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1. RESUMEN

La aspergilosis se ha convertido en los ultimos afios en una importante micosis oportunista,
con una gran variedad de manifestaciones clinicas. En el presente trabajo se prepararon los
antigenos y antisueros a partir de cepas de las especies de Aspergillus fumigatus, Aspergillus
flavus y Aspergillus niger con fin el de utilizarlos en la prueba de inmunodifusion (ID); y
posteriormente fueron evaluados con controles del Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) de Atlanta, mediante la prueba de ID, obteniéndose resultados
satisfactorios, con lo que se amplio el diagndstico serologico en el Servicio de Micologia de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Para la produccion de los antigenos de A. fumigatus, A. flavus y A. niger, se cultivaron los
hongos en agar y caldo Sabouraud, se incubaron e nactivaron con thimerosal al 1% y luego se
realizaron filtraciones para obtener un liquido claro; posteriormente fueron concentrados y
dializados con el sistema UHP. Los antigenos obtenidos se inocularon por via intradérmica a
los modelos experimentales. Se realizd un total de cuatro inmunizaciones a cada modelo y se
les extrajo aproximadamente 1 cc de sangre para comprobar la reactividad de cada uno de los
antisueros con sus respectivos antigenos, con lo que se obtuvo bandas francas de precipitacion.

Se realizé una revision de historias clinicas (266 historias) de pacientes del Sanatorio
Antituberculoso San Vicente en forma retrospectiva de un periodo de dos afios, en las que se
encontraron Unicamente 3 casos (1.1%) sugestivos de aspergilosis pulmonar. Se obtuvieron 20
muestras de sangre de pacientes, las que fueron centrifugadas para obtener el suero.

Los antisueros y antigenos obtenidos fueron utilizados para validar la prueba de ID, los
cuales se enfrentaron a los sueros de los pacientes con diagnostico de tuberculosis y a sueros
de pacientes que no respondian al tratamiento y que se encontraban hospitalizados en dicho

Sanatorio, utilizando para ello controles positivos del CDC de Atlanta.
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El 100% de las muestras analizadas no reaccionaron con los antigenos de A. fumigatus, A.
flavus y A. niger, por lo que se considera que estos pacientes padecen de cualquier otra
enfermedad con sintomas similares a la aspergilosis.

El anterior estudio consistio en la implementacion y validacién de los antigenos de
Aspergillus producidos en el Servicio de Micologia, por lo que se recomienda ampliar los
estudios en grupos como los seleccionados en este trabajo y en otros como por ejemplo en
pacientes neutropénicos, con linfomas, en aquellos pacientes que por alguna causa su sistema
inmune se encuentra deprimido y un numero mayor de pacientes en los que se sospeche
tengan infeccion causada por Aspergillus y tuberculosis.

Es importante mencionar que los antigenos de Aspergillus deben de producirse

continuamente, ya que con ¢l tiempo pierden su potencia.
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2. INTRODUCCION

El género Aspergillus son hongos filamentosos productores de esporas que se encuentran
frecuentemente en el ambiente como saprofitos creciendo en material organico en descomposicion
y también en pintura fresca, bolsas para dialisis rotas, medicinas abiertas y descompuestas, paredes
de refrigeradores, ropa para cirugia, muestras patologicas contenidas en formol, etc. Las esporas
quedan libres y son transportadas por el aire, de modo que los humanos y animales superiores las
inhalan de manera casi constante (1-7).

Aspergillus es uno de los mas importantes patogenos oportunistas causante de
enfermedades respiratorias tales como Aspergilosis Broncopulmonar  Alérgica (ABPA),
Aspergilosis Invasiva y Aspergiloma. La severidad de cada una de estas enfermedades, depende
de la respuesta y condicion inmune del hospedero, frecuentemente afecta a pacientes
inmunocomprometidos y con problemas alérgicos (5-8). La aspergilosis es una enfermedad
fungica que puede presentarse desde una forma leve con manifestaciones alérgicas hasta una
lesion pulmonar severa y progresiva (7). Las manifestaciones clinicas no especificas y las
imagenes radiologicas pulmonares de aspergilosis crean problemas diagnosticos.  Una
combinacion de cultivo y una evidencia histologica del agente, proveen la base de un diagnostico
inequivoco. Sin embargo, dicha evidencia no siempre puede ser obtenida y en tales situaciones,
los métodos serolégicos son ttiles e invaluables para el establecimiento de un diagnostico de
aspergilosis (7,14,15).

La demostracion de anticuerpos en el suero de pacientes es una técnica util al clinico para
el diagndstico de las micosis profundas y las oportunistas, entre las cuales se encuentra la
aspergilosis, cuya incidencia ha aumentado en los ultimos afios (1). La técnica mas utilizada en la
orientacion diagndstica de la aspergilosis es la inmunodifusion (ID), la presencia de lineas de
precipitacion entre el suero del paciente y los antigenos de Aspergillus, indican que debe

confirmarse el diagndstico de un cuadro pulmonar causado por una de las diferentes especies de

Aspergillus (7,13,16).
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Considerando que la produccion de aspergilinas en Guatemala es necesaria para ayudar en

el diagnostico diferencial de la aspergilosis pulmonar, se realizo la produccion de antigenos de 4.
fumigatus, A. flavus y A. niger y sus respectivos antisueros siguiendo la metodologia recomendada
por Pérez y Toriello. Ademas se valido la prueba de ID enfrentando los antigenos producidos de
cada hongo, contra sueros de pacientes con antecedentes de tuberculosis o cualquier otra
enfermedad que predisponga a la aspergilosis, pacientes que hayan recibido tratamiento con

corticosteroides y pacientes con tuberculosis multirresistente que se encontraban en el Sanatorio

Antituberculoso San Vicente (1,7).
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3. ANTECEDENTES

3.1.  Aspergilosis
3.1.1. Definicion

La aspergilosis es una micosis causada por hongos de género Aspergillus. Afecta
principalmente a nivel pulmonar, sin embargo también puede ser diseminada, cutdnea, Otica,
oftalmica y puede causar una reaccion de hipersensibilidad (alergia), colonizacion o invasién. En
el paciente inmunocomprometido, especialmente neutropénico, la enfermedad adopta una forma
invasiva y diseminada grave (17). La mayoria de veces se adquiere por inhalacion ya que el hongo
es un contaminante importante del ambiente (2-5,7,8,13). En casos especiales puede adquirirse
por traumatismo o por simple contacto con esporas del hongo, como en la otomicosis (13).

El desarrollo de una infeccién aspergilar verdadera depende de factores internos y externos.
El factor externo mas importante es la cantidad de esporas inhalada, aunque también 1a especie de
Aspergillus involucrada es importante. Las especies involucradas mas frecuentemente son: A.
fumigatus, A. niger, A. nidulans, A. flavus y A. terreus (8-10,13,16).

Los factores internos que pueden debilitar al hospedero y facilitar el inicio de una
infeccion son: a) enfermedades agudas o cronicas (especialmente pulmonares), b) agentes
terapéuticos (esteroides, drogas citotoxicas y radiacién), c) antibidticos de amplio espectro.

Siendo los ultimos los mas importantes a partir de las ultimas décadas (3,5,7,8,10-13).

3.1.2. Etiopatogénesis

Los agentes etiologicos de estas enfermedades son miembros del género Aspergilius. Estos
se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y son los hongos mas comunes y
fastidiosos en el laboratorio (2,3,5,7,8,10-12). El género Aspergillus incluye 150 especies y
variedades reconocidas, de las cuales sélo un pequefio nimero son consideradas como patdgenas u
oportunistas. A. fumigatus y A. flavus son las especies patégenas mas frecuentes de causar
aspergilosis pulmonar de la forma tipica, severa e invasiva, con eventual diseminacion hematdégena
a otros organos (7-12, 17). Se han descrito brotes nosocomiales de la enfermedad, relacionados
con trabajos de construccion en areas del hospital o sus alrededores, donde estan internados

enfermos con neutropenia o receptores de transplantes (17,18).  Aunque la neutropenia profunda y
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prolongada es el principal factor predisponente, otro factor favorecedor lo constituye el
tratamiento con corticoides (17). En un alto porcentaje de casos, la aspergilosis es secundaria a
una enfermedad primaria, la cual ha dafiado las defensas inmunolégicas del paciente (7,14). La
forma pulmonar a menudo es una afeccién superimpuesta sobre tuberculosis, silicosis, una

anormalidad anatomica, etc (3,5,7,8,10).

3.1.3. Etiologia

Los principales agentes etiologicos son A. fumigatus, A. flavus 'y A. niger (7). Se conocen
unas 900 especies de Aspergillus, que Rapper y Fennell clasifican en 18 grupos, de los que sélo 12
se relacionan con enfermedad humana: A. fumigatus (85%), A. flavus (5-10%), A. niger (2-3%), A.
terreus (2-3%), A. versicolor, A. nidulans, A. glaucus, A. clavatus, A. cervinus, A. candidus, A.
flavipes y A. ustus. La clasificacion del género Aspergillus se basa en las siguientes caracteristicas
morfologicas del hongo: tamafio de las cabezas conidiales, morfologia de los conididforos, fidlides

y métulas, y en la presencia de células de Hiille y de esclerocitos (19).

3.1.3.1. Morfologia del género Aspergillus:
¢ Conidiéforo: Es una hifa erecta, de pared gruesa que se produce en el micelio aéreo en

forma perpendicular al sustrato y que suele nacer de la llamada célula pie. Su extremo

terminal se dilata constituyendo la vesicula.

e Vesicula: Es la parte apical del conidiéforo que puede tener forma globosa, eliptica,
hemisférica o de maza. Las vesiculas pueden ser hialinas o del mismo color del conidiéforo.

A. fumigatus puede presentar vesiculas que nacen en el angulo del eje mayor del conididforo.

e Esterigma o fidlides: Son las estructuras digitiformes productoras de los conidios que se

desarrollan en la zona fértil de la vesicula sobre las métulas.

e Conidios: Son esporas o propagulos asexuales unicelulares, que se originan en el extremo

mas estrecho de las fidlides, de color variable que es el que determina el color de la colonia.
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o Cabeza conidial: Esta constituida por los elementos descritos anteriormente y tiene una

importancia basica come criterio de identificacion y clasificacion de Aspergillus.

e Células de Hiile: A. nidulans y A. flavipes presentan unas células de paredes gruesas y de
forma variable que se producen en las hifas bien terminalmente e intercaladas. Su funcion no
es conocida pero son capaces de germinar por si solas (20,21).

Las condiciones Optimas de temperatura y humedad para la esporulacion maxima de estos
hongos se produce probablemente al final del verano y durante el invierno, ya que se ha
observado que el numero de pacientes en esta época aumenta (22).

En estudios realizados sobre flora fungica aerovagante, Aspergillus se aisla con mayor
frecuencia dentro de los domicilios de enfermos asmaticos que en el exterior. Se ha
determinado que cada cabeza conidial de Aspergillus puede liberar de 10"3 esporas y que la
concentracion de €stas en el aire normal es de 2 - 15 esporas por metro cubico. Se ha aislado de
condimentos como la pimienta negra que puede presentar altas concentraciones de esporas de
A. fumigatus y A. flavus, por lo que Seaton y Robertson recomiendan que los pacientes

neutropénicos y asmaticos no tengan contacto con dicho condimento (23).

3.1.3.2. Caracteristicas morfologicas de las especies de Aspergillus que causan mas

frecuentemente aspergilosis

3.1.3.2.1. A. fumigatus: Este crece rapidamente (2 - 3 dias) sobre agar Sabouraud a 25°C,
produciendo una colonia blanca, plana que rapidamente se torna gris-verduzca con la produccion
de conidias. Su textura puede variar de aterciopelada a algodonosa. El reverso de la colonia es
generalmente incoloro. El conidioforo es corto, liso y mide mas de 300 u de largo yde S - 8 u de
diametro, puede tener una coloracidon verde o parda, especialmente hacia la parte alta cerca de la
vesicula. Los conidioforos se ensanchan gradualmente para formar la vesicula en forma de botella
(7).

3.1.3.2.2. A. flavus: Crece sobre agar Sabouraud a 25°C. Su crecimiento es rapido (6 - 7 cm) o
lento (3 - 4 cm) en 10 dias. Su textura es aterciopelada, cercana al micelio basal, plana, surcada

radialmente o arrugada. Es de color amarillo o amarillo verduzco, el reverso es incoloro y algunas
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veces rosaceo, pardo u obscuro. Los conidiéforos son de pared gruesa, no pigmentados, largos,
midiendo mas de 1 mm de largo y 10 - 20 « de didmetro en la parte baja de las vesiculas.

Las vesiculas son globosas o subglobosas, con 10 - 65 u de didmetro, y producen esterigmas
sobre casi toda su superficie. Los esterigmas pueden estar dispuestos en una o dos series. Los
esterigmas primarios miden 10 u de largo y los secundarios cerca de 5 u. Las conidias son
elipticas al principio, pero mas tarde, la mayoria son globosas (3.5 - 4.5 u de diametro).
3.1.3.2.3. A. niger: Crece sobre agar Sabouraud a 25°C, formando una colonia restringida con un
diametro de 2.5 - 3.0 cm en 10 dias. El micelio basal es compacto y varia de color blanco a
amarillo, pronto produce abundantes estructuras conidiales de color negro. Los conidioforos
miden de 1.5 - 3.0 mm por 15 - 20 u, es liso e incoloro volviénd xse obscuro alrededor de la
vesicula. La vesicula es globosa, mide cerca de 60 » de didmetro y produce esterigmas sobre toda
la superficie. Los esterigmas estan dispuestos en dos series. Los primarios son grandes (30 z o0 mas
por 6 u), de color pardo y pueden ser septados y los secundarios son cortos (8 » por 3 u). Las
conidias son globosas, miden de 4 - 5 u de didametro, de color café a negro y muy asperas (7,13,19).
3.1.3.2.4. A. terreus: Crece sobre agar Sabouraud a 25°C, formando un micelio aterciopelado de
color canela, el reverso es de color blanco a marrén. Los conidioforos son cortos (< 250 ) y lisos.
Las fidlides son biseriadas agrupandose en forma tubular, algunas veces aparecen células hialinas
redondas en el micelio sumergido en el agar (19).
3.1.3.2.5. A. versicolor: Crece sobre agar Sabouraud a 25°C, formando un micelio aterciopelado,
el reverso del cultivo es de color blanco que cambia a amarillo, naranja, marrén-rojizo, verde o
rosa. Los conididforos son largos y lisos. Las fialides son biseriadas y vagamente radiadas

cubriendo la mayoria de las vesiculas; microscopicamente, en ocasiones se visualizan células de

Hille (19).

3.1.4. Historia

El género Aspergillus fue descrito por primera vez en 1729 por P. A. Micheli, quien
comprobd que la cabeza conidial de este hongo se parecia a un “aspergillum” (instrumento
utilizado para dispersar agua bendita). Aspergillus es un hongo filamentoso hialino ubicuo,
productor de enfermedades de distribucion universal que ocasionalmente pueden aparecer en

forma de brotes hospitalarios tras obras de remodelacion (19).
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Las primeras comunicaciones de probable aspergilosis fueron aquellas de Meyer en 1815,
quien describi0 una enfermedad fungica en un pajaro. Un afio mas tarde Jager observé una
condicion similar en los pulmones de dos cisnes. La primera referencia de una infecciéon humana
es atribuida a Bennett en 1844. Kuchenmeister en 1855 inform¢ casos similares, pero el primer
caso humano en el cual un Aspergillus fue definitivamente identificado fue descrito por Sluyter en
1847; se trataba de una mujer agonizante con una infeccion pulmonar inespecifica. Wirchow en
1856 describié cuatro casos de aspergilosis pulmonar en pacientes agonizantes con otras
condiciones y el mismo afio Friedreich informo el crecimiento del hongo en cavernas tuberculosas
(.
Los estudios mas recientes revelan que la aspergilosis se ha incrementado sobre todo en
pacientes con enfermedades malignas, especialmente leucemia y linfoma; y en pacientes que estan

recibiendo terapia inmunosupresora para una amplia gama de enfermedades (7,14).

3.1.5. Manifestaciones clinicas

Las infecciones producidas por Aspergillus se pueden clasificar en primarias y secundarias

independientemente de la existencia de enfermedades o condiciones predisponentes:

3.1.5.1. Primaria: clinicamente presenta fiebre, tos, espectoracion mucopurulenta, hemoptisis
y dolor toracico. La infeccion puede estar localizada dando lugar a una bronquitis aspergilar; la
lesién puede conformar un aspergiloma primitivo localizado en una cavidad bronquial que se
dilata a causa de la masa aspergilar, su ubicacion corresponde frecuentemente al segmento apical
de los 1dbulos superiores.

La hipersensibilidad aparece como consecuencia de una reactividad exagerada contra
antigenos aspergilares y puede observarse rinitis alérgica, asma y aspergilosis broncopulmmonar
alérgica.
3.1.5.2. Secundaria: los aspergilomas secundarios tienen como area una cavidad aérea pre-
existente: una cavidad tuberculosa residual, una bronquiectasia, un quiste broncogénico y estd
constituido por la masa o esfera aspergilar (8,16). Mientras el hongo se mantiene vivo las
manifestaciones clinicas son nulas, no hay signos de infeccion pulmonar, puede aparecer una
hemorragia en la cavidad, manifestindose una hemoptisis unica o repetirse con los movimientos

del coma micdtico contra las paredes de la cavidad que lo contiene.
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Cuando el hongo muere la cavidad aspergilar se comporta como un secuestro con fenomenos de
obstruccion e irritacion de las paredes de la cavidad provocandose mas frecuentemente hemoptisis
y supuraciones broncopulmonares. Radioloégicamente la aspergilosis primaria puede manifestarse
como condensaciones homogéneas que pueden evolucionar hasta la formacion de abscesos y
cavitacion o reabsorcion del proceso. Los aspergilomas primarios se presentan como una masa
solida redondeada, homogénea en el interior de una cavidad esférica u ovalada y separada de las
paredes por un espacio aéreo en media luna caracteristico de esta patologia. Los aspergilomas
secundarios se observan especialmente en los lobulos superiores como imagenes esféricas dentro
de las antiguas cavernas o ulceras tuberculosas residuales, el aspergiloma puede moverse con los
cambios de posicion del paciente lo cual se pone de manifiesto mediante tomografias; pueden
presentar calcificaciones, los diametros de estas imagenes densas varian de 10 — 50 mm y mas,
debe hacerse diagnostico diferencial con carcinoma broncogénico, quiste hidatidico, etc (16).

Tal como otros hongos dematiaceos, el Aspergillus se manifiesta frecuentemente como
abscesos cerebrales, con infartos y formaciones granulomatosas. Comunmente invade las paredes
vasculares, produciendo trombosis y necrosis hemorragicas subaracnoideas, o bien hemorragias
masivas intraparenquimatosas. Siendo un hongo de tipo oportunista, casi siempre se le consigue
en estados inmunitarios deficientes. Aspergillus es un patdégeno poco comuin en pacientes con
SIDA, siendo aiin mas infrecuente la forma pulmonar invasiva. Por tal motivo el Centro de Control
y Prevencion de Enfermedades (CDC), que inicialmente habia incluido la aspergilosis entre las
patologias marcadoras del estadio SIDA, posteriormente la retir6. La explicacion pudiera ser que
la inmunidad celular juega un papel menor para el Aspergillus con respecto a otros hongos, esta
situacion ha hecho que en 1988 se retirara la aspergilosis de la lista de micosis tipicas en los

pacientes con SIDA (16,17,21).

3.1.6. Tipos clinicos

La aspergilosis no es una sola entidad clinica, sino un grupo de micosis diferentes causadas
por hongos del mismo género (7). Es esencial reconocer que Aspergillus puede ser un colonizador,
causar enfermedad alérgica, infeccion local o ser responsable de cuadros invasivos de gran
gravedad. Es labor del microbidlogo obtener la informacion clinica necesaria para poder

diferenciar estas situaciones (7,19).
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3.1.6.1. Aspergilosis pulmonar. Este tipo de aspergilosis se subdivide en:

3.1.6.1.1. Aspergilosis alérgica: Ocurre en pacientes sensibles como una respuesta a la
inhalacién de los conidios de Aspergillus. Puede afectar a nivel del tracto respiratorio superior
causando una rinitis, puede desencadenarse una alveolitis o desarrollarse un proceso asmatico
(13). El asma o alergia asmatica a esporas de varias especies de Aspergillus es bien conocida.

Se presenta con mayor frecuencia en agricultores y en personas que trabajan en silos o molino de
granos (13,24). Las esporas rara vez germinan en los conductos bronquiales. En radiografias se
pueden observar sombras segmentales, frecuentemente en el lobulo superior se pueden encontrar
infiltrados caracteristicos, como reaccion inmediata y una fibrosis en la enfermedad cronica.

Puede producir fiebres intermitentes, tos, silbidos, escalofrios, dolor y fatiga (7,13). En la
expectoracion se puede observar eosinofilia. El estudio de la funcién pulmonar demuestra un
defecto restringido a un debilitamiento de cambio gaseoso. Se pueden presentar anticuerpos del
tipo de reaginas (IgE) (19,24).

3.1.6.1.2 Aspergilosis colonizante (aspergiloma): Es la colonizacion de cavidades preformadas a
causa de otros padecimientos previos como tuberculosis o histoplasmosis, o puede orginarse
después de una aspergilosis alérgica cronica (7,8,13,24). Cuando el agente llega al alveolo sano, es
eliminado por los macréfagos alveolares. Pero si se introducen en cavidades prefofmadas,
epitelizadas donde no hay macréfagos, puede desarrollarse una masa miceliar (17). Los pulmones
son los mas afectados, sin embargo, otras cavidades como senos paranasales y vejiga
eventualmente pueden verse invadidos, e iniciarse la formacion de una bola fungica o aspergiloma.
La sintomatologia mas importante es fiebre, tos, disnea, dolor toracico y principalmente
hemoptisis. Estos pacientes tienen anticuerpos reaginicos transferibles (IgE) y precipitinas (IgG),
facilmente demostrables ademas de hipersensibilidad tardia a antigenos de Aspergillus (13,19,24).

En inmunocompetentes el aspergiloma se observa en 10 a 15% de pacientes con enfermedad
cavitaria. Aunque usualmente no ocasiona sintomas, mas de 25% de los casos tienen hemoptisis
masiva. Usualmente permanece estable por largo tiempo, aunque pueden sufrir un crecimiento
lento o una resolucion espontanea (17).

El diagnostico es fundamentalmente radiologico, a partir de la visualizacion de cavidades con

una masa opaca rodeada de aire que se mueve cuando el paciente cambia de postura (13,19).

'.'RUPEEB;&EUEH"“@"{T 62 B SAN CARLOS OF
D OE L4 LR 240 T § GUATE
BIELINTECA GENTRAL MAI




12
3.1.6.1.3 Aspergilosis invasiva: En los ultimos afios la incidencia de aspergilomas ha
disminuido,mientras que la aspergilosis pulmonar invasiva (API) ha ido en aumento. En pacientes
con leucemia, la incidencia de API oscila entre el 5-24%, y en transplantados de (’)rganp solido
entre €l 1-10%. Los factores de riesgo mas importantes son la neutropenia, el tratamiento con
drogas citotoxicas y costicosteroides, la enfermedad de injerto contra huésped en los transplantes
de médula Osea, el rechazo agudo y la enfermedad por Citomegalovirus (CMV) en los
transplantados de érgano so6lido y el SIDA avanzado (13,19,24,25).

Las manifestaciones clinicas suelen comenzar con la aparicion de fiebre, seguida a los
pocos dias de sintomas respiratorios como dolor toracico, tos, taquipnea o hemoptisis. La
infeccion puede diseminarse por via hematogena, ocurre invasion del tejido pulmonar y puede
originarse trombosis de los vasos y necrosis localizada (13,24).

La prueba de inmunodifusion en gel es la mas utilizada para el diagnostico de esta
enfermedad. Si la aspergilosis invasiva es cronmica, pueden detectarse pocas lineas de
precipitacion. Sin embargo, en el caso agudo, fulminante de la aspergilosis invasiva, con defectos
en el sistema inmune en el cual no se producen anticuerpos, la prueba de ID es muchas veces

negativa (24).

3.1.6.1.3.1. Aspergilosis pulmonar necrosante crénica o forma semiinvasiva: Suele
afectar a ancianos con enfermedades pulmonares previas como tuberculosis, EPOC,
bronquiectasis, sarcoidosis, etc. Tiene una evolucion lenta (meses o afios), la cual da tiempo a la
formacion de anticuerpos especificos, detectables por medio de ID cuya presencia apoya el
diagnéstico.  Aunque no suele haber complicaciones, pueden producirse neumotdrax,

aspergilomas o, incluso, aspergilosis pulmonar invasiva (17,19,26-28).

3.1.6.1.3.2. Aspergilosis invasiva aguda del pulmén: Es una complicacion grave de cierto
grupo de pacientes inmunodeprimidos, a menudo fatal aunque su diagndstico sea hecho en vida y
el enfermo sea tratado. El factor de nesgo mas importante para esta forma de enfermedad es la
granulocitopenia severa y prolongada, lo que se observa especialmente en pacientes sometidos a
tratamiento intensivo de leucemia aguda y en receptores de transplantes. La enfermedad es
rapidamente progresiva. La hemoptisis es poco frecuente. Es habitual la diseminacion hematogena

a organos distantes. Las alteraciones radiologicas son variables ¢ inespecificas: infiltrado nodular
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que no remite con el tratamiento antibacteriano convencional, consolidacion lobar, diseminacién
nodular, bronconeumonia, cavidades por necrosis. Un hecho caracteristico de las consolidaciones

parenquimatosas es la tendencia a cavitar al recuperarse el numero de neutréfilos (17,26).

3.1.6.2. Aspergilosis diseminada

Es una afeccion bastante rara, pero se desarrolla en pacientes tratados con esteroides,
pacientes transplantados y tratamiento citotoxico (13,24).

La mayoria de veces se origina por rompimiento de émbolos sépticos (conteniendo al
hongo) y la distribucion de los mismos a diferentes partes del cuerpo, pudiendo localizarse en
cerebro, corazon, higado, rifi’n, tiroides, rara vez en huesos y sistema gastrointestinal. La
sintomatologia va a depender del sistema afectado (13).

En raras ocasiones se presenta en forma iatrogénica, posteriores a las aplicaciones

intravenosas de diversas sustancias, cuando se utiliza para ello jeringas contaminadas (24).

3.1.6.3. Aspergilosis naso orbital

En este cuadro el hongo se desarrolla en los senos paranasales y puede alcanzar la orbita
del ojo y otras cavidades. Es un cuadro clinico frecuente en Sudan, probablemente debido a la
inhalaciéon masiva de conidios. Desde el punto de vista clinico, provoca edema unilateral y

proptosis (24).

3.1.6.4. Aspergilosis iatrogénica

Clinicamente se comporta como una aspergilosis diseminada, y la sintomatologia
dependera del 6rgano u organos afectados. El agente etioldgico penetra a través de catéteres,
canulas, sondas y la aplicacion de medicamentos por via intravenosa o intratecal. En general el

pronostico no es favorable (24).

3.1.6.5. Aspergilosis otica
En esta forma clinica, el hongo crece formando una colonia plana sobre el conducto
auditivo externo. El padecimiento es asintomatico, sin embargo en ocasiones se presenta

hipoacusia, prurito, secrecion y dolor discretos. Se observa principalmente en los servicios de
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otorrinolaringologfa y en muchas ocasiones es una infeccién asociada a otros procesos 6ticos que

deben eliminarse antes de llevar a cabo el tratamiento de la enfermedad primaria (7,17,24,29).

3.1.7. Diagnéstico de laboratorio

Los hongos del género Aspergillus son frecuentemente observados y cultivados de una amplia
variedad de materiales clinicos. En ausencia de material histoldgico, el diagndstico de aspergilosis
es dificil de establecer. Si en un cultivo de esputo se aisla A. fumigatus, debe tenerse gran
precaucion en considerarlo agente etioldgico de la enfermedad (7).

Nelesnick y colaboradores en 1980 establecieron que el aislamiento de 4. fumigatus y A.
flavus de secreciones respiratorias no representan usualmente contaminacién de laboratorio y
deberia ser interpretado a la luz de predisposiciones conocidas para aspergilosis. En algunas
situaciones, por ejemplo en pacientes granulocitopénicos con leucemia aguda, hasta un solo
aislamiento tiene una alta probabilidad de aspergilosis invasiva (30).

Como los Aspergillus son frecuentes contaminantes ambientales, el diagnostico de
aspergilosis exige demostrar elementos micédticos en los tejidos afectados. En pacientes
neutropénicos sometidos a quimioterapia, el drea comprometida por neumonia causada por
aspergilosis puede necrosarse con rapidez y producir material necrotico que contiene una cavidad

de pared delgada e hifas (31).

3.1.7.1. Histopatologia

Aunque los datos clinicos y radiologicos son de gran ayuda, como hemos visto, el
diagnostico de aspergilosis debe ser establecido mediante la combinacion de datos histologicos
(visualizacion de hifas compatibles con las de Aspergillus) y microbioldgicos (visualizacion de
hifas en el examen en fresco y aislamiento de Aspergillus en cultivo), dado que ninguno de ellos
puede, por si solo asegurar el diagnostico (13,19,24). Ver Anexo 2

La pieza de biopsia obtenida se divide en dos fragmentos, una parte se emplea para realizar
un cultivo y la otra se fija para cortes histopatologicos, los cuales pueden ser tefiidos con
hematoxilina-eosina, PAS o Grocott. En caso de aspergilosis invasiva se observan filamentos

septados, dicotomizados en angulos de 45°, de trayectos tortuosos y que en ocasiones invaden el

interior de los vasos sanguineos (19,24). Anexo 3
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En el caso de un aspergiloma se encuentran conglomefados de filamentos dispuestos de
manera paralela, dicotomizados, septados y con frecuencia se obsérvan cabezas aspergilares (24).

Las tinciones histologicas mas utilizadas son la tinciéon de metenamina de plata y la de
hematoxilina-eosina, aunque esta Ultima no es util cuando los tejidos estin necrosados
(7,19,25,31).

La visualizacion en histologia debe ser confirmada con el aislamiento en cultivo, ya que las
hifas de Aspergillus son indistinguibles de las de Pseudallescheria boydii o Fusarium sp.
Aspergillus crece bien en casi todos los medios de cultivo tanto para bacterias como para hongos,
aunque muchas especies son sensibles a la cicloheximida, por lo que debe de evitarse su uso. La
temperatura optima de crecimiento es a 37°C pudiendo ser visibles los micelios a las 48 horas de
incubacidn (19).

En ocasiones no es posible obtener una biopsia y el diagnostico debe basarse solamente en
los datos microbiologicos y en las manifestaciones clinicas (19,24).

3.1.7.2. Examen directo

Se realiza a partir de la muestra de esputo. La visualizacion de hifas sugestivas de
Aspergillus (hifas hialinas septadas de unos 2 um de diametro con ramificaciones dicotdmicas en
angulos de 45°) en el examen directo de la muestra suele ser un dato con un alto valor predictivo
de enfermedad en el contexto clinico adecuado (19). Algunos autores han demostrado
recientemente que la centrifugacion de la muestra y el examen en fresco del sedimento incrementa
de forma importante la utilidad de este procedimiento. La visualizacion directa se realiza con KOH
al 10%, con o sin componentes fluorescentes, en el que se detectan los fragmentos miceliales
bifurcados o las cabezas aspergilares caracteristicas del género (13,19,24). Anexos 2y 3.

El examen en fresco para hongos de muestras procedentes de pacientes inmunodeprimidos
debe ser realizado con rapidez y atencion y por un experto, dado que la informacion que de €l
emane puede ser de trascendencia vital para el paciente. Por otra parte, es importante recordar que
con frecuencia las muestras se han obtenido mediante técnicas agresivas para el paciente
(fibrobroncoscopias, biopsias, punciones, etc.) por lo que son dificiles de reemplazar (19).

3.1.7.3. Cultivo

Todos los productos biologicos pueden ser cultivados; los medios de cultivo empleados son

Sabouraud simple, Sabouraud adicionado con cloranfenicol y el medio Czapeck. Los cultivos se
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mantienen unos a 25°C y otros a 37°C. Como los hongos del género Aspergillus sp, se aislan con
facilidad del ambiente, se debe ser cuidadoso al emitir un diagnostico de aspergilosis (24).

En un estudio reciente realizado por Horvath y Dummer se comprobd que el valor
predictivo positivo del cultivo de Aspergillus oscilaba entre 82% de los transplantados de médula
dsea y el 14% en los pacientes seropositivos para el VIH. El aislamiento de numerosas colonias de

Aspergillus, o hacerlo repetidamente, apoya la significacion clinica de un resultado microbiologico
(19,32).

3.1.7.4. Pruebas inmuneldgicas

Las pruebas inmunoldgicas de deteccion de anticuerpos constituyen un método diagnodstico
de gran utilidad en los aspergilomas, ya que aproximadamente €l 90% de los pacientes poseen
anticuerpos detectables (19,24). La técnica mas utilizada es la inmunodifusion (ID), aunque se han
desarrollado otras con mayor sensibilidad, como el inmunoensayo enzimatico (ELISA, BALISA),
radioinmunoensayo y métodos de inmunofluorescencia indirecta. A diferencia de lo que ocurre
con el aspergiloma, estas técnicas no son utiles en el diagnéstico de aspergilosis pulmonar
invasiva. Se estan estudiando diversos métodos de deteccion de antigenos, como el
galactomanano, o de sus metabolitos, como el d-manitol, tanto en suero como en orina u otros
liquidos corporales (19,33,34). Las técnicas habitualmente utilizadas son el inmunoensayo
enzimatico, el inmunoblotting y el radioinmunoensayo. En un estudio realizado en el afio 1993
en el Centro Hospitalario de la Universidad Vaudois, Lausanne de Suiza, se detecto la elastasa IgG
anti-4. fumigatus en el suero de pacientes con aspergilosis, por medio de Western blot (35).
Aunque estos métodos tienen una gran especificidad, su sensibilidad no es muy alta, por el rapido
aclaramiento de los antigenos del suero, que hace necesario un seguimiento prospectivo y seriado
de los pacientes. En la actualidad atn no forman parte del conjunto de técnicas diagnosticas
habitual en dicho centro hospitalario (19).

El desarrollo de técnicas de biologia molecular o de deteccion antigénica puede dar lugar a
métodos muy sensibles y rapidos que favorezcan el prondstico de las aspergilosis mas graves.
Recientemente se ha desarrollado un ensayo por medio del método de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para el diagnéstico de aspergilosis invasiva en pacientes

inmunocomprometidos. Este ensayo amplifica una region de ADN ribosomal muy especifica de
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A. fumigatus cuyos resultados preliminares son muy alentadores por su elevada sensibilidad y
especificidad (19,36-39). La literatura sobre pruebas serologicas para micosis sistémicas es muy
extensa, pero no se pueden hacer muchas generalidades utiles clinicamente. Bennett atribuyo este
factor a la amplia variabilidad de pruebas y reactivos y al pequefio numero de pacientes
disponibles a un investigador (4). La falta de pruebas seroldgicas estandarizadas para micosis
sistémicas ha hecho dificil la interpretacion de resultados. Esta variabilidad también limita la
utilidad de generalidades acerca de la sensibilidad y especificidad de los métodos (7).

3.1.7.4.1. Inmunofluorescencia Indirecta
Utilizada para el diagnéstico de aspergiloma, al igual que la anterior es poco util para el

diagnostico de aspergilosis invasiva (24).

3.1.7.4.2. Radioinmunoensayo en fase sélida
Con esta prueba se detectan y cuantifican antigenos circulantes; motivo por el cual es muy

util para los casos de aspergilosis invasiva o sistémica. El indice de positividad es superior al 80%.

3.1.7.4.3. Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA)
A través de esta prueba se pueden poner de manifiesto tanto los antigenos como los
anticuerpos. Por lo que se emplea para diagnosticar cualquier tipo de aspergilosis pulmonar; a

pesar de esta caracteristica no se emplea de rutina en los laboratorios (24).

3.1.8. Obtencion de antigenos

Muchos autores han propuesto diferentes métodos de preparacion de antigenos de
Aspergillus para ser usados en la demostracion de anticuerpos homodlogos en sueros de pacientes.
Los antigenos utilizados en estas pruebas varian ampliamente, desde filtrados de cultivo
(metabolicos) hasta preparaciones miceliales (somaticas o citoplasmicas) obtenido por ruptura de
crecimiento joven (1,7).

En un estudio realizado en 1989 por Pérez y Toriello, el antigeno metabolico se obtuvo a
partir del filtrado de cultivo seglin Mishira y cols (1982). Para obtener el antigeno de Aspergillus,
se utilizo el medio de Smith con asparagina; éste se mantuvo a 30°C y en agitacion. El tiempo

optimo de incubacion para la obtencion de mejor antigeno fue de 15 dias. La masa micelial se
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separ¢ por filtracion utilizando papel filtro Whatman No. 40 y luego se procedid a diferentes
filtraciones con membranas Millipore (8.0, 0.8 y 0.45 um ). Después se dializo el filtrado y se
concentrd 10 veces por medio de ultrafiltracion con equipo Amicon, utilizando membrana PM 10
(Amicon). Resultados de diversos investigadores coinciden en la obtencion de buenos antigenos
con menor tiempo de incubacion; pero se debe tomar en cuenta que en los cultivos de mas de tres
semanas de incubacidn, Aspergillus produce carbohidrato C, el cual reacciona con la proteina C
reactiva presente en el suero humano (1).

Se han descrito diversos trabajos sobre la obtencion de antigenos de Aspergillus (Heamn y
Mackenzie, 1981; Heamn et al., 1986; Kim y Chaparas. 1978; Kim et al., 1979; Kurup et al,,
1979; Kurup et al., 1984). Sin embargo, las diferentes cepas y metodologias empleadas hacen
muy dificil una comparacion entre los antigenos. Por otro lado, a pesar de que 4. fumigatus es el
principal agente etiologico de la aspergilosis humana, también existen otras especies causales,
como lo son, A. niger y A. flavus. Es por esto que diferentes casos de aspergilosis no podrian ser
diagnosticados si las pruebas serologicas se realizaran solamente con antigenos de una sola especie
(1,40).

Entre los métodos utilizados para la preparacion de antigeno se pueden mencionar los
siguientes: crecimiento por 4 a 6 semanas en un medio liquido que posteriormente se usa como
fuente de antigeno, una variante de este es la adicion de tolueno al cultivo joven causando autolisis
en dos o tres dias. Otro método es la destruccion mecanica de micelio joven de aproximadamente
3 dias, al final de la fase logaritmica de crecimiento (7).

En 1972 Negroni y colaboradores informaron sobre un antigeno de facil preparacion,
estable, especifico, sensible y util en muchas técnicas seroldgicas. El antigeno es preparado de
acuerdo a una técnica modificada, descrita originalmente por Ajello y colaboradores en 1959. Se
inocula una suspension densa de esporas en un medio liquido dializado y se incuba con agitacion
continua a 37°C durante 4 semanas, luego el micelio se separa mediante filtracion y el filtrado es
concentrado por evaporacion (7).

Coleman y Kaufman en 1972; describieron otro método para la preparacion de antigenos
de Aspergillus, el cual ha mostrado una alta especificidad y sensibilidad para la deteccion de
anticuerpos homologos en sueros de pacientes. El antigeno es obtenido de cultivos en caldo

Sabouraud dextrosa, los que son incubados a 31°C por cinco semanas; luego de separado el

micelio el filtrado es concentrado ocho veces (7,40).
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Varios autores han hecho énfasis en que la preparacion antigénica de una sola cepa de A.
fumigatus no es suficiente para detectar anticuerpos circulantes especificos en los sueros de todos
los pacientes. Biguet y colaboradores han demostrado gran niimero de antigenos de 4. fumigatus,
estableciendo que los conejos inmunizados intensamente con estos hongos producen mas de 16
precipitinas. Por lo cual se puede deducir que deberfan esperarse muchas reacciones serologicas

cruzadas entre las diferentes especies del género Aspergillus (7).

3.1.9. Obtencién de antisueros

La capacidad para formar anticuerpos depende de la naturaleza del antigeno, dosis, modo
de administracion y la constitucion del hospedero. T a administracion de antigeno en un individuo
previamente inoculado le sigue tres o cuatro fases. Primero, existe un periodo latente durante el
cual los anticuerpos no se producen 0 no aumentan en la circulacién sanguinea. Esto es seguido
por un aumento agudo en el titulo hasta un valor maximo; después disminuye gradualmente hasta
un valor estable, donde los anticuerpos pueden ser demostrados en la sangre por meses o afios; esta
respuesta se.denomina respuesta primaria.

Una segunda estimulacion por el mismo antigeno, después de un lapso mas o menos
prolongado, dard como resultado un aumento mas rapido en el titulo que la primera inoculacion, el
pico méaximo obtenido sera mayor y los anticuerpos persistiran por un periodo mayor de tiempo.
Esta se denomina respuesta secundaria.

Las inoculaciones de refuerzo se hacen con el fin de estimular en el hospedero la tipica
respuesta secundaria de produccion de anticuerpos. Estas reinmunizaciones son administradas
cuando la concentracion de anticuerpos ha disminuido por debajo de los niveles protectores. Las
inoculaciones de refuerzo originan titulo de anticuerpos que siguen las caracteristicas generales de
las respuestas secundarias (41).

Recientemente se probd un método de inoculacion en conejos, por via intradérmica para la
produccién de antisueros fungicos contra A. fumigatus, Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis y Coccidioides immitis, con el fin de ser utilizados como sueros
control positivos para pruebas de inmunodifusion en gel de agarosa. Los antigenos se prepararon
por los métodos descritos por el Centro de Control de Enfermedades (CDC), segin la técnica
descrita por Camargo y colaboradores. Todos los conejos produjeron anticuerpos contra los

diferentes antigenos especificos en el momento en que se alcanzaron los picos de respuesta
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primaria y luego de cada refuerzo. La respuesta secundaria fue igual o menor que la primaria,
aunque se mantuvo la calidad y cantidad de bandas de precipitacion especificas detectadas por ID
(42).

Tomando en cuenta que A. fumigatus es la especie responsable de la mayoria de los casos
de aspergilosis que se presentan en el mundo entero, (43-45); en el laboratorio de Micologia del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, se realizaba el diagndstico de esta enfermedad
utilizando antigenos de esta especie (43,46), sin embargo, 4. niger, A. flavus y A. terreus
desempefian también un papel importante en la causa de la aspergilosis. Para ampliar las
posibilidades diagndsticas del laboratorio, completaron el sistema de diagndstico seroldgico de
esta micosis mediante la elaboracion de antigenos metabdlicos de estas tres especies con sus
respectivos antisueros para ser utilizados en el montaje de técnicas de inmunoprecipitacion (43).

En el presente trabajo se utilizara la técnica de produccion de antigenos metabdlicos de las
tres especies de Aspergillus con sus respectivos antisueros y posterior inoculacion a conejas
virgenes de Nueva Zelanda con un peso aproximado de 5 — 6 libras. Para la inmunizacion se
utilizara antigeno metabdlico y adyuvante completo de Freund administrado por via intradérmica,

técnica descrita por Pérez-Toriello (1,7).
3.1.9.1. Prueba de Inmunodifusion (ID)

¢ Principio de la Prueba:

La técnica de ID es una de las formas utilizadas para la determinacion de la relacion
entre las concentraciones de antigeno y anticuerpo, mediante una reaccion de formacion del
complejo antigeno-anticuerpo, dandose una precipitacion en el lugar de equivalencia (lugar en el
que se encuentran en iguales concentraciones el antigeno y el anticuerpo) y disminuye en la zona
de exceso del antigeno o del anticuerpo, la formacion de la linea de precipitacion depende de la

concentracion relativa del antigeno y del anticuerpo (47).

¢ Factores que afectan la ID:

La formacion del complejo depende de la concentracion de los electrolitos de

amortiguacion, concentracion del gel, el pH, la temperatura y la obtencién del efecto prozona (47).
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3.1.9.2. Interpretacion de la prueba de ID para aspergilosis:

La prueba de ID es la mas ampliamente utilizada por ser sencilla y rapida, ademas de no
necesitar equipo especial para llevarla a cabo. Esta ha demostrado ser de gran ayuda en el
diagnéstico de laboratorio de aspergilosis. La presencia de anticuerpos precipitantes, relacionados
al numero de bandas o titulo, indican infeccion, colonizacion o alergia debido a una especie de
Aspergillus. También es itil en el seguimiento de la enfermedad, ya que se ha notado disminucion
en el nimero de bandas de precipitinas y cambios significativos en el titulo como una respuesta de
los pacientes a la terapia (7,14).

En la prueba de ID se puede detectar la presencia de bandas. En el caso de aspergilosis
alérgica pueden presentarse de 1 a 3 bandas, en aspergilosis por colonizacién (aspergiloma)
pueden presentarse hasta 16 bandas y en aspergilosis invasiva el niumero es irregular (13,16,24).
Sin embargo, en el caso agudo fulminante en el cual no se producen anticuerpos, la prueba de ID
es muchas veces negativa (24).

También puede utilizarse la demostracion de antigeno circulante en suero o liquido
cefalorraquideo. Es muy importante utilizar tanto antigeno como antisuero de diferentes especies
de Aspergillus ya que son varios los causantes de esta patologia. La interpretacion debe hacerse
con cuidado, ya que tomando en cuenta que Aspergillus es un hongo comin en el ambiente, es
posible que se presenten reacciones positivas en las diferentes pruebas seroldgicas, por lo que es

muy importante relacionar estos hallazgos con las caracteristicas clinicas del paciente
(13,19,24 31).

3.1.10. Tratamiento

El tratamiento de la aspergilosis puede ser variable dependiendo del tipo clinico que se
presente. Sin embargo, si es una forma alérgica, se recomienda el uso de antihistaminicos y
glucocorticoides como prednisona, con dosis de 25 mg/dia por via oral durante una semana. En
las otras formas puede utilizarse el ketoconazol, 200 a 400 mg/dia y el itraconazol 200 a 300
mg/dia. El tiempo de tratamiento va a depender del cuadro clinico y de la severidad de éste
(13,24,48).

La droga mas utilizada es la anfotericina B, asociada con 5-fluorocitosina. También se han

utilizado los 1midazoles como el ketoconazol, itraconazol, sin embargo, en combinacién con la

anfotericina B resultan antagdnicos (24).
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La anfotericina B intravenosa, a dosis de 0.7 - 1.5 mg/Kg/dia , ha sido tradicionalmente el
tratamiento de eleccion para pacientes con aspergilosis invasiva. En una revision reciente de 2,121
casos de aspergilosis hubo una respuesta favorable a la anfotericina B en el 55% de los pacientes,
aunque en transplantados de médula 6sea y en casos de aspergilosis cerebral la tasa de mortalidad
fue superior al 95% (19).

La gran toxicidad de la anfotericina B ha dado lugar a la difusion del uso de derivados
lipidicos, como la anfotericina liposomal, el complejo lipidico y la dispersion coloidal. Estas
formulaciones disminuyen de forma muy importante la toxicidad y permiten administrar dosis
mucho mas elevadas (hasta 5 mg/Kg/dia). Su principal problema es su alto costo (19).

El itraconazol es otro farmaco activo frente a Aspergillus que puede utilizarse bien como
tratamiento de primera linea o como tratamiento de consolidacion tras la administracion inicial de
anfotericina B. Se han obtenido buenos resultados con este farmaco en afecciones pulmonares,
Oseas y pericardicas, entre otras (19,31,48-52).

Los aspergilomas son con frecuencia tratados quirirgicamente, sobre todo cuando se
acompafian de hemoptisis o invasiéon local. Cuando el procedimiento quiriirgico esta
contraindicado o en casos leves, el tratamiento con itraconazol ha dado buenos resultados (19).

Se plantea la cirugia para el tratamiento de aspergilosis encefalica, senos paranasales,
valvula cardiaca, aspergiloma pulmonar que causa hemoptisis, lesion pulmonar localizada y unica.
La anfotericina B parenteral no es efectiva para tratar el aspergiloma. Como plan de alternativa
para los aspergilomas que por motivos del estado del paciente no son operables, en varios centros
aconsejan la administracion de anfotericina B intracavitaria a través de un cateter implantado por
via transtoracica o por fibrobroncoscopia. Para este fin la anfotericina se prepard en gelatina o
glicerina y las dosis usadas han sido:15 a 50 mg diarios, semanales o cada 3 semanas. Se ha
observado que con la anfotericina intracavitaria se detiene la hemorragia (17).

La anfotericina B por via IV es el fairmaco de eleccion para las formas invasivas o

diseminadas. El itraconazol es una droga alternativa, es activa por via oral y sin riesgos toxicos
(7).
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4. JUSTIFICACION

La aspergilosis es una afeccion causada por especies de Aspergillus, hongos
oportunistas cuyo aislamiento a partir de muestras pulmonares no constituye evidencia de
la enfermedad por tratarse de un contaminante comun que se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza; razoén por la cual, el diagnostico se debe hacer poniendo de
manifiesto el agente causal mediante cortes histologicos o pruebas seroldgicas confiables.

En Guatemala el indice de tuberculosis es elevado, esta es una enfermedad cuyas
lesiones predisponen al desarrollo de micosis oportunistas como la aspergilosis; por lo que
se sospecha que existen pacientes con lesiones residuales que quiza ya hayan desarrollado
la enfermedad; la que se podria poner de manifiesto mediante la realizacion de pruebas
serologicas como la inmunodifusidn, la que es de gran ayuda para el diagndstico de esta
enfermedad, debido a que es simple, rapida y ademas permite el seguimiento de casos en
cuanto a evolucion y respuesta al tratamiento y actualmente ya son ampliamente utilizadas
en otros paises.

Por lo anterior es importante que en Guatemala, se cuente con antigenos y sus
respectivos antisueros de las especies de A. fumigatus, A. flavus y A. niger producidos
localmente, para ser utilizados en pruebas serologicas, las que seran de gran ayuda para
establecer un diagnostico temprano de la aspergilosis pulmonar y de esa manera contribuir
a que el médico instaure un tratamiento precoz y especifico a pacientes que tengan un
diagnostico de tuberculosis, pacientes que hayan recibido tratamiento con corticosteroides

o que no respondan al tratamiento, etc., que se encuentren en el Sanatorio Antituberculoso

San Vicente.
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S. OBJETIVOS

5.1. General:

Contribuir en el diagnodstico de aspergilosis en Guatemala, implementando la prueba de
Inmunodifusion Directa (ID) en el Servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, utilizando antigenos de A4. fumigatus, A. flavus y A. niger y sus

respectivos antisueros producidos localmente.

5.2. Especificos:

5.2.1. Preparar y evaluar la reactividad de los antigenos metabdlicos de 4. fumigatus, A.

flavus 'y A. niger mediante la prueba de ID.

5.2.2. Obtener los antisueros anti-A. fumigatus, anti-A. flavus y anti-A. niger, utilizando

los antigenos producidos localmente.

5.2.3. Validar la prueba de ID enfrentando los antigenos de cada hongo a sueros de
pacientes con diagnostico de tuberculosis, pacientes que no respondan al
tratamiento y pacientes que hayan recibido tratamiento con corticosteroides, que

se encuentren en el Sanatorio Antituberculoso San Vicente.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Universo de trabajo
6.1.1. Cepas de Aspergillus fumigatus 076, Aspergillus flavus 075 y Aspergillus niger 077
identificadas y donadas por la Dra. Conchita Toriello del Departamento de Microbiologia y

Parasitologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de México
(UNAM).

6.1.2. Muestras de sueros de pacientes del Sanatorio Antituberculoso San Vicente.

6.2. Recursos

6.2.1. Humanos

6.2.1.1. Autora: Claudia Marili Soto Leonardo.

6.2.1.2. Asesora: Licda. Maria Luisa Garcia de Lopez. Docente € investigadora del
Servicio de Micologia, Departamento de Microbiologia de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala.

6.2.2. Institucionales

6.2.2.1. Servicio de Micologia del Departamento de Microbiologia, Escuela de
Quimica Biologica Edificio T-12 2do. Nivel, Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia.

6.2.2.2 Instituto de Investigaciones Quimicas y Biologicas -1IQB-

6.2.2.3. Departamento de Microbiologia.

6.2.2.4. Sanatorio Antituberculoso San Vicente.




6.3. Materiales

6.3.1. Equipo

¢ Incubadora con agitacion marca Thomas
¢ Autoclave pequeiia

e Campana de flujo laminar

¢ Incinerador

s Balanza

o Sistema de ultrafiltracion UHP
e Tambo de gas nitréogeno

e Refrigeradora

¢ Centrifuga

¢ Microscopio

o Estufa

e Jaulas para conejos

6.3.2. Cristaleria

¢ 9 erlenmeyers de 500 ml

¢ Tubos con tapon de rosca

e Embudos

e Vasos de precipitados

e Pipetas Pasteur

¢ Laminas portaobjetos 76x26 mm
¢ Laminas cubreobjetos 22x22 mm
e Cajas de petn

¢ Varilla de agitacion

e Frascos con tapon de hule

26




Jeringas de 5 cc. de vidrio

Perlas de vidrio

6.3.3. Materiales

6.3.4.

Papel Whatman No. 40

Membranas millipore (poro 0.22 y 0.45 um)
Membranas No. 10 UHP

Agujas de doble via (calibres 14,15,18,19 y 21)
Jeringas desechables

Jeringas de tuberculina (1cc 25 G 5/8)
Tijeras grandes y pequeiias

Algodoén

Batas

Guantes

Mascarillas

Asas bacteriologicas

Papel mayordomo

Masking tape

Reactivos

Amortiguador de fosfatos pH 7.2
Solucion salina estéril (0.85%)
Fenol al 5%

Alcohol al 70%

Cloruro de sodio (85%)

Fosfato de Potasio monobasico

Fosfato de Sodio dibasico

LT P
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6.3.5.

6.3.6.

6.3.7.
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¢ Cloruro de Potasio

e Agarosa

¢ Azida de Sodio

e Adyuvante completo e incompleto de Freund
¢ Aceite mineral

¢ Thimerosal

e Xilol

¢ Glicina

e Tween 80

Medios de cultivo

o Agar Sabouraud
e Medio semisintético de Smith

¢ (Caldo Sabouraud

Modelos experimentales (6 conejas virgenes New Zeland, de la misma camada, con
un peso aprox. 5 - 6 libras y de 6 meses en adelante). Estas fueron criadas en el
bioterio de la Facultad; ademas tuvieron control veterinario y llevaron una dieta

balanceada, siendo alimentadas inicamente con concentrado marca Conejina.

Antisueros y antigenos del Centro de Contro y Prevencion de Enfermedades (CDC)
de Atlanta y del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Medicina de la UNAM.
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6.4. Procedimiento

6.4.1. Produccion de antigeno

6.4.1.1. Se inocularon 9 tubos de agar Sabouraud con cepas de las tres especies de

Aspergillus (A. fumigatus 076, A. flavus 075 y A. niger 077).

6.4.1.2. Se inocularon 6 balones de 500 ml , conteniendo 100 ml. de caldo
Sabouraud con las tres cepas de Aspergillus. Se incubaron a 26°C durante

15 dias en una incubadora con agitacion.

6.4.1.3. Se taré una caja de petri, luego se pesaron 100 mg. de micelio del hongo e
inocularon en balones de 500 ml, conteniendo medio semi-sintético de
Smith. Se incubo a 30°C durante 15 dias y siempre en una incubadora con

agitacion.

6.4.2. Obtencion de los antigenos metabdlicos

6.4.2.1. Al cabo de los 15 dias se inactivo el hongo con thimerosal al 1%; se separ6
el micelio con papel Whatman No. 40 mediante filtracion y se rompi6 con

una varilla de agitacion a la mayor brevedad posible.

6.4.2.2. Se filtr6 el sobrenadante a través de membranas Millipore de 0.45 y 0.22

um de porosidad, utilizando una bomba de vacio y un sistema Millipore.

6.4.2.3. Se concentrd el filtrado 10 veces su volumen inicial con un ultrafiltrador

(UHP), utilizando membranas PM 10 UHP.

6.4.2.4. Se dializo el antigeno dos veces con el mismo sistema, utilizando agua

desmineralizada.
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6.4.2.5. Luego se verifico la reactividad de los antigenos producidos, por medio de
la prueba de ID en gel de agarosa al 1%, utilizando antisueros del CDC de

Atlanta como controles positivos.

6.4.2.6. Se alicuotaron y almacenaron a -20°C.

6.4.3. Obtencion de sueros hiperinmunes

6.4.3.1. Se corto el pelo del lomo de cada coneja con una tijera grande y luego con

una tijera pequeiia a modo de dejar libre el area de inoculacion.

6.4.3.2. Se marcd sobre ¢l lomo de cada coneja, el area donde se realizarian las

inoculaciones.

6.4.3.3. Se dilaté la vena de la oreja con xilol y se extrajo sangre a cada una de las

conejas para comprobar que no existiera ninguna reaccion inespecifica.

6.4.3.4. Se prepar6 una emulsion con 0.5 ml de adyuvante completo de Freund + 0.5

ml de antigeno crudo de A. fumigatus, A. flavus y A. niger.

6.4.3.5. Se homogenizo con una jeringa de vidrio de 5 cc de doble via y agujas de

calibres 19,20 y 21 de didmetro.

6.4.3.6. Se realizaron de 200 a 300 pasadas con la aguja de doble via de calibre 19y

luego se realizd la prueba de la gota.

6.4.3.7. En un vaso de precipitados de 25 ml, se colocaron 20 ml de solucién

salina y se mantuvo en refrigeracion hasta el momento de utilizarla.
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6.4.3.8. Se dejo caer una gota de la emulsion con la aguja No. 21 sobre la solucion

salina, la gota se formo como una perla que no se dispersa. Si esto no

sucediera, se continua homogenizando con la aguja de doble via, hasta

lograr una completa homogenizacion entre el antigeno y el adyuvante.

6.4.4. Inmunizacion: (Este procedimiento se realizé con los tres antigenos de Aspergillus)

6.4.4.1. Inoculacion con Ag metabolico, por via intradérmica.

6.4.5.

6.4.6.

6.4.4.1.1.

6.44.1.2.
6.44.13.

6.44.14.

6.44.1.5.

6.44.16.

6.44.1.7.

Se realizaron 20 inoculaciones de 0.1 ml de la emulsion a cada
coneja, utilizando jeringas de tuberculina de Icc 25G 5/8.

Se inocularon dos conejas por cada antigeno producido.

Dia 1: se inoculd 1 ml de emulsion del Ag y el adyuvante
completo de Freund intradérmicamente.

Dia 8: se dilato la vena de la oreja con xilol, se extrajo sangre y
luego se dejd coagular para obtener el suero.

Se comprobé si los antisueros producidos por las conejas tenian
una adecuada reactividad, enfrentandolos a los Ags de
Aspergillus obtenidos, realizando la prueba de ID.

Se dejo descansar a las conejas una semana y luego se repitié
este procedimiento dos veces mas.

Se realizo una cuarta inmunizacidn ya que las bandas de

precipitacion que se formaron en la prueba de ID no eran francas.

Sangrado de las conejas por puncion cardiaca y desfibrinacion de la sangre

(ver anexos). Este procedimiento debe ser realizado por un Médico

Veterinario y la asistencia del Quimico Bidlogo.

Se verifico la reactividad de los antisueros obtenidos por medio de ID,

realizando diluciones y utilizando como controles positivos los antigenos del

CDC de Atlanta y los que fueron producidos localmente.
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6.4.7. Se alicuotaron los antisueros y se almacenaron a -20°C.

6.5. Validacion de la prueba de ID

6.5.1.

6.5.2.

6.5.3.

6.5.4.

6.5.5.

6.5.6.

Se elabor6 una carta de consentimiento y una hoja de entrevista dinigida a los

pacientes que participaron en el estudio (Ver anexo 5 y 6).

Se realiz6 una revision de fichas clinicas de pacientes del Sanatorio
Antituberculoso San Vicente, en forma retrospectiva de un periodo de dos afios
(1999 y 2000). La revisién fue debidamente autorizada por el departamento de

docencia del Sanatorio Antituberculoso San Vicente.

Se obtuvieron 20 muestras de sangre de pacientes que aceptaron participar en el
estudio; con diagnostico de tuberculosis, pacientes que no respondian al
tratamiento (tuberculosis multirresistente) 6 que tenian lesiones residuales; que se

encontraban en dicho Sanatorio.

Se realizo la prueba de ID a los sueros de los pacientes con los antigenos y

antisueros producidos.

Se realizo la lectura de las pruebas de ID a las 24, 48 y 72 horas.

Interpretacion de los resultados (anexo 4).

-Una simple banda débil puede pertenecer a un paciente con enfermedad asmatica.

-Cuatro bandas o mas se presentan en la aspergilosis alérgica con colonizacion en
bronquios.

-En el aspergiloma pueden presentarse hasta 18 bandas.

-En el caso agudo, fulminante de la aspergilosis invasiva, con defectos en el

sistema inmune en el cual no se producen anticuerpos, la prueba de ID es muchas

veces negativa.
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6.6. Diseiio de investigacion

Se realiz6 un estudio descriptivo a un nimero de 20 muestras de sangre de pacientes del
Sanatorio Antituberculoso San Vicente. Las muestras se recolectaron por conveniencia, ya que

estos pacientes tendrian que cumplir con alguno de los siguientes criterios de inclusion:

e Pacientes con antecedentes de tuberculosis o cualquier otra enfermedad que

predisponga a la aspergilosis y que tengan lesiones cavitarias residuales en los

pulmones.

¢ Pacientes que hayan recibido tratamiento con corticosteroides los cuales hayan

deprimido su sistema inmune.

e Pacientes con antecedentes de tuberculosis que no respondan al tratamiento

(tuberculosis multirresistente).

A los sueros de estos pacientes se les realizé la prueba de ID utilizando como controles

positivos los antigenos y antisueros del CDC de Atlanta y los producidos en el Servicio de

Micologia.
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7. RESULTADOS

El presente estudio fue realizado en cuatro fases:

7.1. Produccion de antigenos metabolicos de A. fumigatus, A. flavus 'y A. niger,
de los cuales se obtuvo una cantidad aceptable para la posterior produccion
de los respectivos antisueros. Se obtuvo una mayor produccion del antigeno de
A.niger. Ver Tabla No. 1

TABLA No. 1

Antigenos metabolicos de Aspergillus.

ANTIGENOS CANTIDAD OBTENIDA
EN (ml)
A. fumigatus 66
A. flavus 70.5
A. niger 122

7.2 Produccion de antisueros anti- A. fumigatus, A. flavus y anti- A. niger; producidos en el
Servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia con el fin de
implementar la prueba de ID en dicho servicio. Se obtuvo una mayor producciéon de

anti- 4. niger. Ver Tabla No. 2




TABLA No. 2

Antisueros anti-Aspergillus.

ANTISUEROS CANTIDAD OBTENIDA
EN (ml)
Anti- A. fumigatus 48 (*)
Anti- A. flavus 25 (**)
Anti- A. niger 107 (***)

(*) Se obtuvieron 21 ml de la coneja 3 y 27 mli de la coneja 4.

(**) Se obtuvieron 15 ml de la coneja S y 10 ml de la coneja 6.

(***) Se obtuvieron 48 ml de la coneja 1 y 59 ml de 1a coneja 2.
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7.3 Revision de fichas clinicas: Se revisd un total de 266 fichas clinicas, de las cuales

solamente 3 casos fueron sugestivos de aspergilosis pulmonar diagnosticados clinica y

radiologicamente. Ver Tabla No. 3

TABLA No. 3
CASOS SUGESTIVOS | OTROS DIAGNOSTICOS TOTAL DE
DE ASPERGILOSIS PULMONARES FICHAS CLINICAS
03 263 266

7.4 Prueba de ID realizada a los sueros de los pacientes enfrentados con los antigenos

producidos localmente. Ver Tablas 4,5y 6.




TABLA No. 4

Sueros de pacientes enfrentados con el Antigeno de 4. fumigatus.

Resultado No. de Muestras Porcentaje (%)
No reactivo 20 100
Reactivo 00 0
Total 20 100
TABLA No. 5

Sueros de pacientes enfrentados con el Antigeno de 4. flavus.

Resultado No. de Muestras Porcentaje (%)
No reactivo 20 100
Reactivo 00 0
Total 20 100
TABLA No. 6

Sueros de pacientes enfrentados con el Antigeno de 4. niger.

Resultados No. de Muestras Porcentaje (%)
No reactivo 20 100
Reactivo 00 0
Total 20 100
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Uno de los objetivos principales de este trabajo fue la produccion de antigenos y los
respectivos antisueros de las tres especies mas comunes de Aspergillus (A. fumigatus, A.
flavus y A. niger), para implementar la técnica de inmunodifusion 1D en el Servicio de
Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos
de Guatemala; lo que contribuye con el diagndstico de las micosis pulmonares en
Guatemala, en este caso de la Aspergilosis Pulmonar en pacientes con antecedentes de
tuberculosis, pacientes que no responden al tratamiento de la tuberculosis y pacientes que
estan siendo tratados con corticosteroides.

Durante el desarrollo del trabajo experimental, se encontraron algunos inconvenientes
como lo fue la contaminacion de los cultivos, esto llevo aproximadamente unos 8 meses en
lograr obtener cultivos puros de los hongos, los filtrados obtenidos se concentraron y
dializaron para la produccion de los antigenos metabdlicos y su posterior utilizacion en la
inmunizacidn de los modelos experimentales (Conejas virgenes de Nueva Zelanda) para la
produccion de antisueros de las tres especies de Aspergillus antes mencionadas, lo cual se
logré inoculando los modelos cuatro veces para optimizar la produccion de los antisueros.

A los tres antigenos producidos se les comprobd su capacidad antigénica mediante la
prueba de ID utilizando los correspondientes antisueros control de cada una dc las especics,
donados por el CDC de Atlanta, los cuales mostraron bandas francas dec identidad. Estos
tres antigenos también fueron enfrentados con antisueros de H. capsulatwm, C. immitis 'y P.
brasiliensis para comprobar que no existiera alguna reaccion cruzada.

Al enfrentar los tres antigenos cntre si,  con los antisucros producidos de las tres
cspecies se pudo comprobar que existia rcaccion cruzada cuando se enfrento ¢l antigeno de
A fumigatus contra el antisuero de 4. niger. Estudios mmunologicos de las especies de
Aspergillus han establecido que comparten también determinantes antigénmicos de género.
los cuales generalmente se cxpresan de mancra mas débil que los homologos, aunque

algunos autores han sefialado que ¢en ocasiones los determinantes antigénicos son
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reconocidos mucho mas facilmente que los de especie, dando lugar a las reacciones
cruzadas intragenéricas (43,45).

Durante la produccion de antisueros el mayor problema fue el cuidado de los modelos
experimentales, ya que se murieron de inanicion durante el mes de diciembre y se tuvieron
que volver a comprar; esta vez las conejas estaban demasiado pequefias y en malas
condiciones nutricionales; su alimentacion se controld y se cuidaron diariamente, ademas
de algunas visitas realizadas por un Médico Veterinario; por lo que se recomienda que
siempre se encuentre una persona de turno durante las vacaciones para cuidar a los
animales que se encuentren en el bioterio. Las conejas fueron alimentadas con
concentrado marca Conejina y esta vez llegaron a un peso de 9 libras, que resulté ser
suficiente, ya que el peso requerido es mayor de 6 libras.

Luego de realizar las inmunizaciones a cada una de las conejas, se sangraron, para
obtener los antisueros y evaluar su reactividad por medio de la prueba de ID utilizando
controles positivos. El suero que se obtuvo se hemolizd, probablemente esto sucedi6 por
la forma de recolectar la sangre en los recipientes. Por lo que se considera importante
mejorar la t'cnica de recoleccion de la sangre para evitar la hemolisis y de esa manera
optimizarla. Se afiadieron perlas de vidrio a la sangre recolectada y luego se mezcld
cuidadosamente hasta que se formara un coagulo, se dejo reposar durante 30 minutos y
luego se extrajo el suero.

La prueba de ID ha sido ampliamente reconocida como una prueba de gran utilidad
para el diagnostico de las micosis profundas y en particular de la aspergilosis. Su sencillez,
bajo costo, buena sensibilidad y alta especificidad cuando se emplean controles adecuados,
la hacen una prueba de amplio uso en la actualidad (44). Ademads, se ha podido
correlacionar la apariciéon y nimero de bandas con las principales formas clinicas de la
enfermedad, lo que le confiere un valor adicional a esta prueba (7,14,43).

En este trabajo se logré producir los antigenos y antisueros de las tres especies de
Aspergillus, los cuales sirvieron para validar la prueba de ID, la cual sera de gran utilidad
para el diagnostico de aspergilosis en Guatemala.

Los resultados obtenidos de las muestras de los pacientes que participaron en este

estudto, revelaron que el 100% (20 muestras) no reaccionaron con los antigenos de 4.
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fumigatus, A. flavus y A. niger, tanto con los que se produjeron en el Servicio de Micologia,

como con los donados por el CDC de Atlanta.

Del total de las fichas clinicas revisadas (266), se encontré que solamente 3 (1.1%)
casos fueron sugestivos de aspergilosis por los sintomas que presentaban. Su diagnéstico
debe realizarse mediante una correcta valoracion de los datos clinicos, radiolégicos,
micologicos y seroldgicos; en la medida que se obtengan preparados antigénicos y los

correspondientes antisueros de una calidad superior, contribuiremos a lograr un diagndstico

mas efectivo de esta micosis.
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10. RECOMENDACIONES

Ampliar este estudio en poblaciones de pacientes con otro tipo de afecciones que
predispongan a la aspergilosis, como por ejemplo neutropenia, linfomas,

transplantes de drganos, etc.

Evitar la contaminacion de los cultivos, trabajando en la campana y desinfectandola

previamente con fenol durante 15 minutos.

Se recomienda producir antigenos de Aspergillus periddicamente, ya que su

potencia disminuye con el tiempo.

Realizar mas estudios sobre la deteccion de anticuerpos anti- Aspergillus en
pacientes con afecciones pulmonares (micosis profundas), para conocer la

frecuencia de aspergilosis en Guatemala.

La aspergilsis pulmonar secundaria a tuberculosis debe de tomarse en cuenta en el

diagnostico diferencial del resto de patologias que afectan a nivel pulmonar.

La técnica de sangrado de los modelos experimentales para la obtencion de

antisueros, debe ser mejorada y asi evitar la hemdlisis.
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12. ANEXOS




Anexo No.1

Desfibrinacion de la sangre
Material necesario:

e Recipientes plasticos 6 de vidrio.

¢ Perlas de vidrio.
Meétodo:

e Afiadir las perlas de vidrio y la sangre al recipiente con mucho cuidado para evitar la

hemolisis.

e Mezclar cuidadosamente hasta que el coagulo se haya formado completamente

aproximadamente de 10 — 20 minutos. No deje coagular la sangre sin haberla mezclado.

e Dejar reposar la sangre coagulada durante 30 minutos, y extraer el suero que contendra

las células libres.

Referencia: Hudson L, Hay FC. Inmunologia Practica. 1 ed. England:JIMS, 1979. (p. 19-20)
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Examen directo de cultivos de Aspergillus: a) A. cla-

‘valus, cabezas aspergilares alargadas, con fidlides grandes y
cadenas cortas de fialoconidios; b A flavus, vesicula esférica
con fidlides que la cubren totalmente; 2) A, fumigalus, vesicula
gichnsa con fidlides que abarcan aproximadamente las dos ter-

ceras partes de ella; fialoconidios en grandes cadenas: d) A. P
aiger, cabeza aspergilar cubierta totaimente de fidlides y fialo- /7 .-
conidios neqros,

Lopez R, et al. Micologia Médica; procedimientos para el diagnéstico de laboratorio. | ed.

M¢cxico: Tnllas, 1995, [94p.
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c.f. Hifas ceptadas con ramificacion dicotémica en dngulo agudo.
(e) Plata-mctenamina, 10x. () Plata-metenamina, HE, 40x.

Lopez R, et al. Micologia Médica; procedimientos para el diagnaostico de laboratorio. 1 ed.

Méeéxico: Trillas, 1995 194p.




Anexo No. 4

Esquema utilizado para la Inmunodifusion (ID)

\o

Asg A fumigatus Cy

Cs

) Ac A. fuyga
Ag A. fumigatus

O

O Ag A. flavus

o o= A

Ag A. flavus Ag Aflavus

O

Ag A. niger

Q/
O Ac A. niger O Ag A niger”

O




Anexo No. S

PROYECTO: “Produccion de Aspergilinas y antisueros anti-. fumigatus, anti-4. flavus y anti-4.
niger para el diagnostico de Aspergilosis Pulmonar™.

4
IDENTIFICACION: Este estudio esta siendo conducido por la Licda. Maria Luisa Garcia de .opez
en ¢l servicio de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas v Farmacia. Usted esta invitado a
participar como voluntario dentro del estudio anteriormente mencionado.

PROCEDIMIENTO: Durante el estudio sera entrevistado acerca de datos personales, forma de
trabajo. etc. Las entrevistas seran realizadas por la Br. Claudia Soto (tesista) v serd informacion
confidenciak ademas se le extraeran 3 cc de sangre para realizarle 1os exdmenes.

RIESGO: No existe ninglin riesgo especifico relacionado con su participacion en este estudio.
BENEFICIOS: St usted participa en este estudio, recibird los resultados de los examenes realizados.

CONFIDENCIALIDAD: Su participacion sera mantenida en la confidencialidad de acuerdo a la
practica médica estandar. Su nombre no serd utilizado en ningan reporte ¢ publicacion resultante de
este cstudio; solamente serd utilizado en ¢l informe de su examen, el cual serda entregado
directamente a su médico.

CONSIDERACIONES FINANCIERAS: Su participacion en este estudio no implica ningin gasto
para ustcd. No se le dara compensacion directa por participar.

PARTICIPACION VOLUNTARIA: Su participacion en este estudio es voluntaria. Ud. puede
decidir no ser parte del mismo o salir en cualquier momento.

CONSENTIMIENTO:
1. Yo reconozco que mu participacion en este estudio es voluntario. Tengo la libertad para

participar o salir de ¢l ¢n cualguier momento.

2. Doy el permuso a los investigadores para utilizar la informacion recolectada en ¢l
cucstionario, asi como de extracrme la muestra de sangre solicitada.

Nombre del paciente Frema del paciente

Firma del investigador I'echa
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Anexo No. 6

Sanatorio Antituberculoso San Vicente

No. de orden

Nombre del paciente: Ldad:
Sexo: M F Procedencia: : . Religion
Profesion: Servicio: B

Diagnostico clinico ( y/o0 agente que se sospecha):

L}

SIGNOS Y SINTOMAS

Fiebre

Tos

Dolor Torécico
Hemoptisis
Otros (especificar)

TRATAMIENTO __ Ninguno

Drogas anti-TB

) L Otros _
LABORATORIO B BK positivo o Frote
BK negativo Cultivo

RADIOGRAFIA DE TORAX

Descripeion:




ASESORA

/ i
Lid,&rardo/beonef Atroyo Catalén
DECANO
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