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RESUMEN 

 

La aspergilosis es una enfermedad de importancia en aves de presa mantenidas 

en cautiverio y su diagnóstico ante-mortem es difícil debido a los signos clínicos 

inespecíficos, la clave para un pronóstico favorable es su identificación en una 

etapa inicial, además de ser necesario realizar varias pruebas para llegar a un 

diagnóstico definitivo. El objetivo del presente estudio fue utilizar la prueba de la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para el diagnóstico temprano de 

aspergilosis en aves de presa. Se colectaron muestras de sangre y de tráquea de 

35 aves con una mayor susceptibilidad a la enfermedad o que cursaran con un 

evento inmunosupresor. Las muestras de sangre sin anticoagulante se utilizaron 

para las pruebas serológicas y con anticoagulante para el hemograma, este último 

con la finalidad de detectar animales con leucocitosis, que es común en aves con 

aspergilosis. Las muestras traqueales se tomaron con hisopos estériles, se 

transportaron y conservaron en 340 µl de PBS estéril, de esta solución se realizó 

el examen microscópico directo con azul de algodón lactofenol e hidróxido de 

potasio (KOH) al 20%, el cultivo en agar dextrosa Sabouraud, la extracción de 

ADN y la PCR con iniciadores que amplifican las regiones ITS 1 e ITS 2 de          

A. fumigatus. La identificación de los anticuerpos contra A. fumigatus se realizó 

mediante la pruebas de inmunodifusión doble, contrainmunoelectroforesis y ELISA 

indirecta utilizando los antígenos metabólicos y somáticos del hongo. En una de 

las aves muestreadas: un aguililla cola roja juvenil (Buteo jamaicensis), se tomó 

una placa radiográfica en donde las lesiones observadas parecían indicar una 

etapa avanzada de aspergilosis, la cual se confirmó mediante el aislamiento de             

A. fumigatus, la identificación de anticuerpos con la prueba de ELISA indirecta y 

con la prueba de PCR que amplificó un fragmento de 350 pb. Los resultados 

obtenidos sugieren que es necesario realizar más estudios en aves que cursen 

diferentes etapas de la enfermedad. 

Palabras clave: Aspergillus fumigatus, ITS, PCR, ELISA, 
contrainmunoelectroforesis, inmunodifusión doble, rapaces. 
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ABSTRACT 

 

Aspergillosis is an important disease in birds of prey held in captivity, ante-mortem 

diagnosis is difficult because of the non-specific signs, the key for a good 

prognosis is the early detection and several tests are needed to get a definite 

diagnosis. The aim of the present study was the use of the polymerase chain 

reaction (PCR) for the early diagnosis of aspergillosis in birds of prey. Blood and 

tracheal samples were collected of 35 birds with increased susceptibility to disease 

or who may be suffering an immunosuppressive event. Blood samples without 

anticoagulant were used for serological testing and with anticoagulant for 

hemogram, the latter in order to detect animals with leukocytosis, which is common 

in birds with aspergillosis. Tracheal samples were taken with sterile swabs, 

transported and preserved in 340 µl of sterile PBS, from this solution we performed 

the direct microscopic examination with lactophenol cotton blue and potassium 

hydroxide (KOH) 20%, culture in Sabouraud dextrose agar, DNA extraction and 

PCR with primers that amplify the ITS 1 and ITS 2 regions of A. fumigatus. The 

detection of antibodies against A. fumigatus was performed by double 

immunodiffusion tests, counterimmunoelectrophoresis and indirect ELISA using 

somatic and metabolic antigens of the fungus.  In one of the birds sampled: a 

juvenile red-tailed hawk (Buteo jamaicensis), a radiograph was taken where the 

lesions appeared to indicate an advanced stage of aspergillosis, which was 

confirmed by the isolation of A. fumigatus, the identification of antibodies with 

indirect ELISA and PCR test that amplified a fragment of 350 bp. The results 

suggest the need for more studies on birds with different stages of the disease. 

Keywords: Aspergillus fumigatus, ITS, PCR, ELISA, counterimmunoelectrophoresis, 

double immunodiffusion, raptors 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Generalidades 

La aspergilosis es una enfermedad infecciosa no contagiosa que afecta a 

humanos,  mamíferos y especialmente aves, entre las que destacan las aves de 

presa, pingüinos, pavos y psitácidos del género Amazona.1-5 Las aves de presa 

mantenidas en cautiverio son las más afectadas y se reporta que la enfermedad 

es responsable de entre el 15 y el 30% de las muertes de estos animales 

exhibidos en zoológicos; sin embargo, en aves silvestres representa un menor 

problema.6 Existen especies que tienen una mayor susceptibilidad a la 

enfermedad, entre las que se encuentran: azor norteño (Accipiter gentilis), halcón 

gerifalte (Falco rusticolus), búho de las nieves (Bubo scandiaca), aguililla ártica 

(Buteo lagopus), aguililla cola roja (Buteo jamaicensis) principalmente juveniles, 

águila real (Aquila chrysaetos) y águila calva (Haliaeetus leucocephalus) en casos 

de intoxicación con plomo, mientras que las especies con mayor resistencia a la 

aspergilosis son: el aguililla de Harris (Parabuteo unicinctus) y el halcón de las 

praderas (Falco mexicanus).1,7,8,9,10,11 No existen reportes en aves de presa que 

muestren que el sexo desempeñe un papel en la susceptibilidad a la infección. Se 

ha encontrado que los meses con mayor número de casos de aspergilosis en aves 

de presa y pingüinos jóvenes son de junio a septiembre.1 

La aspergilosis es una infección oportunista, que causa daño bajo condiciones de 

inmunosupresión o debido a la exposición a un gran número de conidios.8,11,12  La 

mala nutrición también es un factor predisponente, así como el estrés, el uso 

prolongado de antibióticos, la edad (aves jóvenes o de edad avanzada), 

traumatismos, una enfermedad prolongada, dosis inmunosupresoras de 

corticosteroides, ambientes polvosos, intoxicación con plomo, cuando las aves son 

mantenidas en condiciones de poca sanidad (acumulación de comida o heces)  o 

una mala ventilación, así como irritantes de las vías aéreas (vapores de los 

desinfectantes, el humo del cigarro y el amoniaco).1,3,6,9,10,13,14 
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Existen diferencias anatómicas y en la inmunidad, que hacen a las aves más 

susceptibles a este padecimiento cuando son comparadas con los mamíferos 

como lo es la carencia de epiglotis, ausencia de diafragma y la presencia de 

heterófilos.15,16 Una característica única en la aspergilosis aviar es la presencia de 

fases reproductivas en los tejidos, habiéndose reportado la fase asexual de         

A. fumigatus y tanto la fase sexual como la asexual de A. nidulans, sugiriéndose 

que esto se debe a la presencia de sacos aéreos que permiten una oxigenación 

adecuada y a que la temperatura de las aves es mayor a la de los mamíferos.16   

1.2. Etiología 

Las especies del género Aspergillus consisten en hongos filamentosos, hialinos, 

formados por hifas con un diámetro que va de 2 a 10µm. Conforme el crecimiento 

comienza, las hifas se entrelazan para formar un micelio. El micelio se divide en 

vegetativo y aéreo,  en este último se producen los conidióforos.17 Los conidióforos 

se originan de una estructura del micelio aéreo llamada célula basal y terminan  en 

un hinchamiento llamado vesícula, a partir de la cual nace en su superficie una 

hilera de fiálides o una de métulas y sobre éstas una hilera de fiálides productoras 

de cadenas de conidios. Los conidios de las especies de Aspergillus son uni o 

multinucleados, pero siempre unicelulares, su forma es muy variada y pueden 

encontrarse redondos, elípticos u ovales, mientras que su superficie es lisa o 

equinulada. El diámetro de estas estructuras en el caso de A. fumigatus es de       

2 a 3µm, lo cual es importante ya que este tamaño les permite alcanzar los 

alveolos pulmonares. Los conidios libres sirven para la diseminación aérea de los 

hongos.17-20 

El hongo es ubicuo, saprófito del suelo y crece en materia orgánica a una 

temperatura superior a 25ºC.13,20,21  Las especies aisladas del género Aspergillus 

en la aspergilosis aviar son: A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. nidulans y        

A. niger,1,3,4,12,14,22,23 pero se ha encontrado que Aspergillus fumigatus es aislado 

en el 95% de los animales con aspergilosis6,16 además, se han reportado casos en 

pingüinos y cigüeñas que cursaron con la enfermedad, donde se encontró que un 
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individuo podía estar infectado con diferentes cepas de esta especie.4,24                      

A. fumigatus produce hemolisinas, enzimas proteolíticas, gliotoxinas  y otros 

factores tóxicos, pero su papel en la patogenia se desconoce.20,23,25,26 La gliotoxina 

es una toxina de la clase de las epipolitiodioxopiperazinas (ETP) y ha recibido 

atención en años recientes ya que se ha demostrado que éste compuesto tiene 

una potente actividad inmunosupresora in vitro e in vivo, además de inducir 

apoptosis en macrófagos pulmonares y algunas otras células de la línea 

hematopoyética.1,20,23,27,28 

1.3. Presentaciones clínicas de las aspergilosis aviar 

1.3.1. Aguda 

Se presenta principalmente en aves silvestres y psitácidos bajo condiciones de 

escasa sanidad y ventilación, se debe a la inhalación de un gran número de 

conidios.14,29,30 Existe una colonización masiva y rápida en los pulmones y éstos 

llegan a estar difusamente infiltrados con gran cantidad de granulomas, 

produciéndose una severa disnea y muerte. El curso de la enfermedad es de 

menos de una semana en la mayoría de los casos, pero en ocasiones  han muerto 

animales aparentemente sanos y expuestos a este hongo en 48 horas. 

Histológicamente, se observan múltiples focos conteniendo hifas y una hemorragia 

e infiltrado celular heterofílico, mononuclear y multinuclear, además de que el 

hongo puede ser aislado de muchos tejidos, como el hígado, bazo y sangre. En 

esta presentación el tratamiento generalmente no es efectivo provocándose una 

alta mortalidad.6,10,13,14  

1.3.2. Generalizada o invasiva 

Se presentan granulomas de color amarillo blanquecino en el tejido pulmonar, 

llegando a invadir los sacos aéreos en casos crónicos, existe una hipertensión 

pulmonar provocada por los granulomas, además de presentar trombos en los 

vasos que pueden llegar a causar la necrosis del tejido y también pueden provocar 

una dilatación del ventrículo derecho del corazón y ascitis. En secciones de tejidos 
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con buena oxigenación como bronquios y bronquiolos, el organismo llega a 

esporular. El hongo se puede diseminar a otros órganos como cerebro, huesos o 

pericardio.2,3,7,31 

Cuando se presenta en los sacos aéreos se debe a que un ave inmunosuprimida 

ha estado expuesta a bajos niveles de conidios y los más afectados resultan ser 

generalmente los torácicos caudales y los abdominales. Cuando las condiciones 

de oxigenación son las adecuadas, el hongo puede llegar a producir 

conidios.13,21,23,31 

1.3.3. Local 

Puede presentarse como una adherencia micótica sólida o aspergiloma, localizada 

en las narinas o en las coanas. La lesión es generalmente unilateral y afecta a 

vasos sanguíneos y cavidad nasal.7,14,29 Cuando la tráquea es afectada existe una 

colonización del hongo en la siringe o en la bifurcación de la tráquea debido a que 

las turbulencias de aire depositan los conidios en este punto de las vías 

respiratorias, sumado al estrechamiento de esta región que predispone la 

acumulación y consecuente bloqueo con detritus celulares y exudado 

caseoso.8,9,13,29 También se reportan casos en donde las lesiones se presentan 

bajo vendajes que se han mantenido húmedos, sin embargo, las lesiones 

cutáneas son raras en las aves.3,9,32,33 Existe una presentación ocular, donde los 

tejidos afectados son la conjuntiva, la superficie externa del ojo y por diseminación 

sanguínea el hongo puede llegar a la parte posterior del ojo.3,9,22,32            

1.4. Diagnóstico 

La aspergilosis aviar es difícil de diagnosticar, ya que los signos clínicos son 

inespecíficos.34,35 Es importante tomar en cuenta la historia clínica para conocer 

las condiciones en las que se encuentra el ave, si ha tenido algún factor que le 

provocara inmunosupresión o una historia de debilidad crónica, pérdida de peso, 

cambio en la voz o intolerancia al ejercicio, además de considerar la 

susceptibilidad de las especies a esta enfermedad. La aspergilosis debe 
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sospecharse en casos de animales debilitados que no responden o empeoran con 

tratamientos de antibacterianos.6,7,9,13,30  

A continuación se describen los elementos que son de utilidad  para el diagnóstico 

de la aspergilosis aviar. 

1.4.1. Hemograma  

Las aves que montan una respuesta inmune apropiada generalmente presentan 

una severa leucocitosis de 20,000 a 100,000 células/µl y la cuenta diferencial 

usualmente revela una heterofilia con desviación a la izquierda, monocitosis 

además de  linfopenia, aunque estos resultados son utilizados como indicativos y 

no como diagnósticos.6,13,29,30 

1.4.2. Signos clínicos 

Los signos clínicos son muy inespecíficos y pueden incluir depresión, poliuria, 

diarrea, anorexia, cianosis y disnea, donde algunas veces las aves respiran con el 

pico abierto. Se puede dar el caso que el ave muera de forma repentina sin 

presentar ningún signo respiratorio.8,11,29,30,33 

El tipo de signos respiratorios depende de la extensión y localización de la lesión. 

Cuando la siringe está involucrada puede presentarse un cambio en la voz, 

incapacidad para vocalizar o ruidos respiratorios, inclusive, puede haber una 

severa disnea cuando la lesión es tan grande que obstruye la tráquea o bronquios 

principales.8,29,30,33,36 Si los pulmones o los sacos aéreos están involucrados, se 

puede observar depresión, disnea, taquipnea o intolerancia al ejercicio. En la 

aspergilosis pulmonar, los signos clínicos toman de días a semanas en ser 

visibles, mientras que cuando los sacos aéreos están involucrados, no es raro que 

las lesiones se desarrollen en el transcurso de varios meses.6,13,23,29 Puede 

presentarse ataxia, tortícolis o pérdida del equilibrio al estar involucrado el sistema 

nervioso central, cuando los granulomas de sacos aéreos se extienden a la 

columna vertebral o al plexo sacro se produce una paresis uni o bilateral, si la 

colonización fungal se limita a las vías respiratorias altas, como los senos 
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periorbitales y la cavidad nasal, se puede presentar descarga nasal mucosa o 

mucopurulenta uni o bilateral, además de rinitis. 1,37 

1.4.3. Radiología 

La radiología puede ser una herramienta de gran utilidad en el diagnóstico de la 

aspergilosis; sin embargo, solo se distinguen cambios radiográficos en casos 

avanzados de la enfermedad y en este punto, el pronóstico es desfavorable. Las 

anormalidades radiográficas incluyen un prominente patrón parabronquial, pérdida 

de la definición de los sacos aéreos, asimetría de éstos y/o densidades focales en 

los pulmones o sacos aéreos. Los sacos aéreos más afectados son los 

abdominales y en particular, el abdominal izquierdo.6,13,14 

1.4.4. Serología 

Se han utilizado las propiedades antigénicas de los diferentes extractos de          

A. fumigatus en las pruebas serológicas para la detección de anticuerpos, 20 por 

ejemplo: el uso de extractos crudos tanto metabólicos como somáticos o 

miceliales, además de la identificación de antígenos provenientes de partes 

estructurales específicas de este hongo como lo es el galactomanano que forma 

parte de la pared celular y ha sido empleado en la prueba de ELISA en humanos y 

animales (platelia Aspergillus EIA, Bio-Rad).  

1.4.4.1. ELISA (Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas) 

Redig et al (1997)25 describen el uso de ELISA indirecta como una guía para el 

manejo de la aspergilosis en aves de presa utilizando un conjugado anti-halcón y 

menciona que el anti-pavo no tiene una buena respuesta con los halcones a 

diferencia de otras especies. Esta prueba fue muy útil para el diagnóstico de la 

aspergilosis en el Raptor Center de la Universidad de Minnesota, EUA, aunque 

desde hace unos años ya no se lleva a cabo debido a la carencia del conjugado 

para realizar la prueba. Graczyk et al (1998)38 determinaron el valor de la 

identificación de anticuerpos, antígeno y la evaluación de parámetros de la sangre 

en el diagnóstico de la aspergilosis y mencionan que el hallazgo de anticuerpos 
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contra Aspergillus es de mayor utilidad que la identificación del antígeno ya que se 

obtuvo una mayor sensibilidad y especificidad que con el resto de las pruebas. 

German et al (2002)39 también describen el uso de ELISA indirecta utilizando un 

conjugado específico para pingüinos. Cray et al (2009a)34 describen una 

modificación en la metodología de la ELISA indirecta utilizando anticuerpos anti-

pollo ya que se ha demostrado que tienen una reacción cruzada con los 

anticuerpos de otras especies de aves, teniendo resultados favorables para el 

diagnóstico de la aspergilosis, principalmente con los psitácidos.36,40 

Le Loch et al (2005)41 utilizaron una prueba comercial (platelia Aspergillus EIA; 

Bio-Rad) para identificar el antígeno galactomanano, que es el principal 

componente de la pared celular de Aspergillus y que ha sido usada ampliamente 

en humanos, concluyendo que la detección de éste antígeno no debe ser 

considerado como una prueba de valor diagnóstico en la aspergilosis aviar debido 

a su baja sensibilidad. Arca-Ruibal et al (2006)42 también mencionan que esta 

prueba comercial no es de utilidad para el diagnóstico de aspergilosis en halcones, 

ya que encontraron una sensibilidad de sólo 12% y una especificidad del 95%; sin 

embargo, Cray et al 36,43,44 modificaron la metodología usada por Arca-Ruibal 

utilizando plasma en lugar de suero y obtuvieron una mejor sensibilidad, 

mencionando que esta prueba si resultó de utilidad para el diagnóstico de la 

enfermedad en diferentes especies de aves.   

1.4.4.2. Inmunodifusión doble 

Esta prueba serológica es la más simple de todas y se ha utilizado desde hace 

muchos años en el diagnóstico de la aspergilosis. Con la inmunodifusión doble 

(IDD) se logran identificar anticuerpos contra Aspergillus teniendo como 

desventajas el requerir de 24 a 72 h para poder observar las líneas de 

precipitación entre el antígeno y los anticuerpos así como su baja 

sensibilidad.2,36,37,45 
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1.4.4.3. Contrainmunoelectroforesis 

Esta prueba es más rápida que la inmunodifusión doble, ya que se utiliza una 

corriente eléctrica para desplazar las fracciones antigénicas de bajo peso 

molecular del antígeno metabólico y los anticuerpos en direcciones opuestas para 

formar líneas de precipitación, la contrainmunoelectroforesis (CIE) requiere sólo un 

par de horas para hacer visibles estas líneas y tiene una mayor sensibilidad que la 

prueba anterior.2,39,45  

En los últimos años, para el diagnóstico de la aspergilosis en humanos ha sido 

utilizada la detección del β-D-glucano que es un componente de la pared celular 

de la mayoría de los hongos patógenos, incluyendo al género Aspergillus y existen 

pruebas comerciales para la identificación de este componente en el suero o en 

lavados broncoalveolares mediante un ensayo colorimétrico, aunque aún no hay 

reportes de su uso en la medicina veterinaria.36,46,47,48  

1.4.5. Endoscopía 

En casos de aves que presenten una disnea severa, es muy útil la traqueoscopía 

que pueda revelar alguna lesión obstruyendo  la tráquea o la siringe.13,30,35  

Realizar una laparoscopía permitirá visualizar los sacos aéreos torácicos caudales 

lo que puede revelar una opacidad difusa o la presencia de placas blancas o 

amarillas y estas placas pueden estar cubiertas de un moho verde grisáceo. Las 

muestras se pueden obtener directamente o mediante lavado de los sacos aéreos 

para su cultivo y citología.13 

1.4.6. Examen directo 

Las muestras obtenidas de tráquea o de sacos aéreos son observadas 

microscópicamente utilizando preparaciones húmedas con KOH al 20%, azul de 

algodón lactofenol, blanco de calcoflúor o nuevo azul de metileno, buscando las 

estructuras micóticas como hifas y conidios, los que tienen un tamaño de 2 a 3µm 

de diámetro.7,13,21,49  
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1.4.7. Cultivo 

El cultivo se realiza de muestras provenientes de lavados broncoalveolares, 

biopsias, hisopos traqueales o del lavado de los sacos aéreos. Las especies de 

Aspergillus crecen a una temperatura de 25 a 37ºC, incluso A. fumigatus puede 

crecer a  45ºC en agar dextrosa Sabouraud o agar sangre y son sensibles a la 

cicloheximida, pero se pueden utilizar antibióticos como el cloranfenicol para evitar 

contaminación bacteriana. La identificación del hongo se basa en observar a 

través del microscopia óptico las estructuras micóticas características del género 

Aspergillus como lo son los conidióforos y en el caso de A. fumigatus se observa 

una vesícula globosa con una hilera de fiálides que forman cadenas de conidios, 

cubriendo tres cuartas partes de la vesícula.7,9,13,21  

1.4.8. PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

En humanos, la aspergilosis ha ido en aumento debido al incremento en personas 

transplantadas y pacientes con SIDA (Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida) 

en donde existe una inmunosupresión y desde hace casi 20 años, se ha utilizado 

la PCR para el diagnóstico de esta enfermedad,50,51 desde entonces se han 

descrito diversas técnicas como la PCR en tiempo real,52,53,54 PCR anidada55,56 y 

han reportado buenos resultados. También es diverso el método para la toma de 

muestras y la mayoría de los estudios son efectuados con lavados 

broncoalveolares,56 aunque se ha documentado el uso de sangre para realizar la 

PCR.57,58 Por esta razón en Europa se ha formado una iniciativa para poder 

estandarizar esta prueba y ser utilizada como método diagnóstico.59 Otro aspecto 

importante a considerar es que muchos de los estudios no solo utilizan un método 

diagnóstico, sino que combinan tanto la PCR estándar, PCR en tiempo real y 

pruebas serológicas como la de ELISA para obtener un diagnóstico más 

acertado.60 

En lo que se refiere al uso de la PCR para el diagnóstico de aspergilosis en aves, 

existen pocos estudios y la mayor parte de ellos son sólo para su identificación 

post-mortem. Katz et al (1996)61 desarrollaron un método para la identificación de 
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Aspergillus fumigatus provenientes de aislamientos de avestruces mediante el uso 

de la PCR, pero esta prueba no fue utilizada como método diagnóstico            

ante-mortem. Dahlhausen et al en el 200462 presentaron un reporte preliminar del 

uso de la PCR en tiempo real para la identificación de especies patógenas del 

género Aspergillus en muestras de aves; sin embargo, no describe con detalle la 

metodología ni los resultados. Jung et al (2009)63 utilizaron la PCR para el análisis 

de aislamientos obtenidos de la necropsia de buitres euroasiáticos que 

presentaron una aspergilosis pulmonar severa. Recientemente, Olias et al (2011)24 

utilizaron cortes de tejido infectado mantenidos a -80ºC y teñidos con blanco de 

calcoflúor para visualizar las hifas y una vez encontradas estas estructuras, realizó 

una microdisección con láser para separar las hifas y llevar a cabo la PCR.  En 

estos estudios, los iniciadores utilizados amplifican genes como por ejemplo: el de 

la proteasa alcalina, citocromo b mitocondrial, las subunidades ribosomales D1 y 

D2, así como las regiones ITS1 e ITS 2, estas últimas corresponden a las regiones 

espaciadoras de transcripción ubicadas entre la región 18S y la 5.8S y la segunda 

se encuentra entre la región 5.8S y la 28S ribosomales, estos sitios son altamente 

conservados y varían entre las especies de un género lo que permite su uso en la 

PCR para la identificación de una especie en particular. 64 

Camarillo (2008)65 realizó un estudio para la identificación de A. fumigatus a partir 

de aislados, utilizando iniciadores que amplifican las regiones ITS 1 e ITS 2 en el 

laboratorio de micología de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

(FMVZ) de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM) donde realizó la 

PCR con la cepa A20 (aborto 20) de A. fumigatus, aislada del feto de un bovino 

proveniente de la Universidad de Glasgow, Escocia, demostrando que amplifican 

específicamente las regiones mencionadas de la especie A. fumigatus y se 

obtiene un fragmento  de 350 pb.  

Por todo lo anterior, es necesario contar con una PCR en aves que tenga una gran 

sensibilidad y especificidad para llegar a un diagnóstico ante-mortem de la 

aspergilosis y dar el tratamiento adecuado con el fin de tener un pronóstico 

favorable.  
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1.5 . Tratamiento 

El tratamiento de la aspergilosis va a depender del lugar de la lesión, teniendo un 

mejor resultado cuando las lesiones granulomatosas son removidas y se 

administra un tratamiento tópico, así como sistémico.6,9 La clave para tener un 

pronóstico favorable es el diagnóstico oportuno, de ahí la importancia de contar 

con técnicas que permitan alcanzar este objetivo.  

Existen diferentes antimicóticos que se usan en medicina veterinaria para combatir 

esta enfermedad, entre los que se encuentran: 

1.5.1. Itraconazole 

Este fármaco es considerado como el tratamiento de elección para la aspergilosis 

y se llega a utilizar en conjunción con otros agentes antimicóticos, sin embargo, se 

debe tomar en cuenta que si se administra una dosis alta, se puede causar 

depresión o anorexia y si estos signos continúan a pesar de haber dividido la 

dosis, su uso debe suspenderse, estos efectos adversos han sido asociados con 

toxicidad hepática y pueden variar entre las diferentes especies de aves.1,9,10,66 

1.5.2. Voriconazole 

Di Somma et al (2007)67 han evaluado su uso  en el tratamiento de la aspergilosis 

en halcones, demostrando que la administración oral de este fármaco brinda 

buenos resultados con pocos efectos adversos. Schmidt et al (2007)68 midieron las 

concentraciones de este fármaco en halcones utilizando dosis determinadas  y 

demostraron que existen diferencias entre las concentraciones del antimicótico en 

el plasma y la especie de halcón a la que se administró y al igual que Di Somma 

no encontraron efectos adversos.   

1.5.3. Anfotericina B 

La anfotericina B se usa en casos severos de la enfermedad debido a su 

naturaleza fungicida y su mayor velocidad de acción.10 Puede darse 

simultáneamente por vía intravenosa y en nebulizaciones, seguida con 
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itraconazole o 5 fluorocitosina. Se requiere administrar por un largo periodo que 

puede ser por más de 6 meses. Este fármaco tiene una vida media menor en aves 

que en mamíferos y ésta puede ser la razón por la que no se reporta 

nefrotoxicidad en las aves.29,66 

1.5.4. Terbinafina 

Se ha reportado su uso en la aspergilosis aviar y también en combinación con el 

itraconazole en casos de aspergilosis en la siringe o del tracto respiratorio 

inferior.5,66 Bechert et al (2010)11 han realizado estudios sobre la farmacocinética 

de la terbinafina en aguilillas cola roja (Buteo jamaicensis), proponiendo una dosis 

determinada para el tratamiento de la aspergilosis en aves de presa. 

Otros fármacos utilizados incluyen al ketoconazole que es utilizado junto con otros 

antimicóticos y tiene una amplia distribución a los tejidos, pero no penetra a los 

fluidos oculares o cerebroespinales y es más tóxico que el itraconazole o 

fluconazole.13,69 El fluconazole, es altamente hidrosoluble y se absorbe bien en el 

tracto gastrointestinal además de que logra penetrar al tejido cerebral, fluido ocular 

y cerebroespinal y es el fármaco de elección cuando se desea la penetración a 

estos sitios pero es común la resistencia que desarrollan muchos hongos y debe 

combinarse con itraconazole o anfotericina B.1,29,69  

Silvanose et al  (2006)70 han comparado el uso de diversos antimicóticos como el 

voriconazole, itraconazole y anfotericina B en halcones, concluyendo que se 

obtuvieron los mejores resultados con el voriconazole, desarrollando una menor 

resistencia y que la mayoría de las especies del género Aspergillus son 

susceptibles a bajas concentraciones en el plasma, en comparación con los otros 

antimicóticos. Beernaert et al en 200971 reportaron la resistencia in vitro al 

itraconazole y voriconazole de 59 cepas de A. fumigatus aisladas de aves con 

aspergilosis, lo cual es importante tomar en cuenta en el tratamiento de la 

enfermedad ya sea en humanos como en animales.  
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1.6. Prevención  

Se deben reducir los factores que puedan llevar al ave a una inmunosupresión 

como lo es el estrés o la mala nutrición; es necesario mantenerlas en lugares 

limpios y ventilados, se recomienda la desinfección diaria con cuaternarios de 

amonio. Hay que evitar fumar cerca del ave o usar sustancias que puedan irritar el 

aparato respiratorio. Cuando se está tratando otra enfermedad y se administran 

antibióticos a largo plazo o son usadas dosis inmunosupresoras de 

corticosteroides, debemos considerar que puede ocurrir una micosis oportunista 

profunda, también se han utilizado inmunoestimulantes como el levamisol que se 

ha sugerido ser adyuvante en infecciones crónicas y en humanos se ha observado 

una mejoría en los casos de aspergilosis utilizando interferon-γ. 5,13   

1.6.1. Vacunación 

Se han desarrollado varias vacunas, principalmente para pavos, brindando una 

buena protección contra A. fumigatus, también se han aplicado vacunas 

autógenas que parecen ser efectivas reduciendo la aspergilosis, pero es necesario 

realizar más estudios para evaluar la efectividad de las mismas.6,14,15,30    
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2. HIPÓTESIS 

Si la prueba de PCR tiene una mayor sensibilidad y especificidad que las pruebas 

serológicas usadas para el diagnóstico de la aspergilosis en aves de presa, 

entonces la prueba será capaz de  diagnosticar la infección en casos subclínicos y 

en etapas tempranas. 
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3. OBJETIVO GENERAL 

 

 Utilizar la técnica de PCR para el diagnóstico de la aspergilosis en aves de 

presa, comparando los resultados con otros métodos diagnósticos con el fin 

de obtener información sobre la pertinencia de su uso. 

 

 

3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Colectar muestras sanguíneas y de tráquea de las aves susceptibles a la 

aspergilosis  para llevar a cabo las pruebas diagnósticas.  

 Aislar e identificar A. fumigatus de las muestras de tráquea de las aves 

seleccionadas. 

 Producir antígenos somáticos y metabólicos de un aislado de A. fumigatus 

proveniente de un ave de presa para utilizarlos en las pruebas serológicas. 

 Identificar anticuerpos contra A. fumigatus en las muestras sanguíneas de 

las aves mediante las pruebas de contrainmunoelectroforesis, 

Inmunodifusión doble y ELISA indirecta. 

 Identificar mediante la prueba de PCR a  A. fumigatus de los aislados 

obtenidos y las muestras de tráquea. 
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4.  MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1. Muestras clínicas 

Se tomaron un total de 35 muestras de sangre, hisopo traqueal y una placa 

radiográfica de diferentes especies de aves de presa. Una provenía de una clínica 

veterinaria, 4 de particulares, 8 del Heroico Colegio Militar y 22 del Centro para la 

Conservación e Investigación de la Vida Silvestre (CIVS) de la Secretaría del 

Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT), ubicado en Los Reyes la 

Paz, Estado de México. De las especies muestreadas 20 fueron aguilillas cola roja 

(Buteo jamaicensis), de los cuales 5 fueron animales juveniles. También se 

tomaron muestras de: un aguililla cola blanca adulta (Buteo albicaudatus), un 

águila real adulta (Aquila chrysaetos), 3 halcones aplomados (Falco femoralis) 

(uno de ellos juvenil), 3 aguilillas de Swainson adultas (Buteo swainsoni), un 

aguililla ferruginosa adulta (Buteo regalis), un aguililla negra juvenil (Buteogallus 

anthracinus), un búho cornudo juvenil (Bubo virginianus), un nitidus o aguililla gris 

juvenil (Buteo nitidus), un halcón peregrino juvenil (Falco peregrinus) y 2 aguilillas 

de Harris (Parabuteo unicinctus) (una juvenil y una de aproximadamente 14 años) 

(cuadro 1). 

Los criterios de inclusión utilizados para la selección de los animales muestreados 

fueron: que presentaran algún signo como depresión, anorexia, disnea, cambio en 

la voz, cianosis o pérdida de peso, que hubieran cursado con algún evento 

estresante como el transporte, cambio de dueño, aves recién capturadas, así 

como animales inmunosuprimidos, de edad avanzada o muy jóvenes, también se 

realizó una prueba de esfuerzo, ejercitándolos y observando si presentaban 

taquipnea para determinar su tolerancia al ejercicio lo que indicaría su capacidad 

respiratoria. 
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Número de 

muestra 

Nombre común Nombre científico Sexo Edad Lugar de 

procedencia 

1 Halcón aplomado Falco femoralis Macho Adulto Clínica veterinaria 

2 Aguililla negra Buteogallus anthracinus Hembra Juvenil CIVS 

3 Búho cornudo Bubo virginianus Hembra Juvenil CIVS 

4 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Adulto CIVS 

5 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Hembra Juvenil H. Colegio Militar 

6 Águila real Aquila chrysaetos Macho Adulto H. Colegio Militar 

7 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Adulto H. Colegio Militar 

8 Aguililla de Swainsoni Buteo swainsoni Hembra Adulto H. Colegio Militar 

9 Aguililla cola blanca Buteo albicaudatus Macho Adulto H. Colegio Militar 

10 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Hembra Adulto H. Colegio Militar 

11 Aguililla de Swainsoni Buteo swainsoni Hembra Adulto H. Colegio Militar 

12 Aguililla de Swainsoni Buteo swainsoni Hembra Adulto H. Colegio Militar 

13 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Hembra Adulto CIVS 

14 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Hembra Adulto CIVS 

15 Aguililla ferruginosa Buteo regalis Hembra Adulto CIVS 

16 Aguililla gris Buteo nitidus Hembra Juvenil CIVS 

17 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Adulto CIVS 

18 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Adulto CIVS 

19 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Juvenil CIVS 

20 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Adulto CIVS 

21 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Hembra Adulto CIVS 

22 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Adulto CIVS 

23 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Adulto CIVS 

24 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Juvenil Clínica de aves 

25 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Juvenil CIVS 

26 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Hembra Juvenil CIVS 

27 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Adulto CIVS 

28 Halcón aplomado Falco femoralis Hembra Juvenil CIVS 

29 Halcón peregrino Falco peregrinus Hembra Juvenil CIVS 

30 Halcón aplomado Falco femoralis Hembra Adulto Particular 

31 Aguililla de Harris Parabuteo unicinctus Macho Adulto Particular 

32 Aguililla de Harris Parabuteo unicinctus Hembra Juvenil Particular 

33 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Macho Adulto CIVS 

34 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Hembra Adulto CIVS 

35 Aguililla cola roja Buteo jamaicensis Hembra Adulto CIVS 

 

Cuadro 1. Muestras obtenidas de aves de presa mantenidas en cautiverio.
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4.2. Obtención de un aislado de A. fumigatus  

Se recibió en el laboratorio de micología de la FMVZ, UNAM una muestra de 

sacos aéreos procedentes de la necropsia de un ejemplar de aguililla de Harris, la 

muestra se cultivó en agar dextrosa Sabouraud con cloranfenicol, incubándolo a 

30° y 37°C, así como un examen directo con la tinción de azul de algodón 

lactofenol, encontrando hifas septadas (figura 1), a las 72 horas hubo crecimiento 

de colonias con características macroscópicas compatibles con Aspergillus 

fumigatus y la especie fue confirmada al realizar la tinción de azul de algodón 

lactofenol, observándose vesículas globosas con fiálides en dos terceras partes de 

la cabeza conidial. De este aislado se colectaron los conidios para su 

conservación en viales con solución salina estéril con tween 80 al 1%, producción 

de antígenos y extracción de ADN (ácido desoxirribonucléico). 

 

 

 

 

 

 

 

4.3. Colección de muestras sanguíneas 

Se colectó sangre de las 35 aves seleccionadas en tubos sin anticoagulante para 

utilizar el suero en las pruebas serológicas de inmunodifusión doble, 

contrainmunoelectroforesis y ELISA indirecta, así como con anticoagulante 

(heparina de litio) que se usó para el hemograma. La contención del ave se realizó 

sujetando las patas con una mano protegida con guante, pasando un dedo entre 

Figura 1. Tinción de lactofenol azul de algodón de la muestra 
directa de sacos aéreos de un aguililla de Harris donde el 
círculo señala una hifa. 
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los tarso-metatarsos, con la otra mano se sujetó la cabeza y con el antebrazo y 

haciendo presión hacia nuestro pecho se tuvo el control de las alas del ave. Para 

obtener las muestras, la venopunción se realizó en la vena yugular y la vena 

basílica, recolectándose aproximadamente 3 ml de sangre en las aguilillas cola 

roja (Buteo jamaicensis) (se menciona que es posible colectar hasta el 1% de su 

peso corporal en sangre en aves sanas),72 se almacenaron 2.5 ml en un tubo sin 

anticoagulante y 0.5 ml en tubos con anticoagulante (microtainer, BD, USA) 

manteniéndose a 4°C hasta el momento en que fueron procesadas. Cabe 

mencionar que se siguió el protocolo del Comité Institucional para Cuidado y Uso 

de los Animales de Experimentación (CICUAE) para el manejo y obtención de 

muestras de las aves. 

4.3.1. Hemograma 

La sangre con anticoagulante colectada de las 35 aves fue enviada al 

departamento de patología clínica de la FMVZ, UNAM para que se llevara a cabo 

el hemograma.  

4.4.   Obtención de muestras con hisopo traqueal 

Las muestras se obtuvieron de las 35 aves introduciendo un hisopo estéril de 

rayón (Pur-Wraps, Puritan, USA) (figura 2) en la tráquea del ave (debido a que la 

presentación que buscamos identificar es la generalizada, cuando afecta a los 

pulmones). El hisopo se introdujo en la tráquea durante el proceso inspiratorio 

cuando la glotis se encuentra abierta tratando de no hacer contacto con la cavidad 

oral y así evitar la contaminación, además del uso de guantes estériles (figura 3). 

La muestra del hisopo se suspendió en 340 µl de solución salina de fosfatos (PBS) 

estéril y se agitó. 
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4.4.1. Examen directo con KOH al 20% y azul de algodón lactofenol 

Se colocaron 10 µl de la muestra colectada con el hisopo traqueal suspendida en 

PBS en un portaobjetos y se agregó una gota de hidróxido de potasio (KOH) al 

20% y se protegió con un cubreobjetos. Se realizó el mismo procedimiento con    

10 µl de la misma muestra traqueal en la que se adicionó una gota del colorante 

azul de algodón lactofenol, se colocó el cubreobjetos y la  observación se realizó 

en el microscopio óptico con los aumentos 10 y 40X para buscar estructuras 

micóticas. 

 4.4.3. Cultivo 

Se tomaron 20 µl de la muestra colectada con el hisopo traqueal suspendida en 

PBS y se cultivaron en agar dextrosa Sabouraud con cloranfenicol, incubándolas a 

30ºC por un periodo de 7 a 10 días. Los 300 µl de PBS restantes se almacenaron 

a -20ºC hasta el momento de realizar la PCR.73 

Cuando hubo crecimiento de colonias con características fenotípicas compatibles 

con A. fumigatus como el que tuvieran una textura algodonosa, de un color verde-

grisáceo y con el reverso de la colonia de un color blanquecino, se realizó la 

identificación microscópica con la tinción de azul de algodón lactofenol para 

Figura  3. Toma de muestra con hisopo 

traqueal a un aguililla cola roja juvenil (Buteo 

jamaicensis). 

Figura 2.Hisopo de rayón utilizado para obtener  las 

muestras traqueales. 
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observar la presencia de conidióforos con las características ya mencionadas y 

compararse con los manuales de identificación.  

4.5. Producción de antígenos de Aspergillus fumigatus 

Del aislado de A. fumigatus proveniente del aguililla de Harris (Parabuteo 

unicinctus) se procedió a la obtención de los antígenos para realizar las pruebas 

serológicas. 

 4.5.1. Obtención de antígeno metabólico 

Se cultivó en  agar dextrosa Sabouraud y se incubó por una semana a 30ºC, se 

agregaron 10 ml de solución salina estéril con tween 80 al 1% y se removieron los 

conidios manteniéndolos en viales estériles y se contaron en una cámara de New 

Bauer.74 

Los conidios se inocularon en 10 botellas de Roux con 150 ml de caldo Sabouraud 

(anexo) agregando una concentración de 50X106 conidios a cada botella y se 

incubaron en posición horizontal a 37ºC los primeros 3 días y después fueron 

incubadas a 30ºC por 4 semanas.74 

Posteriormente, el medio fue filtrado a través de papel Whatman número 40 y el 

filtrado colocado en membranas de diálisis que retienen proteínas con un peso 

molecular  de 12,000 kDa o mayor, estas membranas fueron dializadas en agua 

corriente por 24 horas. El filtrado fue concentrado aproximadamente 10X mediante 

el uso de azúcar glass, para después ser filtrado primeramente a través de un pre-

filtro y posteriormente esterilizado por filtración a través de un filtro Millipore con 

membrana de 0.45µm, se adicionó timerosal con una concentración de 1:10,000 y 

se almacenó a -20ºC hasta su uso.74 
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 4.5.2. Obtención de antígeno somático 

Al micelio que permaneció en las botellas de Roux se le agregaron 150 ml de 

solución salina de Coca’s (anexo), las botellas se almacenaron a 4ºC por una 

semana agitándolas manualmente 3 veces al día, después de este tiempo, la 

solución fue filtrada, concentrada y esterilizada siguiendo los mismos pasos que 

con el antígeno metabólico.74 

4.6. Determinación de la concentración proteica de los antígenos 

obtenidos mediante el método de Bradford 

Para obtener la curva tipo, se realizaron soluciones de 0.5 a 10 mg de albúmina, 

las soluciones se colocaron en una microplaca, además de las muestras de las 

que se tomaron 5 µl de cada una, se adicionaron 5 µl de regulador de tris acetato 

y 200 µl de reactivo de Bradford (anexo). Se incubó durante 5 minutos para 

después realizar la lectura en un lector de ELISA (Biotek Instruments EL.800, 

USA) a una longitud de onda de 595 nm.75   

4.7. Identificación de proteínas de los antígenos de A. fumigatus 

mediante gel de poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio (SDS-

PAGE) al 5%. 

Los antígenos metabólico y somático fueron sometidos a electroforesis en gel de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 5% con una 

concentración de proteínas de 20 µg/ml, para visualizar las fracciones antigénicas 

correspondientes. El antígeno crudo fue solubilizado en una solución reguladora 

de corrida 2X (anexo) a 100ºC/5 min. Con una fuente de poder Amersham 

Bioscience EPS 301 y una cámara Miniprotean III Cell, Bio-Rad, se llevó a cabo la 

electroforesis para geles de 0.75 mm bajo las siguientes condiciones:                  

10 mA/50 V/1.5 h/ 4°C. Después de este tiempo el gel fue teñido con azul de 

Coomasie durante 2 hrs y posteriormente se sumergió en la solución decolorante 

para poder observar las bandas que corresponden a las fracciones antigénicas y 

notar las diferencias entre el antígeno metabólico y el somático.76 
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4.8. Contrainmunoelectroforesis 

Se utilizaron dos portaobjetos colocados sobre una placa de plástico a los que se 

les vertieron 5 ml de agarosa con amortiguador veronal pH 8.2 a cada uno, una 

vez solidificados se mantuvieron a 4ºC por 10 minutos para tener una mejor 

consistencia, en cada portaobjetos se hicieron pozos paralelos de 3 mm de 

diámetro, dejando una separación entre pozos de 5 mm entre cada par (figura 4) 

Los pozos de la izquierda se llenaron con 20 µl del antígeno metabólico con una 

concentración de 80 µg/ml y los pozos de la derecha con 20 µl de suero, en uno 

de estos pozos se colocó el control positivo (suero hiperinmune de conejo contra 

A. fumigatus proporcionado por el laboratorio de micología, FMVZ, UNAM), y en el 

resto de los pozos los sueros problema. El antígeno metabólico se colocó hacia el 

cátodo (polo negativo) y los anticuerpos hacia el ánodo (polo positivo) ya que al 

aplicar la corriente eléctrica el antígeno migra hacia el ánodo y los anticuerpos 

hacia el cátodo, lo que hará que se forme una precipitación al encontrarse y 

reaccionar ambos elementos. La placa con los portaobjetos fue colocada en una 

cámara de electroforesis horizontal que contenía 500 ml de amortiguador veronal 

en cada compartimento, se colocó un trozo de tela haciendo contacto entre la 

agarosa y el líquido para cerrar el circuito, con una fuente de poder (Amersham 

Bioscience EPS 301) se aplicó una corriente de 100 V/8 mA durante 90 minutos. 

Después se dejó enfriar la placa a 4ºC por 15 minutos, se separaron los 

portaobjetos y se lavaron con PBS por 24 hrs, se cambió el PBS por agua 

destilada permaneciendo por 24 hrs. Las laminillas se secaron a 46º C de 6 a 8 h  

y se tiñeron con el colorante negro de amido al 0.1% por 6 minutos, se agregó 

solución decolorante (anexo) para observar las líneas de precipitación.74 
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4.9. Inmunodifusión doble 

En una caja de Petri de 90x15 mm se agregaron 11 ml de agar purificado con 

solución salina de fosfatos (anexo) y se dejó solidificar a 4ºC por 5 minutos. Se 

perforó un pozo central y 6 pozos alrededor de 5 mm de diámetro cada uno 

teniendo una separación entre el pozo central y los demás de 2 mm.  El pozo 

central fue llenado con el antígeno somático de A. fumigatus con una 

concentración de 80 µg/ml, en los pozo 1 y 4 se colocó el control positivo (suero 

hiperinmune de conejo contra A. fumigatus), en los pozos 2 y 5 el control negativo 

(agua destilada estéril) y en los pozos 3 y 6 los sueros problema (figura 5), en 

cada pozo se colocaron 30 µl de cada uno de los controles, sueros y antígeno. La 

caja se mantuvo en cámara húmeda a temperatura ambiente y fue revisada 

además de rellenados los pozos a las 24, 48 y 72 horas para observar las líneas 

de precipitación. En el pozo 1 y 4 (controles positivos) se deben formar las líneas 

de precipitación entre el pozo del suero y el antígeno, los pozos 2 y 5 no presentan 

algún cambio y dependiendo del suero problema colocado en los pozos 3 y 6 se 

nota la ausencia o presencia de líneas de precipitación, después de este proceso, 

el agar se retiró de la caja de Petri,  fue lavado con PBS por 24 hrs. y después con 

agua destilada por 24 hrs, se secó a 46ºC de 6 a 8 h y fue teñido con el colorante 

negro de amido al 0.1% por 6 minutos, se agregó solución decolorante (anexo) 

para observar las líneas de precipitación.74 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Patrón utilizado en la contrainmunoelectroforesis, el 

antígeno es colocado hacia el cátodo y los sueros hacia el 

ánodo. 

Figura 5. Patrón utilizado en la inmunodifusión doble, en 

los pozos 1 y 4 se colocan los controles positivos, pozos 

2 y 5 control negativo, pozos 3 y 6 sueros problema y en 

el pozo central el antígeno. 

(-)        (+) 
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4.10. ELISA indirecto 

Se siguió la metodología descrita por la Universidad de Miami, Miller School of 

Medicine, quienes utilizan un conjugado anti-pollo, ya que se ha demostrado que 

existe una reacción cruzada con otras especies de aves.40   

1. El antígeno somático de A. fumigatus se diluyó en una solución 

amortiguadora de carbonatos con pH de 9.677 para obtener una 

concentración de 1 µg/ml y en una microplaca de 96 pozos (Nunc, USA) se 

colocaron 50 µl en cada  pozo, la placa se mantuvo a 4ºC toda la noche. 

2. Se lavó 5 veces con PBS y Tween 20 (Research organics, USA) al 0.05% 

secando el exceso y se bloqueó adicionando  50 µl de leche descremada al 

5% (BD Difco, USA), dejándola a temperatura ambiente por 2 horas.  

3. La placa se lavó 5 veces con PBS y Tween 20 al 0.05% y se secó el 

exceso. 

4. La placa se mantuvo a 4ºC hasta su uso. 

5. El suero se diluyó con PBS (1:2) y se colocaron 50 µl en cada pozo,  

incubándose a 37ºC por 30  minutos. 

6. Se repitió el paso número 3. 

7. Se adicionaron 50 µl del conjugado anti-pollo diluido en PBS (1:300) [anti-

chicken IgY (whole molecule)- peroxidase, antibody produced in rabbit, 

Sigma Aldrich, Israel]  y se incubó a 37ºC por 30 minutos. 

8. Se repitió el paso número 3,  se agregaron 50 µl del sustrato 2,2’-azino-bis 

(3-etIlbenzthiazolin-6- ácido sulfónico) (Sigma, USA) por 10 minutos. 

9. La reacción se detuvo adicionando 50 µl de ácido sulfúrico 2N en cada 

pozo.  
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10. La placa fue leída en un lector de ELISA (Biotek EL800, USA) con una  

longitud de onda de 405 nm.34  

Se corrieron al mismo tiempo las muestras positivas y negativas (incluyendo un 

control positivo que correspondió al suero de un pingüino africano (Spheniscus 

demersus) proveniente de la Universidad de Miami), la absorbancia de los 

negativos fue promediada. La absorbancia de las muestras problema se dividió 

entre el promedio de las muestras negativas para producir un índice que se ha 

utilizado para determinar si un ave está enferma y que ha sido elegido como aves 

negativas las que presentan un índice <1.4 y las aves positivas son las que 

presentan un índice ≥ 1.4.34 

4.11. Extracción de ADN de A. fumigatus. 

Se cultivó el aislado de Aspergillus fumigatus proveniente la muestra de sacos 

aéreos del aguililla de Harris (Parabuteo unicinctus), el aislado del aguililla cola 

roja (Buteo jamaicensis) número 24, además de la cepa A20; cada una fue 

inoculada en 50 ml de caldo dextrosa Sabouraud por 48h, manteniéndolo en 

agitación a 150 revoluciones por minuto a 35ºC. Se separó la masa fúngica 

utilizando un embudo Buchner y papel filtro estéril. Una vez separada la biomasa 

fúngica, se secó entre hojas de papel filtro estéril. En un mortero estéril fue 

vaciado nitrógeno líquido para enfriarlo. Posteriormente, se colocó la masa fúngica 

y se adicionó más nitrógeno líquido y se maceró hasta obtener un polvo blanco. El 

polvo se colocó en un tubo Eppendorf de 1.5 ml hasta llegar a la primer marca   

(0.1 ml), se añadieron  600 µl de solución de lisis (anexo) y se agitó fuertemente 

hasta obtener una mezcla homogénea, se adicionaron 10 µl de proteinasa K a una 

concentración final de 200 µg/ml y la mezcla se incubó en baño María durante 30 

min a 65ºC. Transcurrido este tiempo, se añadieron 600 µl de fenol-cloroformo-

alcohol isoamílico (25:24:1) y se agitó firmemente hasta que se obtuvo una mezcla 

de aspecto lechoso. Se centrifugó a 14,000 g por 15 min. Terminada la 

centrifugación, se transfirieron 400 µl de la fase acuosa de la superficie a otro tubo 

Eppendorf y se añadieron 40 µl de acetato de amonio 3M y 880 µl de etanol 
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absoluto frío y se incubó a -20º C durante 20 minutos. Después de esto, el tubo se 

centrifugó a 14,000 g por 5 min para que se formara una pastilla en el fondo, el 

etanol absoluto se decantó y se adicionó 1ml de etanol al 70% centrifugando a 

15,000 g por 5 min, nuevamente se decantó el etanol y el ADN se dejó secar a 

temperatura ambiente. La pastilla se suspendió en 50 µl de agua estéril. Se 

adicionaron 16 µl de ARNasa a una concentración de 10 µg/µl y se incubó a 37ºC 

por 20 min.  El ADN obtenido fue visualizado por electroforesis  (80 V/ 80 mA y 45 

min) en un gel de agarosa al 1% adicionado con bromuro de etidio (5 mg/ml) para 

observar su calidad con un transiluminador de luz UV (Lab-net, TM26, USA), cada 

pozo del gel fue llenado con 7 µl de ADN más 1 µl de colorante de carga. La 

concentración del ADN se determinó en un biofotómetro Eppendorf  y se almacenó 

a -20ºC hasta su uso.78 

4.12. Extracción de ADN de las muestras colectadas con el hisopo 

traqueal y suspendidas en PBS 

Con los 300 µl de la muestra traqueal suspendida en PBS restantes, en un tubo 

Eppendorf se llevó a cabo la extracción de ADN agregando 20 µl de proteinasa K, 

seguido de 200 µl de amortiguador de lisis (anexo) y la suspensión se incubó en 

baño María a 65ºC por 60 minutos.50 Después se agregó un volumen de fenol-

cloroformo-alcohol isoamílico (25:24:1), agitando firmemente hasta obtener una 

mezcla de aspecto lechoso. Se centrifugó a 14,000 g por 15 min, terminada la 

centrifugación se formaron las tres fases, se transfirió la fase acuosa a otro tubo 

Eppendorf, añadiendo 0.1 volumen de acetato de amonio 3M y 2 volúmenes de 

etanol absoluto frío, se agitó el tubo invirtiéndolo suavemente y se incubó a -20ºC 

por 20 minutos. Se centrifugó a 14,000 g por 5 min, transcurrido este tiempo, se 

decantó el etanol absoluto y se adicionó 1 ml de etanol al 70%, agitando 

suavemente. Se decantó el etanol dejando secar el ADN a temperatura ambiente. 

El ADN fue suspendido en 10 µl de agua estéril, agregando 8 µl de ARNasa a una 

concentración de 10 µg/µl e incubando a 37ºC por 40 minutos. La concentración 

del ADN se determinó en un biofotómetro Eppendorf, almacenándose a -20ºC 

hasta su uso.78 
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4.13. PCR 

Se realizó la prueba de PCR con ADN de A. fumigatus de la cepa A20, los 

aislados del aguililla de Harris (Parabuteo unicinctus), aguililla cola roja juvenil 

(Buteo jamaicensis) número 24 y con las muestras de hisopos traqueales de aves 

de presa, utilizando los iniciadores con los que cuenta el laboratorio de micología 

de la FMVZ de la UNAM, los cuales amplifican las regiones ITS1 e ITS2 de A. 

fumigatus, con los que se obtiene un producto de 350 pares de bases y que a 

continuación se describen:  

Para la región ITS 1 es el Afu1F 5’-GTATGCAGTCTGAGTTGATTAT- 3’  

Para la región ITS 2 es el Afu1R 5’-ATAAAGTTGGGTGTCGGCTG- 3’ 65   

La PCR se realizó en un volumen de 50 µl, con 5 µl de amortiguador de reacción 

10x, 1.5 mMol de MgCl2, 100 µM de DNTP´s de cada uno, 1.5U de Taq 

polimerasa, 30 pM de cada iniciador y 20 ng de ADN de la cepa A20 (control 

positivo), aguililla de Harris, aguililla cola roja número 24 y el resto de las muestras 

traqueales, se alicuotó a 50 µl de volumen final con agua destilada estéril. Las 

condiciones del termociclador para la PCR fueron: 40 ciclos comenzando con una 

desnaturalización inicial del ADN a 95ºC por 4.5 minutos. Cada ciclo consistió de 

una desnaturalización a 95ºC por 30 segundos, una alineación a 50ºC por 30 

segundos y una amplificación a 72ºC por un minuto. Se terminó con una extensión 

final a 72ºC por 3 minutos63,65 El producto se sometió a electroforesis en gel de 

agarosa al 1% adicionado con bromuro de etidio en amortiguador TAE (tris acetato 

EDTA) 1x a 80 V/80 mA durante 45 min para poder visualizarlo en un 

transiluminador de luz UV (Lab-net, TM26, USA). 
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 4.14 Análisis estadístico 

Para conocer la frecuencia de la aspergilosis en las aves muestreadas que son 

mantenidas en cautiverio se realizó una estadística descriptiva debido a la 

cantidad de muestras procesadas y a que sólo se obtuvo una muestra positiva. La 

frecuencia resultó de dividir el número de animales positivos entre el total de aves 

muestreadas. 

Por otro lado, con las pruebas realizadas se determinó la sensibilidad y 

especificidad utilizando las siguientes fórmulas: 

Sensibilidad=     

 

Especificidad= 

 

VP= verdaderos positivos 

FN= falsos negativos 

VN=verdaderos negativos 

FP=falsos positivos 

    VP      

VP+FN 

    VN 

VN+FP 
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5. RESULTADOS 

5.1. Hemograma 

En esta prueba, de las 35 muestras se encontró que 5 mostraron leucocitosis, 

teniendo en cuenta que el valor normal de un ave de presa es de 13,000 

células/µl. Las muestras correspondían a un aguililla cola blanca adulta (Buteo 

albicaudatus) (muestra número 9) con un resultado de 21,100 células/µl, un 

aguililla cola roja adulta (Buteo jamaicensis) (muestra número 13) que obtuvo 

26,800 células/µl, un aguililla cola roja juvenil (muestra 19) con un resultado de 

21,100 células/µl, un aguililla cola roja adulto marcada como la muestra 20 con un 

valor de 29,700 células/µl y un aguililla cola roja adulto (muestra número 21) con 

un resultado de 23,800 células/µl. (cuadro 2) 

5.2. Placa radiográfica 

Se tomaron placas radiográficas del aguililla cola roja marcada como la muestra 

número 24, ya que presentaba una fractura en el húmero izquierdo, ahí se 

observaron lesiones radio opacas en los pulmones que sugerían una posible 

infección por aspergilosis (figura 6). Esta ave requirió de especial atención ya que 

podía ser un caso positivo. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Placa radiográfica del aguililla cola roja 
(Buteo jamaicensis) número 24 donde en el 
círculo se aprecian zonas radio opacas en los 
pulmones sugerentes a aspergilosis. 
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         Prueba            

Núm.                  

de  muestra              

PCR 
ELISA 

indirecto 

Contrainmuno-

electroforesis 

Inmunodifusión 

doble 
Cultivo Hemograma 

1 - - - - - Normal 

2 - - - - - Normal 

3 - - - - - Normal 

4 - - - - - Normal 

5 - - - - - Normal 

6 - - - - - Normal 

7 - - - - - Normal 

8 - - - - - Normal 

9 - - - - - Leucocitosis 

10 - - - - - Normal 

11 - - - - - Normal 

12 - - - - - Normal 

13 - - - - - Leucocitosis 

14 - - - - - Normal 
15 - - - - - Normal 

16 - - - - - Normal 

17 - - - - - Normal 

18 - - - - - Normal 

19 - - - - - Leucocitosis 

20 - - - - - Leucocitosis 

21 - + - - - Leucocitosis 

22 - - - - - Normal 

23 - - - - - Normal 

24 + + - - + Normal 

25 - - - - - Normal 

26 - - - - - Normal 

27 - - - - - Normal 

28 - - - - - Normal 

29 - - - - - Normal 

30 - - - - - Normal 

31 - - - - - Normal 

32 - - - - - Normal 

33 - - - - - Normal 

34 - - - - - Normal 

35 - - - - - Normal 

 

Cuadro 2. Resultados de las pruebas realizadas a las muestras colectadas. Se aprecian 

resultados positivos en la prueba de ELISA indirecta en las muestras 21 y 24 y un 

resultado positivo en PCR y cultivo con la número 24.  
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5.3. Examen directo con KOH al 20% y azul de algodón lactofenol 

De las 35 muestras estudiadas, en ninguna se observó alguna estructura micótica. 

5.4. Cultivo 

Con relación al cultivo, en la muestra número 24 se obtuvo crecimiento de colonias 

fenotípicamente compatibles con A. fumigatus, es decir, con una coloración verde-

grisácea, textura algodonosa y reverso blanquecino, estas colonias se observaron 

a las 72 h después de su cultivo (figura 7). Se llevó a cabo la tinción de azul de 

algodón lactofenol de estos crecimientos para corroborar que se trataba de la 

especie mencionada, pudiendo observarse con el microscopio óptico con el 

aumento 40X, conidióforos con una vesícula globosa que presentaba una hilera de 

fiálides que la cubrían en dos terceras partes, comparados en manuales de 

identificación, confirmándose que la morfología microscópica correspondió a         

A. fumigatus. De este aislado se colectaron conidios para conservarlos en viales 

con solución salina estéril y tween 80 al 1%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Cultivo a las 72 h en agar dextrosa Sabouraud a 
30ºC de la muestra proveniente de un aguililla cola roja 
juvenil (Buteo jamaicenisis) (muestra número 24), 
observándose el crecimiento de colonias de A. fumigatus. 
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5.5. Determinación de la concentración proteica de los antígenos 

metabólicos y somáticos de A. fumigatus. 

La concentración proteica del antígeno metabólico, determinada por el método de 

Bradford fue de 154 µg/ml y el antígeno somático tuvo una concentración de 209 

µg/ml, conociendo éste dato, se realizaron diluciones para saber la concentración 

más adecuada con la que se formaban líneas de precipitación en la 

contrainmunoelectroforesis, así como en la inmunodifusión doble, observando que 

donde se formaban estas líneas con más claridad fue con la concentración de 80 

µg/ml.  

5.6. Identificación de proteínas de los antígenos de A. fumigatus, 

mediante gel SDS-PAGE. 

Se visualizaron las fracciones de los antígenos producidos mediante geles SDS-

PAGE al 5%, distinguiéndose bandas de diferentes pesos moleculares, el antígeno 

metabólico presentó 6 bandas de 13, 16, 18, 30, 37 y 60 kDa en comparación con 

el somático en el que se observaron 3 bandas de 20, 37 y 60  kDa (figura 8). Estas 

bandas representan las diferentes fracciones antigénicas de antígenos crudos y se 

ha descrito que las bandas con mayor antigenicidad son las que tienen un peso 

molecular de 37, 40, 55, 60 y 90 kDa.38,79 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Gel SDS-PAGE al 5% de los antígenos, donde 

se aprecian las bandas con diferentes pesos moleculares. 

Carril 1. Marcador de peso molecular, carril 2. Antígeno 

metabólico, carril 3. Antígeno somático del aislado del 

aguililla de Harris. 
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5.7 Contrainmunoelectroforesis e inmunodifusión doble 

Se llevó a cabo la CIE e IDD a las 35 muestras colectadas donde sólo se 

observaron las líneas en los controles positivos y en ninguna de las aves se 

observaron líneas de precipitación (cuadro 2) (figuras 9 y 10). 

 

 

 

 

 

5.8. ELISA indirecto 

Se realizó esta ELISA con los 35 sueros de las aves muestreadas, además de un 

control positivo de un suero de pingüino africano (Spheniscus demersus) que se 

utilizó como referencia y. Las absorbancias obtenidas de las aves sin leucocitosis 

y negativas en el resto de las pruebas fueron utilizadas como controles negativos, 

el suero de pingüino fue considerado como el control positivo y que serviría como 

referencia para interpretar los resultados, además de incluir a la muestra positiva 

Figura 9. Contrainmunoelectroforesis del suero del 

aguililla cola roja 24 (Buteo jamaicensis), Pozo 1: control 

positivo, pozo 2: suero del aguililla cola roja número 24 y  

pozo 3: suero de un aguililla cola roja (muestra 25), 

observándose sólo líneas de precipitación en el control 

positivo. Laminilla teñida con negro de amido al 0.1%. 

Figura 10. Inmunodifusión doble de los sueros 

colectados, En el pozo central (PC) se colocó el 

antígeno somático. Pozo 1 y 4 el control positivo; pozos 

2 y 5 el control negativo; pozo 3  suero del aguililla cola 

roja número 24 y pozo 6: suero de un aguililla cola roja 

(muestra número 25). Gel teñido con negro de amido al 

0.1%. 
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del aguililla cola roja lo que fue demostrado con el cultivo, placa radiográfica y 

PCR. 

 El valor promedio obtenido de los controles negativos fue de 0.169, este valor fue 

el que se utilizó para determinar el índice. En el caso del pingüino, se dividió su 

absorbancia (0.287) entre el promedio de los controles negativos (0.169) y el 

resultado fue 1.7, este suero fue utilizado como referencia para tener un valor en 

el cual basarse, los demás resultados pueden observarse en el cuadro 3.  

Cuadro 3. Absorbancias resultantes de los controles negativos, el control positivo y los 

índices positivos en la prueba de ELISA indirecta.  

5.9. Extracción de ADN de A. fumigatus de la cepa A20 y de los 

aislados clínicos 

Se extrajo ADN de la cepa A20 que se empleó como control positivo en la PCR, 

del aislado obtenido del aguililla de Harris (Parabuteo unicinctus) utilizada para la 

producción de antígenos, además del aislado del aguililla cola roja (Buteo 

jamaicensis) número 24, el producto obtenido fue de buena calidad consiguiendo 

una concentración de 114 µg/ml para la primera, de 82 µg/ml para la segunda y de 

86 µg/ml en la tercera, (figura 11) con este ADN se llevó a cabo la PCR con los 

iniciadores disponibles en el laboratorio de micología de la FMVZ, UNAM.   

Muestra Absorbancia Índice 

27 0.159 Control negativo 

17 0.168 Control negativo 

12 0.154 Control negativo 

11 0.198 Control negativo 

Pingüino 0.287 1.7 

24 0.370 2.19 

21 0.304 1.8 
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5.10. PCR 

La PCR fue realizada con el ADN del aislado del aguililla de Harris, de la cepa A20 

de A. fumigatus  y del aislado del aguililla cola roja (Buteo jamaicensis) número 24, 

obteniendo amplificados de 350 pb en las tres (figura 12), lo que demuestra que 

genotípicamente corresponden a la especie descrita. 

También se llevó a cabo la PCR a partir del ADN de las muestras colectadas con 

el hisopo traqueal, en todas las pruebas se utilizaron controles positivos (cepa 

A20) y negativos (agua destilada estéril). La banda que distingue a A. fumigatus se 

logró observar en la muestra número 24 (cuadro 2) (figura 13) en comparación con 

la ausencia de fragmento en la muestra 19 la cual presentó leucocitosis.  

 

 

 

Figura 11. Gel de agarosa al 1% con bromuro de 
etidio de las muestras de ADN de A. fumigatus. 
Carril 1: marcador de peso molecular de 1 kb 
(GeneRuler, Fermentas). Carril 2: la cepa A20. 
Carril 3: aislado del aguililla de Harris (Parabuteo 
unicinctus). Carril 4: aislado de la muestra 
número 24. 
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5.11 Análisis estadístico 

Al realizar este análisis se encontró una frecuencia de la aspergilosis del 5.5% en 

aves de presa mantenidas en cautiverio, cabe mencionar que las muestras se 

colectaron en un lapso de dos años y los dos casos positivos se presentaron en 

los  meses de junio y julio que de acuerdo a la literatura es el tiempo con mayor 

frecuencia de la enfermedad. 

La sensibilidad y especificidad obtenidas en la PCR fue del 100%. ELISA indirecto 

tuvo una sensibilidad del 50% y una especificidad del 97%. 

 

 

 

 

500 pb   

350 pb   

250 pb 

Figura 12. Gel de agarosa al 1% con bromuro de 
etidio de los productos de PCR. Carril 1: 
marcador de peso molecular de 1 kb. Carril 2: 
ADN de A. fumigatus cepa A20. Carril 3: aguililla 
de Harris. Carril 4: muestra número 24. Carril 5: 
control negativo. 

Figura 13. Gel  de agarosa al 1% con bromuro de 
etidio del producto de PCR de la muestra positiva 
(número 24). Carril 1: marcador de 1kb. Carril 2: 
control positivo A. fumigatus A20. Carril 3: control 
negativo. Carril 4: amplificado de la muestra de un 
aguililla cola roja (número 24). Carril 5: muestra de 
un aguililla cola roja (número 19).  
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6. DISCUSIÓN 

 

La aspergilosis es una enfermedad de relevancia en aves de presa mantenidas en 

cautiverio, ya que se ha reportado que alrededor del 30% de las muertes de estas 

aves mantenidas en zoológicos son debidas a esta micosis.6 En México se 

desconoce el impacto que tiene esta infección en las rapaces cautivas, en el 

presente estudio se encontró una frecuencia de la enfermedad del 5.5% que es 

una cifra alta considerando los criterios de inclusión de las aves seleccionadas.   

En este estudio se encontró un caso avanzado de aspergilosis en un aguililla cola 

roja juvenil (Buteo jamaicensis) (muestra número 24), en la cual se observó en la 

placa radiográfica zonas radio opacas en los pulmones, la literatura considera a 

esta especie de aves como una de las más susceptibles a la enfermedad; no se 

reportó que el ave tuviera signos clínicos, y en las pruebas serológicas sólo fue 

posible la identificación de anticuerpos contra A. fumigatus con la técnica de 

ELISA indirecta y en esta ave el resultado en el hemograma fue normal. Con 

relación a la PCR se obtuvo un amplificado de 350 pb concordando con el patrón 

del control positivo (cepa A20). 

El 57.14% (20/35) de los animales muestreados fueron aguilillas cola roja (Buteo 

jamaicensis), poniéndose especial atención a esta especie que además de su 

susceptibilidad a la aspergilosis, es un ave común en México. Por lo que se refiere 

a la edad de las aves, el 31.4% (11/35) de las muestras colectadas correspondió a 

animales juveniles y el 68.6% (24/35) a animales adultos de los que en la mayoría 

se desconocía la edad exacta. Como se ha mencionado, la edad es uno de los 

factores para la presentación de la aspergilosis, siendo los más afectados los 

animales jóvenes y viejos.  

Otro caso positivo a aspergilosis, fue la muestra de sacos aéreos remitidos al 

diagnóstico micológico del departamento, que provenían de un aguililla de Harris 

(Parabuteo unicinctus) macho, adulto de 6 años, en este caso no se reportaron 
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signos clínicos, el ave presentaba una fractura en la tibia izquierda y heridas en 

otras partes del cuerpo causadas por mordidas de un perro. La presentación de la 

infección en esta ave, fue de interés debido a que se ha reportado como una de 

las especies con mayor resistencia a la aspergilosis; sin embargo, factores como 

la dieta, la localización de la percha y el estrés al que fue sometido el animal 

pudieron generar una inmunosupresión que favoreció el desarrollo de la micosis. 

Este hallazgo influyó para que se colectaran dos muestras más de aguilillas de 

Harris, una de un macho de aproximadamente 14 años y una hembra juvenil sin 

antecedentes de aspergilosis pero con la intención de saber si la edad podría 

influir de forma más directa en la presentación de la aspergilosis, los resultados 

obtenidos en las diferentes pruebas demostraron que estas aves no padecían de 

aspergilosis.  

Por otro lado, entre las 35 muestras, una provenía de un halcón peregrino juvenil 

(Falco peregrinus), especie que se encuentra en peligro de extinción, de ahí la 

importancia de conocer su estado de salud. Otra de las muestras interesantes fue 

la de un búho cornudo juvenil (Bubo virginianus), del cual la información con 

relación a la presentación de la aspergilosis es escasa. Los resultados de las 

pruebas realizadas fueron negativos en estas aves. 

En el hemograma se encontraron cinco de las 35 muestras con leucocitosis. Una 

de ellas, la muestra marcada con el número 21 proveniente de un aguililla cola roja 

adulta, en la prueba de ELISA indirecta se detectaron anticuerpos contra              

A. fumigatus, el cultivo fue negativo y no se logró la amplificación del fragmento de 

350 pb en la PCR. En este caso la identificación de anticuerpos pudo deberse a 

una infección previa o a una exposición constante al agente34 ya que no 

presentaba signos clínicos sugestivos de la enfermedad. Es probable que los 

cinco animales que presentaron leucocitosis, hayan cursado con un proceso 

bacteriano o viral. 
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Como se ha mencionado las placas radiográficas son de gran valor diagnóstico, 

permitiendo observar lesiones en los pulmones y en los sacos aéreos, aunque una 

de las desventajas es que detectan la aspergilosis en una etapa avanzada. Este 

examen se realizó para el ave marcada con el número 24, en la Clínica de Aves 

de la FMVZ. En cuanto a los otros animales, los lugares donde son mantenidos no 

cuentan con el equipo necesario para realizar este examen y la movilización de los 

animales es complicado debido a los permisos que se deben tramitar para 

transportarlos a otros sitios. En la muestra número 24 se observaron zonas radio 

opacas en los pulmones lo que sugería una aspergilosis avanzada aunque la 

tuberculosis también puede provocar este tipo de lesiones; sin embargo, los 

resultados obtenidos en la prueba de PCR, el aislamiento del hongo y la 

identificación de anticuerpos contra A. fumigatus con la técnica de ELISA indirecta 

confirmaron la presentación de la enfermedad. 

Por lo que se refiere al cultivo, se logró el aislamiento de A. fumigatus en la 

muestra número 24. Al respecto, Bauck (1994)7 y Beernaert et al (2010)80 indican que 

el aislamiento del hongo no es definitivo para confirmar la infección, ya que 

mencionan que puede existir una contaminación de la muestra debido a que el 

hongo es ubicuo y cuando no es posible aislarlo, esto no significa la ausencia de 

enfermedad. Además, en este estudio en el cultivo de las muestras traqueales se 

obtuvieron aislados de hongos saprófitos no relacionados a procesos infecciosos 

en las aves y su aislamiento pudo deberse a que diariamente son inhaladas 

esporas de diferentes hongos por las aves, pero que al no ser patógenos, no 

representan ningún riesgo para el animal.  

Con relación a las pruebas serológicas realizadas, en la CIE e IDD no se logró la 

detección de anticuerpos contra este hongo en las aves muestreadas, lo cual 

puede deberse a una baja producción de éstos y a que las pruebas no son lo 

suficientemente sensibles para detectar bajos niveles de anticuerpos en estos 

animales.2 Existen reportes del uso de estas pruebas en mamíferos y la 

información en aves es escasa, por lo que en este estudio se decidió llevarlas a 
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cabo y de acuerdo a los resultados negativos no se recomienda su uso para el 

diagnóstico de la aspergilosis aviar. 

En este estudio con la prueba de ELISA indirecta, la cual se sabe que es más 

sensible y especifica que la CIE e IDD,  se logró la detección de anticuerpos 

contra A. fumigatus en dos de los animales muestreados, como se ha 

mencionado, una de ellas es la muestra 24 con un índice igual a 2.19 y la muestra 

21 con un índice de 1.8. La identificación de anticuerpos en la muestra 24, así 

como los resultados de las demás pruebas utilizadas, indican que este animal 

cursaba con una infección activa. Sin embargo, en la muestra 21 es posible que 

los anticuerpos detectados hayan sido por una exposición ambiental al hongo, ya 

que los resultados de las demás pruebas fueron negativas.  

Redig et al (1997)25 y Cray et al (2009a)34  señalan que la ELISA indirecta es una 

de las pruebas serológicas que ha sido de utilidad en el diagnóstico de 

aspergilosis aviar y este tipo de ensayos logran detectar anticuerpos contra          

A. fumigatus desde la segunda semana postinfección.80,81 La metodología aquí 

descrita ha sido probada por Cray et al (2009a)34 con diferentes especies aviares, 

quienes han hecho estudios en aves de presa, psitácidos, aves de zoológico y 

aves acuáticas, concluyendo que los mejores resultados fueron obtenidos con los 

psitácidos debido a que generan una menor cantidad de anticuerpos y los que son 

detectados representan una infección por este hongo.  

En México los psitácidos son de las principales aves de compañía y las más 

susceptibles a la aspergilosis, estas aves también son conservadas en cautiverio 

en las Unidades de Conservación, Manejo y Aprovechamiento Sustentable de la 

Vida Silvestre (UMAS), además de ser exhibidas en los zoológicos. De acuerdo a 

Cray et al (2009a),34 los títulos de anticuerpos detectados en este tipo de aves son 

de valor diagnóstico, por lo tanto la implementación de la técnica de ELISA 

indirecta en nuestro país sería útil debido a la relativa facilidad en la obtención del 

suero sanguíneo, en contraste con otras pruebas que utilizan para su diagnóstico 

muestras traqueales como son el aislamiento y la PCR, pruebas necesarias en 
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otras aves para confirmar una aspergilosis. En los psitácidos la obtención de este 

tipo de muestras clínicas es más complicado debido a las diferencias anatómicas 

en la cavidad oral, la fuerza que ejercen para evitar que se les abra el pico y al 

introducir del hisopo es difícil evitar el contacto con la cavidad oral o con la glotis 

que lo pudieran contaminar.  

En cuanto a los ensayos moleculares,  en este estudio  fue posible la detección del 

fragmento de 350 pb de los aislados de A. fumigatus de la cepa de referencia A20, 

del aguililla de Harris y del ave número 24, lo cual concuerda con lo reportado por 

Camarillo (2008)65 quien obtuvo el mismo fragmento de aislados de A. fumigatus.  

Cuando se realizó la prueba utilizando las muestras de tráquea, al igual que con 

los aislados se logró la detección del fragmento de 350 pb en la muestra 24. Este 

resultado indica que es posible la identificación de ADN de A. fumigatus a partir de 

muestras de tráquea. Sin embargo, esto sólo se observó en una de las 35 

muestras trabajadas, por lo que sería conveniente realizar este ensayo 

incrementando el número de muestras y los casos positivos a aspergilosis tanto al 

aislamiento como a la detección de anticuerpos. 

Entre los escasos reportes sobre el uso de la PCR para el diagnóstico de 

aspergilosis en aves se encuentra el de Dahlhausen et al (2004)62 quienes se 

enfocan en la identificación del agente a partir de muestras clínicas y sólo 

mencionan el uso de la PCR en tiempo real como método diagnóstico sin describir 

la técnica ni los resultados. 

Por lo anterior y debido a la escasez de información sobre el uso de la PCR en 

aves, sería conveniente realizar más estudios siguiendo la metodología aquí 

presentada con el incremento en número y tipo de muestras clínicas, por ejemplo  

mediante lavados traqueales; sin embargo, considerando la naturaleza de las aves 

el contar con una muestra clínica idónea puede tener algunos inconvenientes. Otra 

opción de PCR que podría ser utilizada es la PCR en tiempo real, que se ha 

reportado en humanos de utilidad en el diagnóstico de aspergilosis. 
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Con relación a la época del año en que se incrementa la frecuencia de 

aspergilosis aviar y de acuerdo a lo reportado por Joseph (2000)1 quien encuentra 

un  mayor número de casos de aspergilosis en las aves en los meses de junio a 

septiembre, es consistente con los dos casos positivos a esta micosis encontrados 

en el presente estudio, ya que las muestras fueron obtenidas en los meses de 

junio y julio, lo que también coincide con la época de muda de estas aves, y que 

corresponde al periodo en el que las plumas de las aves son reemplazadas por 

nuevas y se ha mencionado que en esta época es cuando el ave es más 

vulnerable, ya que se ven mermadas sus habilidades en el vuelo, además de  

requerir un alto gasto de proteínas, energía y otros nutrientes en la producción de 

las plumas nuevas, sometiéndose a un estrés fisiológico. Algunos cetreros no 

utilizan a sus aves en la cacería y las dejan descansar durante este periodo para 

evitar que algunas de sus plumas nuevas se dañen. Por otro lado, los dos casos 

encontrados correspondieron a aguilillas machos, hasta el momento se desconoce 

de algún reporte que relacione la presencia de la enfermedad con el sexo del 

animal.  

La realización en conjunto de las pruebas llevadas a cabo en este trabajo, podrían 

ser útiles para dar un diagnóstico temprano y acertado de la aspergilosis aviar y 

con ello iniciar el tratamiento adecuado logrando un mejor pronóstico de la 

enfermedad y así evitar la muerte de las aves y por lo tanto, contribuir en la 

conservación de las aves que son mantenidas en cautiverio que en alguno de los 

casos corresponde a aves amenazadas o en peligro de extinción. 
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7. CONCLUSIONES 

 

El uso de la PCR fue útil en el diagnóstico de la aspergilosis en aves de presa al 

identificar a A. fumigatus en el caso positivo confirmado con las demás pruebas. 

Se logró identificar anticuerpos contra A. fumigatus en aves de presa mediante 

ELISA indirecta. 

Para lograr un diagnóstico acertado de la aspergilosis aviar es necesario contar 

con una historia clínica detallada, realizar el aislamiento y pruebas como el 

hemograma, radiología, endoscopía, PCR y ELISA. 

El diagnóstico temprano y acertado de la aspergilosis ayuda a establecer  el 

tratamiento adecuado de la enfermedad, logrando un pronóstico favorable. 

Para comparar la sensibilidad y especificidad de la PCR y ELISA indirecto, es 

necesario incrementar el número de muestras de individuos infectados y en 

diferentes etapas de la enfermedad.  
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9. ANEXO  

SOLUCIONES EMPLEADAS: 

 Solución de fosfatos (PB) 10x 

Fosfato de sodio monobásico monohidratado    2.62 g 

Fosfato de sodio dibásico anhidro     11.5 g 

Disolver en 200 ml de agua destilada caliente. 

Aforar con agua destilada a 1000 ml. 

 

Solución salina de fosfatos (PBS) pH 7.2 

En 200 ml de agua destilada se agregan 100 ml de solución PB 10x. 

Se adicionan 8.75 g de cloruro de sodio 

Disolver las sales y ajustar pH a 7.2 

Aforar con agua destilada a 1000 ml. 

 

Caldo Sabouraud 

Glucosa         40 g 

Peptona         10 g 

Agua destilada        1000 ml 

Se disuelven los ingredientes  y se esteriliza la solución a 121ºC, 15 min, 15 libras. 
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Solución salina de Coca’s 

Cloruro de sodio         5.0 g 

Bicarbonato de sodio       2.75 g 

Cristales de fenol        4.0 g 

Agua destilada        1000 ml 

Se disuelven los ingredientes  y se esteriliza la solución a 121ºC, 15 min, 15 libras. 

Regulador tris acetato 0.05 M, pH 7.5 

Tris base         6.05 g 

Ácido acético glacial       1.42 ml 

Se ajusta el pH a 7.5 y se afora a 1000 ml con agua destilada. 

Reactivo de Bradford 

Colorante azul brillante de Coomasie G-250    100 mg 

Etanol al 95%        50 ml 

Ácido fosfórico al 85%       100 ml 

La solución se afora a 1000 ml con agua destilada y se mantiene a 4ºC. 

Geles SDS-PAGE al 5% 

 Regulador Tris-HCl 1.5 M, pH 8.8 

Tris hidroximenilaminometano                           18.17 g 

Agua destilada        50 ml 

Se ajusta  el pH con HCl 1N  y se afora a 100 ml con agua destilada. 
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 Regulador  Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8 

Tris hidroximenilaminometano                            6.057 g 

Agua destilada        40 ml 

Se ajusta  el pH con ácido clorhídrico 1N  y se afora a 100 ml con agua destilada. 

 Solución SDS (duodecil sulfato de sodio) al 10% 

Duodecil sulfato de sodio                                      10 g 

Se afora a 100 ml con agua destilada. 

 Solución de monómeros al 30.8 % de concentración total 

Acrilamida          30 g 

Bis acrilamida                                                      0.8 g 

Se afora a 100 ml con agua destilada y se conserva en un frasco oscuro. 

 Persulfato de amonio al 10 % 

Persulfato de amonio                                           0.1 g 

Agua destilada         1 ml 

La solución se prepara al momento de su uso. 

 Regulador de corrida 2X 

Solución  Tris- HCl pH 6.8                                    1.25 ml 

Duodecil sulfato de sodio 10 %                                     2 ml 

Glicerol            1 ml 

Azul de bromofenol 0.2 %                                      250 μl 

2-mercaptoetanol                                                  500 μl 
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 Amortiguador de corrida para electroforesis de geles SDS-PAGE 

Tris hidroximenilaminometano                                     3 g 

Glicina         14.4 g 

Duodecil sulfato de sodio       1 g 

Agua destilada                                                             1 L 

 

Amortiguador veronal 

Ácido dietil barbitúrico       3.32 g 

Dietil barbiturato de sodio        25.52 g 

Agua destilada        2000 ml 

Azida de sodio        2.0 g 

El ácido dietil barbitúrico se disuelve en 200 ml de agua destilada estéril caliente, 

se agrega el dietil barbiturato de sodio, una vez disueltos se adiciona agua 

destilada para aforar a 2000 ml, se añade la azida de sodio. 

 

Agarosa para contrainmunoelectroforesis 

Amortiguador veronal       100 ml 

Agua destilada        100 ml 

Agarosa         2.0 g 
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Agar purificado para inmunodifusión doble 

Agar purificado        1.5 g 

Solución salina de fosfatos      50 ml 

Agua destilada        50 ml 

Azida de sodio        0.15 g 

Negro de amido al 0.1% 

Negro de amido        0.1 g 

Metanol         50 ml 

Ácido acético glacial       10 ml 

Agua destilada        40 ml 

 

Solución decolorante 

Metanol         500 ml 

Ácido acético glacial       100 ml 

Agua destilada        400 ml 

 

Amortiguador de carbonatos pH 9.6 

Carbonato de sodio        3.18 g 

Bicarbonato de sodio       5.86 g 

Disolver los carbonatos en 800 ml de agua destilada 

Ajustar el pH a 9.6 
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Aforar con agua destilada a 1000 ml.   

El amortiguador se almacena a 4ºC.  

                                      

PBS - Tween 20 al 0.05% 

A 1000 ml de PBS pH 7.2 agregar 500 µl de tween 20 y mezclar hasta que se 

disuelva. 

Amortiguador de lisis 

 

Tris ácido clorhídrico        200 mM 

Cloruro de sodio         0.5 M 

Ácido etilen diamino tetra acético       10 mM 

Duodecil sulfato de sodio        1 % 
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