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RESUMEN

Basandose en el estudio de 56 casos autéctonos de aspergilosis del aparato respi-
ratorio, los Autores analizan la contribucién de las pruebas de precipitacién en gel al
diagnéstico de la afeccién en el Urugnay. Antes de que éstas fueran introducidas se
conocian en el pais 22 casos de esta micosis, diagnosticados entre 1947 y 1967. Desde
1968, el empleo sistematico de la doble difusién en gel (DDG) y la inmunoelectro-
foresis (IEF) ha permitido el diagnéstico de 34 nuevos casos en un sélo Laboratorio.
Los aspergilomas, que constituian, en el primer periodo, la forma clinico-radiologica
mas frecuentemente detectada (68.1% ), representan sélo el 31.8% en la serie diag-
nosticada mediante el empleo de las pruebas inmunolégicas.

La DDG, de sensibilidad superior a la IEF y mucho mas simple, pero afectada

. por una inespecificidad no despreciable, es recomendada como prueba tamiz para
seleccionar los casos merecedores de examen micolégico y de un estudio inmunolégico

méas profundo.

La IEF es considerada imprescindible para la estandarizacién de los extractos
antigénicos, asi como para fundamentar inmunolégicamente el diagndstico.

La fraccién de A. fumigatus dotada de actividad quimotripsica I, fue revelada
por los 12 sueros en que se intenté su deteccidn, superponiéndose en todos los casos
al arco C identificado por Tran Van Ky & col. 5,

INTRODUCCION

La aspergilosis respiratoria humana era
hasta la década pasada una enfermedad excep-
cional en el Uruguay, a tal punto que en la
primera mitad del siglo sélo se identificé un
caso en el curso de una autopsia practicada a

un -individuo de sexo masculino, com antece-’

dentes de bronquitis crénica y etilismo, que
murié en plena descompensacién cardiorespi-
ratoria *» 1t

Posteriormente, como consecuencia del
aumento de los enfermos de tuberculosis pul-
monar portadores de secuelas cavitarias de su
aparato respiratorio, del interés de los neumsé-
logos en despistar las complicaciones infeccio-

sas de esas lesiones secuelares, y de la instala-
cién de un Laboratorio capacitado para la
realizacién de técnicas micolégicas en un cen-
tro de enfermedades toracicas, hemos asistido
a un aumento progresivo de la incidencia de
la enfermedad en nuestro medio.

Asi en 1963, fueron comunicados simulta-
neamente 6 casos de la micosis $ % 7 2!y en
1967 se elevé a 22 el namero de observacio-
nes debidamente confirmadas de la enferme-

dad 23.

En 20 de estos casos el diagnéstico fue ori-
entado por la historia clinica y los hallazgos
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- radiolégicos, siendo confirmado siempre por
la visualizacién de filamentos aspergilares en
el examen directo de la expectoracién, el aisla-
miento reiterado de una 6 més especies del
género Aspergillus a partir de secreciones
bronquiales, o la comprobacién histolégica del
hongo en tejidos del aparato respiratorio.
Quince (68.1%) de los pacienies presenta-
ban la forma denominada aspergiloma. En 2
observaciones no se sospeché clinicamente el
diagnéstico, que una vez se estableci6 en la
necropsia *, y otra en el acto quirtirgico 22. El
cultivo de secreciones bronquiales permiti6 el
aislamiento e identificacién del agente en 19
de los 20 casos estudiados del punto de vista
micolégico; en 14 de ellos el examen directo
de la expectoracién puso en evidencia fila-
mentos gruesos, ramificados v tabicados, de
tipo aspergilar. Cinco de los casos fueron con-
firmados histologicamente en piezas de rese-
ccién o de necropsia.

Advertida de esta forma la tendencia a un
aumento progresivo de la frecuencia de la en-
fermedad en el medio, nuestro Laboratorio
debié enfrentar una demanda creciente de
estudios micolégicos que no podia absorber
habida cuenta del tiempo que insume, y las
dificultades que encierra, tal tipo de examenes.

Por tal motivo, basindonos en los hallazgos
de Prpys & col. %, Bicugr & col.? 3, GER-
Nez-Rieux & col. % 1 y PENA & col. ** hemos
aplicado de manera sisteméitica, a partir de
1968, la prueba de doble difusién en gel
(DDG) a todos aquellos pacientes dirigidos a
nosotros con el fin de descartar una micosis
pulmonar. El anélisis de la experiencia obte-
nida mediante la aplicacién de tal procedi-
miento de seleccidn, serd el objetivo funda-
mental de esta comunicacién.

MATERIALES Y METODOS
A) Sueres

La sangre fue extraida siempre en condi-
ciones asépticas, y luego de 4 horas de ayuno.
Las muestras de suero fueron conservadas, con
Merthiolate al 1:10.000 a —20°C hasta la
realizacion de las pruebas serolégicas. Nunca
fueron inactivadas.
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B) Antigenos

Todos los sueros fueron enfrentados a ex-
tractos antigénicos “mixtos” de A. fumigatus
y A. flavus, preparados segiin el método ex-

‘puesto por BIGUET y col. %, Luego de prepa-

rados fueron analizados mediante IEF ante

sueros hiperinmunes de conejo (Fig. 1),
C) Técnicas

a) Doble difusién en gel: se aplicé el mé-
todo de OUCHTERLONY ', empleando agarosa
al 0.9% como suporte. Los sueros que daban
origen a una 6 mas bandas de precipitacidén
eran luego sometidos a anélisis inmunoelec-
troforético (Fig. 2a y 2b).

b) Inmunoeleciroforesis: se realizé de
acuerdo a lo descrito por Bicuer & col. ®.
Los enfermos que frente a extractos de A.
fumigatus 6 A. flovus dieron origen a alguno
de los sistemas precipitantes especificos indi-
vidualizados por Tran Van Ky & col, 8 20
fueron considerados casos inmunolégicamente
confirmados de aspergilosis (Figs. 3 y 4).

c) Actividad quimotripsica: fue investi-
gada de acuerdo a las recomendaciones de

Tran Van Ky & col. *°.
D) Estudio micolégico

A todos los pacientes que dieron origen a
reacciones positivas en DDG, y a los del grupo
control, se les recomendé recoger expectora-
¢ién matinal, en {rascos estériles y secos, du-
rante 3 dias sucesivos. La muestra corres-
pondiente a cada dia fue examinada micros-
copicamente en fresco, y sembrada en 6 tu-
bos de agar Sabouraud con examen completo
en 30 de los casos.

E) Grupo control

Se empleé como control un grupo de 84
pacientes escogidos al azar entre los 486 que
resultaron negativos en la prueba de DDG. Sus
sueros fueron sometidos a anlisis inmunoelec-
troforético ante los mismos extractos antigéni-
cos. y se practic6 estudio micolégico de su
expectoracion.
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Fiz, 1 — Diagrama expecimental por andllele inmunoelectroforético de

extraneios "metabalico” (AT, me) “total” (ALL T ¥ "celular” (AF. cell,

Aspergiliue frmigatae, revelados mediante un suero hiperinmune de eonejo
{ASC-C 80

AF

AFL

Flz. 2 — Dohle difusidn en gel de agarosa uillizando
extractod “metabdlico” de Aspergillus fumigoalus
(AT} ¥ Aspergiilvs flavws {AFL) en dos enlermas
de aspergllosls (RoA, — No. 7 ¥ A.C. — No, 24)
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Diagrama Inmunoelectroforético correspondlente al suero de 1o

enferma N0, (Mo, 8 enfrentado a antigeno A, fumigetus “total” (A F.
(L) 3 “celular” (A.F. (vel))

A,

4

Fig. 4 — Diagrama inmunoclectroforético correspondiente al suero del

paclente A.C.

iNo. 24) enfrentado a extractos “lotales™ de A. floves

(AL L) v A fumigalus (AT 1)

RESULTADOS

La DDG puso en envidencia  anticuerpos
anti-aspergilares en 56 de los pacientes, pero
solo en 34 de ellos Ta IEF reveld sistemas pre-
cipilantes de aspecto caracleristico, y/o en
niumern suficiente, como para formular el
diagndstico inmunologico de aspergilosis. Fl
nimero de sistemas precipitantes revelados en
estog casos, vario entre 1y 11 en la DDG, v
entre 3 y 22 en la 1EF (Tabla 1). En el cazo
AR ino. 310 del que se aisld 4. niger, desco-
nocemos todavia el nimero real de anticuer:
pos precipitantes revelables dado que no he-
mos trabajado con el antigeno homalogo. La
clinica v la radiologia, revisadas coidadosa-
mente por los Autores después del hallazgo in-
munologico, resullan compatibles con el diag-
ndstico en las 34 olhservaciones, Kl aspecto
radiologico  tipico de aspergiloma pudo =er
comprobado en 13 casos, 15 corresponden a
formas intracavitarias parengquimalosas en las
que no s pudo objetivar un aspergiloma, 4
han sido catalogados como aspergilosis broneo-
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cavitaria v 2 tenen Jos caracteres de la asper-
gilosis broncopulmonar alérgica.

El cultive de esputos fue positivo en 25
de los 30 pacientes estudiados correctamente
del punto de vista micoldgico; A, femigats
fue aislado de 18 enfermos, A, flavus de 5, 4.
niger de 1; en 1 caso fueron aislados simulti-
neamente A, fumigatus v A, flaves. Fl exa-
men directo demoestrdg filamentos en Lo expec-
toracidn de & de estos enfermos (Tabla 11,

El diagnéstico final de  aspergilosis  del
aparato respiratorio se fundamentd en 18 ca-
sos en la presencig de anlicuerpos precipitan-
tes anti-aspergilares, mas el enltive positive de
esputos: en 8 casos en la asociacion de esos
argumentos al hallazgo de filamentos aspergi-
lares al examen directo, v en los 8 casos res-
tantes en la demostracion de 4 6 mias siste-
mas precipitantes, v en los datos elinico-radio-
lggicos,

Los 2 enfermos que generaron bandas de
precipitacion en la DDG pero no dieron ori-
gen A siglemas precipitantes significativos en
la 1EF, no presentan clementos clinicos ni ra-
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TABLA I

Principales caracteristicas de los 84 casos inmunologicamente confirmados de aspergilosis del
aparato respiratorio

No. | Nombre | Edad | Sexo D(D)G I(E]; ?H) Directo Cultivo Forma clinico-radiolégica
1 WB 39 M 2 5 (—) A. flavus Aspergilosis intracavité-
ria atipica (atipica i.c.)
2 IRP 33 F 2 5 (+) (=) A. fumigatus Aspergiloma
3 ES 28 F 14 20 (-) A. fumigatus Aspergiloma
4 ‘MLL 41 oy 1 5 (+) A. flavus Bronco-cavitaria
5 EL 48 F 1 5 (=) A flavus Bronco-cavitaria
6 M 26 M 2 (=) A. flavus Atipica i.c.
7 | RA as M 11 | 18 | (+) | (#) A Jumigatus | Alérgica
8 FFC 58 F 11 22 (+) (=) A fumigatus Atipica i.c.
9 NO 12 F 7 15 (+) (=) A fumigatus Atipica i.c.
10 RG 53 M 8 8 +) (=) 4. Jumigatus Aspergiloma,
i1 JT 44 M 3 12 +) | - [ Aspergiloma
12 AM 42 F 8 16 (+) | () A fumigatus Atipica i.c.
13 JN 22 M 5 8 () (=) 4. fumigatus Aspergiloma
14 LB 33 F 10 12 (+) v s Aspergiloma
15 AC 29 M 8 19 (-) A. fumigoius Aspergiloma
16 BG 49 F 6 +) (=) A, fumigatus Aspergiloma
17 RC 49 M 15 (+) - S Aspergiloma
18 MT 55 F 8 8 . (+) A, fumigatus Aspergiloma ;
19 TSR 38 I 10 22 +) (+) A. fumigatus Aspergiloma ’
A. flavus
20 vB 74 M 7 15 . . Bronco-cavitaria
21 AR 51 F 5 11 (=) (=) Atipica i.c.
22 BP 81 F 6 8 (=) (=) Atipica i.c.
23 AF 19 F 10 16 (=) A. fumigatus | Aspergiloma
24 AC 78 M 6 11 (=) A flavus Atipica i.c.
25 JFD 57 M 9 11 =) ) Atipica i.c.
26 oS 54 M 6 10 (-) A. fumigaius Alérgica
27 | WW 42 M 11 11 (=) A. fumigatus Atipica i.c.
28 MS 28 F 4 4 | =) (=) Atipica i.c.
29 APF 37 F 8 10 (+) A, fumigatus Atipica i.c.
30 MJO 59 F 4 5 (=) (=) Atipica i.c.
31 AR 41 M 6 7 (+) A. niger Bronco-cavitaria
32 LR 48 F 9 9 (-) A. fumigatus Atipica i.c.
33 IMR 87 ¥ 11 14 () A. fumigatus Aspergiloma
34 AM 34 M 3 3 (+) - A. fumigatus Atipica i.c.
|

(*) Salvo en el paciente AR (No. 31) se notan los sistemas precipitantes revelados con el antigeno
homologo

(*¥) - Actividad quimoftripsica II (TRAN VAN KY & col. )
(...) No realizado

(Atipica i.c.) = Aspergilosis atipica intra-cavitaria
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TABLA IT

Estudio inmunoldgice ¥y micoldgioo de 36 pacientes
con prueba de doble diflusion positivi

aspergilosis.

Pavlenles oy i
Examencs axivdindo Positlvos | Negativos
1EF a5 34 2
Cultiva | 30 a5 (%) 5
|
Directo | an 8 2

(%% Aldslamicnio relterado, mas de 2 tuhos en cada
muestTa,

TABLA III

Estudio Inmunolégico ¥y micoldgico em 584 pacientes

selevrionados al azar entre los 485 negativos en la
doble difusion

Examencs . ::‘:E::;:;: l Positivos I Megativos
|
—— — = i —
DG 54 1] | =54
1EF L il bt
Cultivo 3| 200 4%) (i
Directo B4 1] 84

(%)  Alslamienie en una séla de las 3 muesiras y
romo mAxXimo en 2 de los & tubos sembrados
(8ln valor diagndstica)

Flg. 5

d. M. VIGNA, L & MURAS, O, — Pruehas e
Rev. Inat. Med, trop. 8do Paulo 15:1-9,

TABLA 1V

Invidencia relativa de los aspergilomas antes y
despues del empleo de las téenicas Inmunoldgicas

Formis
clinfeo-
radiologicas

Poriodo

1947-67 19658-T1

Aspergllomas
Aspergilosis
"atipicag™

15 168, 180

T (3181w )

13 (35330

o (1. TEW )

Total 23 (1007 1005y

diologicos caracteristicoz de una aspergilosis.
En uno de ellos, se confirmd operaloriamente
un neoplasma hrancopulmonar, observindose
filamentos aspergilares en un lapin mueoso
braneuial, no habiendo signos de invasion fin-
gica de la mucosa, por lo que lo consideramos
una forma de saprofitismo,

En el grupo control la IEF no reveld pre-
cipitinas anti-aspergilares (Tabla 111), v ¢
examen directo de esputos fue siempre nega-
tiva, El cultivo permitid aislar 4. flavws de
12 enfermos, 4. Jumigatus de Ty A niger de
1. pero como se aclara en Ja Tabla 111 ese

hallazgo no tuve nunca significacion diagnis-
tica,

La investigacion de la actividad quimo-
tripsica en 12 de los sueros positives en DDG
¢ IEF, revelo constantemente la fraccion Q 11
{Fig. 5) identificade por Trax Vax Ky &

col. ™,

RA

RG

Reveiaciin de la actividad quimotripsica @ II (Blguel ¥ eol, 5

en extracios “Trescos” de A, fumdigadius (ACF.) empleando sueros de los
enfermos RLA. (No, 7) ¥ R.G, (No, 10)
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COMENTARIOS

Las pruebas de precipitaciéon en gel han
resultado particularmente dtiles para el diag-
néstico de la aspergilosis del aparato respira-
torio del hombre en el Uruguay. Nuesiro
equipo ya habia comprobado el valor poten-
cial de estas pruebas al aplicarlas al estudio
de los sueros de 12 pacientes con aspergilosis
micolégicamente demostrada **. Segln se des-
prende de los datos que ahora aportamos, los
métodos de DDG e IEF han permitido, en 4
afios, y en un s6lo Laboratorio, realizar el
diagnéstico de 34 nuevos casos, mientras que
el total observado en el pais en el periodo de
20 afos que siguié a la primera observacién
autbctona, sblo llega a 22 pacientes.

El mayor poder resolutivo que caracteriza
a los diagramas inmuno electroforético de la
serie actual (Figs. 3 y 4), asi como el aumen-
to del promedio de sistemas precipitantes de-
tectados, en relacion a la ya referida publi-
cacién de PENA & col. **, han sido seguramen-
te determinados por el empleo de agarosa co-
mo sustrato de las reacciones y por el perfe-
ccionamiento de los métodos de preparacion
de nuestros antigenos. Este altimo aspecto ha
sido mejorado sobre todo por la estandardiza-
cién inmunoelectroforética sistematica de los
extractos antigénicos frente a anti-sueros hipe-
rinmunes de conejos.

Al incremento del niimero de casos diagnos-
ticados en el pais desde que se emplean las
pruebas inmunoldgicas, debe agregarse el cre-
cimiento porcentual aplicable de las formas
consideradas hasta ahora aiipicas en sus as-
pectos clinico-radiolégicos. En efecto, sélo 13
(38.2%) de los nuevos pacientes tenian un
aspergiloma radioldgico demostrable; mien-
tras que 21 (61.7%) han sido clasificados
como formas atipicas de la micosis (Tabla
IV). Esto concuerda con los hallazgos de
GErNEZ-RIEUX & col.*® y confirma la hipé-
tesis adelantada por uno de nosotros en tra-
bajo anterior 2 en el sentido de que el clasi-
co aspergiloma debe ser la forma menos fre-
cuente de la enfermedad.

La sensibilidad de las técnicas de precipi-
tacién en gel supera, en la serie actual, a la
de los métodos micolégicos, pero, dado que
el grupo control es pequefio, y teniendo en
cuenta que existen casos adecuadamente apro-

bados de aspergilosis en los cuales no se pue-
den demostrar precipitinas anti-aspergilares 7,
seguimos entendiendo que el examen micol6-
gico no debe ser dejado de lado.

El diagnéstico de la aspergilosis, de acuerdo
con el estado actual de nuestros conocimien-
tos, debe surgir de una adecuada valoracién
de los datos clinicos, radiolégicos, inmunolé-
gicos y micolégicos. La aparicién de hemop-
tisis en un bacilar con secuelas inactivas, la
expectoracién de seudo-membranas o la ins-
talacion de broncoespasmo rebelde en un
bronguitico crénico, la deteccién de infiltra-
dos labiles o de aneumatosis segmentarias en
un asmatico, la opacificacién de cavidades
pulmonares hasta entonces libres de todo con-
tenido, deben sugerir al clinico la posible exis-
tencia de una complicacién aspergilar, deter-
minandolo a someter a su paciente a la instan-
cia inmunolégica. Si en ésta son puestos en
evidencia anticuerpos contra fracciones espe-
cificas de especies del género Aspergillus, el
diagnéstico de aspergilosis puede ser formula-
do. Sin embargo, el estudio del enfermo no
debe detenerse alli. Es necesario intentar la
identificacién y el aislamiento del agente, so-
bre todo teniendo en cuenta el comportamien-
to disimil de las diferentes especies ante dro-
gas anti-fingicas aparentemente eficaces co-
mo la 5-fluorocitosina 1%,

Si las técnicas inmunolégicas por el con-
trario, no dan resultados concluyentes, o re-
sultan negativas, pero los argumentos que fun-
damentaron la sospecha clinica siguen siendo
convincentes, el estudio micolégico debe ser
igualmente realizado. Sélo cuando la clinica
y la radiologia se suman a la negatividad de
la investigacién inmunolégica, ésta serd con-
siderada argumento basico para descartar la
enfermedad. '

En lo que concierne a las técnicas de preci-
pitacién empleadas, importa destacar que la
DDG probé estar dotada de una alta sensibi-
lidad, que le permitié detectar todos los casos
que revelaron sistemas precipitantes especificos
en la IEF. Sin embargo, puede dar origen a
falsos positivos, sobre todo cuando pone en
evidencia menos de 3 bandas de precipitacion.
En consecuencia, su papel en el inmunodiag-
néstico de la aspergilosis debe quedar reduci-
do, cuando se trabaja en condiciones simila-
res a las nuestras, a servir de prueba tamiz pa-

7
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ra seleccionar los casos que seran sometidos a
IEF, y a estudio micolégico.

La experiencia que hemos recogido con la
investigacién de las actividades quimotripsi-
cas, sugiere que como lo sostienen BIGUET &
col. * la identificacién de la actividad Q II so-
bre una lamina de DDG serfa argumento su-
ficiente, desde al punto de vista del inmuno-
diagnéstico. Pero esto no resulta mas simple
ni mas ripido que un analisis inmunoelectro-
forético.

La IEF, por el contrario, al posibilitar la
identificacién de los sistemas precipitantes
especificos, otorga el maximo de seguridad al
diagnéstico inmunolégico. Por otra parte,
constituye una técnica imprescindible para la
estandardizacién cualitativa de los extractos
antigénicos.

SUMMARY

Immunoprecipitation tests in the diagnosis
of aspergillosis

On the basis of 56 local cases of aspergillosis
of the respiratory system an analysis is carri-
ed out of the contribution of the gel precipi-
tation tests in the diagnosis of the disease in
Uruguay. Before their introduction, only 22
cases of this mycosis were on record in the
country, as diagnosed between 1947 and 1967.
Ever since 1968, the systematic utilization of
the double diffusion in gel test (DDG) and of
immunoelectrophoresis (IEF) has enabled the
detection of 34 further cases at one single La-
boratory.

The aspergilomas which, during the earliest
stage, accounted for the most frequent cli-
nical-roentgenological pattern  met with
(68.1%), decreased to 31.8% within the
series diagnosed by the use of the immunologic
tests.

The DDG test of a sensitiveness higher than
that of IEF and much simpler as well, although
involving a nonspecificity which cannot be
overlooked, is advocated as a screening fest
for the selection of cases deserving a mycolo-
gic study with a more elaborate immunologic
examination,

The IEF test is regarded as indispensable
in the standardization of antigenic extracts, as

3

well as in the immunologic substantiation of
diagnosis,

The A. fumigatus fraction, which is endowed
with chemotrypsic II activity was rendered’
manifest by the 12 sera in which their detec-
tion was attempted; in every instance it su-
perposed arc C as identified by Tran Van
Ky et al. 15,
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