de esporas y una de
levaduras, cada una en solucion salina estéril
hasta una concentracion equivalente al tubo
ndim. 3 del nefelémetro de McFarland (900x10°
UFC/mL).
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La suspension de esporas se tratd en autoclave
a 15 Ib de presion, 121°C, durante 15 minutos,
para la inactivacion de éstas.

En el caso de las levaduras la suspension se
centrifugé a 10,000 rpm durante 10 minutos y
la biomasa se resuspendi6 en 5 mL de formalina
(formol 4%) durante 2.5 horas. Posteriormente se
centrifugé a 10,000 rpm durante 10 minutos y la
biomasa se resuspendié en solucion salina estéril.

Obtencion de anticuerpos antiesporas y
antilevaduras de Sporothrix schenckii

Se utilizaron conejos adultos Nueva Zelanda y
se realizé el protocolo de inmunizacién que se
muestra en el Cuadro 1.

A partir del suero de los animales inmunizados
se purificaron las gammaglobulinas con sulfato
de amonio a una concentracion final de 33%,
se dializé en solucién salina de boratos y se
cuantificé la concentracion de proteinas por el
método de Lowry.

Titulacion de anticuerpos por técnica de
aglutinacion*

Se agregaron 0.25 mL de TBS-gel en 10 tubos,
se agregaron 0.25 mL de suero al tubo 1y se

Protocolo de inmunizacién para esporas y le-

vaduras
inyeccion (dia) (mL)
1 0 0.5 Intravenosa
2 4 1.0 Intravenosa
3 8 2.0 Intravenosa
4 12 3.0 Intravenosa
Toma de 18
muestra
5 22 3.0 Intravenosa
Sacrificio
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realizaron diluciones al doble, dejando al tubo
10 como testigo. Se adicionaron a todos los tubos
0.25 mL de la suspension (levaduras o esporas) y
se agitaron. Se colocaron a 37°C durante 3 horas
y se refrigeraron durante 24 horas. El titulo del
suero en cada caso correspondié a la dilucion
mayor en la que se observa aglutinacién.

Biopsias

Se analizaron 10 biopsias de piel provenientes
de pacientes con diagnéstico de esporotricosis
cutanea, proporcionadas por el Hospital General
Dr. Manuel Gea Gonzélez. Se realizaron tres
cortes por biopsia, uno para la realizacién de la
técnica de PAS y dos para el marcaje de inmu-
nofluorescencia indirecta utilizando uno para IgG
antilevadura y el otro para IgG antiespora hechos
en conejo y luego un IgG-FITC (isotiocioanato de
fluoresceina) anti-IgG de conejo hecho en cabra.

Técnica de acido peryddico-Schiff (PAS)™

Desparafinar y tratar con dcido peryédico a 0.6%
durante 10 minutos; lavar, secar, agregar reactivo
de Schiff por 15 minutos en la oscuridad, después
lavar con agua sulfurosa y con agua destilada.
Colorear con hematoxilina de Harris uno o dos
minutos y luego lavar, adicionar amarillo de
metilo durante tres minutos, lavar con agua aci-
dulada y destilada. Deshidratar y montar.

Las estructuras y compuestos PAS positivos (poli-
sacaridos) se observan de color rosa, los ntcleos
azules y el citoplasma amarillo.

Técnica de inmunofluorescencia indirecta'®

1. Desparafinar

2. Agregar PBS (pH 7.4) durante cinco mi-
nutos.

3. Bloquear con PBS gelatina (0.05% pH 7.4)
durante cinco minutos.
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4. Agregar el anticuerpo primario (antile-
vadura o antiespora hechos en conejo),
diluido 1:50 e incubar en camara himeda
a 37°C durante 2 horas.

5. Enjuagar con amortiguador PBS pH 7.4
durante cinco minutos.

6. Agregar el anticuerpo secundario (anti-
IgG de conejo hecho en cabra marcado
con FITC por Santa Cruz Biotechnology)
diluido 1:100 durante 2 horas en cdmara
himeda a 37°C y en oscuridad.

7. Lavar con PBS y montar en PBS glicerol
diluido (9:1).

8. Colocar un cubreobjetos.

9. Observar en microscopio de fluorescen-
cia.

Andlisis estadistico

Las muestras positivas de la tincién de in-
munofluorescencia indirecta con el suero
antiespora y con el suero antilevadura se trataron
matematicamente para el calculo de sensibilidad
utilizando la siguiente formula:

S=VP/(VP+FN)x100

Donde S: sensibilidad, VP: verdaderos positivos,
FN: falsos negativos.

Valor de p binomial. Para establecer la con-
fiabilidad del método, los valores positivos se
trataron para el célculo de p binomial usando
la siguiente formula:

P*= [nl/k!(n-k)!pkq®
RESULTADOS
Para la obtencion de esporas se sembré Spo-

rothrix schenckii en agar Sabouraud y se incub6
durante seis meses a 25°C, se aislaron colonias

yyyyyyyyyyyyyy

membranosas de aspecto céreo, color marrén
claro y finamente radiadas, mas tarde se hicie-
ron negras con centro plegado (Figura 1A); las
esporas de estos cultivos las observamos en una
preparacion en fresco (Figura 1C).

Para la obtencién de levaduras se sembraron
esporas de Sporothrix schenckii en agar BHI
por 48 horas a 37°C, con crecimiento de colo-
nias cremosas, color castano claro (Figura 1B),
microscopicamente se observaron levaduras
en forma de puro o navecilla de 3 a 5 mm de
diametro (Figura 1D).

Para la obtencion de los anticuerpos se inmuni-
zaron conejos con levaduras y con esporas de
Sporothrix schenckii, se purificaron y se cuantifi-
caron las concentraciones de proteinas mediante
la técnica de Lowry. Los titulos de anticuerpos se
determinaron por la técnica de aglutinacion, los
resultados fueron los siguientes: en ambos sueros
(levaduras y esporas) se determinaron titulos de
anticuerpos de 1:128 (para ambos casos) y se
determinaron concentraciones de proteinas de
13.75 mg/mL para el suero antilevaduras y de

Figura 1. Crecimiento macro y microscépico de Spo-
rothrix schenckii en agar Sabouraud. A. Fase micelial.
B. Fase levaduriforme. C. Frotis de esporas 40X. D.
Frotis de levaduras 40X.
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16.17 mg/mL para el suero antiesporas (Cuadro
2).

Se probaron los anticuerpos antilevaduras y
antiesporas de Sporothrix schenckii en frotis de
levaduras y de esporas utilizando como anti-
cuerpo secundario anti-IgG de conejo hecho en
cabra marcado con FITC (Figura 2).

Para el montaje de la técnica de inmunofluores-
cencia indirecta se utilizaron cortes histologicos
de 10 pacientes ya diagnosticados con espo-
rotricosis cutdnea por hongos del grupo de
Sporothrix schenckii, mediante la reaccién de
PAS (Figura 3).

En dos cortes de cada paciente se realizé la
técnica de inmunofluorescencia indirecta uti-
lizando los anticuerpos antilevaduras en uno y
antiesporas en otro, hechos en conejo, utilizando
anti-IgG de conejo marcado con FITC hecho

Cuadro 2. Concentracién de proteinas purificadas de los
sueros de conejos y titulo de anticuerpos, antilevaduras y
antiesporas

Concentracion de | Titulo de anticuerpos

proteinas en mg/mL (IgG de conejo)
Antilevaduras 13.75 1:128
Antiesporas 16.17 1:128

Figura 2. Marcaje por inmunofluorescencia indirecta
de Sporothrix schenckii con antilevadura hecho en
conejo y con anti-IgG de conejo hecho en cabra
marcado con FITC. A. Levaduras. B. Esporas.
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Figura 3. Corte histolégico con la reaccion de PAS.
A. Paciente 1. B. Paciente 2.

en cabra como anticuerpo secundario. De las
10 biopsias de pacientes con esporotricosis se
encontré marca fluorescente con el anticuerpo
antilevadura y con el anticuerpo antiespora, lo
que demuestra que ambos anticuerpos recono-
cen a levaduras de S. schenckii (Figura 4).

En todos los casos estudiados, que ya se habian
diagnosticado con esporotricosis cutdnea y
mostrado la existencia de levaduras por la téc-
nica de PAS, se encontr6 que los anticuerpos
antilevaduras y antiesporas reconocieron a las
levaduras presentes en los cortes, observandose
excelente definicién.

DISCUSION

Las técnicas de anticuerpos fluorescentes son
altamente especificas en comparacion con las
tinciones tradicionales. De acuerdo con Kaplan
y Gonzalez-Ochoa, los anticuerpos fluorescentes
pueden usarse como un método rapido para la
demostracion del grupo Sporothrix schenckii en
improntas del exudado de las lesiones, ya que
encontraron 88% de positividad.' Kaplan e
Ivens, al utilizar la inmunofluorescencia, obser-
varon escasas estructuras flngicas en material
clinico humano, facilmente reconocibles.'® A tra-
vés de este estudio se demostré que ademas del
cultivo, la intradermorreaccién y la histopatolo-
gia, la inmunofluorescencia indirecta representa
otro recurso valioso para determinar la existencia
del parésito en los tejidos infectados.'
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Figura 4. Comparacion de la marca de levaduras de Sporothrix schenckii en tejido con antilevadura y con
antiesporas hechos en conejo y con anti-IgG de conejo hecho en cabra marcado con FITC. A. Anticuerpo
antilevadura. B. Anticuerpo antiespora.
n=10. Valor de p binomial: 0.00097.

En nuestro estudio comparamos anticuerpos
hechos contra esporas y anticuerpos hechos
contra levaduras de Sporothrix schenckii y
encontramos resultados similares al observar
la fluorescencia existente en los marcajes de
los cortes en cada paciente, con fluorescen-
cia y buena definicion en todos los marcajes
efectuados. De manera que podemos decir
que encontramos 100% de marca para ambos

anticuerpos probados (equivalente al 100% de
sensibilidad), lo que demuestra que las levadu-
ras y las esporas de Sporothrix schenckii tienen
determinantes antigénicos compartidos.

Esta técnica fue sensible (100% de sensibilidad),
lo que permite establecer que es altamente
confiable (valor de p binomial 0.00097) y reco-
mendable para el diagnéstico de esporotricosis,
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cuando se dispone de los anticuerpos necesarios
y de un microscopio de fluorescencia.

CONCLUSION

La técnica de inmunofluorescencia indirecta pro-
porciona un método de alta afinidad, confiable
y sencillo para la observacion de levaduras en
biopsias de pacientes con diagnéstico de espo-
rotricosis cutdnea.

Este trabajo fue financiado con fondos del PRO-
DEP/SEP: 34611549/915056.
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