Nota de investigacion

PRODUCCION DE UN ANTIGENO DE Aspergillus PARA LA PRUEBA
DE INMUNODIFUSION EN GEL

Se compararon diferentes métodos de
produccién de antigenos de Aspergillus
para su posterior utilizacion en Jas prue-
bas de doble difusién y contrainmmmoelec-
troforesis. Los antigenos fueron obtenidos a
partir de tres especies distintas de Asper-
gillus: A. fumigatus, A. flavus y A. oryzae.
Fl nombre dado a los distinlos antigenos
dependi6 del procedimiento empleado para
su obtencién, y teniendo asi ¢l antigeno
metabblico, constituido dinicamente por los
productos metabélicos fungales; el antige-
no soni{t'mdo, elaborado con los productos
metabolicos del cultivo, més fracciones mi.
ccticas: el antigenn congelado obtenldo por
congelacién y descongelacion del medio de
cultivo y el antigeno micelial producido por
¢l crecimiento de los hongos en medio li-
quido, dejando al final dnicamente los. pro-
ductos metabélicos, Dichos antigenos fueron
prabados con sueros hiperinmunes de co-
ncjos, los cuales habian sido previamente
inoculados con suspensiones de espotas de
las diferentes especies de Aspergillus ya
mencionadas. Se concluyé que los antige:
nos metahdlicos obtenidos de las diferentes
especies de Aspergillus mostraron una ma-
yor efectividad en la deteccién de anti-
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cuerpos contra Aspergillus, en comparacion
con los otros antigenos, al ser probados
con sueros de conejo hiperinmunes por
medio de las prucbas de difusién en gel.

Las infecciones micéticas han sido tradi:
cionalmente diagnosticadas por el aida-
miento del agente causal; siendo ésta una
prictica eficiente sunque requiere de tiem-
po y tiene el inconveniente de que en oca-
siones es imposible llevar a cabo el mues-
treo de los tejidos afectados sobre todo en
el caso'de micosis profundas. Tratande'de
solucionar este problema los investigadores
de Micologia médica y Veterinaria han des-
crito una serie de métodos inmunologicos,
que ayudan considerablemente al diagnds-
tico de estas micosis (Hart, Patterson and
Sommers, 1976;01Ma|o et al., 1977). La
respuesta inmunolbgica en Aspergilosis ha
gido estudiada por diversos autores (Malo
et al., 1977; Pepys et al., 1962), quienes
demostraron que tanto reacciones de ti
celular, como humoral estan involucrades
en este padecimiento. Las inmunoglobuli-
nas que estan presentes en un mayor ni-
mero son las IgG (Bardans, 1972), aunque
cuando el proceso adquiera la modalidad
alérgica, son las reaginas IgF las que al
estar presentes ocasionan la sintomatologia
caracteristica (Malo et al., 1977) . Sin lugar
a dudas uno de los factores mis impor-
tantes para el estudio de la inmunologia en
las micosis es la obtencién de antigenos que
pucdan ser utilizados confiablemente en las
prucbas, en este punto existen algunas dis.
crepancias entre los autores sobre todo en
loe métodos de ohtencion y las especies
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de Aspergillus que deben scr utilizades en
las pruecbas inmunolégicas (Arbesman et
al., 1974; Correa et al., 1975; Flyc y Scaly,
1975; Pepys et al., 1959).

De las pruebas inmunologicas que se
han ensayado hasta ahora, las prucbas dc
doble difusién en placa (Ouchterlong) y
la contrainmunoelectroforesis (CIE), son
las que al parccer han mostrado resultados
mas satisfactorios (Coleman and Kaufmon,
1972; Longhotton and Pepys, 1064).

En nuestro pais desgraciadamente este
tipo de enfermedades he sido relegado a un
segundo término y en la mayoria de los ca-
sos estas micosis no son detectadas debido
quizds a que no existen antigenos adecua-
dos para detectarlos, por esta razén los
autores decidieron llevar a cabo el presente
trabajo con el fin de obtener antigenos de
cepas de Aspergillus aisladas en nuestro
pais, asi como implementar las pruchas in-
munolégicas para poder evaluarlos, como
un punto adicional se decidié que utilizando
diversos tipos de extraccién se podria con-
tribuir al conocimiento sobre los métodos
que deben de ser cmpleados para la obten-
cién de los mencionados antigenos.

Las cepas utilizadas fueron A. fumige-
tus, A. flavus y A. oryzae, aisladas e iden-
tificadas de acuerdo con Fennel y Raper
(1973), las cepas fueron manlenidas en
cultivo pure en Saboraud dextrosa Difco.”

El nombre dado a los diferentes antige-
nos correspondié al tipo de procedimiento
empleado para sn obtencidn.

Antigeno melabolico: Este se obtuvo al
inocular el microorganismo en botellas de
Roux que contenian 250 ml del medio Sa-
bouraud dextrosa caldo, incubando las bote-
llas en una estufa bacteriologica a 28 C por
seis semanas, una vez transcurrido este
tiempo el medio fue separado de la biomasa
de una filtracion a través de una mem-
brana de ashesto (Seitz 0.1). El filtrado
fue depositado en bolsas de dialisis (Vis-
king 218/36) dializado contra agua
destilada durante 5 dias a 4 C, con cambios
de agua destilada cada 24 horas, finalmen-
te, el dializado se esterilizé por medio de
una filtracion Millipore .22 (British Society
for Mycopathology, 1976).

* Dlifco Lahorataries. Detroit, Michigan.
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Antigeno sonificado: El micelio y las es-
poras :ﬁnlenidas mediante la filtracion Seitz
en el método anterior, fueron resuspendi-
dos en una solucién salina isoténica y some-
tidos & sonicacién en un nparato MSE de
ultrasonido a 12 micrones durante 10 mi-
nutos a temperatura ambiente, Se separa-
ron las particulas del micelio por medio de
una filtracion Seitz y fueron seguidos los
procedimientos de dializado y esterilizado
descritos en el método anterior.

Antigeno congelado: Se separaron cajas
de Petri conteniendu medio de cultivo de
Sabouraud Difco el cual fue cubierto en su
superficie von papel celofan previamente
esterilizado, ¢ inoculadas con los Asper-
gillus. Las cajas de petri asi inoculadas
fueron incubadas a 28 C durante dos sema-
nas. Una vez transcurrido este tiempo se
retiré el papel celofan junto con el desa-
rrollo obtenido del hongo. Las cajas que
contenian el medio de cultivo sin el papel
celofan, fueron sometidas a congelacién y
descongelacién alterna en tres ocasiones.
Posteriormente el medio fue cortado por la
mitad, sobreponiendo una parte del medio
sobre la otra e inclinando la caja con el fin
de colectar el fluido presente, Este fluido
también fuc sometido a los procesos de dia-
lizacién ¥ esterilizacién descritos con ante-
rioridad.

Antigeno micelial: El micelio obtenido
del crecimiento en medio solido fue sus-
pendide en una solucién salina de Coca y
posteriormente [ue mantenido a 4°C duran-
te 4 semanas con agitaciones perfodicas.
Una vez transcurrida este tiempo el micelio
fue retirado por una filtracién Seitz y el
filtrado fue sometido a los procesos de dia-
lizado y esterilizado (Pepys et al., 1959).

Por otra parte fue necesario llevar a
cabo inoculacién de conejos adullos raza
Nueva Zelanda con suspensiones de esporas
de Jos Aspergillus con el fin de obtener sue-
ros hiperinmunes a las distintas especies
utilizadas; para lo cual se formaron tres
lotes de dos animales cada uno, los cuales
recibieron en la primera semana una inocu-
lacion de A. oryzae, A. flavus v A. fumi-
gatus, respectivamente, aunados a adyuvan-
te completc de Freund. Subsecuentemente

* (L0 Jawsan, comnnicacién personal.

TEcNtcA PECUARIA



YVIHVOADEd YOINDHE]

° Cuapmo 1

Resultados obtenidos en las pruebas doble difusidn y contralnmuncelectroforesis con los distintos antigencs y CcOD SUeros
de las cunejas invculadas com distintas especies de Aspergillus

DolLle Difusisn

% Antigenos metabélicos g Antigenos miceliares l'% Antigenos congelados % Antfgenns sonicados

§ 1 2 3 control § 1 2 3 7§ 1oz 3 |8 i 5 4

m A + 0 a 0 lm A © 0 0 |m A 0 0 |lm A 0 0 0

a a a =]

g 0 k= a " 8 C b g 8 B 0 0 0 8 B 1] 0 0

g5 8 * % % § cC o 8 é c 8 o * I C o = @

7] W wm 5
Contrainmunoelectroforesis

=) ’ =] 5 %y o 5 (=] v

- Antigencs metabélicos [ = Antigenos miceliares E Antigenos congelados E- Antigenos sonicados

E 1 2 3 contral ig 1 2 5|8 1 2 3|18 1 2 3

M A @ A o * o |lmA o o o fm A ©0 0 0

2 B o 3 0 Glg B W 5 o lgB 9 W @ B o = o

2 2 ? 2

; Cc i * ‘ g C Qa 0 + g C 0 0 § C 0 0 0




en las siguientes tres semanas se repitio el
esquema de inoculacion descrito, solo que
utilizando adyuvante incompleto de Freund.
La via de inoculacién en todes los casos
fue la intramusenlar, con una dosis de 1 mL

Con el fin de poder evaluar los distintos
antigenos obtenidos se montaron las téeni-
cas serologicas de doble difusién contra
inmuncelectroforesis siguiendo los métodos
descritos por la Dritish Society for Myco-
pathology (1976), v comparéandolos con un
antigeno escocés propercionado por la Dra,
C.0. Dawson dc la Universidad 57;1
Dicho antigeno fue obtenido por el método
descrito como metabolico y Eo cepa usada
fue Aspergillus fumigntus obtenida de un
easn de ahorte miecdtice, el antigeno esco-
cés estaba esterilizado per lo gue no existié
peligro de que contuviera agentes de en-
fermedades exdticas.

Lcs resultados obtenidos en el presente
trabajo se encucntran resumidos en el Cua-
dro N? 1 donde se puede apreciar gue los
antigenos obtenides por el método denomi.
nado como metabblico fueron los que ob-
tuvieron una mejor respuesta, cuando fue-
ron probadns con sueras de conejos inmu-
mzac?os con la cepa de Aspergillus utilizada
en la inmunizacion, esto concuerda con los
hallazgos descritos por Pepys et al. (1959)
quienes ademés encontraron que no todes
los antigenos obtcnidos de una sola ccpa
de A. fumigatus reaccionan contra todos los
suercs positivos, por lo que sugieren que
se obtengan antigenos de distintas cepas
y se mezclen para evitar la presencia de
falsos megativos en las pruebas de rutina.
Los ires métodos de obtencidn (miceliaves,
congelados 'y sonificados) presentaron re-
sultados poco satisfactorios; probablemente
esto fue debide a que los antigenos fueron
utilizados en forma diluida y es muy pro-
bable que este tipo: de antigenos dada la
naturaleza de su cbtencién necesiten un
método de concentracién,

Laz dos pruebas inmunolégicas utilizadas
brincaron resultados satisfactorios siendo
ln d= contrainmunoelectroforesis, la que
presentd un mayor nimero de lineas de
preeipitacion, esto concuerda con los resul-
tados obtenidos por Malo ez al. (1977)

* C.0. Dawson, cumunlcaclén personal
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Glasgow.

quienes explican que esta prueba debe ser
utilizada como prueba de rutina en el diag-
nostico de la Aspergilosis, en contraposi-
cion Morris et-nl. (1976) encontraron que
la contrainmunoelectroforesis ez demasiado
sensible y puede detectar algunos falsos po-
silivos, por lo que es prelerible el uso de
ambas pruebas para evaluar el estado in-

‘munolégico del paciente. Se considera que

este trabajo debe de continuarse utilizando
los antigenos metabolicos en la doble di-
fusién y contrainmunocelectroforesis, pero
ahora efectuandolo con suero de havinos,
con el fin de detectar la presencia de preci-
pitinas contra Aspergillus en animales de
nuestro pais y asimismo es necesario el
oblener anligenus estandarizados que sir-

wvan como base para el diagnéstico de csta

enfermedad.

Summary

A comparative study of different met-

hods of Aspergilli antigens production was

conducted in order to use them subse-
cuently with diagnostic purposes through
doble diffussion and contrainmunoelectrop-
horesis tests. The antigens were oblained
from three different species of Aspergillus,
namely: A. fumigatus, A. flavus and A.
oryzae. The specific name given to the dif-
ferent antigens depended upon the proceed-
ing used for the obtention, hence the met-
abolic antigen was constituted solely by the
fungal metabolic products; the sonicated
antigen was elaborated with the metabolic

. components of the culture plus myeotic frac-

tions; the -frozen antigen was obtained
through [reezing and thawing of the cul-
ture with posterior filtration and finally
the micelial antigen was produced by the
growing of the fungi in a liquid media,
leaving at the end only the metaholic com-
ponents. Such antigens were tested against
hyperinmume sera collected from rabbits
previously inoculated with spore suspen-
sions of the different species of Aspergilli
already mentioned. It was concluded that
the metabolic antigens oblained from the
different species of Aspergilius showed a
higher specificity: against Aspergilius, in
comparison to the other antigens.
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