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Introduccion

Desde que Pepys en el afio 1959},
introduce en la clinica la investiga-
cidn de anticuerpos séricos especificos
frente al Aspergillus y estudia el valor
de esta determinacion en una serie
de pacientes, la bisqueda de estos an-
ticuerpos precipitantes por cualquiera
de los métodos, ha sido un paso obli-
gado en el enfermo sospechoso de pa-
decer una infeccién aspergilar.

A pesar de los perfeccionamientos
aportados a las reacciones de precipi-
tacion en gelosa, del 10-20 % de las
aspergilosis escapan aun al diagnds-
tico inmunoloégico realizado con las
técnicas de inmunodifusién doble ¢

inmunoelectroforesis, sobre todo si
se trata de sueros con escaso nivel de
anticuerpos®.

Cuando en 1976 realizamos nues-
tro primer trabajo sobre aspergilosis
respiratorias’, nos llamo extraordina-
riamente la atencién el que en una
serie de aspergilomas (en varios casos
comprobados quirirgicamente), obtu-
viéramos titulos de anticuerpos deter-
minados por inmunofluorescencia
indirecta (I.F.I.) muy bajos, maxime
cuando esta técnica se ha mostrado
de gran valor en el diagndstico de
otras enfermedades infecciosas y pa-
rasitarias*®. Este ha sido el motivo
que nos ha llevado a revisar la técni-
ca, establecer un grupo testigo que
consideramos lo suficientemente am-
plio y a practicar la reacciéon en una
serie de enfermos con evidencia o
gran sospecha de infeccion aspergilar,
incluyendo en este grupo a los enfer-
mos que sirvieron de base a nuestra
primera comunicacion, con objeto de

intentar establecer el valor de la L.E.L.
en el diagndstico de esta afeccion.

A raiz de las investigaciones de
Marrack’ y Eagle®, que mostraron la
posibilidad de acoplamiento proteina-
anticuerpo con diversos compuestos
diazotados, sin que esta operacion
afectase esencialmente las propieda-
des inmunologicas especificas, Coons
en 1941 y posteriormente en 1942°',
tiene la idea de acoplar al anticuerpo
(suero de conejo antineumococico
tipo III), las sales de fluoresceina, ob-
servando como el conjugado que se
ha obtenido conservaba todas las
propiedades inmunolégicas del anti-
suero de origen.

Sin embargo, las diticultades técni-
cas para marcar directamente anti-
cuerpos, eran considerables; este mis-
mo autor, Coons', basdndose en la
propiedad que tienen los anticuerpos
(globulinas) de actuar como antigenos
cuando se inyectan a un animal y
producir anti-anticuerpos, tuvo la
idea de marcar esta inmunoglobulina
(anti-anticuerpo) con el isocianato
de fluoresceina.

En un primer paso, se fija el an-
ticuerpo con el antigeno correspon-
diente y en un segundo tiempo, la
antiglobulina fluorescente se fija en
el anticuerpo; si el anticuerpo no
existe, la antiglobulina no encuentra
molde para fijarse y el antigeno no
queda marcado, apareciendo sin fluo-
rescencia.

Material y metodo

Hemos estudiado el nivel en suero de an-
ticuerpos antiaspergilares en 94 casos, dis-
tribuidos de la siguiente forma:

A) Grupo testigo control, compuesto por 81

sujetos sin evidencia de alteraciones pulmona-
res, de los cuales 5 eran lactantes, 8 preesco-
lares, 8 jovenes de menos de 15 anos y 60
adultos.

B) Grupo formado por 13 enfermos afectos
de una aspergilosis respiratoria, 5 de ellos con
confirmacion quirdrgica de aspergiloma - in-
tracavitario, que en un caso coexistia con un
empiema aspergilar contralateral (fig. 1); 4
con sospecha clinico-radiologica de aspergilo-
ma y que no fueron intervenidos por diver-
sOS motivos y otros cuatro con diagndstico de
probable asma aspergilar, aunque solamente
un caso cumpliera con todo rigor con los pa-
trones de la enfermedad alérgica aspergilar.
(eosinofilia por encima de 500 cl/mm., opaci-
dades fugaces, presencia de A. Fumigatus en el
esputo, reacciones cutineas positivas y titulo
de anticuerpos elevados en el suero).

El método empleado para la deteccion de
anticuerpos anti-aspergilares, ha sido la in-
muno-fluorescencia indirecta (I.F.I«), emplean-

Fig. 1. Aspergiloma intracavitario en l6bulo supe-
rior derecho y .empiema aspergilar en hemitdrax
izquierdo.
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Fig: 2.

do como antigeno un A. Fumigatus aislado
de uno de nuestros enfermos (fig. 2) y culti-
vado en caldo Saboreaud a temperatura am-
biente en un agitador magnético para lograr
colonias miceliares no esporuladas. Tras va-
rios lavados con soluciéon salina, fueron frag-
mentados en un agitador de hélice y diluidas
de modo que dieran 20 - 40 fragmentos mi-
celiares por campo 40 x y objetivo 10 x.

El conjugado fluorescente antiglobulina
humana ha sido el preparado por el Instituto
Pasteur diluido al 1/100.

El microscopio utilizado fué un Ortolux
Leizt con mechero de 200 W. vy filtros de exci-
tacion ultravioleta de 4 mm. y de bloqueo K
530.

Resultados

Los sueros de los sujetos testigos,
sin alteraciones aparentes en el apa-
rato respiratorio ni otomicosis, pre-
sentaron titulos de anticuerpos anti-
aspergilares en ILF.I. comprendidos
entre el negativo vy la dilucion 1/128

TABLA I

Aspergiloma del que se aislo el hongo qite heinos empleado coimo antigeno.

(Tabla I). No presentaron anticuerpos
especificos los 5 lactantes, 6 de los 8
ninos en edad preescolar, dos jovenes
de 13 v 14 anos y 2 adultos.

En el segundo grupo (Tabla II), los
aspergilomas quirargica y micolo-
gicamente demostrados, alcanzaron
titulos de anticuerpos superiores a la
dilucién 1/256; los 4 casos de asma
aspergilar, presentaron niveles de
1/128, 1/256, 1/512 y 1/1024. De los
4 casos de aspergiloma con solo evi-
dencia clinico-radiologica, 2 alcanza-
ron titulos de 1/512 mientras que los
otros dos fueron de 1/64 y 1/128.

Conclusiones

1. Aunque algunos autores como
Drouhet y Segretain'*”?, dan como
positivos titulos superiores a 1/40, no-

Niveles de anticuerpos antiaspergilares determinados por L.F.1. en 81

individuos control

Titulos anticuerpos < 1/16 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
N.° de casos 81 16 25 18 14 8 0
TABLA 11
Distribucion del titulo de anticuerpos antiaspergilares
en Aspergilomas y Asma Aspergilar
N° casos 1/6% 1/128 1/256 1/256 1/512 1/1024
Aspergilomas
quirurgicos E 3 2
Aspergilomas
clinico-radiolog. 4 ! 1 2
Asma aspergilar 4 1 1 1 1
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sotros encontramos en la serie de su-
jetos testigos niveles de hasta 1/128,
que creemos por tanto deben de con-
siderarse negativos, lo que posible-
mente sea debido al empleo de distin-
to antigeno y material usado, asi co-
mo a la subjetividad de esta prueba
(por lo cual creimos necesario esta-
blecer un grupo control que nos diera
una idea lo maéas exacta posible del
nivel de anticuerpos anti-aspergilares
en la poblacion normal).

2. Las distintas técnicas empleadas
para la deteccion de anticuerpos fren-
te al hongo, dan resultados positivos
segun los distintos autores consulta-
dos en un porcentaje del 80 al 90 %.
En nuestros aspergilomas quirirgica-
mente demostrados, no hemos encon-
trado titulos inferiores a 1/256.

3. En el grupo de enfermos con sos-
pecha clinico-radiologica de asper-
giloma, obtuvimos en dos casos titu-
los inferiores a 1/256, lo que creemos
puede ser debido a que distintos pro-
cesos pueden dar lugar a imagenes
radiologicas similares, tales como la
presencia de un hematoma intraca-
vitario, un secuestro caseoso, etc.

4. En el tercer grupo de enfermos
con sospecha de asma aspergilar en-
contramos 3 positividades mientras
que un caso tenia un titulo de 1/128.

Por todo ello, pensamos que la
técnica de la inmunofluorescencia
indirecta, tiene un puesto que debe-
mos de considerar importante junto
con las otras técnicas inmunoldgicas
en el diagnostico de las aspergilosis
respiratorias, siendo ésta, sensible, de
facil realizacion y de lectura rapida.

Resumen

Tras hacer una breve introduccion
sobre la técnica de la Inmunofluo-
rescencia indirecta, exponemos el
material y método seguido en nuestro
estudio y analizamos los resultados
obtenidos con dicha técnica en 13 en-
fermos afectos de una aspergilosis
respiratoria.

Summary

VALUE OF INDIRECT
IMMUNOFLUORESCENCE IN THE
DIAGNOSIS OF RESPIRATORY
ASPERGILLOSIS

After a brief introduction on the
technique of indirect immunofluo-
rescence, the authors expound on
the material and methodology used
in their study and analzye the results
obtained with this technique for 13
patients affected with respiratory
aspergillosis.
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