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l. INTRODUCCION 

Los enfermedades de hombres y animales causados por hongos -

son conocidos como infecciones mlcótic:as o micosis, los cuales son 

divididos segGn su presentaci6n en exlcusivamente tegumentarios, 

cuando los agentes causales afectan tejidos querotinizados y son in 

capaces de afectar tejidos internos. Se les denomina micosis~­

~ tegumentarias cuando los agentes penetran al organismo por la 

piel o los mucosas pueden afectar tejido; profundos; por último las -

micosis secundariamente tegumentarias son aquellas que penetran al -

orgmismo por vro aéreo u oral afectando tejidos profundos para en 

uno forma secundaria lesionar la piel o los mu~s (14). 

Los infecciones micótic:as han sido diagnosticadas tradicionalme.!! 

te por aislamiento del agente causal en medios cultivos, esta próc-­

tica es muy eficiente; pero tiene sin embargo el inconveniente de que 

reqoiere tiempo y en algunas ocasiones no es posible llevar a cabo -

el muestreo del tefido que está siendo afectado, sobre tado en mico­

sis secundariamente tegumentarias. Es quizá por esto raz6n que la -

tendencia actual en este tipo de enfermedades seo el uso de pruebas 

inmunol6gicas capaces de detectar la invasión del organismo por estos 

hongos (15,20,23). 

Las micosis secundariamente tegumentarias son causadas por hongos 

que en su mayorra son dimórficos, es decir, que presentan dos formas 

distintos, una micelio! en la naturaleza o en cultivos de laboratorio y 
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uno forma levaduriforme en los te¡ldos del organismo que est6n afec­

lando; uno exc:epc:i6n 10r1 los horvos del 9'neto A1pergi1lus spp. que 

producen la llanma Aspergllosis y no mmbian su forna (6,10,26). -

Esla enfermedad ha siclo recoqocfda detde 1815 cuando Na¡er y E--

mmert encontraron que los pulmones de uno urraca (Corws giondaríus), 

estaban invadidos por estos hongos. En 1856 Virchow descrlbi6 enfer­

medades bronquiales y pulmonares en humanos reconociendo como ºse!!. 

te potógeno ol Aspergillus fumigatus •. 

Los hongos del género Aspergillus son ubicuos en lo naturaleza, -

se conocen aproximadamente 300 especies en este género, de los cua­

les e se han reconocido como patógenos poro humanos y animales (25). 

Sin lugar a duda la especie que se ho recolxado con mayor frecuencia 

de tejidos lesionados es el Asperglllus fumigatus; sin embargo este ~ 

te se encuentra con facilidad en el medio ambiente, en especial en Y!. 

getales de tipo forrajes y henos. Hasta la fecha no se ha podido dilu­

cidar cuales son los factores que podrían favorecer la penetraci6n e im­

plantaci6n de estos hongos en los tejidos del huesped, au""'e se han -

sugerido que una baja de defen5Cls o una exposicl6n masiva a· las esporas 

de Aspergillus fumigatus , oondiclonarTan la presencia de la enfermedad. 

Lo Aspergilosis es uno enfermedad que presenta distinlas formas clínicas 

como 110n: 

a) Bronco Pulmonar Alérgica, en la cual el hongo no lnYtlde los te­

Jidos, pero la presencia de sus estructuras provcx:o la reacci6n de defen­

SICI del organismo, que se manifiestan con tos y di5MC (1,5,6,B,9,10,16, 
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17,21,23,29,31). 

b) Apvi'-', el Atpetgillus penelnl al pulnái e imade le­

siones oc::asiar1Was geneial_.te por Tuben:ulolis, mlonilllllldo estas 

cavernas y Ofiginanclo una • las lbia:lcn "bolm de ho!Vas• •· Eita -

bola Ringica • ol.eMa el~ en las placas de rayos X,•·· la le­

s16n siSlo se loailiza en estas cawrnas afecladas (6,8110, 12;17), · 

e)~, el Asperpillus penetra generalmente a pulm6n y !!! 

cuentra ahr lcís condiciones adecuadas paia llewr a cabo su inwsi6n 

de donde puede diseminarse a otros 6rganos; esta es la forma· m6s 9'! 

ve de la enfennedod cuyos siénos mas comlines son neumonra con r~ 

bre, tos y det6rdenes respiiatorios. La placa de rayos X muestra uná 

c»1110lidaci6n de pequelk>s puntos di~lnados; alg!Qls veces pueden 

ver9 exaJwdas cavernoms que pueden lornaM con Aspergiloma (15, 

25,26,27,32). 

La respuesto innM.ol6gica ha sido estudiada aq>liamente par Pe­

pys (1964) y Malo (19m, quienes demiestran crue b6sicamente la r'! 

puesto es celular con la participación de respuestas humoial; por lo -

cual se han utilizado tanto pNebas para cuantificar la respuesta celu­

lar, asr Q>mO la l..imoral; siendo estas Gltimas las que han adquirido -

moyor popularidad. 

Pepys (1959) utilizando un antrgeno soluble obtenido al hacer ª!. 

cer diferentes especies de Aspergillus en medio lrqulclo, demostr6 que 

era posible detectar la enfermedad en el suera de pacientes conocidos 
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de lnfeccl6n por Asper9illus spp. con la prueba de doble difusl6n en 

gel. Correlaclonondo la efectivldod de esta prueba contra los alslamie!!. 

tos obtenidos de los mismos pacientes. 

Wamock (1975) describe ampliamente las distintas clases de inmu­

noglobullnas que se encuentran en pacientes con Aspergilosls, denDstra!!. 

do un título alto de lgG (2,7,13,24). 

Mala (1977) realizando un estudio sobre la· Aspergilosis Broncopul­

monar Cr6nioa, encontr6 niveles considerables de lgE e lgG; aunque -

fueron mas altos los títulos de lgE, co~robando con ello .que en estos -

casos de Aspergilosls Broncopulmonor Alérgico Cr6nica las reaginas (lgE), 

IOn las que ocasionan la sintomatología. 

En 1959, Pepys c:orr.,aro diferentes pruebas de diagn6stico, siendo -

la contralnmunoelectroforesis la que mejores resultados muestra; rn6s tar­

de Malo (1977) corrobora lo reportado por Pepys. 

Por otra parte se ha encontrudo discrepancia en el método que debe 

seguirse paro la obtenci6n del antígeno empleado en las pruebas lnmm~. 

lógicas (1,7, 11,21,23). 

En nuestro país la lnformaci6n tobre este padecimiento es casi nulo, 

siendo indispensable contra con los elementos necemrios paro poder eva­

luar la situaci6n, ya que este tipo de padecimiento puede ser f6cllrnen­

te confundido con algunas otras enfermedades como la Tuberculosis, 

PM esta raz6n el objetivo del presente trabajo fue el de obtener un 

antígeno de Asperglllus, .el cool pueda ser empleada en pruebas de in"!! 

nodifusi6n en gel, comparando diferentes métodos de obtenci6n; así como 
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implemenltlr t~cnims sero16gicas r6pidas y confiables paro el diagn6..!. 

tico de la Aspergillosis. 
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11. M4TERIAL Y METODOS 

Los antrgenos fueron obtenidos a partir de 3 especies distintas de 

Asperglllus: Aspergillus fümlgatus, Asperglllus flaws y Asperglllus ~­

~· El nombre dado a los distintos antrgenos dependió del procedí-­

miento empleado para su obtenci6n: 

Antrgeno Metab61ico: Se obtuvo al hacer crecer cada una de -

las especies de Mpergillus en botellas P.oux que contenían 250 mi de 

calda glucosado peptonado e incubado a 28ºC en una estufa bacterio-

16glca durante 6 semo.nas. Procediendo despúes a separar el micelio -

par medio de una flltraci6n Seit% a trav6s de un filtro de asbuto de 

0.1 micras y sometiendo el filtrada a di6lisis con ~gua destilado du-­

rante 5 dras a 4°C eon cambios de agua destilada coda 24 horas. Fi­

nalmente se esterlllz6, pasándolo por una membrana Millipore de 0.22 

micras. 

Antígeno Sonicado: El micelio obtenido del crecimiento en el me­

dio lrquido y retinxlo par la filtrac16n Seit% fue resuspendido en solu­

ci6n salina isol6nica y sometido a sonicaci6n en un aparato MSE de -

ultraJOnldo o 12 micrones durante 10 minutos a temperatura ambiente. 

Se separaron las partTculas del micelio por medio de una filtracl6n -­

Seitx y fueron seguidos los pasas de dializado y esterlllz.ado descritos 

en el m6todo anterior. 

Antígeno Congelado: Se prepararan cajas de petri conteniendo "1!. 
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dio de cultivo de Sabouraud Difoo, el c:val fue cubierto en su super­

ficie con papel celofán previamente esterilixado, e Inoculados con -

los Aspergillus. las ca¡as de petri asf Inoculadas, fueron incubadas a 

28ºC durante 2 semanas. Uia vez transcurrido este tiempo se retinS -

el papel celof6n junto con el demrrallo obtenido del ~. Las ca­

jas que contenfan el medio de cultiw sin el papel celofán, fueion -

sometidas a cangelaci6n y descongelaci6n alterna en 3 ocasiones. Fo.!, 

terionnente el medio fue cortado por la mitad sobreponiendo llnll· par -

te del micelio sobre la otra e inclinando la coja con el fin de CDlec­

tar el flufdo presente. Este fluido también fue sometido a los proc:etos 

de dialización y esteril izaci6n descritos con anterioridad. 

Anttgeno Micelial: El micelio ~tenido del crecimiento en medio 

s61ido fue suspendido en una soluci6n alina de Coca y posteriormente 

fue 1nantenido a 4°C durante 4 semanas con agitaciones perl6dicas. -­

Uno vez transcurrido este tie~ el micelio fue retirado por una fil~ 

ci6n Seitz y el filtrado fue $O!lletido a los procesos de dializado y es­

terll izado. 

Por otra parte fue necemrio llevar a cabo inoculaci6n de oonejos 

raza t-lleva Zelanda con suipensiones de esporas de los Aspergillus con 

el fin de obtener sueros hiperinmunes a los distintas especies iltilizadas. 

El esquema de intmnización se muestra en el Cuadro No. 1. 

Con el fin de poder evr.1luar los distintos antrgenos obtenidos se ¡~ 

· plementaron las técnicos serológicas de doble difusión y contrainmuno­

electroforesis siguiendo los métodos descrito1 por la Sociedad Británica 
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para Mieopatología (1976), comparados con un antígeno eSCIOCM pro­

porcionado por la Dra. C.O. Dawson de la Universidad de Glasgow. 



CUADRO No. 1 

ESQU:MA DE INOCULACION A CONEJOS 

~·~ C.F. l.F. l.F. 

A. ílavus C.F. l.F. l.F. ---
}u fumigatus C.F. l.F. l.F. 

tiempo (semanas) la. 2a. 3a. 

C.F. = AdyuYOnle completo de Freud 

1.F. = Adyuvante incompleto de Freud 

Vía de inoculaei6n intramusct1lar 

Dosis = 1 mi semanalmente 

l.F. 

l.F. 

l.F. 

4a. 

-9-
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111. RESULTADOS 

Los resultados obtenidos con los diferentes antrgenos de~ 

gillus contra los sueros de los conejos previamente inoculados en -

las pruebas de doble difusión y contrainmunoelectraforesis se nKJes­

tron en las Cuodro l\bs. 2 y 3. La evaluaci6n de los distintos m!, 

todos de obtenci6n y de las técnicos inmunol6gicas se nKJestran en 

el Cuadro l\b. 4. 



CUADRO No. 2 

DO&LE DIFUSION 

C-1 C-2 C-3 C-1 C-2 C-3 

~·~ + 

A. flavvs + + + - --
~· fuml~tus + + + + 

Antígenos Metab61ico MI.celia! 

C-1 Suero del conefo inoculado con Asper¡lllus ~ 

C-2 Suero del conefo inoculado con A!perglllus flavus 

C-3 Suero del conejo inoculado con Aspergillu1 fumlgatus 

+ Lrnecs da precipltacl6n 

C·l C·2 C-3 C-1 C-2 C-3 

+ 

+ 

Congelado 

3+ 

Sonlcada 

.!.. -1 



CUADRO No. 3 

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS 

C-1 C-2 C-3 C-1 C-2 C-3 

~·~ 
A. flavus - --
~· fumigatus 

Antígenos 

5+ 

3+ 

Metab6lico 

2+ 

3+ 

5+ 

Mlcellal 

C-1 Suero del conejo inoculado con Asperglllus oryme 

C-2 Suero del conejo inoculado con Aiper¡lllus flavus 

C-3 Suero del conejo iuoculodo con Asper¡illus fumlqatus 

+ Líneos d~ preclpitaci6n 

+ 

C·l C-2 C-3 

3+ 

Congelado 

C-1 C-2 C-3 

2+ 

Sonicado 



CUADRO No. 4 

METODOS DE OBTENCION Y TECNICAS INMUNOLOGICAS 

.. _c_-_1 _c_-_2_c_-_J 
•;¡ 

1 .. 

~ .§ Ao 
e o 

] ] Afl 

81 
Afl 

Afu 

e Ao 
CI ~ 

:O .2 Afl Afl 
o·-o o 

Afu Afu 

Melob61ico 

C-1 C-2 C-3 

Ao Ao 

Afu 

Ao 

Afl 

Afu Afu 

Micelial 

Ao. Antrgeno de Aspergi!lus flryzae 
Afl. Antrgeno de ~lUS avus 

C-1 C-2 C-3 C-1 C-2 C-3 

Afl Afl 

Ao 

Afu Afu 

Congelado Sonh:ado 

Afu. Antrgeno de ~rgillus f;s!tus . 
Aes. Antrgena Esco~proporci por la Oro. C.O. Dawson (U. de Glasgow) 

C-1 Suero del conejo inoculado con Aspergillus ~ 
C-2 Suero del conejo inoculado con Aspergillus flaws 
C-3 Suero del conejo inoculado con Áspergillus fiiiñi¡atus 

C-1 C-2 C-3 

Aes Aes 

Aes Aes 

Escocés 

.!. 
w 
1 



IV. DISCUSION 

Como se aprecia en las tablas de resultadas, las reacciones de -

los antígenos metab611cos con sus respectivos sueros hiperinrra.ines, mo! 

traron uno mayor especificidad, lo cual est6 de acuerdo con estudios 

realizados por Pepys y colaboradores (1959), en donde empleando d!! 

tintos !Mtodos, obtuvieron una serle de antígenos los cuales piobaron 

con sueros de p:icientes que sufrían Aspergilosis, encontrando resul~ 

dos semejantes a los nuestros cuando utilizaron el antígeno metab611-

co; por lo cual una mezcla de estos antígenos cubriría uno gama rn6s 

amplia en la detecc16n de esta lnfecci6n. 

Por otra parte los antígenos mlcelial, sonicado y congelado, no 

proporcionaron resultados satisfactorios al hacerlos reaccionar con sus 

respectivos suero hiperiM1Jnes, quiz6 debido a que los m6todos empl~ 

dos no fueron los adecuados. 

En nuestros resultados obtenemos reacciones cruzadas con wrios -

antígenos, lo cual había sido obserwdo anteriormente, por Pepys (1959) 

y Gordon (1976) (1 S ,23). Pemarros que esto puede deberse a la posi­

ble existencia de determinantes antigénlcos que se encuentran compor­

tiendo las diferentes especies de Aspergillus. 

Al comporar las pruebas de difus16n en gel, obtuvimos comportamie!!. 

tos semejantes cuando se emplearon los antígenos metab61icos, presenta!!. 

do mayar sensibllidod la contraln"1noelectraforesls, lo cual concuerda -
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con los estudios efectuados por Malo y colaboradores (1977), quienes 

sugieren que la prueba de oontroinlftlnoelectroForesis deben ser empl~ 

da en el diagn6stica de Aspergllosis por la rapidez con que fufe se -

obtiene I asr COlllO por la sensibilidad que presenfa (21) • 

Por otra parte se lleY6 a cabo la prueba de doble difusl6n (innw­

nodifusi6n) con los distintos antrgenos de Aspergillus y se obserY6 una 

mcr¡or especificidad que en la prueba de controinmunoelectroforesis, -

lo cual est6 de acuerdo con los rewltados encontrados por Gordon -

(1976), quienes implementando las técnicas de in~nadifusi6n y con­

trainmunoelectroforesis con antígenos especfficos de varias especies de 

Aspergillus, obtuvo reacciones ~rozadas con lo contrainmunoelectrafore­

sls; sin embargo, en la prueba de lr:imunadifusi6n obserw especificidad. 

Es necellario hacer notar que nuestros re1Ultados fueron obtenidos -

con sueros de onimoles previamente inoc:ulodos en el laboratorio. 

Este trabajo es el inicio de la opllcaci6n de lo serología en la -

detecci6n de lo Aspergilosis en M6xica, ya que esta enfermedad es -

fácilmente confundida con Tuberculosis, debido a la falta de pruebas -

serol6gicas que proporcionen un diagnóstico confiable, el cual puede -

ser efectuado utilizando los ontrgenos metab6licas en las pruebas de -

dlfusi6n en gel. 
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V. CONCLUSIONES 

Los antígenos metabólicos obtenidos de los diferentes especies -

de Aspergillus, mostraron una mayor efectividad en la detecci6n de 

anticuerpos contra Aspergillus que los otros antrgenos en sueros de -

animales de laboratorio, en las pruebas de difusi6n en gel. 

Se estima necesario continuar investigaciones en este compo, ~ 

bre todo realizando estudios serol6gicos en diferentes especies ani~ 

les, con el objeto de conocer la importancia y difusi6n de esta in­

fecci6n en nuestro ganado. 

Se sugiere tambi&n, realizar pruebas de conservac16n y viabili­

dod de los antígenos, para su posible uso bajo otras condiciones o -

en otros lugores. 

Consideramos también que es necesario evaluar cuontitatiwmen­

te los sueros y los antígenos por precipitaci6n, así como probar estos 

antígenos en algunas pruebas. 

Se pueden oorrer otras pruebas inmunol6gicas como son: Electro~ 

resis, Aglutinación en tubo, Aglutinación con latex, lnhibici6n de -

la hemoaglutinaci6n, Fijación de complemento. 
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