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Sumario
La aspergilosis es una micosis no contagiosa, esporá

dica y cosmopolita, con manifestaciones clínicas diver
sas, pero sobre todo respiratorias, causadas por diferentes
especies del género Aspergillus.

La forma pulmonar a menudo es una afección super-
impuesta en pacientes con tuberculosis, silicosis o respuesta
inmunológica deficiente relacionada a una terapia con
corticosteroides o antibióticos. La clínica no específica
y las manifestaciones radiológicas pulmonares de aspergilo
sis crean problemas diagnósticos. Las reacciones inmuno-
lógicas a menudo proveen la primera y única indicación
de una infección fúngica, ya que es muy difícil obtener
una evidencia histológica de la enfermedad.

El costo de los reactivos de las pruebas serológicas
para el diagnóstico de aspergilosis es elevado, además de
que su adquisición en nuestro medio es difícil. El pre
sente estudio pretendió demostrar que en Guatemala es
posible preparar antígenos de Aspergillus a precios bajos,
para ser utilizados en prueba diagnóstica de inmunodifu-
sión en poblaciones con afecciones pulmonares. Los resul
tados revelan que la preparación de antígenos de Aspergi
llus es sencilla y los costos de producción son muy bajos
comparados con los precios de los antígenos comerciales.
Por otro lado, se evaluó la especificidad de los antígenos
preparados enfrentándolos a sueros de pacientes con otras
afecciones fúngicas y de personas aparentemente sanas,
no habiendo obtenido ninguna reacción falsa positiva,
por lo que se concluye que los antígenos preparados son
confiables y específicos para el diagnóstico de aspergilosis.

Con el antígeno de A. fumigatus fue posible detectar
dos casos positvos en un grupo de 103 pacientes con diag
nóstico de tuberculosis pulmonar, de lo que se concluye
que la aspergilosis secundaria a tuberculosis sí existe en 

Guatemala, siendo necesario realizar esta prueba de rutina
en personas que padezcan de tuberculosis o de otras enfer
medades que predispongan a la adquisición de aspergilosis.

Introducción
La aspergilosis es una infección causada por especies

del género Aspergillus, hongos oportunistas cuyo aislamien
to a partir de muestras broncopulmonares no constituyen
evidencia de la enfermedad por ser un contaminante común
en el laboratorio. El diagnóstico debe hacerse poniendo de
manifiesto el agente etiológico en cortes histológicos o
mediante pruebas serológicas confiables (1).

La tuberculosis es una enfermedad cuyas lesiones resi
duales predisponen a la adquisición de micosis oportunistas
como la aspergilosis (2,3,4). En Guatemala, el índice de
tuberculosis es alto y se sospecha que un alto porcentaje
de pacientes crónicos padezcan de aspergilosis no diagnos
ticada que podría ponerse de manifiesto mediante pruebas
serológicas. Estudios realizados por varios investigadores
han demostrado que la inmunodifusión es una excelente
ayuda para el diagnóstico de aspergilosis, dada la sensibi
lidad y especificidad de la prueba, además de ser un proce
dimiento simple y rápido (5,6,7,8,9,10,11).

Este estudio pretendió preparar los antígenos de las
tres especies de Aspergillus más frecuentemente aisladas de
pacientes, empleando como medio de cultivo caldo Sabou-
raud dextrosa, para ser utilizado en el procedimiento de
inmunodifusión en agar fenolizado con buffer de barbital
de pH 8.6.

Materiales y métodos
Antígenos: los antígenos fueron preparados según la

Lie. en Química Biológica técnica descrita por Harrel et al (12) con modif icaciones
líc. en Química Biológica. Depto. citología y Morfología. en el procedimiento de concentración (8,9). Se prepararon
Facultad de Ciencias Químicas y Farmacia. antígenos a partir de Aspergillus fumigatus cepa CDC
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9020, A. niger cepa 10577-80 y A. flavus cepa CDC 56,
las cuales fueron inoculadas separadamente en 400 mi de
caldo Sabouraud dextrosa e incubadas por cinco semanas
a 31°C, después de lo cual se separó el micelio y el filtrado
fue concentrado por varios métodos, siendo estos a) evapo
ración al vacío a 37°C por medio de un evaporador Flash;
b) evaporación en horno a 37°C; c) adición directa de
carbonato de calcio y d) Iiofilización. A todos los antíge-
nos se les determinó el contenido de carbohidratos por el
método fenol-ácido sulfúrico (13) y se evaluaron y estan
darizaron por medio de inmunodifusión en gel de agar
frente a antígenos y antisueros de referencia homólogos
provenientes del Centro para el Control de Enfermedades
(CDC).

Prueba de Inmunodifusión: el método de microinmu-
nodifusión empleado se basa en el descrito por Palmer et
al (14). La prueba se realizó en cajas de petri descartadles,
utilizando una matriz plástica de 17 patrones con 7 pozos
cada uno*,  como molde para la colocación de los reactivos
en agar fenolizado adicionado de buffer barbital de pH
8.6. El tiempo de incubación fue de 48 horas en una cáma
ra húmeda, después de lo cual se realizó la lectura. Las
bandas de precipitación causadas por proteína C reactiva,
que no forman líneas de identidad, fueron identificadas
por su disolución al agregar citrato de sodio al 5 por ciento
durante 45 minutos. Se consideraron positivos todos los
casos que dieron una o más bandas de precipitación y nega
tivos aquellos que no dieron ninguna. Todos los sueros
fueron examinados frente a los tres antígenos preparados.

Especímenes de suero: los sueros incluidos en este
estudio, fueron obtenidos de 69 pacientes con diagnóstico
de tuberculosis pulmonar tratada, 8 con tuberculosis pul
monar activa, 14 con tuberculosis y otras enfermedades
y 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 adición de timerosal a una concentra
ción 1:10,000, hasta que fueron analizados.

Resultados y discusión
Los antígenos fueron preparados según el procedi

miento descrito, el cual es sencillo ya que no necesita
equipo sofisticado y los medios y sales que se necesitan son
de fácil adquisición.

Para la concentración fueron empleados varios méto
dos siendo a) evaporación al vacío a 37°C por medio de
un evaporador Flash; b) evaporación en horno a 37°C;
c) adición directa de carbonato de calcio y d) liofilización.
Los métodos por los que se obtuvieron mejores resultados
fueron los de evaporación al vacío a 37°C y liofilización.
Se pudo observar que por medio de evaporación en horno
a 37°C los antígenos se contaminan con frecuencia debido
a que se realiza en un sistema abierto, además el tiempo
necesario para obtener la concentración deseada es prolon
gado. Sin embargo, este método puede ser utilizado si los
antígenois son puestos en una membrana de diálisis, redu-

* L.L. Pellet Co., 1421 Apple Street, Dallas, Texas.
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CUADRO No. 1
DISTRIBUCION DE PACIENTES POR ENFERMEDAD

DIAGNOSTICO No. Pacientes
(o/o)

Casos positivos
ID (o/o)

TB pulmonar activa 8 (7.8) ..
TB pulmonar tratada 68 (66) 1 (0.97)
TB y micosis pulm. 1 (0.97) ..
TB y enf. debilitantes 14 (13.6) 1 (0.97)
Micosis pulmonares 1 (0.97) —
Enf. debilitantes 6 (5.82)
Otras 5 (4.85) ••
Total 103 (100) 2 (1.94)

ciendo así el riesgo de contaminación. La adición directa
de carbonato de calcio, no proporciona ningún resultado
favorable ya que cualitativamente no se detectó ninguna
concentración del antígeno. Este paso del procedimiento
de preparación del antígeno fue el más difícil de realizar
debido a que no se cuenta con concentradores adecuados
ni microconcentradores para tamizaje y ésto prolonga el
tiempo de preparación.

Para obtener bandas de precipitación aceptables fue
necesario concentrar el antígeno de Aspergillus niger
10577-80,9 veces (4,750 ug/ml de carbohidratos por el
método fenol-ácido sulfúrico); el antígeno de A. fumigatus
CDC 9020, 7 veces (3,450 ug/ml) y el antígeno de A. flavus
CDC 56, 56 veces (9,550 ug/ml). Según la referencia em
pleada, la concentración de carbohidratos de los antígenos
debe ajustarse a 1000-1500 ug/ml (12). Sin embargo con
estas concentraciones de carbohidratos no se obtuvieron
bandas de precipitación, por lo que los antígenos fueron
concentrados aún más y en el caso de A. flavus se nece
sitó una concentración de 56 veces (9,550 ug/ml) para
obtener una banda de precipitación claramente observa
ble, de lo que se deduce que esta cepa de A. flavus no es
buena productora de antígeno. La determinación de carbo
hidratos pone de manifiesto que la concentración de los
mismos en el antígeno no es un parámetro que correla
cione con la presencia de bandas de precipitación, ya que
ninguno de los antígenos preparados tenía la concentra
ción de carbohidratos indicada en el método, cuando se
obtuvieron las bandas de precipitación.

Los antígenos de A. flavus y A. niger fueron evaluados
frente a antígenos y antisueros de referencia homólogos
provenientes del Centro para el Control de Enfermedades
(CDC) (lotes 78-01164X), mostrando una banda de iden
tidad. El antígeno de A. fumigatus fue evaluado en el
suero de un paciente con diagnóstico comprobado de asper
gí losis causada por A. fumigatus, obteniendo dos bandas
de precipitación, una de ellas de identidad con la del antí
geno de referencia del CDC (figura 1).

Para la evaluación de los antígenos como prueba sero-
lógica de diagnóstico, se escogieron 103 pacientes con diver
sas afecciones pulmonares (cuadro 1), comprendidos entre
las edades de 14 a 83 años, de los cuales 63 eran de sexo
masculino y 40 de sexo femenino (cuadro 2). Todos los
sueros fueron evaluados en duplicado por el método de
inmunodifusión frente a los tres antígenos preparados y
también frente a los antígenos de referencia del CDC,
encontrando dos casos positivos; uno de ellos en un
paciente repartidor de pan, de sexo masculino, de 61 años
de edad, originario de Escuintla, que presentaba en el
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FIGURA No. 1

a) Inmunodifusión del antígeno de A. flavas CDC 56 a
diferentes concentraciones (pozos 2.3,5, y 6) yantíge-
no de referencia 78-01164X (pozos 1 y 4) contra anti
suero de referencia 7801164X (pozo central).

b) Inmunodifusión del antígeno de A. niger 10577-80
a diferentes concentraciones (pozos 2,3,5 y 6) y antí
geno de referencia 78-01164X (pozos 1 y 4) contra
antisuero de referencia 78-01164X (pozo central)

diagnóstico radiológico atalectasia del lóbulo superior dere
cho, bronquiectasia y tuberculosis crónica ulcerada. Al
realizarle biopsia de pulmón se observó abundante micelio,
cabezas de A. fumigatus y necrosis con inflamación aguda y
crónica. En la prueba serológica de inmunodifusión se
obtuvieron dos bandas de precipitación con el antígeno de
A. fumigatus y ninguna con los antígenos de A. flanus y
A. niger (figura 2).

El otro caso fue una paciente de sexo femenino, de
48 años de edad, proveniente de la Gomera, Escuintla, dedi
cada a oficios domésticos. El diagnóstico clínico fue tuber
culosis crónica bilateral activa, anemia y carcinoma gás
trico. Al realizarle la prueba de inmunodifusión se obtuvo
una banda de precipitación con el antígeno de A. fumiga
tus y ninguna con los antígenos de A. f/avus y A. niger (fi
gura 3). El diagnóstico de aspergilosis no fue confirmado
por cultivo ni por histología.

Los dos casos positivos fueron encontrados en pacien
tes con diagnóstico de tuberculosis pulmonar tratada, que
además presentaban otros factores predisponentes tales
como edad avanzada y carcinoma gástrico, los cuales
aumentan el riesgo de adquirir la aspergilosis, como refie
ren otros autores, quienes han observado que en un alto
porcentaje de casos la aspergilosis pulmonar ocurre secun
daria a enfermedades tales como tuberculosis, linfoma y
leucemia (5,6,7.8,9,10.11). Además es importante hacer
notar que a pesar de que en el grupo etáreo arriba de 60
años sólo habían 10 pacientes, entre ellos se encontró uno
de los casos de aspergilosis, confirmando así que el riesgo
de adquirir aspergilosis aumenta con la edad (15,16).

La especifidad de los antígenos preparados se evaluó
enfrentándolos a sueros de pacientes con otras afecciones
fúngicas y de personas aparentemente sanas, no habiendo
obtenido ninguna reacción positiva por lo que se concluye
que los antígenos preparados son confiables y específicos
para el diagnóstico presuntivo de aspergilosis. Sin embar
go, sería conveniente buscar cepas que produjeran otras
bandas de precipitación para hacer más sensible la prueba
detectando así más reacciones antígeno-anticuerpo, o bien,
extraer antígenos de por lo menos tres variedades de cada
especie para realizar la prueba, ya que se ha informado que
existe variabilidad entre los antígenos obtenidos de dife
rentes cepas de una misma especie.

Los costos de producción de los antígenos preparados
oscila alrededor de cinco quetzales por mililitro (Q.5.00/
mi), que comparado con el precio de los antígenos comer
ciales, aproximadamente de setenta quetzales por milili-

c) Inmunodifusión del antígeno de A. fumigatus a dife
rentes concentraciones (pozos 2,3,5 y 6) y antígeno de
referencia 78-01164X (pozos 1 y 4) contra suero de un
paciente con aspergilosis debida a A. fumigatus (pozo
central).

CUADRO No. 2
DISTRIBUCION DE PACIENTES POR EDAD

No. PACIENTES
Edad Sexo Mase.

(o/o)
Sexo Fem.

(o/o)
Total
(o/o)

Positi
vos ID
(o/o

0-20 7 (6.8) 6 (5.82) 13 (12.62) ..
21 - 40 30 (29.13) 19 (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 (1.94) 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

a) Inmunodifusión de suero de paciente positivo (pozos
2 y 3), paciente negativo (pozos 5 y 6) y antisuero de
referencia de A. fumigatus (pozos 1 y 4) contra antíge-
no de A. fumigatus CDC 9020 (pozo central).

a) Inmunodifusión de suero de paciente positivo (pozos
2 y 3), paciente negativo (pozos 5 y 6) y antisuero de
referencia de A. fumigatus (pozos 1 y 4) contra anti
geno de A. fumigatus CDC 9020 (pozo central).

b) Inmunodifusión de sueros 27 y 28 (pozos 2,3,5 y 6)
y antisuero de referencia de A. fiavus 78-01164X
(pozos 1 y 4) contra antígeno de A. fiavus CDC 56
(pozo central).

b) Inmunodifusión de sueros 7 y 8 (pozos 2,3,5 y 6) y
antisuero de referencia de A. fiavus 78-01164X (pozos
1 y 4) contra antígeno de A. fiavus CDC 56 (pozo cen
tral).

c) Inmunodifusión de sueros 27 y 28 (pozos 2,3,5 y 6)
y antisuero de referencia de A. niger 78-01164X (pozos
1 y 4) contra antígeno de A. niger 10577-80 (pozo
central)

c) Inmunodifusión de sueros 7 y 8 (pozos 2,3,5 y 6) y
antisuero de referencia de A. niger 78-01164X (pozos
1 y 4) contra antígeno de A. niger 10577-80 (pozo
central).
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tro (Q.yO.OO/ml), es bastante bajo. Sin embargo, debe
tomarse en cuenta que el costo estimado no incluye el
valor de los antígenos y antisueros de referencia necesa
nos para la evaluación de los antígenos y se hizo en base
al equipo y reactivos disponibles en el laboratorio de
Micología de la Facultad de Ciencias Químicas y Farmacia.

Conclusión y
recomendaciones

En Guatemala es posible preparar antígenos de Asper
gillus para la prueba de inmunod ¡fusión a un costo bas
tante bajo comparado con el de ios antígenos comerciales.

La cepa de A. fumigatus CDC 9020 y A. niger 10577
pueden utilizarse para producción de antígeno, no así la de
A. flavos CDC 56. ya que fue necesario concentrarla mucho
para obtener bandas de precipitación aceptables. Es nece
sario evaluar un mayor número de cepas de cada especie
de Aspergillus para encontrar las mejores cepas producto
ras de antígeno, sobre todo cepas de aislamientos recientes
y, preparar los aniisueros de las tres especies principales de
Aspergillus para completar los reactivos necesarios para la
prueba de inmunodifusión para aspergilosis.

La aspergilosis pulmonar secundaria a tuberculosis
sí existe en Guatemala y debe tomarse en cuenta en el diag
nóstico diferencial, realizando la prueba de inmunodifu
sión para aspergilosis a todos los pacientes que padezcan
de tuberculosis y no responden favorablemente a la tera
pia o que presenten lesiones residuales que podrían albergar
una micosis oportunista, así como a pacientes que reciben
terapia inmunosupresora, tratamiento con antibióticos
por largo tiempo o sufran de enfermedades debilitantes.

Cuando se detecten casos de aspergilosis sería conve
niente estudiar posibles fuentes de infección para iniciar
programas de prevención
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