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Prowadzone od wielu lat badania struktury antyge-
nowej grzybów mia³y na celu okre�lenie immunologicz-
nej aktywno�ci poszczególnych komponentów i ich roli
w patogenezie, a tak¿e uzyskanie swoistych reagentów
diagnostycznych. Antygeny te umiejscowione s¹ u der-
matofitów podobnie jak u Candida albicans (6), Asper-
gillus fumigatus (7) czy te¿ Sporothrix schenckii (4)
przede wszystkim na powierzchni i w �cianie komór-
kowej, a tylko nieliczne mog¹ lokalizowaæ siê w cyto-
plazmie (8).

Okre�lenie frakcji antygenowych odpowiedzialnych
za patogenno�æ i immunogenno�æ tych grzybów napo-
tyka na du¿e trudno�ci. Eukariotyczna komórka grzyba
nie tylko cechuje siê z³o¿on¹ ultrastruktur¹ i budow¹
fizykochemiczn¹, ale równie¿ podlega ci¹g³ym zmia-
nom w trakcie swojego rozwoju, zarówno in vivo, jak
i in vitro. W konsekwencji pula potencjalnych antyge-
nów jest nie tylko obszerna, ale charakteryzuje siê wy-
sok¹ labilno�ci¹. Struktura antygenowa zale¿y, miêdzy
innymi, od fazy wzrostu grzyba, jego formy morfolo-
gicznej, wytwarzanych metabolitów oraz warunków
�rodowiska (5).

Badania Camarago i wsp. (2) wykaza³y, ¿e wiêkszo�æ
grzybów chorobotwórczych dla ludzi i zwierz¹t, wy-
twarza charakterystyczne antygeny powierzchniowe,
których rozpoznanie pozwala na szybk¹ identyfikacjê
zarazka. S¹ to rozpuszczalne, wysoce immunogenne
i swoiste gatunkowo substancje wytwarzane przez grzy-
by przez ca³y okres ich rozwoju. Antygeny te znalaz³y
zastosowanie do identyfikacji wielu gatunków grzybów
sprawiaj¹cych szczególne trudno�ci diagnostyczne (12,
13). Ze wzglêdu na wysoki stopieñ pokrewieñstwa an-
tygenowego (9) nie znalaz³y jednak dotychczas zasto-
sowania w przypadku identyfikacji dermatofitów.

Celem badañ by³o okre�lenie optymalnych warun-
ków otrzymywania specyficznych gatunkowo antyge-
nów powierzchniowych dermatofitów oraz analiza ich
profili bia³kowych.

Materia³ i metody
Badaniami objêto izolowane od zwierz¹t szczepy Micro-

sporum canis, Trichophyton verrucosum, Trichophyton men-
tagrophytes i Microsporum gypseum pochodz¹ce z kolekcji
w³asnej Zak³adu Mikrobiologii Weterynaryjnej Instytutu Cho-
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Summary
The objective of the study was to determine the optimal conditions for obtaining species-specific surface

antigens of dermatophytes (the present authors� methodology), as well as their protein profile analysis. The
studies included the clinical isolates of the following strains: Microsporum canis, Trichophyton verrucosum,
Trichophyton mentagrophytes and Microsporum gypseum. The analyzed strains were cultured on Sabouraud�s
solid medium for 7 and 21 days at a temperature of 25°C (M. canis, M. gypseum) and at 37°C (T. verrucosum,
T. mentagrophytes). Surface antigens were obtained from this material according to the present authors�
methodology, the established elution time of antigen fraction was 1.3 and 24 h. The obtained protein fractions
were stored as a lyophilize at a temperature of -20°C. The protein profiles of each antigen preparation were
determined by SDS PAGE technique after Laemmli. The documents and analysis of the fractions obtained
were performed with Gel-Doc (Bio-Rad). The studied preparations exhibited from 8 to 18 components of
190 kDa � 14.8 kDa molecular weight, while their qualitative and quantitative composition depended on the
conditions of preparation obtainment and fungus species. The comparative analysis of dermatophyte protein
profiles comprised the selected preparations obtained after the 24 hours� elution and a week of fungus culture.
Besides the common components (70. 35 and 25 kDa), the examined surface antigens contained the following
species-specific fractions: a band of 27.7 kDa molecular weight was characteristic for M. canis, 107 and
87.3 kDa for M. gypseum and for T. mentagrophytes � 73.6; 59.4 and 45.6 kDa. The isolation and detailed
characteristics of these proteins are likely to facilitate a quick and more specific diagnostics of dermato-
phytoses, as well as a thorough recognition of fungus pathogenicity mechanisms.
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rób Zaka�nych i Inwazyjnych AR w Lublinie. Szczepy te prze-
chowywano w formie liofilizatów w temperaturze �20°C.

Antygeny powierzchniowe. Badane szczepy namna¿ano
na pod³o¿u Sabourauda przez 7 i 21 dni w temperaturze 25°C
(M. canis, M. gypseum) oraz 37°C (T. verrucosum, T. menta-
grophytes). Materia³ uzyskiwany w okre�lonych przedzia³ach
czasowych zbierano z pod³o¿a i zawieszano w ja³owej wo-
dzie destylowanej z dodatkiem 0,02% merthiolatu (Merc-
-Schuchardt) oraz mieszaniny inhibitorów (Proteinase inhibi-
tor cocktail kit, ICN) w proporcji 10 ml roztworu na materia³
z jednej p³ytki. Procedurê uzyskiwania antygenów powierzch-
niowych wykonano wg metodyki w³asnej (18), ustalaj¹c czas
elucji frakcji antygenowej na 1, 3 i 24 godziny. Uzyskane frak-
cje bia³ka liofilizowano i przechowywano w temperaturze �
20°C. Zawarto�æ bia³ka w poszczególnych preparatach okre�-
lano metod¹ biuretow¹ (Cormay).

SDS-PAGE. Profile bia³kowe poszczególnych preparatów
antygenowych okre�lano technik¹ elektroforetyczn¹ w warun-
kach denaturuj¹cych wg Laemmli (10) w aparacie Mini Pro-
tean II (Bio-Rad). Dokumentacjê wraz z analiz¹ uzyskanych
frakcji przeprowadzono z zastosowaniem Gel-Doc 2000 (Bio-
Rad).

Wyniki i omówienie
Porównawcz¹ analizê profili bia³kowych dermatofi-

tów M. canis, M. gypseum, T. verrucosum i T. menta-
grophytes przeprowadzono w oparciu o elektroforegra-
my ich antygenów powierzchniowych. W pierwszym
etapie pracy okre�lono optymaln¹ fazê wzrostu grzy-
bów oraz czas elucji antygenów dla uzyskania bogatej
i zró¿nicowanej struktury bia³ek powierzchniowych.
W tym celu poddano rozdzia³owi elektroforetycznemu
preparaty antygenowe uzyskane po 7 dniach (logaryt-
miczna faza wzrostu) i 21 dniach (pocz¹tek stacjonar-
nej fazy wzrostu) hodowli dermatofitów na sta³ym pod-
³o¿u Sabourauda oraz 1-, 3- i 24-godzinnej ekstrakcji
(ryc. 1). Wykazano na przyk³adzie preparatów M. ca-

nis, ¿e czas hodowli grzyba zwiêksza ekspresjê antyge-
nów powierzchniowych, a przed³u¿ony proces ich elu-
cji powoduje ilo�ciowy wzrost poszczególnych frakcji
w ekstrakcie. Na podobne zjawisko w przypadku Pa-
racoccidies brasiliensis zwrócili uwagê Camarago
i wsp. (3), stwierdzaj¹c równoczesny wyra�ny spadek
reaktywno�ci immunologicznej frakcji uzyskanych ze
starszych hodowli. Apodaca i McKerrow (1) sugeruj¹
ponadto, ¿e nasilaj¹ce siê w miarê przed³u¿ania hodowli,
procesy autolityczne z udzia³em endogennych proteaz
mog¹ w sposób przypadkowy modyfikowaæ strukturê
uzyskiwanych frakcji antygenowych.

Badane preparaty wykazywa³y od 8 do 18 kompo-
nentów o masie cz¹steczkowej od 190 kDa do 14,8 kDa.
Najsilniej wyra¿ona by³a frakcja o masie 27,7 kDa, a w
nastêpnej kolejno�ci frakcja o masie 34,0; 70,0; 25,5
i 24,4 kDa. Frakcje te by³y reprezentowane we wszyst-
kich preparatach, przy czym ich procentowy udzia³
w poszczególnych profilach bia³kowych zale¿a³ od wa-
runków uzyskiwania preparatów. Zaobserwowano po-
nadto, podobnie jak inni autorzy (16, 17), stosunkowo
s³abe wybarwienie poszczególnych pr¹¿ków bia³ko-
wych. Mo¿e to byæ spowodowane hydrolityczn¹ aktyw-
no�ci¹ enzymów proteolitycznych obecnych w antyge-
nach powierzchniowych. Nie opracowano bowiem, jak
dot¹d, zestawu inhibitorów proteaz, którego dzia³anie
by³oby w pe³ni skuteczne i utrzymuj¹ce siê przez d³u¿-
szy okres (15, 16).

Ze wzglêdu na fakt, ¿e profil bia³kowy preparatu an-
tygenowego uzyskanego po 24-godzinnej elucji grzyb-
ni z 7-dniowej hodowli M. canis wykazywa³ wysok¹
homologiê jako�ciow¹ oraz zbli¿ony procentowy udzia³
poszczególnych frakcji z antygenami powierzchniowy-
mi 21-dniowej hodowli, antygen ten zosta³ wytypowa-
ny wstêpnie do dalszej analizy.

Ryc. 2. Profile bia³kowe antygenów powierzchniowych (Ap),
uzyskanych po 24-godzinnej elucji 7-dniowej hodowli der-
matofitów na sta³ym pod³o¿u Sabourauda
Obja�nienia: 1 � standardy masy, 2 � Ap M. canis, 3 � Ap
M. gypseum, 4 � Ap T. verrucosum, 5 � Ap T. mentagrophytes
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Ryc. 1. Profile bia³kowe antygenów powierzchniowych (Ap)
M. canis hodowanych na sta³ym pod³o¿u Sabourauda
Obja�nienia: 1 � standardy masy, 2 � Ap 1*/7**, 3 � AP 3/7, 4 �
Ap 24/7, 5 � Ap 1/21, 6 � Ap 3/21, 7 � Ap 24/21; * � czas elucji
w godzinach; ** � czas hodowli w dniach
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W kolejnym etapie pracy okre�lono profile bia³kowe
pozosta³ych gatunków badanych dermatofitów. Anali-
za elektroforegramów M. canis, M. gypseum, T. verru-
cosum i T. mentagrophytes wykaza³a, ¿e ró¿ni³y siê one
zarówno pod wzglêdem gatunku grzyba, jak i warun-
ków ekstrakcji antygenów. Frakcje bia³kowe uzyskane
z 21-dniowej hodowli grzybów, z wyj¹tkiem T. verru-
cosum, by³y silniej wyra¿one ni¿ w przypadku hodowli
7-dniowej, ale jako�ciowy ich sk³ad wykazywa³ wy¿sz¹
homologiê miêdzygatunkow¹. Maj¹c na uwadze mo¿-
liwo�æ identyfikacji gatunkowej dermatofitów na pod-
stawie struktury ich bia³ek powierzchniowych oraz
uwzglêdniaj¹c przes³anki z pierwszego etapu pracy,
dalsz¹ analizê przeprowadzono w oparciu o elektrofo-
regramy preparatów antygenowych uzyskanych po 24-
-godzinnej elucji 7-dniowej hodowli poszczególnych
gatunków grzybów (ryc. 2, tab. 1).

Profile bia³kowe antygenów powierzchniowych
badanych dermatofitów wykazywa³y 6 (M. canis),
7 (T. verrucosum) lub 9 g³ównych frakcji (M. gypseum
i T. mentagrophytes) o masach cz¹steczkowych zawar-
tych w przedziale od 107 kDa do 17 kDa. Komponenty
o masie 70 kDa, 35 kDa i 25 kDa by³y wspólne dla
wszystkich badanych dermatofitów, ponadto rodzaj Tri-
chophyton zawiera³ dodatkowo frakcje o masie cz¹stecz-
kowej ok. 57 kDa i 38 kDa.

Pokrewieñstwo struktury antygenowej dermatofitów
jest zjawiskiem powszechnie znanym i udokumento-
wanym (15-17). Obok wspólnych frakcji wykazano
równie¿ w antygenach powierzchniowych, komponen-
ty gatunkowo swoiste (tab. 1). Komponenty typowe dla
M. gypseum to bia³ka o masie 107 kDa (7,7%) i 87,3
kDa (9,0%). T. mentagrophytes charakteryzowa³y pr¹¿ki

o masie cz¹steczkowej 73,6 kDa (3,9%), 59,4 kDa
(8,1%) i 45,6 kDa. M. canis wykazywa³ obecno�æ swo-
istej frakcji 27,7 kDa, która mia³a bardzo wysoki bo a¿
32% udzia³ w elektroforegramie. Komponent o zbli¿o-
nej masie cz¹steczkowej a zdefiniowanej jako keraty-
naza, wyizolowali równie¿ Simpanya i wsp. (14) oraz
Mignon i wsp. (11). Bior¹c pod uwagê, ¿e enzym ten,
odpowiedzialny, miêdzy innymi, za patogenno�æ i in-
wazyjno�æ, zlokalizowany jest w warstwie zewnêtrz-
nej �ciany komórkowej M. canis mo¿na przypuszczaæ,
¿e wchodzi on równie¿ w sk³ad badanych antygenów
powierzchniowych jako frakcja o masie 27,7 kDa.

Przeprowadzenie dok³adnej analizy porównawczej
poszczególnych sk³adowych profili bia³kowych jest
bardzo trudne, stwierdzono bowiem, ¿e wszelkie zmiany
w hodowli grzybów, ró¿ne procedury ekstrakcji anty-
genów, hydrolityczna aktywno�æ proteaz, a nawet drob-
ne zmiany w technice wykonywania rozdzia³u, mog¹
powodowaæ istotne ró¿nice w elektroforegramach der-
matofitów (6).

Wykazanie obecno�ci frakcji antygenowych swo-
istych dla okre�lonych gatunków dermatofitów jest za-
chêcaj¹c¹ przes³ank¹ do prowadzenia dalszych badañ
w tym kierunku. Elucja poszczególnych komponenów
bia³kowych oraz ich charakterystyka, pozwoli byæ mo¿e
na uzyskanie reagentów do szybkiej i swoistej identyfi-
kacji tych grzybów oraz do badania ich patogenno�ci.
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Tab. 1. Profile bia³kowe antygenów powierzchniowych der-
matofitów

Obja�nienie: * � frakcje gatunkowo swoiste

aDk sinac.M muespyg.M musocurrev.T setyhporgatnem.T

701 *7,7

3,78 *0,9

6,37 * *9,3

17-07 6,7 7,9 4,31 1,7

96 8,9

36-56 4,5 7,5 2,6

4,95 * *1,8

65-75 8,8 5,51 1

05 4,7 9,9

6,54 * *7,7

73-83 6,31 8,21 1

63-53 6,01 4,02 4,62 1,41 1

7,72 * *0,23

52 2 9,6 0,01 5,41 7,7

9,22 2 3,6

0,71 3,11 2,71


