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INTRODUCC 10N

La enfermedad de la Aspergilosis en las especies domésticas,
esta difundida ampliamente, siendo el principal agente causal el
Asperqiiluys fumigatys, hongo microscSpico encontrado como habitan
te normal en el medio ambiente, localizado especialmente en vege-
tales del tipo de los forrajes y henos (1,18).

Este es uno de los hongos que se considera como oportunista,
que ;;enetra al organismo generalmente al presentarse en éi una ba
j& de defensas o una exposicién masiva a las esporas del agente -
causal. Esta afirmacién se basa en trabajos experinentales; donde
el diagnéstico de ia Aspergilosis fuf positivo por pruebas de la-
boratorio y por observaciones cllnicas cldsicas que se realizaron
(18,19).

La Aspergilosis es una de las micosis que tiene presentacién
local o diseminada, siendo las manifestaciones clfnicas las 8i==e
guientes:

~ Bronco pulmonar alérgica.

= Aspergiloma.

- fInvasiva.

Destruccién de cavidades y cornetes rasales.,

Sinusitis frontal y nasal.
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Siendo de importancia sefialar luos cambios que se presentan en
los canideos (1,8,18).

La inspeccién rutinaria y las manifestaciones clfnicas de los
casos reportados en la literatura consultada, menciona lo siguien~
te:

Los canideos estudiados presentaron traumas en la narlz, des-
cargas nasales persistentes del tipo mucohemorrdgica, estornudos,
disnea por obstruccién nasal anterior y posterior, epistasis intep
mitento, sinusitis y destruccién en los cornetes (8,9,14,20).

Debido a que no existe informacién scbre este tema en nuestro
pais, se decidi§ iniciar investigaciones sobre la Aspergilosis, -=
realizando estudios serologicos, para conocer la importancia y di-
fusién de la enfermedad, evaluando la cantidad de anticuerpos con-
tra la Aspergilosis Canina.

Las pruebas serologicas que se utilizan para el diagnéstico =
de la Aspergilosis son: (1,6,7,8,10,16)

le= Prueba de la doble difusién (macro y microinmunodifusién).

ll.~ Contrainmunoelectroforesis.
I1ls~ Fijacién de complemento.
V.= Aglutinacién en tibo y con latex.

,V.- Inhibicién de la hemoaglutinacién.
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Yia= Inmunofluorescencia.

De las cuales se utilizardn la prueba de la doble difusién en
gel y la prueba de la contrainmunoelectroforesis, que se reportan
como dos de las pruebas mds sensibles para detectar la presencia =
de anticuerpos contra la Aspergilosis Canina y las que nos podrén
dar resultados satisfectorios evaluando la cantidad de anticuerpos

que tienen los canideos contra esta enfermedad (6,7,8,9,10).



OCJETIVO

Detectar a través de 'a realizacién de dos pruebas inmunolégj
cas como lo son:

La prueba de la doble difusién en ge! y la prueba de la con--
trainmunoelectroforesis, la presencia de anticuerpos en contra de
Agperaillus fumiqatus, en canideos que se encuentran en el Valle y
Ciudad de México, para tratar de determinar si este hongo, se en--
cuentra en el medio ambiente, comc un factor contaminante para pro

ducir la Aspergilosis en los canideos.




MATERIAL Y METODOS

Para la deteccién de anticuerpos, se utilizaron las siguiente:
pruebas de laboratorio.

MATERIAL:

1) SUERCS.~ Se trabajaron un total de 200 muestras de sangre de ca
nideos del! 4rea Metropolitana, basicamente tres zonas especlficas -
que son: la Delegacién Cuathtemoc, la Delegaci6n Tlalpan y en el Eg
tado de México, el Municipio de Cuautitlén de Romero Rubio.

Para obtener el suero, primero se realizé la venipuncién de -~
los canideos en la vena cefdlica o en la safena, obteniendose un -~
promedio de 6 mililitros de sangre, dejando reposar la muestra o ==
bien, centrifugando todas las muestras obtenidas en cl muestreo cn-
tre 2000 a 2500 rpm (revoluciones por minuto), durante 15 minutos.

El suero obtenido se deposité en frascos viales estériles de -
5 mililitros. Agregéndoles para la conservacidn del suero 0.2 mili-
litros de Timerosal Lilly O.1g (marca comercial Merthiolate blanco
de Laboratorios Lilly Elanco) y se congelaron a -70°C, hasta su usa

2) ANTIGENO.- El antfgeno es del tipo metab8lico, que fué obtenido
despué€s de cultivar el Agneprajllys fumigatus en un medio 1fquido de
Glucosa Pcptona durante 6 semanas.

3) SUERO CONTROL.- Obtenido de un caso en un canideo que presenté
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la enfermedad de Aspergilosis.

Para poder obtener resultados que nos resulten confiables, se
realizaron dos pruecbas inmunolégicas.
4) PRUEBA DE LA DOBLE DIFUSION EN GEL Y LA PRUEBA DE LA CONTRAIN-
MUNOELECTROFORES(S.

Las dos pruebas utilizadas requirieron en forma especial! del
siguiente material:
Ao~ Prueba de la doble difusién en gel:

- Cajas de Petri de plé&stico estériles.

- Medio de Agarosa a base de:

Acido Bérico (H3803) L 7.7 9.
Tetraborato Disédico (Ha28407 - 10 H20) -==- 13.4 9.
Agarosa al 1% =~ = = = = = = = = = - - === 1g/100 mla
Azida de Sodio 5g/100 mla = = = = = = = = = < 1m! /200 nl.

Agua Destilada @ 70°C =~ = = = = « = = = = = = 500 ml.
= Solucién Bufferada de Fosfatos (PBS) a base de:

Cloruro de Sodio (NaCl) = = = = = = = = = =« & 8 g.

Fosfato de Potasio Dibdsico (K,HPO,) = - = - = 1.21 .

Fosfato de Potasio llonobdsico (KHZP04) - === 0.3 9.

Agua Destilada = = = = = = w = = - - = ===~ 1000 ml.

- Sccabocados (marca cnrercial) del No.o 1y No. 2.
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- Flacas de vidrio de 10 cm. por 10 cm. y de .2 cm. de grosor.
B.- Prueba de la contrainmonoelectroforesis:
- Placas de vidrio de 10 cm. por 30 cm. y de .2 cm. de grosor.

Medio de Agarosa.

Solucién Bufferada de Fosfatos (PBS).

Sacabocados del No. 1.

Aparato de Contrainmunoelectroforesis, marca LKB (Bromma) -
2117 Muttiphor y LKB {Biochrom) 2103 Power supply.

METODOS ¢

A.~ Para la prueba de la doble difusidn en gel, se agregan 10 mi-

lilitros del medio de agarosa en las cajas de Petri, una vez geli=s.
ficado el medio, se realizan con el sacabocados las perforaciones,
como se muestran en el esquema No. 1. {heja No. 11). Depositando -
en el centro, el antfgeno de Asperqijlus y alrededor los sueros ==
sospechosos.

Se dejan las cajas con las muestras a temperatura ambiente en
cdmara hameda, durante 5 dlas. Al sexto dla se favan las mucstras
con PBS con un PH de 7.4, dejando las muestras durante 48 horas, =~
cambiando la selucién cada 24 horas.

Posteriaormente se lava con agua destilada durante 24 horas y

el medio se coloca sobre placas de vidrio y se dejan secar fas -~



-

mucstras a temperaturc ambiente con la finalidad de que el medio se
deshidrate sobre las placcs.

Una vez que e! medio esta deshidratado, sc procede a la tin-=~
cidn d; las Ifneas, con la tincién de negro de amido.

Be~ En la prueba de la contrainmuncelectroforesis, se realiza la -
misma técnica que en la prueba anterior, pero cr una placa se agre~
gan 60 mililitros de! medio de agarosa y una vez gelificado el me=~
dio, se procede a realizar las perforaciones, como se muestra en el
esquema No. 2 (hoja No 11), colocando tanto el antfgeno como los ==
sueros sospechosos,

Postcriormente se corre la prueba aplicando al aparato una in-
tensidad de 2 miliampers por centfumetro, espcrando 45 minutos.

Al término de la prueba se lava la placa con solucién buffera-
da de fosfatos (PBS) en igual forma que en la prucba de la doble dj
fusidn.

Ca~ TINCION DE LINEAS DC PRECIPITACION:

En el desarrollo y explicacién de este m&todo, hablaremos tan-
todel material como de la tfenica a desarrollar para las dos prue=e
bas innunolégicas.

MATERIALS

~ Jolucidn de negro de anido a.base de:
9 h
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Grénulos de negro de amido 1 ge en 1000 mililitros de Gel -
Wash,
= Sofucidn de Gel Wash:
Het3nol ~ = = = = e o s v e c et v e e === 500 ml,
Agua Destilada =~ = = = = ~ = = = = o = w =« ==~ 400 ml.
Acido Acético Glacial = = = = = @« = = = v o = w = 100 ml.
METODOS:
Se disuelve el negro de amido en un litro de la solucién de =
Gel Wash, teniendo prcparadas las soluciones en recipienteg para -
tefiir y lavar las muestras.
La técnica para la tincién de las Ilneas es la siguiente:
- Colocar las placas con las muestras para tefiirlas durante ~
40 minutos, con {a solucifn de negro de amido.
~ En otro recipiente se decoloran las muestras con la solu-==
cidn de Gel ‘Yash en uns relacién de 5:4:1, durante 40 minutos.
~ Se realiza otro lavado en otro recipiente con ia misma dura
cidn que en el anterior.
- Por Gltimo se da otro lavado con una solfucién de Gel Wash -
con glicering durante 15 minutos.,
Al t&rnino de los lavados y tinciones sc dejan las muestras -
al medio ambiente para que s¢ ceguen y.se procada a la lectupa de

los resultados, fas |fncas que re-ulten positivas a las pruebas =



=10~

v

se tefiiran de un color azul oscuro.
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RESULTADOS

Las 200 muestras trabajadas, provinieron de canideos de ambos
sexos, con edades variables entre los 2 meses y los 11 afios de e--
dad. (¥er el cuadro No, 1).

Algunos de los animales muestreados, presentaron una sintoma-
tologfa respiratoria con tos, estornudos, en un porcentaje del 7.5
por ciento; otroa con aparentes secuclas de moquillo, en un 2.5% v
el porcentaje mayor lo ocuparon animales que a la examinacién ex--
terna se encontraron sanos, con un 90%. (Ver el cuadro No. 2).

De los estudios realizados con la prueba de doble difusién en
gel y la de contrainmunoelectroforesis, los resulitados de las mucs

tras, fueron negativos.,



CUADRO Mo.
DISTR!BUCION DE LOS CAMIDEOS POR EDADES

1

EDAD HACHO3 HENBRAS TUESTRAS PORCENTAJE

2 T 1 2 1
3 1 3 4 2

o 4 0 1 1 0.5
r 5 2 2 4 2
3 6 t 3 4 2
£ 7 V] 2 2 1
5 8 ¢ 2 2 1

10 ! 0 1 0.5
11 0 2 2 1

1 15 12 27 13.5
2 20 18 38 19
3 18 12 30 15

4 K] 4 7 3.5

A 5 12 9 21 10.5
i 6 7 13 20 10
0 7 6 4 10 5

] 8 6 11 17 8.5
0 2 2 T 2

10 0 3 3 1.5

11 1 0 1 0.5

TOTAL 200 100

_8‘[-
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CUADRO No. 2

DISTRIBUCICN DE LOS CANIDEOS POR SU SIGNOLCGIA

CARACTERISTICAS CANTIDAD PORCENTAJE

ANTMALES SANOS 180 90.0

ANIMALES CCM PROCLE!AS

RESPIRATORIOS 15 7.5

ANIMALES CON PCGIBLES
SECUELAS DC MOQUILLO

TOTAL 200 1¢0.0




CONCLUSIONES

1)
(=]

Los sueros provenientes de canideos de las tres diferentes
nas del! drea Metropolitana, dos en ¢l Distrito Federal y una en ¢l
Estado de Héxico, no se les detecté la presencia de anticuerpos c¢n
contra de Agperaillus fumisatus, con las pruebas empleadas.

Esto sugiere que la incidencia de la Aspergilosis Canina es -
poco importante y que los estudios para detectarla, debieron ser -
en grupos de animales que presenten la signologfa caracterfstica -
(trauma en la narlfz, seguida de descargas nasales psrsistentes mu-
cohemorrdgicas, estornudos, disnea, epistasis intermitente, sinusi
tis y destruccién en cornetes).

Por otro lado, aunque la prueba de doble difusifn es poco sep
sible, se ha demoatrado, que es adecuada para el diagnéstico de cg
sos activos de Aspergilosis. Sin embargo, es importante seifalar -~
que existen pruebas m&s sensibles, tales como ELISA, para la deteg
cién de anticuerpos circulantes, de tal manera que para un estudio
de lg G, en individuos aparentemente sanos, la prueba de eleccién
serfa esta Gltima.

Es por ello necesario y se recomienda continuar con las inveg
tigaciones sobre esta enfermedad, pues es el primer antecedente de

un trabajo experimental realizado en México, para detectar {a pre-
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sencia de anticuerpos contra el Asperaillus fumicatyus.



DISCUSION

Como se menciona en los resultados, todas las muestras se cne
contraron negativas, con las pruebas realizadas.

Esto difiere notablemente con lo encontrade por Cervantes (3),
en estudios realizados en el &rea urbana de Glasgow, Escocia, El -
reporta un 14.6% de animales positivos con anticuerpos en contra -
de Aspergjllys fumigetys, en un muestreo de 200 canideos. La razén
para esta diferencia, puede ser, por los factores ambientales, pe-
ro sobre todo, fuctores de manejo, ya que se sabe que los qanideos
en Escocie, son utilizados como perros pastores, lo que propicia,
un mayor fndice de contacto con el agente causal.

Una menor diferencia en los resultados, se obscrva en el artl
culo de Lane y Warnock (8), quienes reportan que en un estudio rea
lizado de 84 canideos, el 11.¢7, sufrfan Aspergilosis nasal, pero
estos autores, solo muestrearon animales que mostraban la signolo~
gfa cidsica, ya anteriormente sefalada.

Es importante secfialar, que la mayorfa de los casos reportados
en la literatura (4,5,8,9,13,14), solo se refieren a casos aisla--
dos, que presentaban signos de la enfermedad y en la mayorfa de e~
llos, el analisis serol8gico fu€ posterior al hallazgo microbiol&~

gico y en algunos de ellos {5), fueron encontrcdos a la necropsia.
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Sc sabe que la prueba de doble difusién en gel, es efectiva y
segura para el diagnéstico de Aspergilosis (8,13), pero poco efec-
tiva cuande se efect@ia un analisis de animales aparcntemente sanos

El hecho de que todas las muestras resultaron negativas, Ila-
mé poderosamente la atencién, ya que se sabe de la alta contamina-
cibn que existe en el Valle y Ciudad de México. Esto pudiera haber
afectado la presentacidn de casos con anticuerpos en contra de A.
Funinatys, pues este agente se encuentra en forma abundante en am-
bientes con heno, pajas y materia orgénica vegetal, en donde estos

tipos de ambiente, estdn muy reducidos en nuestra ciudad,‘por lo -

que se considera que esta investigacién ha cubierto el vaclo de ip- - .

formacidn, detectando en forma negativa la presencia de anticuer--
pos contra Agpergillus fumigatus en las Sreas muestreadas. Asl mig
mo, consideramos que esta investigacién, deberfa de ser continuads
pero muestreando animales con |a signologfa caracterlstica de los

animales con la Aspergilosis Canina. Ya que aunque en este trabajo
se encontraron animales con problemas respiratorios, pero no con -
la presentacién de los signos cldsicos de la enfermedad, ello no ~
significa que el agente causal de la Aspergilosis, no se encuentre
en el medio ambiente, pues es el primer trabajo en donde se aplica

la serologfa, en la deteccién de anticuerpos en cuntra de la enfep
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medad de la Aspergilosis Canina en México.
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