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CONDICTONES GPTIMAS PARA LA PRODUCCION DE ANTIGENOS DE Aspergillus
fumigatus, A. niger Y A. flavus PARA EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO
DE LA ASPERGILOSIS

por Amelia Pérez Mejia* y
Conchita Toriello*

OPTIMAL CONDITIONS FOR THE PRODUCTION OF Aspergillus fumigatus,
A. niger AND A. flavus ANTIGENS FOR THE SEROLOGICAL
DIAGNOSIS OF ASPERGILLOSIS

SUMMARY

Metabolic (culture filtrate), polysaccharide and cytoplasmic antigens of
Aspergillus fumigatus, A. niger and A. flavus were obtained at 2, 4, 8 and 15 days
of fungal growth. No antigens were isolated after 3 weeks to eliminate non-specific
reactions due to C carbohydrate-C reactive protein. Their immunological reactivity
was evaluated and compared by gel immunodiffusion and counterimmunoelectrophoresis
with anti-A. fumigatus, anti-A. niger and anti-A. flavus hyperimmune rabbit
antisera. Fifteen days cytoplasmic antigens from the three fungal species, showed
a good reactivity and no cross reactions when tested with sera from patients with
other mycotic diseases.

RESUMEN

Se obtuvieron antIgenos metabdlicos (filtrados de cultivo) polisacaridicos y
citopldsmicos de Aspergillus fumigatus, A. niger y A. flavus a los 2, 4, 8 y 15
dias de crecimiento de los hongos. No se procesd ninguno después de 3 semanas para
eliminar la reaccién inespecifica debida a carbohidrato C-proteina C reactiva. Se
compard su reactividad inmunolédgica por medio de las pruebas de inmunodifusidn en
gel y contrainmunoelectroforesis frente a sueros hiperinmunes de conejo anti-A.
fumigatus, anti-A. niger vy anti-A. flavus. Los antigenos citopldsmicos obtenidos
a los 15 dias de crecimiento de las tres especies presentaron buena reactividad y
no mostraron reacciones cruzadas frente a sueros de pacientes con otras infecciones
micGticas.

INTRODUCCION

La demostracidn de anticuerpos en el suero de pacientes es una técnica itil
al clinico para el diagndstico de las micosis profundas y las oportunistas, entre
las cuales se encuentra la aspergilvsis, cuya incidencia ha aumentado en los Olti-
mos afios (Rippon, 1988). Entre los métodos mids utilizados en el laboratorio de se-

#Departamento de Ecologia Humana, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auté-
noma de México. México, D.F., 04510.



262 Rev. Mex. Mic. 5, 1989

rodiagndostico para este padecimiento se encuentran la inmunodifusidn en gel (Cole-
man y Kaufman, 1972), la contrainmunocelectroforesis (Mackenzie y Philpot, 1975),

la fijacion de complemento (Walter y Jones, 1968), la hemaglutinacién (Ikemoto y
Shibata, 1973), la inmunofluorescencia (Warnock, 1974) y las té&cnicas inmunoenzimi
ticas (Richardson y Warnock, 1984). La presencia de anticuerpos aunada a los hallaz
gos clinicos y del laboratorio micolégico (cultive e histopatologia) constituyen un
importante criterio diagnéstico de esta micosis (Toriello et al., 1986).

Los antfgenos utilizados en estas pruebas varian ampliamente, desde filtrados
de cultivo (metabGlicos) hasta preparaciones miceliales (somiticas o citopldsmi-
cas). Se han descrito diversos trabajos sobre la obtencién de antigenos de Aspergi-
llus (Hearn y Mackenzie, 1981; Hearn et al., 1986; Kim y Chaparas, 1978; Kim et al.,
1979; Kurup et al., 1979; Kurup et El" 1984). Sin embargo, las diferentes ceEZs—;
metodologfas empleadas hacen muy dificil una comparacién entre los antigenos. Por
otro lado, a pesar de que Aspergillus Fumigatus es el principal agente etioldgico
de la aspergilosis humana, también existen otras especies causales, como lo son,

A. niger y A. flavus. Es por esto que diferentes casos de aspergilosis podrian no
ser diagnosticados si las pruebas serolgicas se realizaran solamente con antigenos
de una sola especie (Kaufman, 1977; Longbottom y Pepys, 1964).

Debido a la necesidad de uniformizaci6n de antigenos de Aspergillus y de dismi
nuir la gran variabilidad que existe entre diferentes lotes de preparaciones antigg
nicas, se realizé el presente trabajo para conocer las condiciones optimas de pro-ﬁ
duccidn y de reactividad inmunoldgica de tres tipos de antigenos (metabélicos, poli
sacaridicos y citopldsmicos) de tres especies de Aspergillus: A. fumigatus, A. niger
y A. flavus aisladas en México. . B

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y condiciones de cultivo. En este estudio se utilizaron A. fu-
migatus EH 149, A. niger EH 23 y A. flavus EH 24, del cepario de hongos del Deﬁhrzg?
mento de Ecologia Humana, Facultad de Medicina, U.N.A.M. Los hongos fueron manteni-
dos en agar de Sabouraud a 26°C. Para obtener los antigenos de 2, 4, 8 y 15 dias de
crecimiento de los hongos estudiados, se utilizé el medio sintético de Smith (Smith
et al., 1950). Para cada microorganismo se usé un matraz de 1 1 conteniendo 200 ml
de medio de Smith y se inoculd con 200 mg (peso hiimedo) de micelio y conidios. Los
matraces se incubaron a 30°C en condiciones de agitacidn.

Obtencidn de antigenos. Se obtuvieron tres tipos de antigenos de cada especie:
metabdlicos, polisacaridicos y citopldsmicos. A los 2, 4 y 15 dfas para A. fumiga-
tus y a los 4, 8 y 15 dias para A. niger y A. flavus.

El antigeno metabdlico se obtuvo a partir del filtrade de cultivo segiin Mishi-
ra et al. (1982). La masa micelial se separd por filtracién utilizando papel fil-
tro Whatman No. 40 y luego se volvid a filtrar a través de membranas Millipore de
diferente poro (8.0, 0.8, 0.45 ym). El filtrado se dializé y concentrd 10 veces
por ultrafiltracién con equipo Amicon, utilizando una membrama PM 10 (Amicon). El
antigeno polisacaridico se obtuvo a partir del filtrado del cultivo concentrado
(antigeno metabdlico) segin la técnica modificada de Harrell et al. (1976). El con-
centrado del filtrado se precipitd con 2 voliimenes de acetona en frio, el precipi-
tado se separd por centrifugacidn (3500 x g por 20 min) vy se disolvid en | ml de

Rev. Mex. Mic. 5, 1989 263

‘agua destilada. Se volvid a precipitar 3 veces con 3 volimenes de alcohol al 90%,

separando el precipitado otra vez por centrifugacidn (3500 x g por 20 min). El pre-
cipitado final se disolvid a una concentracidn de 1 mg/ml. La obtencién del antige-
no citopldsmico fue a partir del micelio. La masa micelial fue separada por filtra-
cidn. Este micelio se lavé varias veces con solucién salina estéril y se procedid
al rompimiento celular (700 mg peso hiimedo/100 ml de amortiguador de fosfatos: clo-
ruro de sodio 8.0 g, fosfato de potasio monobdsico 0.2 g, fosfato de sodio dibasico
2.9 g, cloruro de potasio 0.2 g, aforado a 1000 ml con agua bidestilada pH 7.2) uti
lizando el fraccionador Ribi a 40,000 psi de presién durante 2 seg, tres veces. Al
comprobar el 90% de lisis celular, se centrifugd a 64,000 x g por 20 min, el so-
brenadante se concentrd 10 veces por ultrafiltracién con equipo Amicon (membrana

PM 10 Amicon) y se utilizé como antigeno citopldsmico. A todos los antigenos se

les determind el contenido de proteinas (Lowry et al., 1951) y carbohidratos tota-
les (Dubois et al., 1956).

Obtencidn de sueros hiperinmunes. Para obtener sueros anti-A. fumigatus,
anti-A. niger y anti-A. flavus se utilizaron conejos hembras Nueva Zelanda de 3 kg.
Para la inmunizacién se utilizd antigeno metabdlico con un contenido de 4 mg de
carbohidratos/ml. Se inoculd 1 ml de este antigeno con adyuvante incompleto de
Freund (l:1) por via intramuscular los dias 1, 2 y 3. Se inocularon intravenosamen
te 0.5 ml del antigeno solo, los dias 10 y 17. Se dejd descansar al animal una se-
mana y se volvid a repetir el mismo procedimiento de inmunizacidn, al cabo del cual
se sangré a blanco. Se separd el suero y se conservd en alfcuotas de 1 ml en nitrd-
geno liquido.

Fuentes de obtencidn de suero humano. Para observar reacciones cruzadas con
los antigenos estudiados, se utilizaron sueros de pacientes con histoplasmosis, co-
ccidioidomicosis, candidosis y esporotricosis, provenientes todos ellos del Insti-
tuto Nacional de Enfermedades Respiratorias de la §.S.

Pruebas serolégicas. La inmunodifusidn en gel (IDG) se realizf segln la técni-
ca de Ouchterlony (1962) en una solucién de glicina (7.5%), cloruro de sodio (0.9%)
vy azida de sodio (0.l%)en agarosa al 1%. La técnica de contrainmunocelectroforesis
(CIE) se realizd utilizando una solucién amortiguadora de barbituratos pH 8.2
(SIGMA de México) con agarosa al 1% y un voltaje de 20 mA por placa de 8.3 por
10.2 cm, segin Palmer et al. (1977).

RESULTADOS

Los antigenos de A. fumigatus fueron obtenidos a los 2, 4 y 15 dias de incuba
cién ya que es un hongo de crecimiento muy rdpido. Las cepas de A. flavus y A.
niger crecieron mis lentamente por lo que se obtuvierom antigenos a los 4, 8 y 15
dias de incubacién. En la tabla 1 se puede observar la concentracidn de proteinas
y carbohidratos presentes en todos los antigenos estudiados de las tres especies
fiingicas. Siempre se observd la mayor concentracidn de estos componentes en las
preparaciones antigé@nicas de 15 dias.

La actividad inmunoldgica de las preparaciones antigénicas estudiadas en las
pruebas de IDG y CIE con los sueros hiperinmunes de conejo se muestran en la tabla
2. El mayor niimero de bandas correspondid a los antIgenos obtenidos a los 15 dias,
en las tres especies y en los tres tipos de antigenos, sin embargo, los antigenos
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Fig. 1. Inmunodifusifn en gel de los antigenos metabdlicos (A) po}isacar?dicos
(B) y citopldsmicos (C) con los sueros hiperinmunes de conejo anti-A.fumigatus

(a), anti-A.niger (b) anti-A.fumigatus (c).
genos de A.niger y 3= antigenos de A.flavus.

1= antigenos de A.fumigatus, 2= anti
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aislados a los 2 dias de crecimiento, también presentaron reactividad inmunoldgica
con | banda de precipitacion a excepcidn del antigeno metabdlico de A. fumigatus
que en la prueba de CIE presentd 2 bandas.

‘Los resultados de las pruebas de IDG y CIE con los antigenos probados frente a
sueros de pacientes con histoplasmosis, coccidioidomicosis, candidosis y esporotri-
cosis se muestran en la tabla 3. Se observé que los {inicos antigenos que mostraron
reaccién cruzada fueron los metabdlicos de 15 dias de crecimiento de A. fumigatus
y A. flavus, los cuales mostraron una banda de precipitacidn en las dos pruebas
utilizadas. El antigeno de A. fumigatus s6lo mostré cruce inmune con los sueros de
pacientes con histoplasmosis y candidosis, mientras que el de A. flavus con los
cuatro sueros probados.

Al probar la reactividad cruzada entre los antigenos metabdlicos, polisacari-
dicos y citopldsmicos de 15 dias de las tres especies frente a los sueros hiperin-
munes de conejo, se observd cruce inmune entre los antigenos metabdlicos de A. fu-
migatus y A. flavus con los sueros hiperinmunes anti-A. flavus y anti-A. fumigatus
respectivamente (Fig. 1 A). Con los antigenos polisacaridicos y citopldsmicos sdlo
se observaron bandas de precipitacién especificas entre cada antigeno y su suero
homélogo (Fig. 1 B y C).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Mackenzie et al. (1988) enfatizan la importancia de estandarizar los antigenos
de Aspergillus, ya que en ellos existe una gran variedad de macromoléculas comple-
jas, muchas de las cuales son antigénicas. Tomando en cuenta los factores importan
tes para la estandarizacidn de antigenos, en este trabajo se utilizé el medio de
Smith con asparagina, que es un medio sintético en el que Aspergillus crece bien,
y que no contiene componentes complejos que pudieran interferir en la elaboracidn
del antigeno especifico. Los cultivos se mantuvieron en agitacién, lo cual repercu
te en una mayor produccién de antigeno (Huppert, 1982) y se utilizd una temperatu-
ra de incubacidn de 30°C, ya que el mismo autor (Huppert, 1982) describe esta tem-
peratura como la Gptima para obtener antigenos de hongos miceliales patégenos con
mejores resultados. Con respecto al tiempo de incubacién del hongo, con el objeto
de obtener el mejor antigeno, existen diversos trabajos (Kim y Chaparas, 1978; Ku-
rup et al., 1984; Mishira et al., 1982) y resultados muy variables entre ellos.
Por esto, se probaron diferentes periodos de incubacidn en este trabajo, teniendo
como resultado la mejor reactividad en las tres especies de hongos y en los tres
tipos de preparaciones antigénicas estudiadas, aquellas obtenidas a los 15 dias
de incubacidn de los microorganismos. La concentracién de los carbohidratos y pro-
teinas fue siempre mayor en las preparaciones de 15 dias lo que varia de los resul
tados obtenidos por Kim y Chaparas (1978) y Kim et al.(1979), quienes encuentran
el mayor contenido proteico en sus preparaciones de 4 dias. Esta variacién pudiera
ser debida a la diferente temperatura de incubacién utilizada asi como a la diver-
sidad de medios de cultivo y a la diferente procedencia de las cepas utilizadas.

Tomando en cuenta que en los cultivos de mds de tres semanas de incubacién
Aspergillus produce carbohidrato C, y que este componente reacciona con la protei
na C reactiva del suero humano, que se encuentra elevada en muchos padecimientos
infecciosos y por consiguiente puede dar resultados falsos positivos en las prue-
bas serolégicas (Longbottom y Pepys, 1964), las preparaciones estudiadas siempre
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fueron obtenidas antes de este tiempo de incubacién para evitar reacciones ines-
pecificas debidas a la reaccidn carbohidrato C-proteina C reactiva.

Entre los trabajos sobre reactividad cruzada de A. fumigatus y otros hongos
patdgenos para el hombre, se encuentra el de Barreto-Bergter et al. (1981), quie-
nes observaron que la D-galacto-D-manana aislada del micelio y conidics de A. fu-
migatus no presentd reaccidén cruzada con sueros hiperinmunes anti-Histoplasma
capsulatum y anti-Paracoccidioides brasiliensis. En el presente trabajo sdlo se
encontrd reaccién cruzada entre los antigenos metab&licos de A. fumigatus y A.fla-
vus, obtenidos a los 15 dias de incubacién, con sueros humanos de pacientes con
histoplasmosis y candidosis. Este antigeno crudo representa una mezcla de frac-
ciones antigénicas, entre las cuales puede existir alguna similar a la de otros
hongos patdgenos, por lo que se manifiesta la reaccidn cruzada. Estas reacciones
inespecificas no se observaron con los antigenos polisacaridicos y citoplasmicos.

La aspergilosis es causada por diversas especies de Aspergillus, pero la que
se presenta con mayor frecuencia es A.fumigatus. Por ello, las pruebas seroldgi-
cas se realizan principalmente con antigenos de este hongo. En el presente traba-
jo se llevaron a cabo pruebas cruzadas con el fin de valorar la capacidad de anti
genos de A.fumigatus para determinar anticuerpos en contra de las otras dos espe-
cies de Aspergillus causantes de la enfermedad. Los resultados obtenidos mostra
ron reactividad cruzada solamente entre A.fumigatus y A.flavus al utilizar sue-
ros hiperinmunes de comejo. Al igual que Longbottom y Pepys (1964), se sugiere
la utilizacién de mezclas de antigenos de las tres especies de Aspergillus para
realizar las pruebas seroldgicas de diagnéstico y poder ampliar los limites de -
deteccidn de estas micosis.

Los resultados de este trabajo sugieren que los mejores antigenos de A.fumi-
gatus, A.niger y A.flavus se aislaron a los 15 dias de crecimiento, de los cua-
les se obtuvieron las mayores concentraciones de carbohidratos y proteinas, sien
do que una mezcla de los antigenos citoplidsmicos de las tres especies serian los
Gptimos para el diagndstico serolégico de la aspergilosis, pues no desarrcllaron
reacciones cruzadas frente a sueros de otros padecimientos micdticos y presenta-
ron una buena reactividad inmune.
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TABLA 1. CONCENTR&CIéN DE CARBOHIDRATOS Y PROTEINAS EN

ANTIGENOS DE Aspergillus

- pIAS DE PROTEINAS  CARBOHIDRATOS
ANTIGENOS Y HONGOS Mceriesifus 8 S pg/ml
METABOLICOS
A. fumigatus 2 1062 4413
- 4 3895 4815

15 6448 4879
A. niger 4 1415 3806
. 8 1805 3853
15 4141 3919
A. fl 4 3859 2813
S 2 8 4740 3406
15 6097 4326

POLISACARIDICOS
. fumigatus 2 50 136
= 4 50 192
15 270 263
& 4 38 154
e HEREE 8 72 170
15 77 178
A. fl 4 20 72
e 8 55 76
15 163 103

CITOPLASMICOS

. fumigatus 2 320 234
S STHERCL 4 449 410
15 593 493
A. nig 4 341 292
= = 8 408 320
15 510 342
A. flavus 4 352 409
. 8 456 798
15 615 873
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TABLA 2. INMUNQDIFUSI()N Y CONTRAINMUNOELECTROFORESIS DE LOS
DIFERENTES ANTIGENOS DE Aspergillus CON SUEROS HIPERINMUNES
DE CONEJO A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION

- DIAS DE INMUNO- CONTRATINMUNO-
ANFLGENOS T HONGOS . ppfpncTon” - DIFUSION ELECTROFORESTS
METABOLICOS
A. fumigatus 2 + +

4 + +
15 4= ++
A. niger 4 + +
8 + +
15 + ++
A. flavus 4 + +
8 ++ ++
15 ++ ++
POLTSACARIDICOS
A. fumigatus 2 + C .}
4 + +
15 ++ ++
A. niger 4 + +
8 + +
15 ++ ++
A. flavus 4 + +
8 ++ +
15 ++ -
CTTOPLASMICOS
A. fumigatus 2 £l +
4 4 +—+
15 ++ ++
A. niger 4 + ++
8 + =
15 ++ ++
A. flavus 4 + +
-8 + +
15 ++ 4+
+ 1 banda, ++ 2 bandas, -+++ 3 bandas.

TABLA 3. REACCIONES CRUZADAS DE LOS ANTIGENOS DE Aspergillus CON
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SUEROS DE OTRAS MICOSIS

= DIAS DE SUEROS DE PACIENTES CON
AR el OBTENCTON Histoplas Coccidioi-  Candido-  Esporotri
mosis domicosis sis cosis
METABOLICOS
A. fumigatus 2 = & - -
4 & > i -
15 +(CIE) - +(IDG) =
A. niger 4 - - - -
8 - o - -
15 - - - -
A. flavus 4 - - - -
8 e - . =
15 +(IDG) +(1IDG) +(IDG) +(1IDG)
POLTSACARTIDICOS
A. fumigatus 2 - = o =
4 = ke 4 —
15 - e - =
A. niger 4 = = = =
8 = = = =
15 = i = =
A. flavus 4 - - - -
8 E £ s o
15 - - - -
CITOPLASMICOS
A. fumigatus 2 = = - -
[’ -y - & =
15 - = i -
A. niger 4 b - = =
8 - e T, -
15 - = = -
A. flavus 4 - - - -
8 i £ - a2
15 = = = -

IDG = Inmunodifusién en gel

CIE-

1 banda

Contrainmunoelectroforesis
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