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Sumario

La aspergilosis es una micosis N0 contagiosa, espord-
dica v cosmopelita, con manifestaciones cifnicas diver-
sas, perc sobre todo respiratorias, causadas por diferentes
especies del género Aspergillus,

La forma pulmonar a menudo es una afeccidon super-
impuesta en pacientes con tuberculosis, silicosis o respuesta
inmunolégica deficiente relacionada a una terapia con
corticosteroides o antibioticos, La clinica no especifica
v las manifestaciones radicldgicas pulmonares de aspergilo-
sis crean problemas diagndsticos, Las reacciones inmuno-
idgicas a menudo proveen la primera vy Unica indicacién
de una infeccién fungica, ya gue es muy dificil obtener
una evidencia histoldgica de la enfermedad.

El costo de los reactivos de las pruebas seroldgicas
para el diagnostico de aspergilosis es elevado, ademas de
que st adquisicidn en nuestro medio es dificil. El pre-
sente estudio pretendio demostrar gue en Guatemala s
posible preparar antigencs de Aspergillus a precios bajos,
para ser utilizados en prueba diagndstica de inmunodifu-
sion en poblaciones con afecciones pulmonares, Los resul-
tados revelan que la preparacidn de antigenos de Aspergi-
lfus es sencilla v los costos de produccion son muy bajos
comparados con los precios de |os antfgenos comerciales.
Por otro lado, se evalud la especificidad de los antigenos
preparados enfrentdandolos a sueros de pacientes con otras
afecciones Tlngicas v de personas aparentements sanas,
nc habiendo obtenido ninguna reaccion falsa positiva,
cor lo gue se concluye que los antigenos preparados son
confiables v especificos para el diagnostico de aspergilosis.

Con el antigeno de A. fumigatus fue posible detectar
dos casos positvos en un grupo de 103 pacientes con diag-
nostico de tuberculosis pulmonar, de o que se concluye
que la aspergilosis secundaria a tuberculosis s existe en
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Guatemala, siendo necesario realizar esta prueba de ruting
&N personas gue padezcan de tuberculosis o de otras enfer-
medadss que predispongan a la adguisicion de aspergilosis.

introduccion

Lz aspergilosis es una infeccidn csusada por especies
del género Aspergiflus, hongos oportunistas cuyo aislamian-
10 a partir de muesiras broncopulmonaras NC constituyen
avidencia de la enfermedad por ser un conaminante comun
en el laporatorio. El diagndstico debe hacerse poniendo de
manifiesto el agente etiologico en cortes histoldgicos o
mediante pruebas serolégicas confiables (1),

La tuberculosis es una enfermedad cuvas lesiones resi-
duales predisponen a |z adguisicion de micosis oportunistas
coma |z aspergilosis {2,3,4). En Guatemala, e ndice de
tuberculosis es alto v se sospecha que un alto porceniaje
de pacientes cronicos padezcan de aspergilosis no diagnos-
ticada que podria ponerse de manifiesto mediante pruebas
seroldgicas. Estudios realizados por wvarios investigadores
nan demosirada gue la inmunodifusion es una excelente
ayuda para el disgndstico de aspergilosis, dada la sensibi-
lidad v especificidad de la prueba, ademds de ser un proce-
dimiento simple v rapido (5,6,7,88,10,11).

Este estudio pretendié preparar los ant/genos
tres especies de Aspergiffus mds frecuentemente aislad
cacientes, empleando como medio de cultivo caldo Sabou-
raud dextrosa, para ser utilizado en el procedimiento de
inmunodifusion en agar Tenolizado con bufier de barbizal
de pH 8.6.

las

Materiales y meétodos

Antigenos: los antigenos fuercn preparados segin la
técrica descrita por Harrel et al {120 con modificaciones
en el procedimiento de concentracidn (8,8). Se prepararon
antigenos a partir de Aspergflius fumigatus cspa CDC



22 FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA.

REVISTA CIENTIFICA VOL. 2, No. 2

9020, A. niger cepa 10677-80 v A. flavus cepa CDC b8,
las cuales fueron inoculadas separadamente en 400 m| de
caldo Sabouraud dextrosa e incubadas por cinco semanas
a 3P0, después de o cual se separd el micelio v el filtrado
fue concentrado por varios métodas, siendo estos: a) evapo-
racion al vacio a 37°C por medio de un avaporador Flash;
bl evaporacion en horno a 37°C: ¢l adicién directa de
carbonato de calcio y d) liofilizacién, A todos |os antige-
nos se les determind el contenido de carbohidratos por g
método fenol-dcido sulfirico (13) v se evaluaron v estan-
darizaron por medio de inmunodifusién en gel de agar
frente a antigencs vy antisueros de referencia homalogos
provenientes del Centro para el Control de Enfermedades
(CDC).

Prueba de Inmunodifusion: el método de microinmu-
nodifusion empleado se hasa en el descrito por Palmer et
al (14]. La prueba se realizd en cajas de petri descartables,
utilizando una matriz pléstica de 17 patrones con 7 pozos
cada uno”, como molde para la colocacion de |os reactivas
en agar fenclizado adicionado de buffer barbital de oH
8.6. El tiempo de incubacién fue de 48 horas en una cama-
ra humeda, después de lo cual se realizo |3 lectura. Las
bandas de precipitacion causadas por protefna C reactiva,
que no forman lineas de identidad, fueron identificadas
por su disalucion al agregar citrato de sodio al 5 por ciento
durante 45 minutos. Se consideraron positivos todos los
casos que dieron una o més bandas de precipitacidn Y Mega-
tivos aguellos que no dieron ninguna. Todos los sueros
fueron examinados frente a los tres antigenos preparados,

Especfmenes de suero: los sueros incluidos en este
estudio, fueron obtenidos de 69 pacientes con diagndstico
de tuberculosis pulmonar tratada, 8 con tuberculosis pui-
monar activa, 14 con tuberculosis v otras enfermedades
v 12 pacientes con enfermedades debilitantes diversas
{cuadro 1) todos internados en el Sanatorio Antitubercu-
loso San Vicente y de 50 personas aparentemente sanas
como grupo control. Todos los sueros fueron conservados
congelados previa adicién de timerosal & una concentra-
cion 1:10,000, hasta que fueron analizados,

Resultados y discusion

Los antigenos fueron preparados segin el procedi-
miento descrito, el cual es sencillo ya que no necesita
equipo sofisticado v los medios v sales que se necesitan son
de facil adquisicion,

Para la concentracién fueron empleados varios méto-
dos siendo a) evaporacion al vacio a 37°C por medio de
un evaporador Flash; b) evaporacién en horno a 379C:
c} adicion directa de carbonato de calcio y d} liofilizacion,
Los métodos por los que se obtuvieron mejores resultados
fueron los de evaporacion al vacio a 379C vy liofilizacién,
Se pudo observar que por medio de evaporacidn en horno
a 37°C los antigenos se contaminan con frecuencia debido
a que se realiza en un sistema ablerto, ademas &l tiempo
Necesario para obtener la concentracién deseada es prolon-
gado, Sin embargo, este método puede ser utilizado si los
antigenois son puestos en una membrana de dialisis, redu-
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CUADRO No. 1
DISTRIBUCION DE PACIENTES POR ENFERMEDAD

DIAGNOSTICO No. Pacientes Casos positivos
{o/o) ID {o/o}
TB pulmonar activa 8 (7.8} -
TB pulmonar tratada 68 (66} 1{0.97)
TB vy micosis pulm, 1(0.97) -
TB y enf. debilitantes 14 (13.6} 1 {0.97)
Micasis pulmonares 1{0.97) -
Enf. debilitantes 6 (5.82) -
Otras 5 (4.85) -
Total 103 (100) 2 (1.04)

ciendo asi el riesgo de contaminacion. La adicién directa
de carbonato de calcio, no proporcions ningun resultado
favorable ya que cualitativaments no se detectd ninguna
concentracion del antigeno. Este paso del procedimiento
de preparacidn del antigeno fue el més dificil de realizar
debido a gue no se cuenta con concentradores adecuados
ni- microconcentradores para tamizaje v ésto prolonga el
tiempo de preparacion.

Para obtener bandas de precipitacién aceptables fue
necesaric concentrar el antigeno de Aspergilius niger
10577-80, 9 veces {4,750 ug/ml de carbohidratos por el
método fenol-acido sulflrico); el antigeno de A, fumigatus
CDC 9020, 7 veces (3,450 ug/ml) v el antigeno de A, flavus
CDC 56, 56 veces (9,550 ug/ml). Segin la referencia em-
pleada, la concentracion de carbohidratas de los antigenos
debe ajustarse a 1000-1500 ug/ml {12). Sin embargo con
estas concentraciones de carbohidratos no se obtuvieron
bandas de precipitacién, por lo que los antigenos fueron
concentrados adn mas y en el caso de A, flavus se nece-
sitd una concentracion de 56 veces (2,550 ug/ml) para
obtener una banda de precipitacidn claramente ohserva-
ble, de lo gue se deduce que esta cepa de A. Favus no es
buena productora de antigeno. La determinacién de carbo-
hidratos pone de manifiesto que la concentracién de los
mismos en el antigeno no es un pardmetro que correla-
cione con la presencie de bandas de precipitacién, ya que
ninguno de los antigenos preparados tenia la concentra-
cién de carbohidratos indicada en el método, cuando se
obtuvieron las bandas de precipitacién,

Los antigenos de A. flavus v A. niger fueran evaluados
frente a antigenos y antisueros de referencia homologos
provenientes del Centro para el Control de Enfermedades
(CDC) (lotes 78-01164X), mostrando una banda de iden-
tidad, El antigeno de A, fumigatus fue evaluado en el
suero de un paciente con diagndstico comprobado de asper-
gilosis causada por A. fumigatus, obteniendo dos bandas
de precipitacion, una de ellas de identidad con la del antr-
geno de referencia de! COC (figura 1).

Para la evaluacién de los antigenos como prueba sero-
Ibgica de diagnadstico, se escogieron 103 pacientes con diver-
sas afecciones pulmonares {cuadro 1), comprendidos entre
las edades de 14 a 83 afios, de los cuales B3 eran de sexo
masculing v 40 de sexo femenino (cuadro 2). Todos los
sueros fueron evaluados en duplicade por sl método de
inmunodifusion frente a los tres antigenos preparados y
también frente a los antigenos de referencia del CDC,
encontrando dos casos positivos; uno de ellos en un
paciente repartidor de pan, de sexo masculino, de 61 afios
de edad, originario de Escuintla, que presentaba en el
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FIGURA No. 1
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a) Inmunodifusian del antigeno de A. flavus CDC 56 a
diferentes concentraciones {pozos 2,3,5, v B) v antige-
no de referencia 78-01164X {pozos 1 v 4} contra anti-
suero de referencia 7801164X (pozo central).
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bl Inmunodifusion del antigeno de A, niger 10577-80
a diferentes concentracicnes (pozos 2,3,5 v 6 v anti
geno de referencia 78-01164X (pozas 1 v 4] contra
antisuero de referencla 78-01164X (pozo central)
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c]  Inmunodifusion del antigeno de A. fumigatus a dife-
renies concentracionss (pozos 2,35 v 6) v antigena de
referencia 78-01164X (pozos 1 v 4] contra suero de un
paciente con aspergilosis debida a A. fumigatus (pozo
central).

diagndstico radioldgico atalectasia del iébulo superior dere-
cho, bronguisctasia v tuberculosis crdnics ulcerada. Al
realizarle biopsia de pulmdn se observd abundante micelio,
cabezas de A. fumigatus y necrosis con inflamacidn aguda y
crénica, En la prueba sercldgica de inmunodifusion se
obtuvieron dos bandas de precipitacion con el antigenc de
A, fumigatus v ninguna con los antigenos de A, flanus y
A. niger (Tigura 2).

El otro caso fue una paciente de sexo femenino, de
48 afios de edad, proveniente de la Gomera, Escuintla, dedi-
cada a oficios domésticos. El diagndstico ciinico fue tuber-
culosis cronica bilateral activa, anemia vy carcinoma gds-
trico. Al realizarle la prueba de inmunodifusidn se obtuvo
una banda de precipitacién con el antigeno de A. fumiga-
tus v ninguna con fos antigenos de A, flavus y A, niger [Ti-
gura 3). El diagndstice de aspergilosis no fue confirmado
par cultivo ni por histologra,

Los dos casos positivos fueron encontrados en pacien-
tes con diagndstico de tiberculosis puimonar tratada, que
ademas presentaban oftros factores predisponentss tales
como edad avanzada vy carcinoma gastrico, los cusles
aumentan el riesgo de adguirir la aspergilosis, como refie-
ren ofros autores, quienes han obhservado gue en un alto
porcentaje de casos la aspergilosis pulmonar ocurre secun-
daria a enfermedades tales como tuberculosis, linfoma v
leucemia (5,6,7,8,9,10,11). Ademés es importante hacer
notar que a pesar de gue en &l grupo stdreo arriba de 80
afios sdlo halian 10 pacientas, entre ellos se encontrd uno
de los casos de aspergilosis, confirmando asi’ que gl rigsgo
de adquirir aspergilosis aumenta con la edad (15,16},

La especifidad de log antigenos preparados se svalud
enfrentandolos & sueros de pacientes con otras afecciones
Tungicas v de personas aparentemente sanas, no habienda
obtenido ninguna reaccidn positiva por 1o que se conciuye
qgue los antigenos preparados son confiables v especificos
para el disgndstico presuntivo de aspeargilosis. Sin emoar-
go, seria conveniente buscar cepas gque produjeran otras
bandas de precipitacion para hacer mas sensible la prueba
detectando asi mas reacciones antigenc-anticuerpo, o bian,
extrasr antigenos de por lo menos tres variedades de cada
especie para realizar la prueba, ya gue se ha informado gque
existe variabilidad entre los antigenos obienidos de dife-
rentes cepas de una misma especie,

Los costos de produccion de los antigenos preparados
oscila alrededor de cinco guetzales por mililitre {2.5.00/
mil, que comparado con gl precio de los antigenos comer-
ciales, aproximadamente de setenta quetzales por milili-

CUADRO No. 2
DISTRIBUCION DE PACIENTES POR EDAD

No, PACIENTES

Edad Sexo Masc. Sexo Fem. Total Positi-
{o/o) {o/a) {o/ol vos 1D
(o/o
0-20 7 (6.8) 6 {5.82) 13 (12.82}
21 - 4D 30 (29.13) 1% (18.44) 49 {47.57) -
41 - 60 18 (17.48) 13 (12.62) 31 (30.1} 1(0.97}
61 - 80 7 (6.8) 2 (1.84) 9 (8.74) 1 {0.97}
80 1(0.97) = 1 {0.97) =
Total 63 (61.18) 40 (38.82) 103 (100} 2 (1.94)
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FIGURA No. 2 FIGURA No. 3
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a)  Inmunodifusion de suero de paciente positivo (pozos a)  Inmunodifusién de suero de paciente positivo (pozos

2 v 3), paciente negativo (pozos 5 v 6) v antisuero de 2 vy 3], paciente negativo (pozos 5 v 6] v antisuerc de
referencia de A. fumigatus (pozos 1 v 4) contra antige- referencia de A, fumigatus (pozos 1 y 4) contra anti-
no de A. fumigatus CDC 8020 {pozo central). geno de A, fumigatus CODC 9020 {pozo central},
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bl Inmunodifusion de sueros 27 v 28 (pozos 235y 8) b} inmunodifusion de sueros 7 v 8 (pozos 2,35 v 6 v

v antisuero de referencia de A. flavus 78-01184X antisuero de referencia de A. flavus 78-01164X (pozos
{pozos 1 y 4} contra antigeno de A, flavus CDC 58 1 v 4} contra antigeno de A, flavus COC 56 [pozo cen-
{pozo centrall, tral).
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Inmunodifusion de sueros 7 v 8 (pozos 2,35 v 6) vy
antisuero de referencia de A, niger 78-01164X (pozos
1 v 4) contra antigeno de A, niger 10577-80 {pozo

central}.

¢}  Inmunodifusién de sueros 27 v 28 (pozos 2,35 v 6) ¢
y antisuero de referencia de A. niger 78-01 164X (pozos
1 vy 4} contra antigeno de A, niger 10577-80 (pozo
central)
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o (Q.70.00/ml}, es bastante bajo. Sin embargo, debe
omarse en cuenta gue el costo estimado no incluye el
valor de los antigenos vy antisuercs de referencia necesa-
rios para la eveluacion de los antigenos v se hizo en base
al eguipo v reactivos disponibles en el Izboratorio de
Micologla de la Facultad de Ciencias Quimicas v Farmacia.

Conclusion y
recomendaciones

Er Guatemalz es posible oreparar antigenos de Asper-
giflus pars |z pru de inmunodifusién a un costo bas-
tante bajo comparado con el de lgs antigenos comerciales,
La cepa de A, fumigatus COC 9020 v A. niger 10577
puecen utilizarse parg produccion de antigeno, no asi lads
A, flavus CDC BB, va que fuen ec rio concentrarla mucho
para obtener bandas de preci ( Es nece-
sario evaluar un mayor namero de cepas de caga especis
ae Aspergiflus para encontrar las mejores cepas progucto-
ras de antlgeno, sobre todo cepas zislamienios recientes
y, preparar los antisueros de las tres gspecies orincipaiss de
Aspergillus parz completar |08 reactivos Necesarios
prueba de inmunodifusion para asperg losis,
Lz aspergilosis pulmonar secundaria a tubercuioss
i Guatemala v ceoes Tomarse en cuenta en el diag-
nastico diferencial, reglizanda g prusba de nmunodifu-
sidn para aspergilosis a todos los pacientes que padezcan
tde tuberculosis v no responden favarablemenie a la tera-
pla o que presenien lesionss re 'OLJaI s qus podrian albergar
una micosis cportunista, asl ik

mmrm o

Lara a

sl exisTe

terapia  INMUNOSURresora, -g‘rcnner*m con ‘
por largo tiempo o sufran de enfermedades gebilitantes,

Cuando se detecten casos de aspergilosis seria conve-
nienie estudiar posibles fuenies de infeccidn para iniciar
programas de prevencion.
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