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INTROOUCCIOU 

La enfermedad de la Aspergilosis en las especies doméstic~3, 

esta difundida ampliamente, siendo el principal agente causal el 

!!Pecsi 1 lys .fJ!m.i~, hongo microsc6pico encontrado como habita.u 

te normal en el medio ambiente, localizado especialmente en vege­

tales del tipo de loa forrajes y henos (1,18). 

Este es uno de los hongos que se considera como oportunista, 

que penetra al organismo generalmente al presentarse en ~I una b.2, 

ja de defensas o una exposici6n masiva a las esporas del agente -

causal. Esta afirmaci6n ae basa en trabajos experi111entales, donde 

el dia9n6atico de la Aspergilosis ful positivo por pruebas de la­

boratorio y por observaciones clrnicas cl,aicaa que se realizaron 

(18,19). 

La Aspergilosis es una de las micosis que tiene presentaci6n 

local o diseminada, siendo fas 1SBnifestaciones clrnicas las ai--­

guientes: 

- Bronco pulmon~•r alérgica. 

Aspergi loma. 

- Invasiva. 

- Destrucci6n de cavidades y cornetes resales. 

- Sinusitis frontal y nasal. 
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Siendo de importancia señalar los cambios que se presentan en 

los canideos (1,8,18). 

La inspección rutinaria y las manifestaciones clrnicas de los 

casos reportados en la literatura consultada, menciona lo siguien­

te: 

Los canideos estudiados presentaron tra1nas en la narrz, des­

cargas nasales persistentes del tipo mucohemorrágica, estornudos, 

disnea por obstrucción nasal anterior y posterior, epistasis inte.,1; __ 

mitente, sinusitis y destrucción en los cornetes (8,9,14,20). 

Debido a que no existe información sobre este tema en nuestro 

pais, se decidió iniciar investigaciones sobre la Aspergilosis, -­

realizando estudios serologicos, para conocer la importancia y di­

fusi6n de la enfermedad, evaluando la cantidad de anticuerpos con­

tra le Aspergilosis Canina. 

Las pruebas serologicas que se utilizan para el diagnóstico -

de la Aspergilosis son: (1,6,7,8,10,l6) 

1.- Prueba de la doble difusión (macro y microin~unodifusión). 

11.- Contrainmunoelectroforesls. 

111.- Fijaci6n de complemento. 

IV.- Aglutinación en tibo y con latex. 

v.- lnhibici6n de la hemoaglutinación. 
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VI.- lnmunofluorescencia. 

De las cuales se utili:ar~n la prueba de la doble difusi6n en 

gel y la prueba de la contrainmunoelectroforesis, que se reportan 

como dos de las pruebas mds sensibles para detectar la presencia • 

de anticuerpo• contra la Aapergilosis Canina y las que nos podr&n 

dar resultados satisfectorios evaluando la cantidad de anticuerpos 

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



orJETIVO 

Detectar a travé~ de •~ realizaci6n de dos pruebas inmuno169.i, 

cas como lo son: 

La prueba de la doble difusi6n en gel y la prueba de la con-­

trainmunoelectroforesis, la presencia de anticuerpos en contra de 

~p~gjJJJ,¡a fwpjaatys, 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, come un factor contaminante para pr.2. 

ducir la Asper9ilosis en los canideos. 



MATERIAL Y METODOS 

Para la detecci6n de anticuerpos, se uti 1 izaron las siguientet 

pruebas de laboratorio. 

f.IATER IAL: 

1) SUEROS.- Se trabajaron un total de 200 muestras de sangre de c,a 

nldeos del área Metropolitana, basicamente tres :zonas específicas -

que son: la Delegoci6n Cuat'íhtemoc, la Dele9aci6n Tlalpan y en el EJ. 

tado de México, el Municipio de Cuautitlán de Romero Rubio. 

Para obtener el suero, primero se realiz6 la venipunci6n de 

los canideos en la vena cefálica o en la safena, obteniendose un 

promedio de 6 mi 1i1 itros de sangre, dejando reposar la muestra o 

bien, centrifugando todas las muestras obtenidas en el muestreo en­

tre 2000 a 2500 rpm (revoluciones por minuto), durante 15 minutos. 

El suero obtenido se deposit6 en frascos viales estériles de -

5 mililitros. Agreg~ndoles para la conservaci6n del suero 0.2 mili­

lltrós de Timerosal Lilly O.lg (marca comercial ~lerthiolatc blanco 

de Laboratorios Lit ly Elanco) y se congelaron a -70°C, hasta su us~ 

2) A:ITIGENO.- El antr9eno es del tipo metab61 ico, que fué obtenido 

después de cultivar el ~pJU:,!l.iJJ.:L¡ fymjgatus en un medio líquido de 

Glucosa Peptona durante 6 semanas. 

3) SUERO CONTROL.- Obtenido de un caso en un canideo que present6 
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la enfermedad de Aspergilosis, 

Para poder obtener resultados que nos resulten confiables, se 

realizaron dos pruebas inmunol6gicas. 

4) PRUEBA DE LA DOBLE DIFUSION EN GEL Y LA PRUEBA DE LA CONTRAIN­

MUNOELECTROFORESIS. 

Las dos pruebas utilizadas requirieron en forma especial del 

siguiente material: 

A.- Prueba de la doble difusi6n en gel: 

- Cajas de Petri de plástico est~riles. 

- ilcd i o de Agarosa a base de: 

Acido B6rico (H
3

so3) - - - -

Tetraborato Dis6dico (Na2sl
7 

- 10 H20) 

Agarosa al 1% - - - - - - -

A:ida de Sodio Sg/100 mi. - - - -

Agua Dcsti lada a 70°C - - -

7,7 9• 

13,4 9• 

- - - - lg/100 mi. 

- - - - lml/200 ~l. 

- - - - 500 GI 1 • 

- Soluci6n Bufferac!a de Fosfatos (PBS) a base de: 

Cloruro de Sodio (NaCI) 

Fosfato de Potasio Dib6sico (K
2

HP0
4

) -

Fosfato de Potasio l·lonob.isico (Klll0
4

) 

Agua Destilada - -

- s~cabocados (marca C~'. crcial) del No. 1 y No. 2. 

8 9• 

1.21 9• 

0,34 9• 

1000 mi, 
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- Placas de vidrio de 10 c111. por 10 c11. y de .2 cm. de grosor, 

B.- Prueba de la contrainmonoelectroforesis: 

- Placas de vidrio de 10 cm. por JO cm. y de .2 cm. de groso~ 

- Medio de Agarosa. 

- Soluci6n l!ufferada de Fosfatos (PBS). 

- Sacabocados del No. l. 

- Aparato de Contrainmunoelectroforesis, marca LKB (Bromna} -

2117 Multiphor y LkB (Biochrom) 2103 Power supply. 

METODOS1 

A.- Para la prueba de la doble difusidn en gel, se agregan 10 •i-

1 il itros del medio de a9arosa en las cajas de Petri, una vez geli•. 

ficado el medio, se realizan con el sacabocados los perforaciones, 

como se muestren en el esquema No. 1. (heja No. 11). Depositando -

en el centro, el antroeno de ~.!O.!:~ y alrededor los sueros -­

sospechosos. 

Se dejan las cajas con las muestras a temperatura ambiente en 

cilmara h<imeda, durante 5 dí.:is, Al sexto dra se 1 avan las muestras 

con PBS con un PH de 7 .4, dejando 1 as muestras durante 48 horas, -

cambiando la soluci6n cada 24 horas. 

Posteriormente se lava con agua destilada durante 24 horas y 

el medio se coloca sobre placas de vidrio y se dejan secar las --
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muestras a tcr.iperatur<: ambiente con la finalidad de que el medio se 

deshidrate soure las plac~s. 

Una vez que el nedio esta deshidratado, se procede a la tin---

ci6n de 1.-:is líneas, con la tinci6n de negro ele úl~i<lo. 

B.- En la prueba de la contrainmunoelectroforesis, se real iza la -

misma técnica que en la prueba ilntcrior, pero r~ una placa se agre• 

gan 60 mili litros del medio de agarosa y una vez gelificado el me--

dio, se procede a realizar las pJrforaciones, corno se muestra en el 

esquema No. 2 (hoja No 11), colocando tanto el antígeno como los 

sueros sospechosos. 

Poste ri orrnente se corre 1 a prueba ap 1 i cando a 1 aparato una in-

tensidad de 2 mi 1 iar.1pers por centímetro, e~pe:rando 45 minutos, 

Al término de la prueba se lava la placa con soluci6n buffera-

Ja de fosfatos (POS) en i~uül forma que en la prueba de la doble d,L 

fusi6n. 

C.- TINCION DE LINE,\S o:: rREClí'ITACIOil: 

En el dcsarrol lo y e;:pl icaci6n ele este m~todo, hablat•emos tan-

to d•I materia 1 como de 1 u b~::::n i c,1 a <le sarro 1 1 ar par..i 1 a& dos prue--

bas inr.1unol6aic.~s. 

MtTERll\Ls 

- ::o 1 u~ i ón ele negl''1 <le ar.Ji do • b.::se Ju: 
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Gr4nul os de negro do amido l 9• en 1000 mililitros de Gel -

Wash. 

- SolucicSn de Gel lfosh: 

~!etano 1 - -

Agua Oesti lada 

Acido Acético Glacial • - • -

f.IETODOS: 

500 mi. 

400 1111. 

100 1111. 

Se di3uelve el negro de amido en un litro de la solucicSn de -

Gel \fash, teniendo preparadas las soluciones en recipientes para .. 

teñir y lavar las muestras. 

la técnica para la tincicSn de las lrneas ea lu siguiente: 

- Colocar las placas con las muestras para teñirlas durante -

40 minutos, con la soluci6n de negro de amido. 

- En otro recipiente se decoloran las muestras con la solu--­

cicSn de Gel \tash en una re lacicSn de 5:4:1, durante 40 minutos. 

- Se realiza otro lavado en otro recipiente con la misma duP,! 

cicSn que en el anterior. 

• Por Gltimo se da otro lavado con una soluci6n de Gel ltash -

con gl iccrinil dur.:inte 15 minutos. 

Al téroino de los lav.:idos y tinciones se Lejan las muestras• 

al medio aobientc para que oc aec¡,,cn y.se p:'ac:idJ a l,;i lectur.:i de 

los resultados, lils 1 fneaa que r'e'."ulten pooitivos a las pruebo::: -
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se teíliran de un color a:ul oscuro. 
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l SOSPECllOSOS 

[ ANTIGENO 

r SUEROS 
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[ANTI GENO 



RESUL r:~oos 

Las 200 muestras trabajadas, provinieron de canideos de ambos 

sexos, con edades variables entre los 2 meses y los 11 años de e-­

dad. (Ycr el cuadro No, 1), 

Algunos de los dnimalcs muestreados, presentaron una sintona­

tologra respiratoria con tos, estornudos, en un porcentaje del 7,5 

por ciento; otros con aparentes secuelas de moquillo, en un 2.5% y 

el porcentaje mayor lo ocuparon animales que a lu examinaci6n ex-­

terna se encontraron sanos, con un 90~~. (Ver e 1 cuadro tlo, ::!) • 

De los estudios realizados con la prueba de doble difusi6n en 

gel y l.:i de contrainmunoelectroforesis, los resultados de l.::is rnue~ 

tras, fueron negativos. 



CU.\ORO tlo. 1 

DISTR!lJUCION l'E LOS CANIDEOS POR EDADES -ED:\D /.IACl!OS HEM8Ri\S /.:UESTRAS --
'.:! 1 1 2 

3 1 3 4 

.. 4 o 1 1 

r 5 '.:! 2 4 

~ (, l 3 4 

E 7 ll 2 2 

" " l' 2 2 ..J .., 
10 1 o 1 

11 o 2 2 

1 15 12 27 

2 20 18 38 

3 lS 12 30 

4 3 4 7 

A 5 12 9 21 .. 
n 6 7 13 20 . 
o 7 6 4 10 . 
s 8 6 11 17 - . 

9 2 2 4 -
10 o 3 3 

11 1 o 1 

TOTAL 200 

PORCENTAJE 

1 

2 

o.s 
2 

2 

1 

1 

o.s 
1 

13.5 
19 

15 

3,5 
10 ,5 

10 

5 

8.5 

2 

1.5 

o.s 
100 

1 .... 
w 
1 
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CUi\DRO No. 2 

DISTRIBUCICN DE LOS CANIDEOS POR SU SIGNOLCGIA 

CA!\AC TER 1:;r1 C/\S CANTI 0,\i) POlm::NTAJE 

AN !MALES SANOS 180 90.0 

/\N lf,IJ\LES CC~l rr.ocLE: :AS 

RESP 11\ATOR 1 OS 15 7,5 

ANIMALES CON PG31BLES 

SECUEL~S OC MO~UILLO 5 2.5 

TOTt\ L 200 lCO,O 



CONCLUSIONES 

Loa sueros provenientes de canideos de las tres diferentes :2 

nes del drea Metropolitana, dos en el Distrito Federal y una en el 

Estado de ~llfxico, no se les detect6 la presencia de anticuerpos ~n 

contra de ~JU:~ .f.IMDl~, con las pruebas empleadas. 

Esto sugiere que la incidencia de la Aspergilosis Canina es -

poco importante y que los estudios para detectarle, debieron ser -

en grupos de ani•ales que presenten la signologra caracterrstica -

(tr•1111• en la narrz, seguida de descarges nesales persistentes mu­

cohemorrlgicas, estornudos, disnea, epistaais inter~itente, sinusl 

tia y destrucci6n en cornetes). 

Por otro lado, aunque la prueba de doble difusi6n es poco sen 

sible, se ha demostrado, que es adecuada para el diagn6stlco de c~ 

sos activos de Aapergilosia. Sin embargo, es importante señalar 

que existen pruebas más sensibles, tales como ELISA, para la dete.so. 

ci6n de anticuerpos circulantes, de tal manera que para un estudio 

de lg G, en individuos aparentemente sanos, la prueba de elecci6n 

serra esta 61tima. 

Es por ello necesario y se recomienda continuar con las inve.1. 

tigeciones sobre esta enfermedad, pues es el primer antecedente de 

un trabajo experiniental real izado en México, para detectar la pre-
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senc ia de anticuerpos contra el A¡p.su:,gj !lus fL1Djgatus. 



OISCUSION 

Como se menciona en los resultados, todas las muestras se en­

contraron negativas, con las pruebas realizadas. 

Esto difiere notablemente con lo encontrado por Cervantes (3), 

en estudios real izados en el área urbana de Glasgow, Escocia. El -

reporta un 14.6% de animales positivos con anticuerpos en contra -

de ~e¡:gj llus .f.1ll!ll~, en un muestreo de 200 canideos. La raz6n 

para esta diferencia, puede ser, por los factores ambientales, pe­

ro sobre todo, factores de manejo, ya que se sabe que los canidcos 

en Escocia, son utilizados como perros pastoreG, lo que propicia, 

un mayor rndice de contacto con el agente causal. 

Una menor diferencia en los resultados, se observa en el art! 

culo de Lone y \o/arnock (8), quienes reportan que en un estudio re,2 

lizado de 84 canideos, el 11.S\ sufrran Aspergilosis nasal, pero 

estos autores, solo muestrearon animales que nostraban la signolo­

gFa clásica, ya anteriormente señalada, 

Es importante señalar, que la mayorra de los casos reportados 

en la literatura (4,5,8,<),13,14), solo se refieren a casos nisla-­

dos, que presentaban signos de la enfermedad y en la mayorra de e-

1 l·os, el anal is is serol6gico fu~ posterior al hallazgo r.iicrobiol6-

gico y en algunos de el los (.S), fueron encontrcdos a la necropsia. 
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So sabe que lo pruebo de doble difusi6n en gel, es efectiva y 

segura para el diagn6stico de Aspergilosis (8,13), pero poco efec­

tiva cuando se efect~a un analisis de animales aparentemente sanos. 

El hecho de que todas las muestras resultaron negativas, lla-

m6 poderosamente la atencidn, ya que se sabe de la alta contamine­

cidn que existe en el Val le y Ciudad de ~léxico. Esto pudiera haber 

afectado la presentacidn de casos con anticuerpos en contra de ~· 

.fllu.LC\.!Uali, pues este agente se encuentra en forma abundante en am­

bientes con heno, pajas y materia org4nica vegetal, en donde estos 

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

que se considere que esta investigacidn ha cubierto el vacro de i4 ... ;· 

foM11aci6n, detectando en forma negativa la presencia de anticuer-­

pos contra ~9.LU..Y.I fMai.~ en las 4reas muestreadas. Asr mi,& 

mo, consideramos que esta investigacidn, deberra de ser continuad1¡. 

pero muestreando animales con la signologra caracterrstica de los 

aniinalee con la Aspergilosis Canina, Ya que aunque en este trabajo 

se encontraron animales con problemas respiratorios, pero no con -

la preaentaci6n de los signos cl4sicos de la enfermedad, el lo 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 serologra, en la detecci6n de anticuerpos en cúntra de la enfe,t 
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medad de la Aspergi losis Canina en Mtfxico. 
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