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A. niger AND A. f l avus ANTIGENS FOR THE SEROLOGICAL 

DI AGNOSIS OF ASPERGILLOSIS 

SUMMARY 

261 

Metabolic (culture fil trate) , polysaccharide and cyt oplasmic antigens of 
Aspergillus fumigatus, ~ · niger and ~· flavus were obtained at 2, 4 , 8 and 15 days 
of fungal growth. No antigens were isolated af ter 3 weeks to eliminate non-s pecific 
r eac t ions due to C carbohydrate-C reactive protein. Thei r immunological reactivi ty 
was evaluated and compared by gel immunodiffusion and counterimmunoelectrophoresis 
wit h anti-~. f umigatus, anti-~. niger and anti-~. f l avus hyperi mmune rabbit 
antisera. Fi fteen days cytoplasmic antigens from the three fungal species, showed 
a good reactivity and no cr oss r eac t ions when tested with s era from patient s v.dth 
other mycotic diseases . 

RESUHEN 

Se obtuvieron antigenos me t ab6l icos (fil trados de cul t ivo) poli sacar:ldicos y 
citoplasmicos de Aspergillus fumigatus , ~· niger y ~ · flavus a los 2, 4, 8 y 15 
d:las de crecimien t o de los hongos. No se pr oces6 ninguno despue.s de 3 semanas para 
eli minar la reacci6n inespec:lfica debida a carbohidrato C- prote:lna C react iva . Se 
compar6 su react i vi dad inmunol6gica por medio de las pruebas de inmunodif usi6n en 
gel y contrainmunoelectroforesis frente a sue r os hiperinmunes de conejo anti- A. 
f umigatus , anti-~ . niger y anti-~. flavus. Los ant :lgenos citoplasmicos obtenidos 
a los 15 d:las de creci miento de l as tres especies pre sent aron buena r eac t ividad y 
no mos tra ron reacciones cruzada s f rente a s ueros de pacient es con o tras infecciones 
mic6ticas. 

I NTRODUCCI ON 

La demostraciOn de anticuerpos en el s ue ro de pac ientes es una tecnica Util 
a l cl:lnico para el diagn6s t ico de las micosis profundas y las oportunistas , ent r e 
l as cuales se encuentra l a aspergi lusi s , cuya incidencia ha aumentado en los ulti­
mos anos (Rippon, 1988) . Entre los met odos mas u t ili zados en el laboratorio de se-
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rodiagn6stico para este padecimiento se encuentran la inmunodi f us i6n en gel (Cole­
man y Kaufman, 1972), la contrainmunoelectroforesis (Hackenzie y Philpot , 1975), 
la fijaci6n de complemento (Walter y Jones, 1968), la hemaglutinaci6n (Ikemoto y 
Shibata , 19 73), la inmunofluorescencia (l<arnock, 1974) y las tiknicas inmunoenzimii 
ticas (Richardson y Warnock , 1984). La presencia de anticuerpos aunada a los hallaz 
gos clinicos y del laboratorio micol6gico (cultivo e histopatologia) constituyen un 
importance criteria dia gn6stico de esta micosis (Toriello!! al., 1986). 

Los ant!genos utilizados en estas pruebas varian ampliamente , desde fil trados 
de cultivo (metab6li cos) hasta preparaciones miceliales (somaticas o citopliismi­
cas) . Se han descrito diversos trabajos sabre la obtenci6n de ant!genos de Aspergi­
llus (Hearn y Mackenzie, 1981; Hearn et a l., 1986; Kim y Chaparas , 1978 ; Kim et al., 
1979; Kurup!! al ., 1979; Kurup !! ai~ 1984) . Sin embargo, las diferentes cepas-y 
metodologias empleadas hacen muy dificil una comparaci6n entre los ant!genos . Por 
otro lado, a pesar de que Aspergillus fumiga tus es el principal agente e t iol6gico 
de la aspergilosis humana, tambien existen otras especies causales, como lo son , 
~ · niger y ~· flavus . Es po r est o que diferentes casos de aspe r gilosis podrian no 
ser diagnosticados si las pruebas serol6gicas se r ealizaran solamente con antigenos 
de una sola especie (Kaufman, 1977; Longbottom y Pepys, 1964) . 

Debido a la necesidad de uniformizaci6n de ant!genos de Aspergillus y de dism~ 
nuir la gran variabilidad que existe entre diferentes lotes de preparaciones antige 
nicas , se realiz6 el presente trabajo para conocer las condiciones 6ptimas de pr o-­
ducci6n y de reactividad inmunol6gica de tres tipos de ant!genos (metab6licos, poli 
sacaridicos y citopliismicos) de tres especies de Aspergillus : A. fumigatus, ~· niger 
y ~ · flavus aisladas en Mexico . 

MATERIALES Y METODOS 

Microorganismos y cond i ciones de cultivo . En este estudio se utilizaron ~ · fu­
miga tus EH 149 , ~ · niger EH 23 y ~ · flavus EH 24, del cepario de hongos del Departa­
mento de Ec olog!a Humana , Facultad de Medicina, U. N. A.M. Los hongos fueron manteni­
dos en agar de Sabouraud a 26°C . Para obtener los ant!genos de 2 , 4 , 8 y 15 dias de 
crecimiento de los hongos estudiados, se utiliz6 el media sintetico de Smi th ( Smith 
et a l., 1950) . Para cada microorgani smo se us6 un matraz de 1 l conteniendo 200 ml 
de ;;dio de Smith y se inocul6 con 200 mg {peso humedo) de micelio y conidios . Los 
matraces s e inc ubaron a 30°C en condiciones de agitaci6n . 

Obtenci6n de ant!genos . Se obtuvieron tres tipos de antigenos de cada especie: 
metabolicos , polisacaridicos y citopliismicos . A los 2 , 4 y 15 d!as para A. fumiga­
tus y a l os 4 , 8 y 15 d!as para~ · niger y ~· flavus . 

El ant!geno metabolico s e obtuvo a partir del filtrado de cultivo segun Mishi­
r a et al . (1 982) . La masa micelial se separo por filtracion utilizando papel f il­
tro'Whacman No . 40 y luego se volvi~ a filtrar a traves de membranas Millipore de 
d iferent e por o (8 .0, 0 . 8 , 0 . 45 IJ!ll) . El filtrado se dializo y concentro 10 veces 
por ultra f i l trac i on con equipo Amicon, utilizando una membrana PM 10 (Amicon). El 
ant{getlo polisacar{dic o s e obtuvo a partir del f iltrado del c ult i vo concentrado 
(antigeno meta bolico ) se gun la tecnica modificada de Harrell et al. (1976) . El con­
centrado del filtrado se precipit6 con 2 volumenes de acetona-en~r!o, el precipi­
t a do se s epa r o por centrifugaci6n (3500 x g por 20 min) y se disolvi6 en I ml de 
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a gua destilada . Se volvi6 a precipitar 3 veces con 3 volumenes de alcohol al 90%, 
' separando el precipitado otra vez por centrifugacion (3500 x g por 20 min) . El pre­
cipitado final se disolvi6 a una concentracion de I mg/ml . La obtencion del ant~ge­
no citoplasmico fue a partir del micelio . La masa micelial fue separada por fi l tra­
cion . Este micelio se !avo varias veces con solucion s·alina esteril y se pr ocedio 
al rompimiento celular (700 mg peso humedo/100 ml de amortiguador de fosfatos: clo­
ruro de sodio 8 .0 g, fosfato de pot asio monobasico 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) ut~ 
l izando el fraccionador Ribi a 40,000 psi de presion durante 2 seg , t res veces . Al 
comprobar el 90% de !isis celular , se centri f ugo a 64 , 000 x g por 20 min , el so­
br enadante s e concentro 10 veces por ul trafil tracion con equipo Ami con {membrana 
PM 10 Amicon) y se ut i lizo como antigeno citoplasmico . A todos los an tigenos se 
les determino el contenido de prote!nas (Lowry et al ., 1951) y carbohidratos tota-
les (Dubois!! al., 1956) . -- --

Obtencion de sueros hiperinmunes . Para obtener sueros anti-~. f umigatus, 
anti-~. niger y anti-~ . f lavus se utilizaron conejos hembras Nueva Ze l anda de 3 kg . 
Para la inmunizacion se utiliz6 antigeno metabolico con un contenido de 4 mg de 
carbohidratos / ml . Se inoculo I m1 de este antigeno con adyuvante incompl ete de 
Freund (1:1) por vi a i n tramuscular l os d! as I, 2 y J . Se inocularon intravenosame~ 
te 0 . 5 ml del ant!geno solo, los d!as 10 y 17 . Se dejo descansar al animal una se­
mana y se volvio a repetir el mismo procedimiento de inmunizacion, al cabo del cual 
se sangro a blanco. Se separ6 el suero y se conservo en alicuotas de I ml en nitro­
gena Hquido . 

Fuentes de obtenci6n de suero humano. Para observar reacciones cruzadas con 
los antigenos estudiados , se uti lizaron sueros de pacientes con histoplasmosis , co­
ccidioidomicosis , candidosis y espor otricosis, provenientes todos ellos del Insti­
tute Nacional de Enfermedades Respiratorias de la S . S. 

Pruebas serologicas . La inmunodifusi6n en gel (IDG) se realizo segun la tecni­
ca de Oucht erlony (1962) en una solucion de glicina (7 . 5%) , c loruro de sodio (0.9%) 
y azida de sodio (O. I %)en agarosa a l 1% . La tecnica de cont rainmunoelectroforesis 
(CI E) se realizo util izando una solucion amortiguadora de barbiturates pH 8 . 2 
(SIGHA de Mexico) con agarosa a l 1% y un voltaje de 20 mA por pl aca de 8 . 3 por 
10.2 em , segun Palmer et a l. (1977) . 

RESULTADOS 

Los ant!genos de ~· fumiga t us fueron obtenidos a los 2, 4 y 15 d!as de incub~ 
cion ya que es un hongo de , crecimiento muy rapido . Las cepas de~ · flavus Y ~· 
niger crecieron mas lentamente por lo que se obtuvieron antigenos.~ los 4, 8 ~ 15 
dias de incubacion . En la tabla 1 se puede observar la concentrac1on de prote1nas 
y carbohidratos presentes en t odos los antigenos estudiados de las tres especies 
fungicas. Siempre se observo la mayor concentracion de e s tos componentes en las 
preparaciones antigenicas de 15 dias. 

ta actividad inmunologica de las preparaciones antigenicas estudiadas en las 
pruebas de IDG y CI E con l os sueros hiperinmunes de conejo se muestran en la tabla 
2. El mayor numero de bandas cor re spondio a los antigenos obtenidos a los ~5 d!as, 
en las tres especies y en los tres tipos de antigenos , sin embargo , los ant1genos 
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Fig . 1. Inmunodifus ion en gel de los antigenos metaboficos (A) polisacar~dicos 
(B) y citoplasmicos (C) con los sueros hiperinmunes de conejo anti-~.fum~g:tus 
(a) , an t i-A. nige r (b) an ti-A. fumiga tus (c) . 1= ant igenos de A. f umigatus, 2 anti 
genos de A. niger y 3= ant i genos de A. flavus. 
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aislados a los 2 dias de crecimient o , tambien presentaron reactividad inmunologica 
con 1 banda de precipitacion a excepcion del antigeno metabolico de ~· fumigatus 
que en la prueba de CIE pr esento 2 bandas . 

· Los r esultados de las pruebas de IDG y CIE con los ant igenos probados f rente a 
sueros de pac ientes con histoplasmosis, coccidi oidomicosis, candidosis y esporotri­
cosis se muestran en la tabla 3 . Se observo que l os unicos antigenos que mostraron 
reaccion cruzada f ueron los meta bolicos de 15 dias de crecimiento de ~· fumiga tus 
y ~ · f lavus, l os cuales mostraron una banda de precipitacion en J.as dos pruebas 
utilizadas. El ant i geno de ~· f umigatus solo mos t ro c ruce inmune con los sueros de 
pac ient es con histoplasmosis y candidosis , mientras que el de A. flavus con los 
cuatro sueros probados . 

Al pr obar la reactividad c ruzada entre los antigenos me t ab6licos, polisacari­
dicos y c itoplasmicos de 15 dias de las tres espec ies frente a los sueros hiperin­
munes de conejo, s e obse r v6 cruce inmune entre l os ant igenos me tabol icos de A. fu­
migatus y ~· flavus con los sueros hiperinmunes anti-~. flavus y anti-~ . fumiga~ 
respectivamente (Fig. I A) . Con l os antigenos polisacaridicos y citoplasmicos solo 
se obser varon bandas de precipitaci6n espec!ficas entre cada an tigeno y su suero 
hom6l ogo (Fig. 1 By C). 

DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Mackenz ie et a l. (1988) enfatizan la i mportancia de estandarizar l os ant!genos 
de Aspergillus , ya que en ellos exist e una gr an variedad de mac r omoleculas comple­
jas , muchas de las cuales son ant igenicas. Tomando en cuent a los factores importan 
tes para la estandar izacion de ant i genos , en este trabajo se utilizo e l medio de -
Smith con asparagina, que es un medio sintetico en el que Aspergillus crece bien, 
y que no contiene componentes complejos que pudieran interferi r en la elaboracion 
del antigeno especifico . Los cultivos se mantuvieron en agitacion, lo cua l repercu 
t e en una mayor producci6n de antigeno (Huppert, 1982) y se utilizo una t emperatu~ 
r a de incubacion de 30°C, ya que e l mismo autor (Huppert, 1982) describe esta tem­
peratu r a como la optima para obtene r antigenos de hongos mice l iales pat6genos con 
mejores r esultados. Con respect~ a l tiempo de incubaci6n de l hongo , con el obje t o 
de obtener el mejor antigeno , existen diversos t rabajos (Kim y Chaparas , 1978; Ku­
rup et a l., 1984; Mishira et a l . , 1982) y resultados muy var iables entre ellos. 
Por est~ se probaron diferen tes periodos de incubaci6n en este trabajo , teniendo 
como resultado la mejor r eactividad en l as tres especies de hongos y en los tres 
tipos de preparaciones antigenicas est udiadas , aquellas ob t enidas a los 15 dias 
de incubacion de l os mi cr oorganismos. La concent racion de los carbohidratos y pro­
teinas fue siempre mayor en las preparaciones de 15 d!~s l o que varia de los res ul 
t ados ob tenidos por Kim y Chaparas (1978) y Kim et a l . (1979), quienes encuen t ran­
el mayor contenido prot eico en s us preparaciones~e~ dias . Es t a variacion pudiera 
ser debida a la diferente temperatura de incubacion utilizada asi como a la diver­
sidad de medios de cultivo y a la niferente pr ocedencia de las cepas util izadas . 

Tomando en cuent a que en l os cult ivos de mas de tres semanas de incubaci6n 
As pergillus produce carbohi drato C, y que este component e reacc iona con la protef 
na C reactiva del suero humane, que se encuent ra elevada en muchos padec imientos 
infecciosos y por consiguiente puede dar resultados falsos pos itives en l as prue­
bas se r ol6gicas (Longbottom y Pepys , 1964), l as prepa r aciones estudiadas s iempre 
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f~eron obtenidas antes de este tiempo de i ncubaci6n para evitar reacciones ines­
pecificas debidas a la reacci6n carbohidra to C-proteina C reactiva. 

Ent re los trabajos sabre reactividad cruzada de ~ fumigatus y otros hongos 
pat6genos para el hombre , se encuentra el de Barreto-Bergter et a l . (1981) , quie­
nes observaron que la D-galacto-D-manana aislada del micelio y-c~idios de A. f u­
migatus no presence reacci6n cruzada con sueros hiperinmunes anti-Histoplas;a -­
capsulatum y anti-Paracoccidioides brasiliensis . En el presence trabajo solo se 
encontr6 reacci6n cruzada entre los antigenos me t abolicos de ~ fumiga t us y A.fla­
vus , obtenidos a los 15 d{as de incubaci6n, con sueros humanos de pacientes con 
histoplasmosis y candidosis. Este antigeno crudo represents una mezcla de frac­
ciones antigenicas , entre las cuales puede existir alguna similar a la de otros 
hongos pat6genos, por lo que se manifiesta l a reacci6n cruzada. Estas reacciones 
inespecificas no s e observaron conlosantigenos polisacaridicos y citoplasmicos. 

La asper gilosis es causada por diversas especies de Aspergill us , pero la que 
se presents con mayor frecuencia es A.fumigatus . Por ello, l as pruebas serol6gi­
cas se realizan principal mente con antigenos de este hongo . En el presence t r aba­
jo se llevaron a cabo pruebas cruzadas con el f in 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. Lo s resultados obtenidos mostr! 
ron reactividad cruzada solamente entre A.fumigatus y A. flavus al util izar sue­
ros hiperinmunes de conejo. Al igual que Longbottom y Pepys (1964), se sugier e 
la u tilizaci6n de mezclas de antigenos de las cres especies de Aspergillus para 
realizar l as pruebas serol6gicas de diagn6stico y poder ampllar los limites de -
detecci6n 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-c;a: 
les se obtuvi eron las mayores concentraciones de carbohidratos y proteinas, sien 
do que una mezcla de los antigenos cit oplasmicos de las tres especies serian los 
6pt imos para el diagn6stico serol6gico de la aspergilosis, pues no desarrollaron 
reacciones cruzadas fren te a sueros de otros padecimientos mic6t i cos y presents­
ron una buena reactividad inmune. 

Rev. Mcx. Mic. 5, 1989 267 

• 

TABLA 1 . CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS 
ANTIGENOS DE Aspergillus 

y PROTEINAS EN 

ANTIGENOS 
DIAS DE PROTEINAS CARBOHIDRATOS 

Y HONGOS OBTENCION ~g/ml ~g/ml 

METABOLICOS 

A. fumiga t us 2 1062 4413 
4 3895 4815 

15 6448 4879 

A. niger 4 1415 3806 
8 1805 3853 

15 4141 3919 

A. ~ 4 3859 2813 
8 4740 3406 

15 6097 4326 

POLISACARIDICOS 

A. fumigatus 2 50 136 
4 50 192 

15 270 263 

A. niger 4 38 154 
8 72 170 

15 77 178 

A. flavus 4 20 72 

8 55 76 
15 163 103 

CITOPLASMICOS 

A. f umigatus 2 320 234 
4 449 410 

15 593 493 

A. niger 4 34 1 292 

8 408 320 

15 510 342 

A. ~ 4 352 409 

8 456 798 

15 615 873 
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TABLA 2 . INMUNODIFUSI ON Y CONTRAI NMUNOELECTROFORESIS DE LOS 
DIFERENTES ANTIGENOS DE Aspergillus CON SUEROS HI~ERINMUNES 

DE CONEJO A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION 

ANTIGENOS DIAS DE INMUNQ- CONTRAINMUNO-y HONGOS OBTENCION DI FUSION ELECTROFORESIS 

METABOLICOS 

A. fumiga tus 2 + ++ 
4 + ++ 

15 ++ +++ 

A. niger 4 + + 
8 + ++ 

15 ++ ++ 

A. flavus 4 + + 
8 ++ ++ 

15 ++ ++ 

POLISACARIDICOS 

A. f umigatus 2 + + 
4 + + 

15 ++ ++ 

A. niger 4 + + 
8 + + 

15 ++ ++ 

A. flavus 4 + + 
8 ++ ++ 

15 +++ +++ 

CITOPLASMICOS 

A. fumigatus 2 + + 
4 + ++ 

15 ++ ++ 

A. niger 4 + ++ 
8 + ++ 

15 ++ +++ 

A. flavus 4 + + 
·8 + + 
15 ++ ++ 

+ 1 banda, ++ 2 bandas, +++ 3 bandas. 
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TABLA 3. REACCIONES CRUZADAS DE LOS ANTIGENOS DE Aspergillus CON 
SUEROS DE OTRAS MICOSIS 

ANTI GENOS Y HONGOS 

METABOLICOS 

A. fumigatus 

A. niger 

A. flavus 

POLISACARIDICOS 

A. fumigatus 

A. niger 

A. flavus 

CITOPLASMICOS 

A. f umigatus 

A. niger 

A. flavus 

DIAS DE 
OBTENCION 

2 
4 

15 

4 
8 

15 

4 
8 

15 

2 
4 

15 

4 
8 

15 

4 
8 

15 

2 
4 

15 

4 
8 

15 

4 
8 

15 

IDG = Inmunodifusi6n en gel 
CIE·= Contrainmunoelectroforesis 

+ = 1 banda 

His topla~ 

mosis 

+(CIE) 

+( IDG) 

SUEROS DE PACI ENTES CON 

Coccidioi­
domicos i s 

+(IDG) 

Candida­
sis 

+(IDG) 

+(IDG) 

Esporotr~ 

co sis 

+(IDG) 

269 
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