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. INTRODUCCION

Las enfermedades de hombres y animoles causados por hongos -
son conocidas como infecciones micdticas o micosis, las cuales son

divididas segin su presentacién en exlcusivamente tegumentarias, —

cuando los ogentes causales afectan tefidos queratinizodos y son in

capaces de afectar tejidos internos. Se les denomina micosis inicial-
mente tegumentarias cuando los agentes penetran al organismo por la
piel o las mucosas pueden afectar feiido; profundos; por 6Iﬁmo4 las -

micosis secundariomente tegumentarias son aquellas que penetran al -

organismo por via aérea u oral afectando tejidos profundos para en
una forma secundaria lesionar la piel o las mucosas (14).

Las infecciones micSticas han sido diagnosticadas trgdiciomime_r!
te por aislamiento del agente causal en medios cultivos, esta préc--
tica es muy eficiente; pero tiene sin embargo el inconveniente de que
requiere tiempo y en algunas ocasiones no es posible llevor a cabo -
el muestreo del tejido que estd siendo afectodo, sobre todo en mico-
sis secundariomente tegumentarias. Es quizd por esta razén que lo ~
tendencia actual en este tipo de enfermedades sea el uso de pruchas
inmunol8gicas capaces de detectar la invusiéﬁ del organismo por estos
hongos (15,20,23).

Las micosis secundariamente tegumentarias son causadas por hongos
que en su mayorfa son dimdrficos, es decir, que presentan dos formas

distintas, una micelial en la naturaleza o en cultivos de laboratorio y



una forma levaduriforme en los tejidos del organismo que esiin afec-
tando; una excepcibn son los hongos del género Ag'_r!'llus spp. que
producen la Hamada Aspergilosis y no cambion su forma (6,10,26). -
Esta enfermedad ha sido reconocida desde 1815 cuando Mayer y E---
mmert encontraron que los pulmones de una uitaca {Corvus giandarius),
estaban invadidos por estos hongos. En 1856 Virchow describié enfer-
medades bronquiales y pulmonares en humanos reconociendo como agen
te patégenc al Aspergillus fumigatus. | »
Los hongos del género Aspergillus son ubicuos en la naturaleza, -
se conocen aproximadamente 300 especies en este género, de los cua~
les 8 se han reconocido como patSgenos para humanos y animales (25).
Sin lugar a duda la especie que se ha recobrado con mayor frecuencia

de tefidos lesionadas es el Aspergillus fumigatus; sin embargo este agen

te se encuentra con fucilidod en el medio ambiente, en especial en ve
getales de tipo forrajes y henos. Hasta la fecha no se ha podido dilu-

cidar cuales son los faclores que podrian favorecer la penetracién e im~
plantacin de estos hongos en los tejidos del huesped, aunque se han -
sugerido que una baja de defensas o una exposicién masiva a las esporas

de Aspergillus fumigatus , condicionarian la presencia de la enfermedad.

La Aspergilosis es una enfermedad que presenta distintus formas clinicas
como son:

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

jidos, pero la presencia de sus estructuras provoca la reaccién de defen-

sa del organismo, que se manifiestun con tos y disnea (1,5,4,8,9,10,16,
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17,21,23,29,31).

b) Apergilma, el Aspergillus penetra of pulmén ¢ invade le-
siones ocasionuias generalmente por Tuberculosis, colonizando estos
cavernas y originando una de las llamadas "bolas de hongos®. Eita -

bola fingica se observa cloromente en las ploms‘do rayos X, la le-
sién s8lo se localiza en estus cavernas afectodas (6,8,10,12,17).

c) Invasiva, el Aspergilius penetra generalmente a pulmén y en
cuentra ahi las condiciones adecvadas para llevar @ cabo su invasién
de donde puede diseminarse a ctros Srganos; eska es la fomn'.nds gra
ve de la enfermedod cuyos signos mas comnes son neumonfa con Fie
bre, tas y desSrdenes respiraforios. La placa de rayos X muestra una
consolidacién de pequefios puntos diseminados; algunas veces pueden
verse excavadas cavemosas que pueden fomnarse con Aspergiloma (15,
25,26,27,32).

La respuesta inmunolégica ha sido estudiada ampliamente por Pe-
pys (1964) y Malo (1977), quienes demuestran que bésicamente la res
puesta es celular con la participacién de respuestas humoral; por lo -
cual se han utilizado fanto pruebas para cuantificar la respuesta celu-
lar, as como la humoral; siendo estas Gltimas las que han adquirido ~
mayor popularidad. ’

Pepys (1959) utilizando un antigeno soluble obtenido al hacer cre
cer diferentes especies de Aspergillus en medio liquido, demostr§ qua

era posible detectar la enfermedod en el suero de pacientes conocidos
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de Infeccién por Aspergillus spp. con la prueba de doble difusién en
geyl. Correlacionando la efectividad de esta prueba contra los aislamien
fos obtenidos de los mismos pacientes.

Wamock (1975) describe ampliamente las distintas clases de inmu-
noglobulinas que se encuentran en pacientes con Aspergilosis, demostran
do un titulo alto de IgG (2,7,13,24).

Malo (1977) realizando un estudio sobre la - Aspergilosis Broncopul-
monar Crénjca, encontrS niveles considercbles de igE e igG; aunque -
fueron mas uhosAIos tftulos de lgE, comprobando con ello .que en estos -
caws de Aspergilosis Broncopulmonar Alérgica Crénica las reaginas (IgE),
son las que ocasionan la sinfomatologla.

En 1959, Pepys conpa;u diferentes pruebas de diagnéstico, siendo -
la contrainmunoelectroforesis la que mejores resultados mue.xtm; més tar-
de Malo (1977) corrobora fo reportado por Pepys.

Por otra parte se ha encontrodo discrepancia en el método que debe
seguirse para la obtencién del antfgeno empleado en las pruebas inmuno
l6gicas (1,7,11,21,23).

En nuestro pafs la informacién sobre este padecimiento es casi nulo,
siendo indispensable contra con lo; elementos necesrios para poder eva-
luar la situacién, ya que este tipo de podecimiento p‘;ede ser fécilmen-
te confundido ‘con algunas otras enfermedades como la Tuberculosis,

Por esta razén el objetivo del presente trabajo fue el de obtener un
antigeno de Aspergillus, .el cunl pueda ser empleado en pruebas de inmu

nodifusién en gel, comparando diferentes métodos de olitencidn; asl como



implementar técnicas serol6gicas rSpidas y confiables para el diognés

tico de la Aspergillosis.



Il. MATERIAL Y METODOS

Los antfgenos fueron obtenidos a partir de 3 especies distintas de

Aspergitius: Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus y Aspergillus ory-
zae. El nombre dado a los distintos antfgenos dependib del procedi--

miento empleado para su obtencibn:

Antigeno Metab$lico: Se obtuvo ol hacer crecer cada una de -
las especies de Aspergillus en botellas Roux que contenfan 250 ml de
caldo glucosado peptonado e incubado a 28°C en una estufa bacterio-
i6gica durante 6 semonas. Procediendo despdes a separar el micelio -
por medio de una filtracién Seitz a través de un filtro de asbesto de
0.1 micras y sometiendo el filtrado a diélisis con agua_ destilada du~-
rante 5 dfas a 4°C con cambios de agua destilada cada 24 horas. Fi-
nalmente se esterilizé, pasdndolo por una membrana Millipore de 0,22
micras.

Antlgeno Sonicado: El micelio obtenido del crecimiento en el me-
dio {lquido y retirado por la filtracibn Seitz fue resuspendido en solu-
cién salina ioMnica y sometido a sonicacién en un aparato MSE de -
ultrasonido a 12 micrones durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Se separcron los parficulas del micelio por medio de una filtracién -~
Seitz y fueron seguidos los pasos de dializado y esterilizado descritos
en el método anterior. ’

Antigeno Congelado: Se prepararon cajas de petri conteniendo me



dio de culti.vo de Sabouraud Difeo, el cual fue cubierto en su super~
ficie con papel celofén previamente esterilizado, e inoculados con -
los Aspergillus. Las cajas de petri asf inoculadas, fueron incubadas a -
28°C durante 2 semanas. Uno v¢;z transcurrido este tiempo se rgﬁté -
el papel celofén ihnfo con el dewarrollo obtenido del honge. Las. co-
jas que contenfan el medio de cultivo sin el papel celofén, fueron =
sometidas a congelacién y descongelacién alterma en 3 ocasiones. Fos
teriormente el medio fue corfodo por la mitad sobreponiende una. par -
te del micelio sobre la otra e inclinando lo caja con el fin de colec-
for el fluido presente, Este fluido también fue sometido a los pracesos
de dializacién y esterilizaci6n descritos con anterioridad.

Antfgeno Miceligl: El micelio obtenido del crecirﬁlmﬁ en mtdlo
sblido fue suspendido en una wlucién salina de Coca y posteriormente
fue mantenido a 4°C durante 4 semanas con agitaciones periédicas. -~
Una vez tramscurrido este tiempo el micelio fue retirado por una filtra
cidn Seitz y el filtrado fue sometido a los procesos de dializado y es-
terilizado.

Por ofra parte fue necesario llevar a cabo inoculacién de conejos
raza Nueva Zelanda con suspensiones de esporas de los Aspergillus con
el fin de obtener sveros hiperinmunes a las distintas especies utilizadas.
El esquema de inmunizacién se muestra en el Cuadro No. 1.

Con el fin de poder evaluar los distintos antigenos cbtenidos se im

" plementaron las técnicas serolgicas de doble difusisn y contrainmuno-

electroforesis siguiendo los métodos descritos por la Sociedad Briténica



para Micopatologia (1976), comparados con un antlgeno escocés pro-

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



CUADRO No. 1

’

ESQUEMA DE INOCULACION A CONEJOS

A. oryzae C.F. LE LF LF.

A, flavus C.F. LF. LF. LF.
A, fumigatus C.F. LF LF. LF.

tiempo (semanas) la. 2. . 4a.

C.F. = Adyuvante completc de Freud

I.F. Adyuvante incompleto de Freud
Via de inoculacién intramuscular

Dasis = 1 ml semanalmente
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Itl. _RESULTADOS

Los resultados obtenidos con los diferentes antigenos de Asper-
gillus contra los sueros de los conejos previamente inoculados en -~
las pruebas de doble difusidn y conhainmunoelecimforg;js se_mues-
tan en los Cuodro Nos. 2 y 3. La evaluacién de los distintos mé
todos de obtencién y de los técnicas inmunolgicas. se muestran en

¢l Cuadro No. 4.



CUADRO No. 2

DOBLE DIFUSION

g1 €2 C-3 C-1 ¢-2 C3 cs1 €2 C-3 ¢C1 ¢c-2 C-3

A. oryzae + +

A. flavus + + o+

A. fumigatus + + + + + 3+
Antigenos Metabblico Micelial Congelado ‘ Sonicado

C-1 Suero del conejo inoculado con Aspergillus oryzae
C-2 Suero del conejo inocvlado con Aspergillus flavus

C-3 Suero del conejo inoculodo con Aspergillus fumigatus

+  Lineas de precipitacién

bl ¥ o .



CUADRO No. 3

CONTRAINMUNOELECTROFORESIS

C-l _¢c-2 ¢33 C-1 C-~2 C-3 Cc-1. C-2 (-3 C-1_C-2 C3

A. oyzae 5+ 2

A. flaws 3+ 3+ 3+ 2+
A. fuigatis 5 ‘

Antigenos Metabslico Micelial Congelado Sonicado

C-1 Suero del conejo inoculado con Aspergillus oryzae
C-2 Suero del consjo inoculado con Aspergillus flavus
C-3 Svero del conejo inoculado con Aspergillus fumigatus

+ Lineas de precipitacién

-Z l-



CUADRO No. 4

METODOS DE_OBTENCION Y TECNICAS INMUNOLOGICAS

- C-1 C-2 C-3 C-1 C-2 C-3 C-1 C-2 C-3 c-1 C-2 (-3 C-2 C-3
L 8
g'.‘g‘ Ao Ao Ao
£
B3 AR AR Afl Afl Aes  Aes
5%
v Afy Afu
. Ao Ao Ao
52 Afl Afl Afl Aes  Aes
[a¥<) ;
Afu  Afu Afu - Afu Afu Afu
Meiobdlico Micelial Congelado Sonicado Escocés

Ao. Antigeno de Aspergillus oryzae

Afl, Antigeno de Mﬂ@ﬂaws

Afu,: Antigeno de rgillus fumigatus _

Aes. Antigeno Escocés proporciﬁg por la Dra. C.O. Dawson (U. de Glasgow)

C-1 Suero del conejo inoculado con Aspergillus oryzoe
C-2 Suero del conejo inoculado con A illus Tlavus
C-3 Suero del conejo inoculado con Agpergillus fumigatus

-s l—
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IV. DISCUSION

Como se aprecia en las tablas de resultadas, las ;eacciones de -
los antigenos metabdlicos con sus respectivos sueros hiperinmunes, mos
traron una mayor especificidad, lo cual est§ de acuerdo con estudios
realizados por Pepys y colaboradores (1959), en donde empleando dis
tintos méfodos, obtuvieron una serie de antigenos los cuales probaron
con seros de pacientes que sufrfan Aspergilosis, encontrando resulta
dos semejantes o los nuestros cuando utilizaron el antlgeno metabéli-
co; por lo cual una mezcla de estos antigenas cubriria una game més
amplia en la deteccién de esta infeccién.

Por otra parte los antifgenos micelial, sonicado y congelado, no.
proporcionaron resultados satisfactorios al hacerlos reaccionar con sus
respectivos suero hiperinmunes, quizd debido a que los métodos emplea
dos no fueron los adecuados,

En nuestros resulindos obtenemos reacciones cruzadas con varios =
antfgenos, lo cval habfa sido observado anteriormente, por Pepys (1959)
y Gordon (1976¢) (15,23). Pensamos que esto puede deberse a la posi~
ble existencia de determinantes antigénicos que se encuentran compar-
tiendo las diferentes especies de Aspergillus. &

Al comparar las pruebas de difusién en gel, obtuvimos comportamien
tos semejantes cuando se emplearon los antigenos metabdlicos, presentan

do mayor sensibilidad la contrainmunoelectroforesis, lo cval concuerda -
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con los estudios efectuados por Malo y colaboradores (1977), quienes
sugieren que la prueba de contrainmunoelectroforesis deben ser emplea
da en el diag-n&ﬁco de Aspergilosis por la rapidez con que éste s ~
obtiene, asf como por la sensibilidad que presenta (21).

Por ofra parte se llevs a cabo la prusba de doble difusién (inmu-
nodifusién) con los distintos antigenos de Aspergillus y se observd una
mayor especificidad que en la prueba de contrainmunoelectroforesis, -
lo cual estd de acuerdo con los resultados encontrados por Gordon --
(1976), quienes implementando las técnicas de inmunodifusién y con-
trainmunoelectroforesis con antigenos especificos de varias especies de
Aspergillus, obtuvo reacciones cruzadas con la contrainmunocelectrofore-
sis; sin embargo, en la prueba de inmunodifusién observa especificidad.

Es necesario hacer notar que nuestros resultados fueron obtenidos -
con sueros de animales previamente inoculados en el laboratorio.

Este trabajo es el inicio de la aplicacién de la serologla en la ~
deteccibn de la Aspergilosis en México, ya que esta enfermedad es -
fcilmente confundida con Tuberculosis, debido a la falta de pruebas -
serolégicas que proporcionen un diagnéstico confiable, el cual puede -
ser efectuado utilizando los antigencs metab$licos en las pruebas de ~

difusién en gel. -
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V. CONCLUSIONES

Los antigenos metabdlicos obtenidos de las diferentes especies -
de Aspergillus, mostraron una mayor efectividad en la deteccién de
anticuerpos contra Aspergillus que los otros antigenos en sueros de -
animales de laboratorio, en las pruebas de difusién en gel.

Se estima necesario continuar investigaciones en este campo, so
bre todo realizando estudios serolégicos en diferentes especies anima
les, con el objeto de conocer la importancia y difusién de esta in-
feccién en nuestro ganado.

Se sugiere también, realizar pruebas de conservacién y viabili-
dad de los antigenos, para su posible uso bajo otras condiciones o -
en otros lugares. '

Consideramos también que es necesario evaluar cuantitativamen~
te los sueros y los antigenos por precipitacién, as? como probar estos
antigenos en algunas pruebas.

Se pueden comer otras pruebas inmunolégicas como son: Electrofo
resis, Aglutinacién en tubo, Aglutinacién con latex, Inhibicién de -

la hemoaglutinacién, Fijacién de complemento.
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