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Preparacion de un antigeno de
Madurella mycetomas aplicable al
diagnostico de micetoma

Maria Juliana Araujo, Elisabeth Castafieda

Laboratorio de Microbiologia, Instituto Nacional de Salud, Santa Fé de Bogota,
Colombia

En este trabajo se estandariz6 la preparacion de antigenos metabdlicos y cito-
plasmicos de Madurella mycetomatis, mediante curvas de crecimiento del agen-
te en dos medios liquidos diferentes, las cuales fueron establecidas por la
concentracion de proteinas, carbohidratos y peso seco. Los antigenos se valora-
ron en pruebas de inmunoprecipitacién con antisueros preparados en conejos
asi como en sueros de pacientes. Se determiné que tres semanas de cultivo en
caldo glucosado de Sabouraud al 2%, a 37 °C con agitacién constante represen-
taban las condiciones 6ptimas para la preparacion de los antigenos. Sin embar-
go, se obtuvieron exoantigenos desde la primera semana de incubacion. Se
observé que los antigenos metabdlicos y citoplasmicos presentaron reaccion
cruzada y por inmunotransferencia, se establecié que compartian tres proteinas
con pesos moleculares de 33, 56 y 125 kDa. Debido a ello y al no encontrar dife-
rencias de inmunogenicidad, se sugiere emplear el antigeno metabdlico, el cual
adicionalmente es mas sencillo de preparar. Igualmente se recomienda emplear
la contrainmunoelectroforesis como prueba diagndstica.

Micetoma, Inmunodiagnéstico, Antigenos metabdlicos, Antigenos citoplasmi-
COS.

Madurella mycetomatisntigen for the serodiagnosis
of mycetoma

The aim of this work was to standardize metabolic and cytoplasmic Madurella
mycetomatis antigen to be applied in the immunodiagnosis of mycetoma. Growth
curves were established growing the mold in two broth media with weekly mea-
sures of protein and carbohydrate levels and of dry weight. Sera from immunized
rabbits and patient's sera were used in immunoprecipitation to test the antigens.
Three weeks old shaken cultures in Sabouraud broth at 37 °C were established
as the optimal conditions to prepare cytoplasmic and metabolic antigens.
Nevertheless, exoantigens were produced since the first week. Metabolic and
cytoplasmic antigens presented cross reaction and by immunoblotting they sha-
red 33, 56 and 125 kDa molecular weight proteins. Preparation and use of the
metabolic antigens is recommended for the immunodiagnosis of mycetoma
when using the counterimmunoelectrophoresis technique.

Mycetoma, Immunodiagnosis, Metabolic antigens, Cytoplasmic antigens.

El micetoma es una entidad cronica que afecta el sp, Fusariumsp y Scedosporiunsp [6,7]. El diagnéstico

tejido subcutaneo y las estructuras adyacentes [1,2] Sale dos casos de micetoma en los departamentos de

reconoce la multiplicidad etiolégica de esta entidad, que Atlantico y Bolivar, ocasionados pttadurella myceto-

puede ser ocasionada por bacterias (actinomicetoma) amatis[8], constituye un hallazgo importante, debido a que

no habia sido informado este agente etioldgico de miceto-
En Colombia la enfermedad se ha informado en ma en nuestro pais. Por esta razén se realiz6 el estudio de

una decena de casos, por lo cual se asume que es poco freste microorganismo con el propésito de establecer un

por hongos (eumicetoma) [3-5].

cuente. La mayoria de los casos descritos han sido produmétodo adecuado de inmunodiagndéstico.

cidos por actinomicetos confdocardia brasiliensisy
muy excepcionalmente, por eumicetos coadurella
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entre los agentes etioldgicos de micetoma [9].

Con estos argumentos se planted la necesidad de
estandarizar la preparacion de antigenos metabolicos y
citoplasmicosM. mycetomatisplicables en el serodiag-

néstico del micetoma.

Los estudios realizados en areas endémicas de
micetomas, con pruebas inmunolégicas como la precipita-
cion en agar, indican la existencia de anticuerpos precipi-
tantes en el suero de pacientes. Sin embargo, estas
técnicas han detectado reacciones cruzadas atribuibles a
las preparaciones antigénicas, por la estrecha relacién
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MATERIALES Y METODOS Antisuero de conejo Se inocularon, por via sub-
cutanea, cuatro conejos Nueva Zelanda, machos con un
Aislamientos Los dos aislamientos dé. myceto- peso de 2500 g, con una suspension del antigeno citoplas-

matis empleados, INS-41-1 e INS-41-2 fueron obtenidos mico del aislamiento 41-1 (conejos 1y 2) y 41-2 (conejos
de dos pacientes de la Costa Atlantica [8] y remitidos al 3 y 4) (concentracién de proteinas 1 mg/ml), emulsificado
laboratorio de Micologia del INS para su confirmacion. en voliumenes iguales con adyuvante completo de Freund
Estos aislamientos se mantuvieron en agar glucosado d¢Sigma, EEUU). La inoculacién se realizé por cuatro
Sabouraud al 4%, incubado a 37 °C con resiembras cadaemanas con tres refuerzos, segun el esquema de Reeves
15 dias. [13]. Los conejos fueron sangrados las semanas 0, 5, 7, 9
y 11, los sueros obtenidos se almacenaron a -20°C hasta
Preparacién del antigeno Su procesamiento.
1. Inéculo inicid Se sembraron colonias de apro-
ximadamente 0,5 cm de diametro en agar glucosado de Pruebas serolégicas
Sabouraud al 4% y Czapek con glucosa al 4%; los medios 1) Inmunodifusién(ID). La prueba se realizé en un
se incubaron a 37°C durante cinco semanas. La determigel de agarosa (Sigma, EEUU) al 1% en solucion salina al
nacion del crecimiento se realizdé por medicion semanal0,85%, segun la técnica descrita por Mahgoub [14]. La
del didmetro de la colonia [4]. cuantificacién de anticuerpos precipitantes se realizé
2. Curva de crecimient&Se sembraron los in6cu- empleando diluciones seriadas de los sueros.
los, previamente estandarizados en agar, en caldo glucosadicionalmente, con esta prueba, se titularon los antige-
do de Sabouraud al 2% y en caldo Czapek con glucosa ahos metabdlicos y citoplasmicos de los dos aislamientos y
2%. La incubacion se realizé a 37 °C, en agitacion a 150se midi6 la actividad antigénica semanal. La lectura de la
rpm, por seis semanas. Semanalmente, se determind en @rueba se realizé a partir de las 24h, hasta una semana.
sobrenadante la concentracion de proteinas [10] y carbohiPara eliminar las reacciones inespecificas, las placas se
dratos [11] y se determiné el peso seco del micelio. Paralavaron en una solucién de citrato de sodio al 1% [9].
la determinacién de este Ultimo, las hifas se recolectaron 2) Contrainmunoelectrofores{€1E). Se empled el
por filtracién, se lavaron tres veces con tampén fosfato método descrito por Gumnet al. [9], con agar Noble
salino pH 7,2, se secaron a 37 °C durante 48 h y se pesaDifco, EEUU) en un tampén barbital acetato pH 7,2. Con

ron en recipientes previamente tarados. esta técnica se titularon antigenos y antisueros, anotando
3. Antigenos metabolico y citoplasmidsl indcu- el titulo y nimero de bandas de precipitacion.
lo, previamente estandarizado, fue sembrado en caldo glu- 3) InmunotransferenciflT). Se realizé segln la

cosado de Sabouraud al 2%, e incubado a 37 °C cortécnica descrita por Towbiet al.[15,16]. La inmunode-
agitacion (150 rpm). El tiempo de incubacién fue determi- teccion se realizé con el empleo de conjugados anti-lgG
nado con la curva de crecimiento; posteriormente se veri-humana y anti-lgG de conejo, marcadas con fosfatasa
ficé la ausencia de contaminacién y el cultivo se inactivd alcalina (Sigma, EEUU); el revelado se realiz6 con azul
con formalina al 2% durante 48 h. de nitrotetrazolio. Como controles se emplearon marcado-
El sobrenadante del cultivo que constituy6 el anti- res de peso molecular, los cuales fueron sometidos a elec-
geno metabdlico fue concentrado con polietilenglicol troforesis y localizados con azul de Coomassie R250
(Laboratorios Merck, RFA) (100 g/L) y dializado en solu- (Sigma, EEUU).
cion salina 0,15 M por 24 h, se determin6 en él la concen-
tracion de proteinas y carbohidratos [10,11] y se almacenéRESULTADOS
a -70 °C en alicuotas de 1 ml.
El antigeno citoplasmico fue preparado con una Condiciones de crecimiento
modificacion del método de Wetheretal.[12]. El mice- Inéculo inicial Con base en el didmetro de la colo-
lio se recolect6 por filtracion, se lavé tres veces con tam-nia, se determind, en los dos medios empleados, que tres
pén fosfato, se homogeneiz6 mecéanicamente por 45 minsemanas constituian el tiempo éptimo para la proparacion
empleando un homogenizador (Con-Torque Eberbarchdel inéculo inicial. En este tiempo el didmetro promedio
Corp., USA) y se sonicé segun las condiciones estandarifue de 2,5 cm para ambos aislamientos.
zadas, en un equipo Virsonic 300 (Virtis Co. Inc, USA).
Para determinar la eficacia del tratamiento, se cuantifico, Curva de crecimiento
en el sonicado, la concentracidn de proteinas liberadas con Antigeno metabdlicoLa concentracién de protei-
relacion al tiempo y se determind la integridad de las hifasnas y carbohidratos de ambos aislamientos presentaron un
por observacion microscépica. Posteriormente, la suspencomportamiento similar en los dos medios probados. En el
sion fue centrifugada a 3.000 rpm, a 4°C durante 45 min,caldo glucosado de Sabouraud al 2%, la liberacibn maxi-
se determind en el sobrenadante la concentracion de proma de proteinas y carbohidratos se anot6 en la semana 4
teinas [10] y carbohidratos [11], y se almacend a -70 °C(Figura 1)
en alicuotas de 1 ml. Semanalmente, se midi6 en el sobre- En el caldo Czapek con glucosa al 2%, la concen-
nadante del cultivo y en el extracto citoplasmico la activi- tracion de proteinas de los dos aislamientos fue maxima a
dad antigénica con el empleo de pruebas de precipitacioria semana 2, cuando se obtuvieron concentraciones de
en agar. proteinas de 13 mg/ml y de 13,5 mg/ml respectivamente.
La concentracion de carbohidratos fue méaxima en la pri-
Sueros El estudio se realizé con los siguientes mera semana de incubacion, con concentraciones de 3160
sueros: a) sueros de dos pacientes con diagnéstico deng/mly 2600 mg/ml, respectivamente.
micetoma provenientes de la Costa Atlantica, a quienes se
les aisloM. mycetomatisaislamientos INS 41-1 e INS 41- Extraccion del contenido citoplasmicBe estable-
2, b) sueros de dos habitantes de la region (controles negaeieron como Optimas las siguientes condiciones de sonica-
tivos), c) sueros de conejos normales, previa inmunizacioncion: un tiempo de 80 min y una amplitud del 70%. Bajo
y d) sueros de conejo inmunizados con los antigenos cito-estas condiciones, la concentracion de proteinas fue de 1,6
plasmicos de los dos aislamientos como se explica a contimg/ml con los dos aislamientos y el porcentaje de hifas
nuacion. destruidas fue del 95%.
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Tiempo (semanas) Figura 2. Reactividad de los antisueros de conejo en la inmunodifusion, con
el empleo del antigeno citoplasmico del aislamiento 41-1. Los sueros 1 a 4
Figura 1. Concentracion de proteinas y carbohidratos de los antigenos corresponden a los conejos con esa misma numeracion; 5y 6: Controles
metabolicos de Madurella mycetomatis con relacion al tiempo de incuba- negativos; 7. Antigeno citoplasmico 41-2.

cion.
Antlgeno C|toplasm|coEn Ia, tabla 1 Se, presentan . Tabla 2. Titulos y nimero de bandas del suero del conejo 3 frente a los

los resultados de la concentracidén de proteinas, carbohiantigenos citoplasmicos y metabélicos de los dos aislamientos de

dratos y peso seco del antigeno citoplasmico de los aislaMadurelia mycetomatis.

mientos 41-1y 41-2 en el caldo Sabouraud al 2%.

e . . . Prueba Ag citoplasmico Ag metabdlico
La curva del antigeno citoplasmico en el caldo Aislamiento Aislamiento
Czapek demostro resultados similares con los dos aisla- 41-1 412 411 412
mientos, la concentracién de proteinas (1 y 1,1 mg/ml), -
carbohidratos (2600 y 2800 mg/ml) y peso seco (2 y 2,5'° L'(}‘f)'gn s 12525 12? 6‘1‘ 6‘1‘
g) fueron maximos en la segunda semana. CIE Titulo 198 258 64 o1
Con base en los resultados anteriores se establecio NP bandas 1 2 2 2

que tres semanas en el caldo glucosado de Sabouraud al- — : : : —
2%, constituia el tiempo Optimo para la preparacion del D e, C et a0 oresis: &1 conejo 3 fue inmunizado con ef

antigeno citoplasmico. Estas mismas condiciones de culti-

vo se utilizaron también en la preparacion del antigeno, . . . . - i
metabolico. Bajo estas condiciones, las concentracione%eérggnéj%agbomdratos’ para la titulacion se utilizo el suero

de proteinas para los antigenos citoplasmicos 41-1 y 41- Actividad antigénica semandla determinacion de

fueron de 1,4y 2,44 mg/ml y las concentraciones de car- L "
; ! ’ .~ la actividad antigénica semanal de los sobrenadantes y
bohidratos fueron 1650 mg/ml y 1320 mg/ml, respectiva Xtractos citoplasmicos se expresan en la figura 3.

T e s o soneentatione ™ ulacion ce sueros de paciedws sueros de
' los dos pacientes con micetoma no fueron positivos por

ID. Por CIE uno de los pacientes presenté titulos de anti-
cuerpos de 1:4 con los antigenos citoplasmicos y 1:2 con

296 de o Gos asiamientos e Madurelia myceromatis con relain ai tem- 108 antigenos metabdlicos. EI suero del otro paciente pre-
po de incubacion. sento titulos de anticuerpos de 1:2 con los dos antigenos
: . citoplasmicos y con el antigeno metabdlico del aislamien-
Variables L fempo (Ssema”as) . 5 6 to 41-1. Los sueros controles fueron no reactivos en las

dos técnicas.
Protti{'naj,l(r{lg/ml) 0,71 1,1 1,3 1,3 1,2 0,8
Aga12 L6 21 19 16 13 0§ AlSlamientos s MAdUrel myGetomatis con of erapleo de mmanodifusion y

contrainmunoelectroforesis.

Carbohidratos (mg/ml)
Ag 41- 30

g 41-1 6 1935 2370 644 410 220 Caracteristicas
Ag 41-2 159 600 1557 938 580 160 Prueba Titulo* Proteinas Carbohidratos
(mg/ml) (mg/ml)
Peso seco (g)

Ag 41-1 04 36 43 34 24 15 D

Ag 41-2 12 3,6 4,5 3,2 2,6 2,1 Ag. citoplasmico
41-1 64 0,021 25,8
41-2 32 0,043 51,5

Ag. metabolico
Evaluacion inmunolégica al 228 0045 2

Titulacion de antisuerod.as bandas de precipita-
cion obtenidas con los sueros de 4 conejos inmunizados S€ ag. citoplasmico

observan en la figura 2, al comparar los titulos de anti- 411 128 0,019 103
. . . - 256 0,0095 52

cuerpos y el nimero de bandas obtenidos, no se aprecia-  “ o

ron diferencias serolégicas significativas, pero se observo "% ¢ 0,056 41

que solo en el conejo 1 se obtuvo un titulo de anticuerpos  41-2 512 0,028 2,3
mayor con el antigeno homc')logo. En el Conejo 3 se 0btu-parala titulacion se empleo el suero del conejo 3. * Reciproco del titulo
vo el mayor titulo de anticuerpos frente a los antigenos
citoplasmicos y metabdlicos (Tabla 2).

Titulacion de antigerm En la tabla 3 se presentan
los resultados de la titulacion de los antigenos citoplasmi

InmunotransferenciaDespués de la inmunotrans-
_ferencia de las fracciones proteicas provenientes de los

cos y metabélicos de ambos aislamientos provenientes dgnt|genos citoplasmicos y metabdlicos, se identificaron

lotes diferentes, relacionados con la concentracion de pro- ntigenos que fueron reconocidos con una respuesta de
P IgG en el conejo 3 y en los dos pacientes con micetoma.
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Tiempo (semanas) cion de metabolitos. Sin embargo, en cuanto a los antige-
: nos citoplasmicos si se establecieron diferencias impor-
e D Agwai-2 tantes, ya que la concentracion de proteinas obtenida en el

5__1 B AgM4l-l medio complejo fue mayor que en el medio sintético. Ello
W AgCar-t podria indicar que el hongo necesita ciertos componentes
4; presentes en el primer medio, para la sintesis de elementos

citoplasmicos. Al comparar la composicion de los dos
antigenos, es importante resaltar que con el metabdlico se

|

2 obtuvieron concentraciones de proteinas 10 veces mas
altas que las obtenidas con el citoplasmico; ello podria
1 indicar que las proteinas pueden degradarse por la libera-
0 1 2 3 4 cién de proteasas intracitoplasmicas [12]. Es de anotar la
Ngmero de bandas gran dificultad en la preparacion del antigeno citoplasmi-
Figura 3. Actividad antigénica semanal de sobrenadantes y extractos cito- co debido a.la CQ_mpos!uo_n de la pared celul_ar, pgr lo qu,e
plasmicos de dos aislamientos de Madurella mycetomatis por CIE. fue necesario utilizar técnicas de homogeneizacion meca-
nica y prolongados tiempos de sonicacion.
El suero del conejo reconoci6 cinco fracciones del antige- Al no encontrar diferencias serologicas significati-

no metabélico, con pesos moleculares de 26 a 125 kDavas en la respuesta inmune a los dos antigenos, se sugiere
(26, 33, 56, 85, 125 kDa) y 7 fracciones del antigeno cito- Para las técnicas de ID y CIE, el antigeno metabolico
plasmico, con pesos moleculares de 33 a 125 kDa (33, 510btenido en el caldo glucosado de Sabouraud a 37°C, en

56, 61, 81, 125 kDa). Se establecié que los dos antigeno§ondiciones de agitacion que le permitan al hongo una
compartian tres fracciones de 33, 56 y 125 kDa. oxigenacion adecuada. Esta observacion esta de acuerdo

Los sueros de los dos pacientes reconocieron lascn los sugerido por Wethered [12] y Mahgoub [14,17].
proteinas de 79, 81 y 84 kDa del antigeno citoplasmico yES importante anotar que la presencia de reacciones cruza-
las de 78 y 81 kDa del antigeno metabdlico. Los dos sue-das entre los agentes productores de eumicetoma esta rela-

ros control fueron negativos con los cuatro antigenos. cionada con la preparacion del antigeno, en estudios
posteriores valdria la pena evaluar el antigeno estandariza-
DISCUSION do con sueros provenientes de pacientes con eumicetomas

por otros agentes etioldégicos asi como de actinomiceto-

Por varios afios, se han utilizado diferentes prepa-mas. ) ]
raciones antigénicas dé. mycetomatipara el serodiag- . LOs titulos de los antigenos preparados se correla-
nostico del micetoma eumicotico. Estas preparaciones harfionaron con su alta composicion de proteinas y carbohi-
incluido filtrados de cultivo y extractos citoplasmicos, dratos. Adicionalmente, se determin6 que todos los
preparados en diversos medios de cultivo y bajo diferentesSOPrenadantes y extractos citoplasmicos de las diferentes
condiciones de crecimiento tales como tamaiio del indculoSe€manas de incubacion, presentaron actividad antigénica,
inicial, tiempo de incubacion y temperatura, cultivo esta- 10 que indicaria que los exoantigenos, inicialmente descri-
cionario o en agitacion; los résultados han sido variablestoS para la identificacion de cultivos de los hongos dimor-
en sensibilidad y especificidad en las pruebas serolégicadic0s [13,21], se pueden preparar para identificar
[9,12,14,16-18]. aislamientos d&1. mycetomatial emplear sueros de reac-

En este trabajo y previa confirmacion macroscopi- fividad conocida. Igualmente, los exoantigenos del hongo
ca, microscopica y bioquimica de los aislamientos en estuPuéden emplearse en técnicas de inmunoprecipitacion,
dio, se establecieron las condiciones de crecimiento pargon €l objeto de establecer la presencia de anticuerpos en
la produccién de antigenos citoplasmicos y metabdlicos!0S pacientes. . .
de M. mycetomatisEl indculo inicial se escogié con base _Con respecto a la produccion del antisuero de
en el crecimiento del hongo ( medicién del diametro de la CONejo, el esquema descrito por Reeves [13], presento
colonia) en el medio sdlido; esta determinacion permitio Puenos resultados. Al comparar los titulos de anticuerpos
inocular los medios liquidos en una forma semicuantitati- d€ 10S cuatro conejos se establecio que reconocian los
va. Este procedimiento, a pesar de haber sido descrito par@ntigenos preparados a partir de los dos aislamientos [12].
otro tipo de mohos, no se habia empleado para la produc- ,  Referente a las dos pruebas de inmunoprecipita-
cién de antigenos dé. mycetomatigs]. cion utilizadas, no se encontraron diferencias serologicas

Otros métodos para estandarizar el inéculo han significativas, al titular los sueros experimentales, los anti-
incluido el conteo del nimero de conidias en los mohosd€nos la actividad antigénica semanal; sin embargo, en la
que esporulan profusamente [7] y el peso seco de las colotitulacion de los sueros de los dos pacientes, los resultados
nias fungicas después de cierto tiempo de crecimientode 12 ID sefialaron su baja sensibilidad, no asi la CIE la
[9,14,19]. Estos dos métodos, no se recomiendan en |g£ual demostr su valor diagnéstico. . .
preparacion del inéculo inicial dd. mycetomatisiebido La prueba recomendada, para realizar estudios
a que su esporulacion es muy escasa y la determinacio eroepidemiologicos, es la prueba inmunoenzimatica
del peso seco, es muy dispendiosa. “LISA [7], valdria la pena emplear este antigeno estanda-

Las curvas de crecimiento para la produccion de fizado deM. mycetomatisen esta prueba. .
antigenos metabdlicos y citoplasmicosMiemycetomatis Con el objeto de definir la respuesta de anticuerpos
no han sido descritas en la literatura pero en este trabajo€n €l micetoma, se realizé la inmunotransferencia, donde
se efectuaron con el objeto de determinar las condiciones>€ establecio la respuesta de clase 1gG con los antigenos
6ptimas de crecimiento, para la produccion de antigenoscitoplasmicos y metabdlicos. La presencia de epitopos
reproducibles, en dos medios de cultivo, uno complejo compartidos entre los dos antigenos con la proteina de 33
(caldo glucosado de Sabouraud al 2%) y uno sintéticoKDa descrita por Wethered [12], se confirmé en este estu-
(caldo Czapek con glucosa al 2%). dio al encontrarse tres fracciones con pesos moleculares

En la preparacion del antigeno metabdlico, no se d& 33, 56 y 125 kDa, lo que indica que es posible utilizar
encontraron diferencias significativas, entre los dos €l antigeno metabolico en vez del citoplasmico. .
medios de cultivo empleados en relacion con la produc- Los sueros de los pacientes no presentaron diferen-
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cias en el reconocimiento de las fracciones proteicas, seantigenos metabdlicos 8& mycetomatisaplicables en el

demostré al igual que Wethered [12], que la respuesta dediagndstico de la enfermedad con el empleo de pruebas de

IgG con el antigeno citoplasmico va dirigida a las protei- inmunoprecipitacion.
nas de 79, 81y 84 kDa y con el metabdlico a las proteinas
de 78 y 81 kDa lo que sugiere que pueden utilizarse como
marcadores de micetoma producido RFomycetomatis

Con los resultados obtenidos en este trabajo, se
recomienda el protocolo descrito para la produccion de
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