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PRODUCCION DE lTN ANTIGENO DE· Aspergillus PABA LA PRUEBA 
. DE INMU!'IIIODIFUSION EN GEL 

Se compararon diferentes métodos de 
producción de ., antígenos .de Aspergillu..s 
para eu po¡terior uti.li2ación en las pruc· 
bliS de doble difusión y contrainmunoelec· 
troforesiJJ. Los antígenos fueron obtenidos a 
partir de tr~ ~pecies distintaS de Á5per· 
gi.llw: A. fumigai.U$, A.Jlav~ y A. oryzae. 
FJ nombre dado a los dhtiDtos antígenos 
dependió del procedimiento empleado para 
su obtención, r teniendo así el antígeno 
metabólico, con!rtituido únicamente por loe 
productos metabólicos fungales ¡ el antíge· 
M soni/.ica.do, elab'o_rado C?n lol I;lroduct~s 
metabólicos del culbvo, mas fracc1ones mt· 
cóticas; el n.nti~eno congef.ad.o obtenido por 
congelación y descongelación del medio de 
cultivo y el cuuígeno micelial producido por 
el crecimiento de los hongos en medio lí· 
quido, dejando al 6nal únicamente los.pro· 
duetos metabólicos. Dichos antígenos iueron 
probados con sueros hiperinmunes de co
nejos, Jos cuales habían sido previamente 
inoculadO& con suspensiones de et!potas eJe 
las diferentes especies de Asper~illus ya 
¡nencionadas. Se concluyó que I<?S antfge· 
nos metabólir.os obtenidos de las difw:utes 
PspPcies de Aspergillw mostra,r.on una m~· 
yor ef~tlvidad en la deteccJOn de anb· 
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cuerpos contra A~pP.rgillus, en comparación 
con IM otros antígetiOS. al set probadus 
con sueros de conejo hiperinmunes por 
medio de las pruebas de düusión en gel. 

Las infecciones mic6ticas h11n sido 'tradii 
cionalmente diagpoeticadas por el aisla~ 
miento del agente causal;· siendó é!ttA una 
práctica eficiente aunqu~ rPqoiere de tiem
po y tiene el inconveniente de que en ·~· 
siones es imposible llevar a cabo el mues
treo de los tejidos afectados sobre todo. en 
el caso1de micusis profundas. Ttatando' oe 
solucionar este problema los investigodo~es 
de Micología médica y Veterinaria han del!· 
crito una serie de métodos inmunológicos, 
que ayndan considerablE"mPnte al dragnós· 
tico de estal! micosis (Hart, Patterson and 
Sommers, 19?6; Malo ,_t t:ú.., 1977)·. La 
rP,!;Jlui'Sta inmunológica en Aspergilosis ha 
!ido estudiada por diversos autores (Malo 
a al,.,.l977; Pepys et al., 1962) , quienes 
demo5traron que tanto reacciones de. tipo 
celular, como humoral están involucrados 
en este padeci.miento. Las inmunoglobuli· 
nas que .están presentes en un mayor IÍÚ· 
mero son las. IgG {Bardana, 1972), aunque 
cuando el proceso adquiera la modalidad 
alérgica, son las reagillll!l lgP. lM que al 
l'!'tar pres'entes ocasionan la slntomarologia 
r.aracteríslica (Malo et al., 1971). Sin lugar 
a dudas uno de ·los factores más nupor· 
tantes para el estudio de la inmunología en 
las mj~js es Ja. obtención de antigcnos que 
puedan ser utilizados confiablemente en las 
pruebas, en este punto existen algunas dis· 
crepancias entre Jos autores sobre todo en 
Jos métodos de obtención y las especies 
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de AspagiUu.s que deben ser utilizados en 
la~ pruebas inmunológicas (Arbesman ce 
al., 1974; Correa et al., 1975; Flyc y Scaly, 
1975; Pepys et al., 1959). 

De las pruebas inmunológicas que se 
han eneayado hasta ahora, las pruehu de 
doble difusión en placa (Ouchterlong) y 
la contrainmunoelectroforesis ( CIE), son 
las que al parecer han mostrado resultados 
mil! sati&actorios (Coleman and Kaufmon, 
1972; Longhotton and Pcpys, 1964). 

En nuestro país de!graciadamente este 
tipo de enfermedades ha sido relegado a un 
segundo término y en la mayoría de los ca· 
:sos estas micosis no son detectadas debido 
quizás a que no existen antígenos adecua· 
dos para detectarlo&, por esta razón los 
autores decidieron llevar a cabo el presente 
trabajo con el fin de obtener antígenos de 
cepu de Aspergillus aisladas en nuestro 
país, así corno implementar las pruebas in· 
munológicas para poder evaluarlos, como 
un punto adicional se decidió que utilizando 
diversos tipos de extracción se podría con· 
tribuir al conocimiento sobre los métodos 
que deben de ser empleados para la obten· 
ción de los mencionados antígenos. 

Las cepas utilh:adas fueron A. /IUTÚ,a· 
tu.s, A. flavu.s y A. oryzae, ai~ladas e iden· 
tifieadas de acuerdo con Fennel y Raper 
( 1973), las Cepll8 fueron mantenidas en 
cultivo puro eu Sabora11d dextrosa Difco.• 

El nombre dado a los diferentes antíge
nos correspondió al tipo de procedimiento 
e.mplP.ado para AIJ obtención. 

Antígeno metabólico: Este se obtuvo al 
inoeular el microor@anismo en botellas de 
Roux que contenían 250 mi del medio Sa. 
bouraud dextrosa caldo, incubando las bote· 
llas en una estufa bacteriológica a 28 e por 
seis semanas, una vez transcurrido este 
tiempo el medio fue separado de la biomasa 
de una filtración a través de una mem
brana de asbesto {Seitz 0.1). El fihrado 
fue depositado en bol81U de dialisie (Vis· 
king 218/36) y diali2ado oontra agua 
destilada durante 5 días a 4 e, con cambios 
de agua destilada cada 24 horas, finalmen· 
te, el diali2ado se esterilizó por medio de 
una filtración Millipore .22 (Hritish Society 
for .M.ycopathology, 1976). 

• Llifco Laooratnril'.ll. Detroit. Mkhigan. 
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Antíseno sonifWulo: El micelio y las es
poras obtenidas mediante la filtración Seitz 
en el método anterior, fueron resuspendi· 
dos en una solución salina isotónica y some· 
tidos a sonicación en un oparoto MS~ de 
ultrasonido a 12 micrones durante lO mi· 
nutos a temperatura ambiente. Se separa
ron las partículas del micelio por medio de 
una filtración Seit2 y fueron seguidos los 
procedimientos de dializado y esterilimdo 
descritos en el método anterior. 

Antígeno congelado: Se sepanron cajas 
de Peh-i conteniemlo medio dt: c11ltivo de 
Sahouraud Difco el cual fue cubierto en su 
~Superficie con papel celofán p1eviamente 
esterilizado, e inoculadas con los Asper· 
~illu.s. Las cajas de petri así inoculadas 
fueron incllhadas a 28 e durante dos rema· 
nas. Una vez traDl!currido este tiempo se 
1·etiró d papel celofán junto con el desa· 
rrollo obtenido del hongo. Las cajas que 
contenían el medio de cuhivo sin el papel 
celofán, fueron sometidas a oongelación y 
descongelación alterna en tres ocasiones. 
Posteriormente el medio fue cortado por la 
mitad, sobreponiendo una parte del medio 
sobre la otra e indinando la caja con el fin 
de colectar el fluido presente. E!te fluido 
también fue sometido a los procesos de día· 
lización t esterilización descritos con ante· 
rioridad. 

Antígeno micelial: El micelio oLtenido 
dd crecimiento en medio sólido fue sus· 
pendido en una solución salina de Coca y 
posteriormente fue mantenido a 4cC duran· 
te 4 semal\as con agitaciones períodicas. 
Una vez transcurrido el!le tiempo el micelio 
fue retirado p<¡r una filtración Seitz y el 
filtrado fue sometido a los procesos de dia· 
lizado y esterilizado (Pepys et al., 1959). 

Por otra parte fue necesario nevar a 
cabo inoculación de conejos adultos ram 
Nueva ulanda con suspensiones de esporas 
de ]os Asper!l1lus con el fin de obtener sue· 
ros hiperinmunes a las distintas especies 
utilizadas; para lo cual !M! formaron tres 
lotes de dos animales cada uno, los cuales 
recibieron en la primera semana una inoou· 
laeión de A. or,-zae, A. flavus y A. fumi· 
got~U, respectivamente, aunados a adyuvan
te completo de Freund. Suhsecuentemente 

• C:.O. Jaw!!On, mmnnir.ariiln personal. 
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en las siguientes tres semanas se repitió el 
esquema de inoculación descrito, sólo que 
utilizando adyuvante incompleto. de Freurid. 
La ·ría de . inoculación en todo.~ los ca<!ios 
fue la .intramuscular, r.on una dosiR de l mL 

Con el fm de poder evaluar los _distintos 
anti~e.nos ohtenidos se montaron las técili
~as serológicas de doble difusión contra 
inmunoelectroforesis siguiendo· los métodos 
d~critos por la DritiBh Society for Myco· 
pathology (1976), y comparándolos con un 
antígeno escocés pr~.Porcionado por la Dra. 
C.O. Dawson deJa Universi4o~ de Glosgow. 
Dicho antígeno fue obtenido por el método· · 
descrito como metabólico y la cepa usada 
fue Aspergillus fumigaJ.us obtenida de un 
t!llAA iiP Rhorto mimtico, el antígeno esco· 
cés estaba esterilizado por lo que no existió 
peligro de qu~ coutuviera agentes de en· 
fermedades exóticas. 

quienes explican que esta prueba debe ser 
utUizada como prueba de rutina en el diag
nóstico de la Aspergilosis, en contraposi
ción Morris et -aL (1976) encontraron que 
la contrainmunoelectroforesis es demasiado 
sensible y puede detectar algunos falsos po
sitivos, por lo que ~ p1efeJ'ible el uso de 
ambas pruebas para evaluar el eBtado in· 
'munológico del paciente. Se considera que 
este trabajo debe de contímiome utilizando 
los antígenos metabólicos en la doble di· 
fusión y contrainmunoelectroforesis, pero 
ahora efectuándolo con suero de bovinos, 
co"il el fin de detect.ar la prese11cia rle pred· 
pitinas contra A.tpergillus en animales de 
nuestro país y asimismo es necesario el 
ohtener anligenots t:l:!landarizados que sir· 
van· como hase para el diagnóstico de esta 
enfermedad. 

L<·s resultados obtenidos en el presente 
trabajo se encuentran resumidos en el Cua
dro ~Q 1 donde se puede apreciar que los 
antígenos obtenidos por el método denomi· 
nado como metabó)ico fueron los q11e oh· 
tuvieron una mejor Tespuesta, cuando fue
Ton probado~ con SJteros fle r.onejos inmn· 
nizados con la cepa de AspergiUu.s utilizada 
en la inmunización, esto concuerda con lo5 
hallazgots descritos por Pepys et al. (1959) 
quieaes adt;más encontraron q1.1e no todos 
los antígenos obtenidos de una sola CCJla 
de A. fumigatw reacoionnn contro todos los 
euer~s pollitivos; por Jo que sugi~ren que 
se obtengan antígenos de distintas cepas 
y se me:zcl~n para evitar la presencia ~e 
falsos negativos en las pruebas de rutina. 
Los lres métodos de obtención (miceliare.s, 
congelados 'y sonificados) present¡non re· 
sultados poco satisfactorios;' probablemente 
esto fue debido a que los antígenos {tieron 
utilizados en forma. diluida y es muy pro
hable que este tipo·. de antígenós .dada la 
naturaleza de su obtención necesiten un 
método de concentración. 

Lm dos pruebas inmunológicas utilizados 
brincaron resultados satisfactorios siendo 
la de contrainmunoelectroforesis, la que 
presmtó ttn mayor número de líneas de 
precipitación, esto concuerda con Jos resul
tados obtenidos por Malo tt al.. (1977) 

• C.O. Dttwaon, L"ornunlcaclón personaL 
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Swnmary 

· · A compara ti ve study of different met
. hods of Aspergilli antigens production was 
conducted in order to use them subse
cuently with diagnostic purposes through 
doble diffW:!sion and contrainmunoelectrop· 
horesis tests. The antigens weie ohtained 
from three different spccies of Aspergillw, 
namely: A. fumigatw, A. · jlavus an<l A. 
01J'Zae. Tbe epecific name given to the dif
ferent antigens depended upon the proceed· 
ing used for the obten~ion, henee the met
abolic an.tigen was constituted solely by the 
fungal metabolic products; the sonicated 
an1igen was elaborated with the metaholic 

. components of the ·culture plus mycotic frac· 
tioD5; the .. jrozen antigen was obtained 
through free:dng and thawing of the cu). 
ture with posterior filtration and finally 
thc micelial an.tigú, was produced by the 
growing ol thc fungi in a liquid media, 
leaving at the end only the metoholic com
ponents. Sueh antigens were tested against 
hyperinmune sera collected from rabbits 
previously inoculated with spore suspen
sioiiS of the different species of . ..tspergilli 
alreaJy mentioned. lt was concluded that 
the metabolic antigens ohtained from the 
different 5pecies of AspergiUu.s showed a 
hlgher specHicity· against Aspergillw, in 
oomparisón to thc other antígena. 
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