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RESUMEN 

La técnica de inmunoperoxidasa ofrece ventajas sobre los métodos 
convencionales de inmunofluorescencia, y es además una excelente herr! 
mienta para el diagnóstico de micosis en tejidos fijados en fonnalina. 

Con el objetivo de evaluar dicha técnica para el diagnóstico de la 
aspergilosis pulmonar, en el presente trabajo conejos fueron experimen
talmente infectados con un aerosol de esporas del hongo y sacrificados 
a intervalos detenninados. 

Muestras representativas de pulmón fueron fijadas en fonnalina amo_!:. 
.tiguada al 10%, incluidas en parafina y cortadas a 4um de espesor; pos-
teriormente fueron coloreadas con las técnicas de hematoxilina eosina, -
ácido periódico de Schiff (PAS), Gómori y con la técnica indirecta de in
munoperoxidasa. Paralelamente muestras de pulmón fueron seleccionadas pa
ra su estudio micológico correspondiente, sembrandose en cajas contenien
do Sabouraud dextrosa agar. 

Se observaron las modificaciones en la localización inicial del hon
go después de su inhalación, la viabilidad del mismo y las lesiones desa
rrolladas durante 1a infección. Al hacer la evaluación comparativa entre -
las diferentes técnicas de histopatologfa, se apreció que el método de in
munoperoxidasa mostró una mayor sensibilidad para detectar Aspergillus, i.!! 
cluso en aquellas secciones de tejido donde ya no era posible identifica,r 
elementos micóticos con las técnicas de PAS y G6mori. 



El uso de la técnica de inmunoperox1dasa ofrece una mayor capacidad 
para identificar elementos mic6ticos en infecciones discretas o iniciales. 
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I. I N T R o o u e e I o N 

El aparato respiratorio es una de las porciones del organismo que 
está en contacto pennanente con el med1o ambiente. El aire inhalado du
rante la respiraci6n proporciona una comunicaci6n directa del organismo 
con el exterior, lo que hace inevitable la presencia de agentes pat6genos 
o potencialmente pat6genos en dicho aparato. Estos agentes incluyen des
de microorganismos infecciosos, tóxicos químicos y polvos minerales, has
ta partículas inmunógenas contenidas en el aire (Green, 1977). 

A nivel pecuario los agentes pat6genos más importantes del aparato -
respiratorio son los agentes infecciosos. Las infecciones respiratorias -
de los animales domésticos representan en la actualidad uno de los mayo-
res renglones de pérdidas económicas de la industria pecuaria en México -
(Pijoan, 1978), debido a su alta incidencia, a los múltiples agentes etio-
16gicos involucrados y al efecto nocivo que presentan sobre la conversi6n 
alimenticia y el crecimiento de los animales. Generalmente estos padecimien_ 
tos no son de carácter mortal (excepto en animales jovenes), y en cambio, 
tiende11 a la cronicidad afectando la eficiencia respiratoria del animal al 
disminuir la cantidad de tejido funcional (Thomson, 1978). Además retardan 
el crecimiento de los animales y aumentan sus necesidades de alimentacl6n 
(Iglesias, 1981). 

En México se han realizado diversos estudios para determinar la inci
dencia de problemas neumónicos en los animales domésticos. Pijoan y col. 
(1978) informan que aproximadamente un 10% de los cerdos sacrificados en 
el Rastro de Ferreria, D.F., presentan lesiones de tipo neumónico. Maque
da (1977) encontró una incidencia del 50% de lesiones neumónicas en cer--
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dos sacrificados en diferentes rastros del pafs. Pijoan en 1976 estimó que 
las pérdidas económicas debidas a padecimientos de tipo neumónico, podrfan 
ser de 13.4 millones de pesos al año, tomando en cuenta los costos y la -
producción porcina de 1976. 

Las infecciones respiratorias utilizan diferentes vfas de contamina-
ción, aunque la mayor parte de ellas se transmiten por el aire en fonna de 
aerosoles (Jubb y Kennedy, 1974). Estos padecimientos pueden ser de carác
ter agudo o crónico, siendo los últimos, los más importantes por su diffcil 
diagnóstico y tratamiento. 

Existe un gran número de microorganismos asociados con este tipo de -
infecciones, como virus, bacterias, parásitos y algunos hongos, que de a-
cuerdo a su patogenicidad se pueden clasificar como: 
a) Patógenos primarios: aquellos capaces de producir enfennedad por sf só
los en un hospedador normal. 
b} Patógenos secundarios: los cuales no pueden desencadenar la enfennedad 
por s f mismos, al no superar los mecanismos de defensa de 1 hospedador, r! 
qui ri.endo por lo tanto que es tos mecanismos se vean deprimidos para poder 
desencadenar la enfermedad. Los factores que pueden deprimir estos mecani1 
mos pueden ser de tipo ffsico {temperatura, humedad), químico {corticoste
roides, gases tóxicos}, y las infecciones por un pat6geno primario (Pijoan, 
1978). 

De los agentes infecciosos involucrados en los padecimientos respirat.Q. 
rios, los hongos son quizas de los menos estudiados. Esto puede ser debido 
al carácter crónico e insidioso de la mayorfa de las infecciones producidas 
por ellos y a que las lesiones macroscópicas producidas suelen ser simila
res a 1 as desarro 11 a das por otro tipo de agentes, como !1,Ycobacterium spp. 
(Trigo y col., 1978}. Estudios anteriores realizados en nuestro país sugi~ 
ren que las infecciones micóticas pulmonares son mas frecuentes de lo que 
generalmente se piensa. En un estudio realizado por Chávez en 1978, se ai1 
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laron hongos en el 21.5% de las muestras de pulmones neumónicos de cerdos 
obtenidas en el Rastro de Ferrerfa, D.F., de los cuales Aspergillus spp. 
fué el más frecuentemente involucrado (46.1% de los aislamientos), sugi
riendo una actividad como patógeno primario o secundario; mientras que _
Trigo y col. en 1978 aislaron Aspergillus fumigatus a partir de lesiones 
de tipo granulomatoso de unos pulmones de un bovino Holstein, también -
procedentes del Rastro de Ferrerfa, D.F •. Estos hallazgos concuerdan con 
los de otros autores que mencionan que Aspergillus spp. es el hongo con 
mayor actividad patógena en animales (Austwick en Raper y Fennell, 1966), 
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EL DEPOSITO DE PARTICULAS INHALADAS EN El APARATO RESPIRATORIO 

Independientemente de su composición, los agentes patógenos o poten
cialmente patógenos que penetran al pulmón, lo hacen suspendidos como fi
nas partfculas en fonna de aerosol o como material gaseoso (Green, 1973). 

El término aerosol se utiliza para nombrar sistemas de gotas de lf-

quido o pequeñas partículas que están dispersas en el aire y que permane
cen suspendidas durante un período considerable. Para que se considere -
que una partfcua está en estado de aerosol debe tener dos requisitos esce!!. 
ciales: deben sedimentar lentamente y la suspensión debe ser estable (Green 
citado por Campos, 1977). El tamaño de las gotas del aerosol está determin~ 
do por la humedad existente en el medio ambiente (Little citado por Pijoan, 
1978). Cuando la hwnedad relativa es muy elevada, mayor del 90%, las gotas 
suspendidas se unen entre sí por puentes de Hidrógeno fonnando partículas 
muy grandes que se sedimentan con rapidez sin ser inhaladas. Las humedades 
relativamente bajas, menores del 50%, no penniten que las gotas permanez-
can en el aire, son deshidratadas y tampoco pueden ser inhaladas (Little -
citado por Pijoan, 1978). 

El depósito de partículas inhaladas en forma de aerosol en la mucosa 
del tracto respiratorio o en la superficie alveolar depende de varios faf_ 
tores;tanto ffsicos (inercia, sedimentación y difusión), como inherentes 
a la propia partícula (tamaño, fonna, densidad y solubilidad); así, todas 
las partículas inhaladas mayores de 10 um son retenidas en la cavidad -
nasal, ya sea por las vellosidades propias de la cavidad como por los cam
bios bruscos de dirección que sufre el aire al ser inhalado, lo que ocasiQ. 
na que las partículas suspendidas choquen, por inercia, en la superficie -
epitelial de los cornetes. La sedimentación (depósito por gravedad) depen-

6 



de de la densidad y fonna de la partfcula, su efecto se observa principal 
mente en las partfculas de 3 a 10 um, cuando la velocidad del aire es baja, 
por lo que dichas partfculas se depositan en las ramificaciones del arbol 
traqueobronquial. Sólo aquellas partículas cuyo tamaño está entre 0.5 y 3 
um llegan al alveolo depositándose en sus paredes. Las partfculas menores 
de 0.5 um, debido a su pequeña masa, no son capaces de adherirse y salen, 
por difusi6n, durante la expiraci6n lGreen, citado por Iglesias, 1981). 

Todo material inhalado, sin embargo, interactúa con los mecanismos -
pulmonares de defensa del hospedador, que están destinados a la remoci6n 
e inactivación de tales partfculas; por lo que la localización inicial de 
las mismas se modificará de acuerdo a la capacidad de estos mecanismos -
de defensa. El estudio del depósito regional de las partfculas inhaladas 
es importante para comprender la patogénesis de la patología pulmonar, -
ya que gobierna la localización inicial del material patógeno que penetra 
al pulmón. 

Las partículas inhaladas que se depositan en la mucosa del tracto res
piratorio activan una triple respuesta de defensa del organismo: fagocito-
sis, aumento de secreción y mecanismos de transporte (Green, 1973). Estos 
mecanismos de defensa tienen como doble finalidad la remoción y la inacti
vación de partículas depositadas en este lugar. La remoción está determin~ 
da básicamente por el aparato mucociliar, los reflejos tusigeno y del estor. 
nudo y el transporte por macrófagos. los mecanismos de inactivación están 
representados por las sustancias bactericidas, la fagocitosis de los macr.Q. 
fagos alveolares, el interferon y la fagocitosis inmune. Aunque los siste
mas de remoción e inactivación de partículas son independientes uno del o
tro, trabajan en conjunción (Pijoan, 1978). 

A. Mecanismos de remoci6n: 
1) Reflejos: En la primera parte del tracto respiratorio la limpieza de 
de partfculas extrañas se lleva a cabo por los reflejos tusfgeno y del 

7 



estornudo, que son controlados por impulsos nerviosos. 

2) Aparato mucociliar: En el arbol traqueobronquial la limpieza se reali
za por el aparato mucociliar, compuesto por un epitelio cilindrico cilia
do seudoestratificado con células calicifonnes y por una doble capa de m.Q. 
co que recubre la mucosa. El moco posee una capa externa viscosa en estado 
de gel, donde se depositan las partfculas; y una capa interna, flufda, en 
estado de sol, donde se mueven los cilios en dirección ascendente, para -
transportar las partículas depositadas hacia la orofarínge y su posterior -
deglusi6n y eventual destrucción en el aparato digestivo {Green y col. ---
1977). 

Los mecanismos de transporte a nivel traqueobronquial dependen de la 
actividad secretora de las glándulas serosas y mucosas de la submucosa y 

de las células caliciformes de la mucosa, y de la actividad del sistema ci
liar. Las características de las secreciones y de la actividad ciliar están 
influenciadas en gran medida por previa exposición a materiales irritantes, 
presencia de infecciones cr6nicas en el pulmón y por el estado de hfdrata-
ción del hospedador (Green y col., 1977) 

Existe también un transporte de los espacios periféricos intersticia
les del lóbulo a los bronquiolos terminales, a sitios periarteriolares, pe
rivenosos, subpleurales y paraseptales, y de ahí, por los conductos linfáti 
cos, a nódulos reticuloendoteliales distantes (Pijoan, 1978). 

3) Transporte por macr6fagos: Las partículas fagocitadas por los macrófagos 
alveolares también son transportadas hacia afuera del alveolo tanto por vía 
del aparato mucociliar hacia el es61'ago, como por vfa linfática local hacia 
los ganglios linfáticos bronquiales y mediatfnicos. Estas células son los -
principales macr6fagos nativos del pulmón y es su responsabilidad la capta
ci6n y detoxificaci6n de las partículas inhaladas. La actividad de fagocit.Q. 
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sis de los macr6fagos alveolare~ se ve favorecida por la sustancia surfaf_ 
tante producida por los neumoci tos tipo II, que recubre a las partfculas 
inhaladas haciendo la fagocitosis más eficiente (Green y col., 1977). 

B. Mecanismos de inactivaci6n: 
El procesamiento intracelular de partículas inhaladas también depen

d~ de las características físicas, quimicas y biológicas de la partfcula. 
Este mecanismo incluye la acción de revestimiento de la sustancia surfac
tante, interacción quimica con gases oxidantes e iones metálicos, solubi
lizaci6n de sales, ciertos minerales y otras sustancias químicas bacteri
cidas como la lisozima, la B lisina y la lactoferrina; sustancias capaces 
de 1nactivar bacterias tanto Gram + corno Gram -, y por ú1timo, la fagoci
tosis por los macr6fagos alveolares lPijoan, 1978). 

El sistema de fagocitosis alveolar es el más importante mecanismo de 
inactivaci6n que posee el pulmón (Pijoan, 1978). Este depende del aparato 
enzimático y metabólico y de múltiples tactores intracelulares del macró
fago, que contienen, neutralizan y destruyen el material ingerido por la 
célula. Se incluyen propiedades lisosomales y sustancias microbicidas CQ. 

rno el per6xido de Hidrógeno. El proceso de fagocitosis también depende -
del metabolismo energetico y de la generación y uso de ATP asociado a la 
membrana, sistema que es altamente susceptible a agentes del medio ambie!!_ 
te. 

Green en 1970! demostr6 que la fagocitosis es un mecanismo de inacti
vaci6n más eficiente que el acarreo por el aparato mucociliar, aunque éste 
es mas rápido (Iglesias, 1981). En algunos casos también se observa fagocj_ 
tesis y lisis inmune, y parece ser que estas reacciones son mediadas por -
inmunoglobulinas del tipo lgG (Green y col., 1977). 
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LA ENFERMEDAD 

La aspergilosis es una enfennedad infecciosa, mic6t1ca, producida por 
diferentes especies del género Aspergillus, de las cuales~· fumfgatus es 
la que ha sido más frecuentemente involucrada (Ainsworth y Austwick, 1973), 
aunque existen otras especies como A· flavus, f2, niger y f2. nidulans que 
pueden actuar como pat6genos (Raper y Fennell, 1966). 

La capacidad de los hongos del género Aspergillus de desarrollarse de.!!_ 
tro de tejidos vivos, los hace responsables de diferentes enfermedades en -
el hombre y en los animales; sin embargo, el término aspergilosis es usual
mente restringido a la infecci6n del tracto respf ratorio, aunque debe usar
se para indicar cualquier tipo de infecci6n producida por éstos hongos (Ra
per y Fennell, 1966). 

Historia 
La aspergilosis fué quizás una de las primeras micosis animales en ser 

descubierta~ a principios del siglo XIX, cuando las bacterias empezaban a 
ser estudiadas. P. K. Austwick en el capitulo sobre Patogenicidad del libro 
"The Genus Aspergillus", de Raper y Fennell (1966), ofrece una excelénte r! 
seña historica de éstos microorganismos remontándose hasta los trabajos de 
Reamur (1749), quien en una de las primeras observaciones de la actividad 
pat6gena del hongo, describe la presencia de mohos sobre huevos incubados. 

' Montagne (1813), realiza la primera descripci6n del hongo en un animal vi
vo al informar la presencia de un "moho o mucor azul" dentro de los sacos 
aereos torácicos de un pato. Meyer y E111T1ert (1815) y Jager (1816) descubrí! 
ron condiciones similares, mientras que Roger y Montagne (1842) efectuan el 
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primer reconocimiento de la relación de Aspergillus con lesiones en tales 
órganos. A partir de Robin (1853), la presencia de Aspergillus en condici.Q 
nes patológicas es descrita con mayor frecuencia. Probablemente el primer 
informe de una aspergilosis en mamfferos fue hecho por Rosseau y Serro-
rier (1841) en lesiones pulmonares de un ciervo. Subsecuentemente fue des
crita en equinos por Rivolta (1856), en perros por uotti (1871), en bovi-
nos por Zurn (1876), en conejos por Smith (1915) y en cuyes por Ainsworth 
y Austwick (1955). En los trabajos de Virchoff (1844) y Sluger (1847), se 
menciona por primera vez a Aspergillus en las enfermedades pulmonares del 
hombre. 

Las investigaciones en el campo de la bacteriologfa en la segunda mi-
tad del siglo pasado y en la primera del actual, desplazaron hasta cierto 
punto el ínteres de las investigaciones sobre éste y otros hongos. Los tr~ 
bajos sobre Aspergillus parecen sufrir una pausa hasta 1952, con la revi-
si6n de Hinsen y col., Monad y col. (1957), Symners (1962), y con la reco
pilaci6n de Raper y Fennell en 1966. 

Los informes de los últimos años indican que en el hombre Aspergillus 
puede producir infecciones de tipo pulmonar, cutáneo, óseo, gastrointesti
nal" genitourinario y en los sistemas circulatorio y nervioso central (R.Q. 
bbins, 1975; Barret y col., 1977); también se han descrito invasiones ocu
lares, de senos paranasales, así como diseminación a todo el organismo -
(Abernathy citado por Barret y col., 1977). En gatos, ovinos, caballos y 
conejos ocurre usualmente la fonna broncopulrnonar, aunque en gatos han -
sido descritas infecciones sistemicas (Fox y col., 1978), intestinal (Bol 
ton y col., 1973) y asociadas con sinusitis orbital (Wilkinson y col., --
1982). En equinos Aspergillus ha sido encontrado en la micosis gutural -
(Rawlinson, 1978); mientras que en conejos puede presentarse también una 
infección gastrointestinal o generalizada (Thurston y col., 1979). En bo
vinos y ovinos, adem~s de la fonna pulmonar puede ocurrir intección uterj_ 
na con infección y expulsión del feto -aborto mic6tico-, o infección de -
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la g14ndula mamaria -mastitis m1cótica- (Gillespie y Timoney, 1983). En el 
perro sólo se observan infecciones en los senos paranasales y frontales -
(Barret y col., 1977; Poli y col., 1981), o en la presentaci6n sistemica 
(Wood y col., 1978}. En aves la enfennedad es mucho más frecuente y puede 
ocurrir en pollos (Ghori y Edgar, 1981), patos (Rejo y col., 1978), pavos 
(Hacking y Blandsford, 1971), gansos y palomas (Taylor, 1966), asf como en 

aves de ornato y de zoológico (Ainsworth y Austwick, 1973). la enfermedad 
sistemica también ha sido reproducida experimental111enle e11 monos (Mahajan 
y col., 1978). 

Etiologi'a 
los hongos del género Aspergillus pertenecen al grupo de los Ascomice

tos. Son aerobios y se cultivan en medios de rutina para hongos como el de 
Sabouraud o el de Czapek. En condiciones naturales el crecimiento y espor!:!_ 
laci6n del hongo se ven favorecidos por un exceso de humedad y calor en el 
medio ambiente, aunado a una abundancia de matéria org~nica. Para que Asper
~ se propague se requiere que el medio de crecimiento tenga de 15 a -
25% de humedad, temperatura de 30 a 36ºC, con un rango de 5.5 a 45ºC. las 
esporas no pueden genninar a temperaturas de 4.4ºC, aunque no mueren, y -

son destruidas con temperaturas de 77 a lOOºC. La humedad en el medio am
biente deberá ser entre un 80 y 85% (Ghazilkhanian, 1982). 

Epidemiología 
la aspergilosis se ha descrito en todo el mundo. Se cree que es más 

frecuente en la época humeda del año y se presenta habitualmente donde -
existe aglomeración de animales. Las condiciones de medio ambiente que re
quiere el hongo para su crecimiento y esporutación se observan con frecue.!!_ 
cia en el almacenamiento de granos y forrajes, que se convierten en la prin_ 
cipal fuente de infección para los mami'feros domésticos (Jubb y Kennedy, -
1974; Trigo y col., 1978). En el caso de las aves la presencia de camas en 
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mohecidas en los corrales de crianza representa la mayor fuente de esporas, 
asf como el uso de plantas de 1ncubaci6n contaminadas (Rejo y col., !978; 
Gordon, 1980). 

Patogenicidad 
Las enfermedades producidas por Aspergillus se clasifican en tres gru-

pos: 
l) Infección o micosis: Es la Invasión de tejidos vivos por el hongo, puede 
ser: 

a) Primaria: resultado de la entrada del hongo directamente en un tejido 
sano del hospedador 

b) Secundaria: resultado del crecimiento del hongo en lesiones previas o 
como complicacion de enfermedades debilitantes. 

2) Alergia: Asociada con la inhalación de conidias u otro contacto con el -
hongo. 
3) Intoxicación: Por la inge~tlón de medicamentos que contengan rnetabolitos 
tóxicos producidos por el hongo. 

Aunque algunos autores dudan de la capacidad de Asper9illus para desen
cadenar una infección primaria (De Vries y Connane, 1966; Barret y col., --
1977), la mayoría de ellos coincide en que la aspergilosis puede ser una i.!! 
fecci6n respiratoria primaria iniciada por la inhalacion repetida de esporas 
(Ainsworth y Austwick, 1973; Jubb y Kennedy, 1974; Trigo y col., 1987). -
Aspergillus fumlgatus es sólo superado por Histoplasrria capsulatum, Coccidloi
des immitis y Blastomices dermatitidis como causa mlcótlca de enfermedad -
sistemica en humanos y es el hongo patógeno más frecuente en animales, parti
cularmente en aves (Austwick en Raper y Fennell, 1966). .. . 

El papel de Aspergillus como causante de complicaciones en pacientes 
debilitados o inmunocomprometldos es ampliamente conocido; después de Can
dida , Aspergillus ha sido el agente más frecuentemente involucrado con 
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micosis invasivas en tales circunstancias (Schafer y Medof1, 1979). Es 
frecuente encontrarlo en casos de tuberculosis, enfermedad de Hodking, 
anemia aplastica, leucemia, linfosarcoma y otro tipo de neoplasias y/o 
por el tratamiento a largo plazo de antibióticos, corticosteroides, irr!_ 
diación, citot6xicos y otros agent~s ittmunosupresores (Sandhu y col., 1970¡ 
Robbins, 1975). El papel de algunos de los factores anteriores en la pre
disposición del hospedador hacia las infecciones oportunistas mic6ticas -
ha sido demostrado en experimetos con animales. Sandhu y col. (1970), -
demuestran un marcado incremento en la suceptibilidad de ratones tratados 
con cortisona a la exposici6n de un aerosol de Aspergillus en comparaci6n 
con ratones no tratados expuestos al mismo aerosol. Kurup y col. (1981), -
comprobaron lo anterior en conejos, y White (1977), menciona que existe -
un aumento en la germinaci6n de conidias de Aspergf llus fumigatus en el pul 
m6n de ratones expuestos en condiciones similares a las anteriores. 

Signologfa 
La enfermedad ha sido muy bién estudiada en el caso de las aves, en -

las que se puede presentar en cuadros agudos o cr6nicos. La fonna aguda es 
importante sobre todo en jovenes, áonde es llamada "Neumonía de la criado
ra"; en ocaciones es asociada con la vacunaci6n de organismos vivos como el 
virus de Newcastle {Ghazikhanian, 1982). Las aves afectadas se muestran in
diferentes, se presenta pérdida de apetito, disnea, aumento de temperatura, 
diarrea fétida y rápida pérdida de peso. Es posible observar convulsiones -
en aves afectadas 24-48 horas después de los primeros signos y la muerte -
puede sobrevenir en muy corto tiempo (Ainsworth y Aust;lic~, b7J; Gordon, 
l~o1.1). La forma cr6nica de la aspergilosis en aves es insidiosa y las a
ves afectadas puedes sobrevivir por largos períodos con gradual pérdida de 
condici6n. Se pueden presentar signos de la enfermedad aguda en fonna leve, 
con anemia, heces amarillentas y estertores respiratorios (Gordon, 1980; -
Ghazikhanian, 1982). 
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En el caso de los mamfferos, la enfermedad no ha sido lo suficient~ 
mente estudiada como para establecer la clasificación de las diferentes 
manifestaciones clfnicas, con referencia a los tipos de lesiones, estado 
de desarrollo, susceptibilidad individual y factores alérgicos y medioa~ 
b1entales de cada caso¡ aunque las categorfas de aguda, subaguda y crónica 
pueden ser usadas. La enfermedad aguda ha sido observada en animales jove
nes como corderos, conejos y cuyes¡ los becerros parecen ser más resisten
tes a la 1nfecci6n(Eggert y Rambere, citados por Austwick, 1973). La for
ma crónica es característica, donde hay pérdida progresiva de condición, 
seguida por la muerte¡ el cuadro es muy similar al de la tuberculosis. En 
ovinospuede presentarse muerte sin mostrar signo alguno, nrlentra$ que los 
bovinos pueden exhibir dificultad al respirar, asf como una descarga nasal 
profusa o exudación de serosa a purulenta, aunque sin respuesta febril (Gi
llespie y Timoney, 1983). 

Patogenia y_ lesiones 
En realidad no se conocen muchos aspectos de la patogenia de la asper

gilosis pulmonar, como la suscepibilidad de los hospedadores, el número ne
cesario de esporas para iniciar una infección o el poder toxigénico de los 
organismos (Jubb y Kennedy, 1974). 

La forma de transmisión es aerógena y la enfermedad se inicia en for
ma natural por la inhalación repetida de esporas (Ainsworth y Austwick, --
1973). La infección puede desarrollarse con la implantación del hongo en la 
cavidad nasal, bo1sas guturales y vías aereas traqueobronquiales o puede a
parecer en forma de bronconeumonía nodular. La localización de los sitios 
de implantación varía según la especie, por ejemplo, en el perro sólo en -
la parte superior del tracto respiratorio (Barret y col., 1977; Poli y col. 
1931). No existen trabajos que expliquen si la distribución de esporas des
pués de la inhalación juega un papel importante en la localización de las 
lesiones. 
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1) Infección aguda: Experimentos en modelos anirnales (Thurston y col., 1979; 
Kurup y col., 1981), muestran que 4 horas después de la exposici6n a un ae
rosol de esporas de Aspergillus fumigatus se observa la presencia de éstas 
dentro del espacio alveolar¡ entre 6 y 12 horas después de la inhalaci6n ªP.! 
rece un ligero engrosamiento de la pared alveolar por macr6fagos y linfoci
tos y un gran número de esporas están presentes en la pared alveolar. A las 
24 horas postexposici6n, aparecen acúmulos multifocales de macr6fagos y li_!! 
focitos, con algunos neutr6filos, que obliteran severamente los alveolos ad
yacentes e infiltran la pared alveolar; se observan elementos fungales y es
poras germinadas dentro de los macrófagos. A los 4 días aparecen ya múlti-
ples granulomas focales compuestos predominantemente por macr6fagos, pero -
también por linfocitos y algunos elementos polimorfonucleares. 

Cuando los hongos crecen sobre la mucosa, se pueden observar a simple -
vista como un crecimiento blanquecino que más tarde presenta un aspecto pu
rulento de color verdoso. El tipo de reacc-i6n corresponde a una necrosis -
caseosa rodeada de i nflamaci 6n hemorrági ca ( Jubb y Kennedy, 1974). La des
trucci6n de la pared bronquial con necrosis del epitelio establecen una ru
ta de entrada del hongo al parénquima pulmonar (Kurup y col., 1981), aunque 
no se conoce si la fagocitosis que se lleva a cabo por los macr6fagos pulmo
nares móviles sea otro mecanismo de diseminación hacia el parénquima pulmo
nar. En aves es característico que aparezcan pequeñas lesiones focales o en 
forma de placas de color blanquecino en las membranas serosas de los sacos 
aéreos, que se llegan a engrosar. 

Los cambios sufridos en la morfología del hongo.:!..!! vivo probablem~nte 
reflejen los grados de defensa del hospedador. Las conidias inhaladas ger
minan rapidamente y producen hifas globosas o en forma de células ovales 
que son características de la infección pulmonar aguda de los animales jo
venes. Entre 4 y E días después de la infección aparecen hifas no ramifica
das, rectas o en espiral, que podrían indicar que la resistencia inicial a 
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la infección ha sido superada {Ainsworth y Austwick, 1973). 

Esta fonna aguda de la enfennedad se caracteriza macroscopicamente por 
la aparición de uno o varios nódulos de 1 a 10 íllll de di~metro, de color gris 
blanquecino o amarillento, rodeados de una zona estrecha de hiperemia aguda, 
que se hacen visibles 4 dfas después de la infección experimental (Thurston 
y col., 1979). 

los experimentos en animale:. de Thurston y col. (1979) muestran que las 
lesiones agudas comienzan a sufrir una reducción gradual en su intensidad a 
los 8 días po~tinfecci6n y, 20 dfas después de la infección lesiones micros
copicas significativas, han desaparecido del pulmón. 

2) Infección crónica: La infección crónica puede seguir de un ataque agudo, 
pero ta~bién puede desarrollarse lentamente sin signos notables hasta que la 
disnea, la debilidad y la hemoptisis se hacen obvias. 

A medida que las lesiones maduran. si no son progresivas, predominan en 
los nódulos los macrófagos y las células epitelioides, apareciendo extensa-
mente infiltrados los tejidos septales y haciendose visible una fibroplasia 
encapsulante. Las células gigantes no son muy significativas en la lesión, 
aunque pueden aparecer más tarde en el momento en el que el foco está sien
do aislado por la fibrosis; formandose entonces grandes masa de tejido cdSe.Q. 
so encapsulado (aspergilomas), similares a los que aparecen en la tuberculo
sis. Cuando las lesiones se localizan en bronquios, el tejido necr6tico se 
puede desprender dejando una caverna bronquiectásica, o bién, es sustituido 
por tejido de granulación del mismo tipo del que aparece en el estadía cró
nico de la lesión pulmonar (Jubb y Kennedy, 1974}. 

Como indicaci6n de la respuesta del hospedador, la fonna de las colonias 
de hongos es distinta en la infección crónica, apareciendo hifas septadas den. 
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samente ramificadas, de 2 a 4 um de diámetro, que crecen radia lmente a 1-
rededor de las lesiones, estas hifas son llamadas "actinomicetoides". En 
lesiones muy viejas las ramificaciones las lesiones pueden encerrarse en 
una masa compacta de hongos, redonda, con clara delimitaci6n por bordes -
avanzados, donde no es visible material tisular entre las hifas. Algunas 
veces pueden encontrarse los "cuerpos asteroides" en nódulos que están -
siendo aislados; éstos son estructuras eosinofílicas y cristalinas, de 1 

un de grosor y 30 a 80 um de diámetro, envueltas en un material continuo 
y refringente (Rudolph, 1978). 

Puede ocurrir di semi nación de la i nfecci 6n a partir de 1 as 1es1 ones 
pulmonares, siendo el riñan uno de los 6rganos más afectados (Jubb y Ke
nnedy, 1974). 

Diagnóstico 

El diagnóstico de las infecciones causadas por los hongos del género 
Aspergillus depende del aislamiento del hongo a partir del tejido afect~ 
do, de la demostración de éste en lesiones características y/o de la demos 
tración de la respuesta inmune por parte del l1ospedador. 

lJ Aislamiento: El aislamiento de Aspergillus a partir de tejidos infecta
dos requiere de tecnicas selectivas de cultivo que disminuyan la contamin! 
ción bacteriana y aseguren que el hongo aislado provenga del sitio de la -
lesión y no de otras fuentes. Los medios más utilizados para el aislamien
to son el Sabouraud dextrosa agar (SDA) y el agar extracto de maltosa. -
Las especies son diferenciadas por la estructura de las cabezas conidiales 
y por el color de la masa de esporas. El libro "The Genus Aspergillus" de 
"ª""'r ¡ Fennell (1966), facilita en gran medida la diferenciación de las -
especies. 

2) Serología: La utilización de técnicas ser~l6gicas para el diagnóstico -
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de la aspergilosis es de gran importancia en medicina humana (Hearn y M! 
.ckenzie, 1978), aunque es muy poco usada en animales. Bee y col. (1939, 
citados por Ainsworth y Austwick, 1973), establecieron que la fijaci6n de 
complemento era el método más sensible para la detecci6n de anticuerpos. 
Experimentos más recientes (Lane y Waenock, 1977; Poli y col., 1981), indJ. 
can que Gsta prueba es altamente sensible para la detecci6n de anticuerpos 
precipitantes durante la infección. 

3) Histopatologfa: El otro método que se utiliza para el diagn6stico de la 
aspergilosis es el exámen histopatol6gico, que liene como doble final ídad 
la observación de los cambios microsc6picos que suceden en el tejido afec
tado, y la demostración del hongo en tales lesiones. Una de las coloracio
nes de rutina para la observaci6n de los cambios microscópicos es la de he
matoxilina eosina (HE), la cual colorea pobremente a los hongos. Coloracio
nes más específicas corno la del ácido peri6dico de Schiff (PAS) y la de -
G6mori, que colorean las hifas de rojo y negro, respectivamente, penniten 
una detecci6n mas següra Je los hongos (Trigo y col., 1978). Para la dife
renciaci6n del hongo involucrado en las lesiones, en un examen histopato--
16gico, se utiliza un criterio morfológico que en ocasiones es muy dificil 
de emplear; por ejemplo, Cryplocuccus n~ofonnans no encapsulados en tejidos 
humanos pueden parecerse a pequeños organismos de Histoplasma capsulatum y 

lo mismo sucede con pequeñas formas de Blastomices dermatitidis, que pueden 
ser confundidas con las anteriores (El Nageeb y Hay, 1981). 

Debido a lo anterior se ha buscado el establecimiento de un sistema 
que permita, al mismo tiempo que se identifica plenamente al hongo, la o.Q. 
servaci6n de la respuesta rnicroscopica del tejido afectado. Coons y Kaplan 
(1950), descubrieron una técnica para la demostraci6n de antfgenos en teji
dos, 1 a i nrnu11oi1Liorescenci a. T.;c11i ca que i nvo 1 ucra el uso d.: anticuerpos 
especfficos contra los antígenos que se desea determinar. Los anticuerpos 
son marcados con isotiocianato de fluoresceína y la visualizaci6n de los 
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resultados se realiza en un microsc6pio de luz ultravioleta, observando
los sitios de reacci6n antfgeno-anticuerpo como un puntilleo fluorescen
te. Esta técnica ha sido utilizada muy poco para la identificación de ho~ 
gos en tejidos infectados lKaplan y Kruft, 1969), y además existen cier
tas desventajas en su utilización, como son la dificultad para reconocer 
la morfologfa distintiva y la respuesta microsc6pica del tejido en obser
vaci6n a la infección; el requerir de tejidos frescos congelados y el he
cho de que las preparaciones no pueden ser montadas permanentemente, ya que 
la inmunofluorescencia pierde intensidad progresivamente (Petts y Roitt, 
1971; !lurns, 1975; Taylor y col., 1983). 

Las desventajas de los métodos anteriores estimularon el desarrollo 
de un método alter'.lativo para marcar anticuerpos que tuviera la misma es
pecificidad pero ~Je pudiera ser usado con tejidos procesados en fonna -
convencional, NaKtJn y Pierce (1967) y Avrameas (1969), describieron una 
técnica con la cual se realizan preparaciones permanentes y en las que se 
requiere únicamente del microsc6pio de luz visible para su observación, -
utilizando muestras de tejidos procesadas en forma convencional, fijadas 
en formalina e incluidas en parafina (Petts y Roitt, 1971). El marcado 
de los anticuerpos específicos se realiza con peroxidasa de rábano pican
te, la cual puede ser localizada en los tejidos, por la adición de un su~ 
trato cromogénico ~ue produce una reacción coloreada que es apreciada en 
un microsc6pio de luz visible. 

Las ventajas de éste método son las siguentes: 
a) Utiliza muestras de tejidos procesadas por métodos convencionales. 
b) La preparación puede ser contrastada con otra coloraci6n, ej. hemato
xilina, y puede ser observada en un microsc6pio de luz visible. 
e) El detalle morfológico obtenido por esta inmunocoloraci6n es equivale.!!_ 
te al observado en métodos convencionales. 
d) Las preparaciones obtenidas pueden utilizarse para realizar estudios -
posteriores, ya que proporciona un registro pennanente del material en ob-

20 



servaci6n (Taylor y col., 1981). 

Esta coloraci6n, que es llamada de inmunoperoxidasa, posee tre~ varian 
tes (Heyderman, 1979, citado por El Nageeb y Hay, 1981). La primera es un -
método directo que emplea el antisuero específico conjugado con peroxidasa. 
La segunda variante o método del "sandwich" utiliza primero un antisuero no 
marcado y la peroxidasa se conjuga con un segundo anticuerpo. El tercer mé
todo es el más complejo e involucra una técnica en tres etapas, en la cual 
la peroxidasaaritiperoxidasa (PAP) es el tercer componente y el segundo an
ticuerpo un puente entre el conjugado y el primer antisuero; éste es el mé
todo que lleva más tiempo pero es el más sensible. 

Diferentes experimentos (Burns, 1975; Bootsman y col., 1975-76; Shu y 
Albini, 1976; Knowles y col., 1977; Currante y Gregory, 1978; Varnke y col. 
1978), demuestran que el método de inmunoperoxidasa posee la misma específj_ 
cidad que el de inmunofluorescencia para el marcado de anticuerpos especí
ficos de muy diverso orfgenes, incluyendo hormonas, enzimas e inmunoglobu
linas. Petts y Roitts (1971) utilizaron la técnica para marcar frotis de 
Treponema pallidum, mientras que Taylor y col. (1981) mencionan que la téE_ 
nica ha sido utilizada para la identificaci6n de antígenos de virus como 
el Herpes, el de Rabia y otros. 

El Nageeb y Hay (1981), utilizaron la técnica de inmunoperoxidasa por 
el método indirecto, para la identificaci6n de hongos del género Aspergillus 
en tejidos humanos.Y animales infectados, demostrando que las hifas del -
hongo presentes en el tejido infectado son claramente distinguibles y, aun
que no fue posible la distinci6n entre las dos especies de Aspergillus (6· 
fumigatus y~· flavus), utilizadas en el experimento, se demostr6 que no 
ocurre reacciú11 cruzada COii él anti suero de Ca11uida. Los autores anterio-
res concluyen que la utilizaci6n de la técnic1 de la inmunoperoxidasa, .por 
el método indirecto, pennite el reconocimiento específico de Aspergillus en 
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material infectado fijado en fonnalina e inclutdo en parafina, aún cuan
do no esté presentt en cantidades suficientes para ser identificado -
por los criterios morfológicos convencionales, lo que pennite un diagnós
tico rápido y seguro de este tipo de infecciones. 

Por lo expresado en lineas anteriores, el presente trabajo se enfoca
rá al establecimiento de la técnica de inmunoperoxidasa, por el método in
directo, para realizar un estudio de la distribución pulmonar de Aspergi-
llus fumigatus en el tejido pulmonar de animales experimentalmente infecta
dos y sacrificados a intervalos determinados, con la finalidad de observar 
las modificaciones de la localización del hongo realizadas por los mecanis
mos de defensa del pulmón, así como las lesiones producidas por el mismo 
durante la infección. 
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II. ·o B J ET 1 VOS 

l. Establecer la técnica de inmunoperoxidasa, método indirecto, para 
la visualizaci6n de Aspergillus fumigatus en tejido pulmonar infef. 
tado experimentalmente. 

2. Determinar la localización primaria de esporas de Aspergillus fum1. 
gatus en el aparato respiratorio inferior después de la inhalación 
de un aerosol conteniendo 2ox105 esporas/ml. 

3. Determinar si los mecanismos de remoción y/o inactivaci6n de partf
culas del pulm6n modifican la 1ocalizaci6n y la viabilidad de las es
poras de Aspergillus fumigatus depositadas en él. 

4. Observar la evolución de las lesiones producidas en una aspergilo
sis pulmonar experimental. 
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111. MATERIAL .!'METODOS 

A. Cepa de Aspergillus fumigatus:Para el presente estudio se utiliz6 una 
cepa de Aspergillus fumigatus tipo A-20 aislada de un caso de aborto mic6 
tico bovino en la Escuela Veterinaria de Glasgow, Escocia. La cepa fue -
crecida en Sabouraud dextrosa agar (SDA), a temperatura ambiente por 6 -

dfas, y los subcultivos frescos fueron usados durante todo el experimen
to*. 

B. Producci6n del aerosol: La cepa de fl. fumigatus utilizada fue cultivada 
por el método convencional de picadura en tubos conteniendo 10 ml de SDA -
e incubados a temperatura ambiente por 6 dfas. La recolecci6n de las espo
ras se realiz6 con una solución estéril de medio Tween 80 al 1% en soluci6n 
salina fisiol6gica. El conteo de las esporas fue realizado por el método de 
hemocit6metro utilizando una cámara de Neubauer y una pipeta de Thoma para 
glóbulos blancos, coloreando las esporas con una solución de azul de metil_g, 
no al 1%. 

* Existe cierta variaci6n antigénica entre las diferentes cepas de Aspergi
llus, asf como por los pases suscesivos en medios de cultivo, pero no se 
~- . . 

conoce con exactitud, el grado de variación de los detenninantes antigéni 
cos del hongo. 
Comunicación personal: Dr. R. Cervantes, 1984. 
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, 
la concentrac16n de la suspensión fue ajustada a 2ox105 esporas/ml 

y la viabilidad de las esporas fue determinada por el cultivo de 0.5 ml 
de la suspensión en placas con SDA, que fueron incubadas a 37ºC por 24 
horas en una estufa bacteriológica. 

C. Animales de experirnentaci6n; Fueron utilizados en todo el experimento 
conejos blancos de Nueva Zelanda, de aprox. 2 kg o más de peso, obteni
dos del Módulo de Conejos del Centro de Producción Agropecuaria de la F.! 
cultad de Estudios Superiores Cuautitlán, U. N. A.M •• 

D. Exposición de los animales al aerosol: Los conejos fueron expuestos al 
aerosol de esporas de fi. fumigatus en una cámara de exposición diseñada 
por Caballero y col. (1985) en la Unidad de Estudios de Postgrado de la -
F. E. S. Cuautitlán, a partir de un modelo de exposición utilizado por -
L6pez y col. en experimentos anteriores (López y col., 1982). 

las características de la cámara son las siguentes: Cámara rectangu
lar de madera, revestida de formaica (1.50xl.20xl.OO m). Tres nebulizado
res (modelo 645 Oevilbis) fueron conectados respectivamente a tres perfo
raciones en la parte lateral izquierda de la cámara. El aerosol fue gene
rado por introducción de aire a presión a la suspensión de esporas, por 
medio de una compresora ajustada a 10 PSI. El aerosol residual fue elimi
nado del sistema para su inactivación con la ayuda de una bomba de vacfo 
ajustada a 10 PSI, la cual fue acoplada a tres tubos de salida presentes 
en la parte lateral derecha de la cámara (Figuras 1 y 2). 

El volumen de la suspensión de esporas fue de 1.5 ml/animal; estos 
fueron expuestos al aerosol por un lapso de 30 minutos. La dosis recibi
da y el tiempo de exposición fú~ron calculados en experih1~ntos anteriores. 
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Se utilizó un grupo control de animales que fue expuesto. en condi
ciones similares a las anteriores, a un aerosol conteniendo únicamente 
medio lfquido SDA estéril. 

E. Obtención de las muestras: Los conejos fueron divididos en lotes y 

sacrificados a intervalos determinados postinoculaci6n (Cuadro 1). uti
lizando como método de eutanasia pentobarbital sódico. 

La piel de cada animal fue desinfectada y removida y la cavidad torá 
cica fue expuesta por corte de los cartílagos costocondrales, para extraer 
la traquea junto con los pulmones. 
1) Exámen micológico: El pulmón izquierdo de cada animal fue separado y d~ 

positado en cajas de Petri estériles. Después de flamear su superficie -
con una espátula al rojo. se realizaron varios cortes con tijeras flamea
das y se tomaron muestras con un asa, para sembrarse en cajas de Petri CO,!! 

teniendo SDA, según la técnica de los grupos separados. Las cajas fueron 
incubadas a 28ºC en una estufa bacteriológica. 

2) Exámen patológico: Después de su observación macroscópica, el pulmón 
derecho de cada animal fue fijado por introducción intratraqueal de for
mal ina amortiguada al 10%. Posteriormente a un tiempo de fijación no me
nor de 24 horas, se seleccionaron muestras de cada uno de los lóbulos¡ 
las muestras fueros deshidratadas, incluidas en parafina y se realizaron 
cortes de 4 un de espesor. Posteriormente se procedió a su coloraci6n -
con las técnicas para histopatologfa de hematoxilina eosina, ácido per
i6dico de Schiff (PAS)y G6mori para hongos, según el manual de Métodos. 
de coloración para Histopatologfa del Instituto de Patología de las -
Fuerzas Armadas. U.S.A •. Así como con la técnica de inmunoperoxidasa. 
método indirecto, modificada de la utilizada por Burns en experimentos 
anteriores (Burns. 1975). 
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Coloraci6n de inmunoperoxidasa, método indirecto: 

a) Desrar~finar los tortes en 2 cambios de xileno (10 minutos cada uno) 
y rehidratar el alcohol absoluto (2 min.), alcohol 96° (2min.), alcohol 
80° (2min.) y alcohol 70º (2min.). 

b) lavar 15 mln. en buffer Tris*, 3 veces, 5 mln. cada uno. 

c) Bloquear la actividad de la peroxidasa end6gena con una sol. fresca -
de per6xido de Hidr6geno 0.5% en metanol (30 min.). 

d) lavar 15 min. en buffer Tris*, 3 veces, 5 min. cada uno. 

e) Tratar los cortes con una sol. 0.001% de Tripsina (1:250 Oyfco) en -
0.001% de CaCl en buffer Tris*, a Tº ambiente, por 5 min. (romper los en 
laces cruzados de protefna formados durante la fijaci6n). 

f) Lavar 15 minen buffer Tris*, 3 veces, 5 min. cada uno. 

g) Incubar los cortes con el suero de ovino antiAspergillus** (1:10 en 
buffer Tris*), a Tº ambiente, por 60 min .• 

h) Lavar 15 min. en buffer Tris*, 3 veces, 5 min. cada uno. 

i) Incubar los cortes con el conjugado Peroxidasa-IgG conejo antiigG ovi 
no (Cappel Labs.**), 1:20 en buffer Tris*, a Tº ambiente, por 60 min •• 

j) Lavar 15 min. en buffer Tris*, 3 veces, 5 min. cada uno. 

K) Colorear el producto final con 0.05% de 3,3'diaminobenzidina tetrahi 
droclorada (Sigma) y 0.01% de per6xido de Hidrógeno con la sol. siguie!!. 
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te: 
Disolver 5 mg de 3,3'diamibobenzidina tetrahidroclorada*** (Sigma) 

en 10 ml de una sol buffer Tris* 1:10 en sol. salina fisio16gica y adi
cionar 0.1 ml de Per6xido de Hidr6geno 1% inmediatamente antes de su uso. 

1) Lavar 15 min. en buffer Tris*, 3 veces, 5 min. cada uno. 

m) Colorear los cortes con hematoxilina de Harris (sol. de trabajo), 45 
seg., deshidratar, aclarar en xileno y montar en resina sintética. 

*La sol. buffer Tris HCl 0.5M, pH 7.6, se utiliza para todós los lava
dos, así como para la diluci6n de los sueros y del sustrato de la Pero
xidasa. 

**Los reactivos biol6gicos utilizados fueron: 
i) Suero de ovino antiAspergillus 1:10 en buffer Tris*, que fue obte

nido por inoculaci6n de antfgeno de fl. fumigatus, tipo A-20, obte
nido en la Escuela Veterinaria de Glasgow, Escocia, por Cervantes 
(1981). 

ii) Conjugados comerciales Peroxidasa-IgG conejo antiigG ovino {Ca
ppel Labs., West Chester, Pennsylvania}. 

Las diluci6nes de ambos reactivos fueron obtenidas en estudios pre
vios utilizando comparativamente diluciones dobles. 

*** Como sustrato para la Peroxidasa se utilizo 3,3'diaminobenzidina -
tetrahidroclorada (Sigma Chemical Co.). 

Todas las reacciones se llevaron a cabo en muestras de tejido pro
cesadas con técnicas convencionales de histopatología {fijaci6n en for
mal ina e inclusi6n en parafina). 
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CUADRO 1 

"Tiempo de sacrificio de los animales después de su 

1 nocul aci6n 11 

GRUPO TIEMPO DE SACRIFICIO No DE ANIMALES 
POSTI NOCULAC ION 

1 15 minutos 2 

2 6 horas 3 

3 12 horas 3 

4 24 horas 3 

5 48 horas 3 

6 96 horas 3 
7 8 días 3 

8 15 días 3 

CONTROL 

A 6 horas 1 
B 12 horas 1 

c 48 horas 1 

D 8 días 1 
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IV. R E S U l T A O O S 

A. Estudio mico16gico: Los resultados del exM!en mico16gico de las mues~ 
tras se observan en el Cuadro 2. Fonnas viahles de Aspergillus fumigatus 
fueron recuperadas de los pulmones de todos los animales sacrificados a 
los 15 minutos, 6 horas y 12 horas después _de la exposición al aerosol -
de esporas. No fue posible recuperar fj_. fumigatus de las muestras de los 
animales sacrificados a las 24 y a las 48 horas postexposición, observan 
dose crecimiento bacteriano en ellas. 8_. fumigatus fue recuperado en un 
tercio de las muestras de los animales sacrificados a las 96 horas y a 
los 8 dfas postexposici6n, y en todas las muestras de los animales sa-
crificados 1~ dfas después de la exposici6n. Las muestras provenientes 
de los animales del lote Control resultaron negativas al aislamiento -
microbio l 6gi co. 

B. Estudio patológico: 

1) Cambios macroscópicos: En los animales sacrificados 96 horas o más -
después de la exposición al aerosol de esporas de!!_. fumigatus fueron -
observados nódulos blanquecinos, delimitados, de aprox. 2 l1lll de diámetro, 
de consistencia suave y distribución multifocal, afectando a todos los -
lóbulos pulmonares. Los animales sacrificados antes de 96 horas postexp.Q. 
sición no presentaron cambios patológicos aparentes en el tejido pulmo-
nar. 

No se observaron cambios patológicos aparentes, en los otros teji
dos de los animales expuestos al aerosol de esporas, ni en ningún teji
do de los animales utilizados como Control. 
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2) Cambios microscópicos: Después de 15 minutos de que los animales fue
ron expuestos al aerosol de esporas de A· fumigatus se observó la presen. 
cia de éstas en el espacio alveolar. 

Seis horas después de la exposición , infiltración discreta de ma
cr6fagos, linfocitos, eosinófilos y de algunos neutrófilos en las pare
des alveolares; asf como una escasa infiltración de células mononuclea
res en vénulas y en la submucosa bronquiolar. En algunos alveolos se pr~ 
sentó edema, hilos de fibrina y algunos macrófagos .de citoplasma espumo
so acumulados en la luz, rodeados por linfocitos. Esporas de hongos fue
ron observadas en la superficie alveolar y dentro de algunos macrófagos 
alveolares. 

Entre 12 y 24 horas postexposición se presentó congestión modera
da, engrosamiento de algunas paredes alveolares por macrófagos, linfocj_ 
tos y eosinófilos; además de pequeños nódulos formados principalmente -
por macrófagos, linfocitos y algunos neutrófilos, localizados a nivel -
peribronquial; también se presentó infiltración mononuclear en la muco
sa y submucosa de algunos bronquios. Esporas y material amorfo, sugestj_ 
vo de restos de hongos se observaron dentro de los macrófagos de los nó
dulos y de las paredes alveolares engrosadas. 

A las 48 horas después de la exposición se detectó congestión sev~ 
ra, infiltración severa de células mononucleares y eosin6filos en la P!. 
red alveolar, obliterando la luz de los alveolos adyacentes a la zona -
de infiltración. También habfa nodulos broncocénteicos formados por 
macrófagos grandes de citoplasma grumoso de color claro, y por grupos 

1 ' 

de linfocitos, rodeando células en necr6sis. Material amorfo, sugesti-
vo de restos de hongos, ·fue ·~bservado dentro de los macr6fagos de la -
zona de lesión. 
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A las 96 horas (4dfas) se observaron múltiples granulomas focales 
de localización peribronouial, fonnados predominantemente por macr6fagos, 
con grupos de 1 infocitos y células gigantes en formación. En el centro -
de los granulomas aparecieron masas de tejido necrótico y algunos poli
morfonucleares. Se apreció precipitación de un material eosinófilo, re
fringente, de forma a 1 argada, dispuesto en forma radiada, formando es-
tructuras redondeadas concéntricas. Pequeñas h i fas de forma redondeada 
aparecieron dentro de los granulomas, entre el tejido necr6tico y en el 
centro de las estructuras refringentes. A nivel alveolar también pudo 
observarse engrosamiento severo de algunas paredes alveolares, por in
filtración de células mononucleares. 

A los 8 dfas postexposici6n, los granulomas estaban completamente 
desarrollados e incluyeron a la pared bronquial, ocupando en uno de los 
animales más del 60% de la superficie del tejido pulmonar. Los granulo
mas presentaron áreas confluentes de necrosis, macrófagos y polimorfon.!!_ 
cleares, así como células gigantes, disminuyendo el número de linfccitos 
en la lesión. En el centro de los granulomas había grandes estructuras 
eosinofílicas, de fonna redondeada y aprox. 40-50 urn de diámetro (cuer
pos asteroides), localizadas entre el tejido necr6tico y los macrófagos. 
Hifas plenamente desarrolladas, de fom1a alargada, fueron detectadas e~ 
tre

1

el tejido necrótico y dentro de las células gigantes, así como en el 
centro de los cuerpos asteroides. 

A los 15 dfas postexµu~ici5n,, l~s lesiones presentaron una reduc
ción gradual en su intensidad, disminuyendo el número de las células in
flamatorias, la cantidad de tejido necrótica y el tamaño de los cuerpos 
asteroides; aumentaron em cambio, los fibroblastos de las lesiones. Hi
fas y al~unos restos amorfos, sugestivos de hJn~os en procesos de degra
dación se siguieron observando en las lesion~s. generalmente confinados 
dentro de las células gigantes. 
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En el cuadro 3 se presentan las caracterfsticas histol6gicas de las 
lesiones observadas a nivel pulmonar en el presente experimento. 

C. Resultados de la técnica de ínmunoperoxidasa: La presencia de Aspergi
llus fumigatus en el tejido pulmonar de los animales experimentalmente -
infectados, fue deí11ostrada por la observaci6n de un precipitado café-do
rado a lo largo de la pared de las esporas e hifas del hongo. El color 
morado del resto del tejido, obtenido con la coloraci6n de contraste {h~ 

matoxilina) pennitió destacar el color dorado del material mic6tico ide.!!. 
tificado, sin perjudicar la intensidad de la coloraci6n inmunoespecffica. 

La coloración de fondo inespecífica fue reducida por la aplicaci6n 
de una sol. de Peróxido de H. en metanol, y por la aplicaci6n de una sol. 
de Tripsina en Tris, ambos previo al tratamiento de los cortes con el -
suero hiperinmune. 

La técnica fue también utilizada para colorear cortes histológicos 
de un caso de campo de aspergilosis pulmonar en pollos de 5 días de edad* 
en donde las características hifas ramificadas de Aspergillus fueron -
claramente identificadas. Se utilizaron las mismas diluciones de los rea.f_ 
tivos empleadas en las preparaciones de los conejos inoculados experimen
talmente. 

Cortes histológicos de pulmón de conejo y de ave, sin cambios pato
lógicos aparentes, fueron negativos a la inmunocoloraci6n cuando se pro
cesaron con la misma técnica. 

*Proporcionados por el Dr. Roberto Cervantes (1985). 
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CUADRO 2 

"Recuperación de Aspergillus fuminatus de pulmones 
de conejos expuestos a un aerosol de esporas de~· 
.fumigatus" 

GRUPO TIEMPO DE SACRIFICIO No ANIMALES No MUESTRAS 
POSTINOCULAC ION POR LOTE POSITIVAS 

1 15 minutos 2 2 

2 6 horas 3 3 
3 12 horas 3 3 
4 24 horas 3 -* 
5 48 horas 3 -* 
6 96 horas 3 1 
7 8 días 3 1 

8 15 días 3 3 
CONTROL 4 

* Crecimiento bacteriano 

;:¡ 

% 

100% 
100% 
100% 

33% 
33% 

100% 
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FIGURA 3 

.. 

"Recuperaci6n de Aspergillus fumigatus de pulmones de conejos ex~ 

puestos a un aerosol de espora~ de~· fumigatus, expresado en por.. 
centaje". 

% DE 
AISLAMIENTOS 

100% 

33% 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

SACRIFICIO POSTINOCULACION días 

24 horas 
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CUADRO 3 

"Caracterfsticas histot6gicas de lesiones observadas en pulmones de cone
jos expuestos a un aeroso 1 de esporas de ~· fumiga tus 11

• 

- TIEMPO DE SACRIFICIO 
POST INOCULAC ION 

15 minutos 
6 horas 

12 horas 
24 horas 
48 horas 
96 horas 
8 días 

15 días 
CONTROL 

No ANIMALES POR 
LOTE 

2 
3 

3 

3 

3 

3 

3 

3 

4 

GRADO DE LESION* 

+/-

+/- a + 
+ a ++ 

++ 

+++ a ++++ 

++++ 

+++ 

*Los hallazgos histopatológicos del pulmón fueron evaluados por 
un sistema arbitrario de graduación de "-" a "++++", donde: 

(-) sin cambios patológicos 
(+/-) pequeña colección de 4-6 macrófagos espumosos rodeados de li.!l 

focitos 
(+) engrosamiento de las paredes alveolares con severa infiltra

ción mononuclear; infiltración mononuclear peribronquial. 
(++) discretos granulomas con~· fumigatus en el centro, severa i.!l 

filtración mononuclear en la pared alveolar 
(+++) granulomas con áreas centrales de necrosis, hifas poco desa

rrolladas, pequeños cuerpos asteroides 
(++++} grandes granülomas con zonas confluentes de necrosis, hifas 

desarrolladas y cuerpos asteroides grandes 
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FIGURA 4 

"Grado de lesión histopato16gica de pulmones de conejos expue1 
tos a un aerosol de esporas de ~· fumiga tus 11

• 

GRADO DE 
LES ION 

++++ 

+++ 

++ 

+ 

+/-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 . 10 11 12 13 14 15 

SACRIFICIO POSTINOCULACiüi'i días 
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V. D I S CU S I O N 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la as
pergi losi s pulmonar puede ser producida en conejos por exposición única 
a un aerosol de esporas viables de Aspergillus fumigatus, como ha sido -
descrito previamente por Thurston y col. (1979) en conejos, y por Sandhu 
y col. (1981) en ratones. 

La demostración de las lesiones y del agente acusal en las mismas 
fue realizado con la técnica de inmunoperoxidasa, método indirecto; con 
las técnicas convencionales de histopatologfa de Hematoxilina Eosina, -
ácido periódico de Schiff y G6mori para hongos; así como por el aisla-
miento de~· fumigatus a partir del tejido pulmonar afectado. 

Con la coloración de inmunoperoxidasa se obtuvo el marcado especi
fico del material mic6tico de ~· fumigatus en el tejido pulmonar infec
tado y procesado con métodos convencionales de histopatología (fijación 
en formalina e inclusión en parafina), lograndose identificar desde p~ 

queñas esporas y restos de hongos, hasta hifas desarrolladas, sin nece
sidad de utilizar el critério morfológico usual para la identificación 
de hongos en tejidos infectados, que requiere que éstos estén presentes 
en cantidades relativamente considerables o en su forma plenamente desa
rrollada, Estos hallazgos son similares a los obtenidos por El Nageeb y 

Hay (1981), para la identificación de Aspergillus en tejido infectados 
y procesados con técnicas convencionales para histopatología. El uso de 
esta inmunocoloraci6n provee una alternativa para la identificación de 
antí.,¡enos de hongos en tejidos infectados, ya yut:, a diferencia de la 
técnica de inmunofluorescencia, además d€ utilizar muestras procesadas 
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convencionalmente, se requiere sólo de un microscópio de luz visible pa
ra la observación de resultados, pennite observar con detalle la respuei 
ta microscópica del tejido afectado y proporciona un registro pennanente 
del material en observación (Taylor y col., 1981). 

La observación microscópica de las muestras indica que 15 min. des
pués de que los animales son expuestos a un aerosol de esporas de_A. fu
migatus, se observa la presencia de éstas en la superficie alveolar; -
seis horas después aparecen dentro de macrófagos alveolares, que se tien_ 
den a agrupar en alveolos y bronquiolos. Entre 12 y 24 horas postexposi
ción hay infiltraci6n mononuclear peribronquial y pequeños n6dulos de ma
crófagos con esporas y restos de hongos en su interior, que se hacen más 
aparentes a las 48 horas. A partir de las 96 horas y hasta los 8 dfai -
postexposición, las lesiones evolucionan hasta bronconeumonía granuloma
tosa, con areas confluentes de necrosis, células gigantes y cuerpos as
teroides; hifas desarrolladas se observan en las células gigantes y en 
los cuerpos asteroides. Finalmente 15 dfas después de la exposición las 
lesiones disminuyen en intensidad, pero las hifas desarrolladas persisten 
en las células gigantes. 

En el presente estudio, los cambios microscópicos observados en los 
pulmones de los conejos infectados son muy similares a los observados -
por Kurup y col. {1981}, por instilación intratraqueal de una suspensión 
de esporas, y por Thurston y col. (1979) por exposición a un aerosol de 
esporas; ambos trabajos fueron realizados utilizando conejos como anima
les de experimentación. 

Los resultados del exámen micológico indican que el número de coni
dias viables se reduce cirástiCdi1i1:mte en el pulmón entre 24 y 48 horas de! 
pués de la exposición a un aerosol de espora3, y aparentemente, la viabi-
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lidad del hongo tiende a incrementarse después de éste intervalo. Se ob
servó un mayor porcentaje de recuperación de Aspergillus a partir del -
pulmón después de 96 horas (33% de recuperación), 8 dfas (33% de recu
peración) y 15 días (100% de recuperación), contra Ot de recuperación a. 
las 24 y 48 horas postexposici6n, posiblemente porque los mecanismos de 
defensa del pulmón estaban siendo superados en éste momento. Estos resul
tados difieren de los obtenidos por Thurston y col. (1979), quienes in-
forman que la viabilidad del hongo decrece progresivamente con el tiempo. 
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VI. e o Ne L u s 1 o N E s 

l. La aspergilosis pulmonar puede ser producida en conejos por exposici6n 
única a un aerosol de esporas viables de Aspergillus fumigatus. 

2. La técnica de inmunoperoxidasa, método indirecto, es sensible para la 
detecci6n de antígenos de A· fumigatus en tejido pulmonar infectado y 
procesado con té~nicas convencionales de histopatología, y puede ser 
utilizada para el diagn6stico de ésta enfennedad. 

3. La mayoría de las esporas de A· fumigatus inhaladas en un aerosol, que 
no se pierden en la exhalaci6n, son depositadas a nivel alveolar, rem.Q_ 
vidas por fagocitosis y parcialmente digeridas por los rnacr6fagos al-
veolares. 

4. La viabilidad de las esporas de A· fumigatus en el pulm6n, decrece rá
pidamente entre 24 y 48 horas después de su inha1aci6n, aunque formas 
viables persisten hasta por 15 días o más, después de la misma. 

5. Las lesiones desarrolladas en la aspergilosis pulmonar experimental -
consisten en bronconeumonía granulomatosa, con una intensidad máxima 
a los 8 días postinoculaci6n, y con reducci6n gradual y daño residual 
después de éste período. 
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