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Resumen

ESTUDIOS SOBRE LA PRESENCIA DE GLIOTOXINA EN AISLADOS DE
Aspergillus fumigatus DE CASOS DE ASPERGILOSIS AVIAR
IDENTIFICADOS POR MEDIO DE CARACTERIZACION MICOLOGICA Y
BIOLOGIA MOLECULAR

MVZ. Verdénica Montes de Oca Basilio

Tutor: Ph.D. Roberto A. Cervantes Olivares

Comité tutoral: Dra. Gabriela Guadalupe Gbémez Verduzco
Dra. Aida Verodnica Rodriguez Tovar

La aspergilosis afecta a todo tipo de aves, ocasionando
considerables pérdidas econdmicas, el principal agente
etioldgico involucrado es Aspergillus fumigatus, al cual se
atribuyen multiples factores de virulencia, entre ellos
gliotoxina, una molécula poco estudiada. Aunque la aspergilosis
aviar es una enfermedad endémica en México, no se diagnostica
oportunamente, por lo que, el disefio de pruebas diagndésticas
basadas en la deteccidén de metabolitos, Dbiosintetizados en
etapas iniciales de la enfermedad, como la gliotoxina, serian
de utilidad en el diagndéstico temprano de esta afeccidn. Sin
embargo, para lograrlo se requiere de estudios que permitan
conocer el rol que desempefia este metabolito durante 1la
patogenia de la aspergilosis. Por lo tanto, en esta
investigacioén se realizaron estudios microbioldbégicos,
moleculares, histopatoldgicos, bioquimicos vy quimicos, que
inician wuna serie de trabajos sobre la importancia de la
gliotoxina. Se muestrearon 73 aves con diferente procedencia,
43 de ellas de una granja localizada en Cuautla, Morelos-
México, y 30 del mercado “Sonora”, ubicado en la Ciudad de
México, Delegacién Venustiano Carranza, todas presentaron
signos respiratorios y posteriormente murieron. Del total de
aves (n=73) se logré6 el aislamiento en cultivo puro de 20
hongos que afectaron al 30.07% de la poblacidén, incluyendo
A. fumigatus el <cual se recuperdé en un 9.58% (7/73). La
identificacién micoldégica del microorganismo se realizéb
mediante microcultivos seriados de 24, 48 y 72 h, mientras que
la identificacidédn molecular, se efectud por medio de 1la
Reaccién en Cadena de 1la Polimerasa (PCR), amplificando el
fragmento ITS 1 5.1-5.8S-ITS 2 del complejo de ADNr, utilizando
iniciadores especificos ©probados en trabajos previos. La



histopatologia se llevé a cabo con las tinciones de
hematoxilina-eosina y Gomori-Grocott, se evaluaron las lesiones
microscdpicas, ademas de corroborar la presencia del hongo.
Finalmente, se determindé la produccién de gliotoxina por
Cromatografia en Capa Fina (CCF) en los extractos clorofdérmicos
de cada aislado de A. fumigatus, asi como del tejido pulmonar
infectado. Adicionalmente, se detectd la produccidn in vitro de
aflatoxinas totales en los extractos organicos de A. fumigatus.
Se determindé que seis aislados de A. fumigatus produjeron la
gliotoxina in vitro, mientras en un aislado no se detectd la
produccidén del compuesto. Por otra parte, la toxina se detectd
de forma preliminar a partir del tejido pulmonar de un ave. En
los pulmones de tres pollos se detectaron compuestos diferentes
al estédndar de gliotoxina. En tres pulmones no se detectaron
compuestos. Ademéds, seis aislados de A. fumigatus produjeron
aflatoxinas, que deben ser caracterizadas mediante la
Cromatografia de Ligquidos de Alta Presidén - Espectrometria de
Masas (CLAP-EMs) .

Se requiere cuantificar y corroborar la caracterizacidén de la
gliotoxina por métodos analiticos més especificos como la
CLAP-EMs, ademéds de profundizar 1los estudios bioquimicos vy
moleculares para conocer las condiciones que inducen la
biosintesis del compuesto durante la patogenia de la
aspergilosis aviar.
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1. Introduccién

1.1 Antecedentes

Segun Bennett', Aspergillus fue de los primeros géneros
micdédticos en haber sido descrito. De acuerdo a Bonifaz%
recibidé su nombre a principios del siglo XVIII, en 1729 por el
botdnico italiano Pier Antonio Micheli, quien sefald 1la
similitud microscépica que presentan estos hongos con un
instrumento wutilizado para asperjar agua Dbendita, llamado
“aspergillum”. Brakhege3 refiere que en 1863, el médico alemén
Georg W. Fresenius describidé por primera vez la especie
A. fumigatus a partir de los pulmones de una avutarda
(Otis tarda) . Posteriormente, en 1965 Raper vy Fennell®
publicaron la monografia “E1 género Aspergillus” donde
describen las caracteristicas fenotipicas de 132 especies
subdivididas en 18 grupos, texto que ha sido un pilar en la
taxonomia y clasificacién de este grupo de microorganismos. Sin
embargo, de acuerdo con Giboons y Rokas’, el creciente estudio
respecto a estos hongos ha permitido profundizar en su
morfologia, fisiologia y Dbiologia molecular, descubriendo
aspectos filogenéticos que han hecho necesaria su
reclasificacién. Hasta 2007, Geiser® refiere 250 especies de
Aspergillus, de estas Klich’ indica que 40 han producido

infeccidédn en humanos, siendo Aspergillus fumigatus el principal



agente etioldgico involucrado en el desarrollo de la
aspergilosis invasiva especialmente en individuos
inmunodeprimidos. Por otra parte, Tell® menciona que
A. fumigatus se reporta en el 95% de los casos de micosis
respiratorias en aves, seguido de A. flavus. Arn'e y
colaboradores9, citan ademds de las mencionadas, otras especies
implicadas con menor frecuencia, entre ellas A. niger,

A. nidulans y A. terreus.

Debido a la importancia clinica que representa A. fumigatus
como patdgeno oportunista y el papel que juega en la seguridad
alimentaria por la producciédn de micotoxinas, numerosos
investigadores han mostrado interés en este microorganismo. Sin
embargo, de acuerdo con Richard y colaboradores'?, regularmente
no suele considerarse el estudio de otras micotoxinas
producidas durante el proceso patogénico de la aspergilosis.
No obstante, algunos cientificos involucran la presencia de una
toxina biosintetizada por A. fumigatus con el desarrollo de
lesiones necrodticas en aves y mamiferos, se trata de
gliotoxina, un metabolito secundario reportado en varios tipos
de hongos patdgenos. Segtn Davis'', gliotoxina fue la primer
molécula Epipolythiodioxopiperazina (ETP) descubierta en 1936
por Weindling y  Emerson, se detectd en cultivos de
Trichoderma spp. Posteriormente, en 1943 el compuesto recibid

su nombre, mismo que deriva del hongo ascomiceto
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Gliocladium fimbriatum a partir del cual se caracterizod.
Warning y Beaver'?, mencionan que después de identificar al
compuesto se efectuaron diversos estudios, estos revelaron su
accién Dbactericida vy Dbacteriostdtica sobre Dbacterias Gram
positivas, desafortunadamente la toxicidad que produjo hacia
las células de los mamiferos impidid darle uso
quimioterapéutico. Aun asi, es objeto de andlisis por su
actividad antiviral y principalmente por sus propiedades
inmunosupresoras. Sin embargo, no se ha logrado dilucidar por
completo la funcidén de esta toxina, a pesar de los esfuerzos
realizados por la comunidad cientifica. Las investigaciones
llevadas a cabo acerca de la biocactividad de gliotoxina en el
desarrollo de la aspergilosis, esencialmente se han hecho en
modelos murinos, respecto a las aves el conocimiento referente
al tema es limitado. No obstante, destacan algunos trabajos
relacionados. Por ejemplo, en 1995 Richard y Debey’® analizaron
la produccién de gliotoxina durante el estado patogénico en
guajolotes jdévenes infectados de forma experimental con dos
cepas diferentes de A. fumigatus, los resultados obtenidos de
esta investigacidén involucran la presencia del compuesto con la
formacidén de lesiones necrdéticas en los pulmones de las aves
estudiadas. En 1996 Richard y su grupo de colaboradores®?,

continuaron su trabajo examinando muestras de pulmén

provenientes de guajolotes infectados por A. fumigatus,



determinaron que todos los aislamientos recuperados produjeron
la toxina. Sin embargo, no en todos 1los tejidos se logrd
detectar el compuesto. En 1998, Moreno'' estudio la produccién
de gliotoxina en 10 cepas de A. fumigatus obtenidas de casos de
aspergilosis aviar, en su trabajo concluyd que existen cepas
altas, bajas y nulas productoras de la toxina. En ese mismo
afio, Villa®'® 1llevé a cabo la evaluacién de un modelo animal
(Gallus gallus), determinando la relacidén entre las lesiones
histopatoldgicas ocasionadas por la infeccidédn inducida de
A. fumigatus con una cepa alta productora y baja productora de

gliotoxina.

1.2 Aspergillus

E1l género Aspergillus pertenece a la familia Moniliaceae,
subclase Hyphomycetos, dentro de la subdivisién
Deuteromicotinaz, son hongos filamentosos, hialinos, que
presentan reproduccidén asexual y en algunas especies se ha
descrito la fase sexual'®. Los microorganismos que integran
este género se encuentran ampliamente distribuidos en 1la
naturaleza, particularmente en el suelo donde degradan restos
organicos formando parte del ciclo del carbono y del nitrdgeno.
Ademéds, pueden desarrollar bajo un amplio rango de condiciones

ambientales lo que permite su ubicuidad®® 7.



Aspergillus fumigatus, se <clasifica dentro del subgénero
Aspergillus, seccién Fumigati®. Al estado sexual o teleomorfo
se nombrd como Neosartorya fumigata'®. Debido al amplio arsenal

enzimdtico que posee, puede ser potencialmente patdgeno'”.

Microscépicamente, como se muestra en la figura 1, A. fumigatus
se caracteriza por la produccidén de conididbforos erguidos con
vesicula apical que soporta al esterigma, donde se originan las
cadenas de conidias. Los conidiéforos pueden presentar una
pigmentacidén amarillo verdoso o verde, son relativamente largos
(300-500 um) y cada uno se origina de un segmento especial de
una hifa tabicada, conocido como célula del pié o basal. Sobre
la mitad superior de la vesicula, se encuentra una sola serie
de fidlides. Las conidias son esféricas por lo general lisas vy
dispuestas en largas cadenas que tienden a inclinarse hacia un

eje central®’.

Cadena de conidias

Vesicula

Conidiéforo

Célula basal

Figura 1. Caracteristicas microscépicas de A. fumigatus. Ilustracién
tomada de Identifying Fungi. A Clinical Laboratory Handbook.?
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En condiciones in vitro, A. fumigatus se comporta como un
microorganismo poco exigente en sus requerimientos
nutricionales, desarrollando con rapidez en medios como agar
dextrosa Sabouraud (SDA), agar dextrosa papa (PDA) vy agar
Czapek-Dox (C-Dox A). La temperatura Optima para su crecimiento
es de 20 a 45°C, aunque puede desarrollar hasta los 56°C por su
termotolerancia. Al inicio de la incubacidén, las colonias son
planas y blancas, al madurar las conidias se tornan verde
azuloso en especial hacia el centro de la colonia.

El desarrollo del hongo se inhibe con cicloheximida®®.

La identificacién de la mayoria de los hongos filamentosos se
sustenta en criterios morfoldgicos de las conidias y
conididéforos. Sin embargo, en los Ultimos afios se han
desarrollado métodos bioquimicos basados en la deteccidén e
identificacién de metabolitos secundarios producidos por ellos,
por ejemplo, las micotoxinas. Ademas, se han propuesto técnicas

a partir de ADN gendémico®.

1.3 Mecanismos de patogenicidad y factores de
virulencia

A. fumigatus cuenta con una gama amplia de mecanismos vy
substancias que intervienen en su accidén patdgena. De acuerdo
con Mouyna y Latgém, la pared celular desempefia una importante

funcidén durante la infeccién fungica, por ser la primer



estructura que hace contacto con el hospedador, es abundante en

antigenos y enzimas 1o cual ayuda al microorganismo a

diseminarse en los tejidos. También, protege al hongo de
ambientes hostiles; por ejemplo, contra las reacciones
fagociticas dentro del hospedador. Las conidias son 1las
particulas infecciosas de A. fumigatus, tienen la

caracteristica de estar cubiertas por una pelicula externa de
hidrofobinas llamada capa de varillas, la cual no se encuentra
en el micelio. La capa de varillas forma complejos altamente
insolubles gque aparentemente proporcionan proteccidén al generar

una barrera contra moléculas hidrofilicas?!.

Rementeria’® cita otro mecanismo propuesto en la evasién de la
respuesta inmune: la melanina, un pigmento presente en las
conidias, el cual protege <contra la lisis enzimatica vy
oxidantes, al cubrir de carga negativa a la célula fungica,

dificultando la fagocitosis.

Mouyna y Latgé”’’ mencionan a las adhesinas presentes en las
conidias como un mecanismo de patogenicidad que les confiere la
capacidad de adherirse especificamente a proteinas del
hospedador como aquellas asociadas a la léamina basal en el
epitelio pulmonar (fibrindgeno, laminina, fibronectina,
coldgeno, vy proteinas de agentes tenso activos). Es decir,

algunos carbohidratos y proteinas propias de los conidios estéan



implicados en la unidén a proteinas del hospedador durante la
invasién tisular. Uno de 1los factores necesarios para que
A. fumigatus se disemine en los tejidos, es la degradacién del
sustrato donde se halla, como regularmente es el pulmdén y este
se encuentra constituido ©principalmente de dos ©proteinas
estructurales la elastina y el colageno, el hongo precisa la
biosintesis de elastasas vy colagenasas para facilitar su

diseminacién, sintetizando también ARNasas y fosfolipasas'’

A. fumigatus produce metabolitos secundarios (toxinas) que
secreta en el medio donde se desarrolla, también puede
presentarlos en sus conidias y micelios. Entre las substancias
que sintetiza este microorganismo se encuentran:
triptoquivalinas, espinulosinas, fumiclavinas A, B y C, acido
kéjico, acido hevdlico, fumitremorginas A, B y C, verruculogen,

22

fumigatina y gliotoxina®* La estructura quimica de estos

compuestos se presenta en la figura 2.

”;3h \( 7/23 = \_4354? ”:j
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Acido kojico Triptoquivalina Fumitremorgina A Acido hevalico

Figura 2. Principales metabolitos biosintetizados por A. fumigatus.
Ilustracién tomada de Aspergillus Molecular Biology and Genomics.??



1.4 Gliotoxina

La gliotoxina es producida por varios hongos incluyendo a

Gliocladium fimbriatum, Trichoderma spp, FEurotium chevalieri,
algunos aislados de Penicillium®’ asi como de
Candida albicans?’. En A. fumigatus, se considera un factor de
virulencia importante debido a la toxicidad que presenta hacia
las células de los mamiferos y es posible que facilite el

desarrollo de la aspergilosis en su forma invasiva®’.

Quimicamente, la gliotoxina es una epipolythioxiodiopiperazina
(ETP), las moléculas qgque pertenecen a esta categoria son una
clase de dipéptidos ciclicos caracterizados por presentar un
puente disulfuro responsable de regular su actividad bioldgica.
En gliotoxina, el puente disulfuro se extiende por un anillo de
dicetopiperazina (DKP) vy contiene un aminocdcido aromatico
amino-fenilalanina, ademds de serina'?>. En la figura 3 se
muestra la estructura quimica de la toxina. La férmula gquimica
del compuesto corresponde a Ci;3H14N,04S, y su peso molecular es

de 326 Da'‘.



Figura 3. Estructura quimica de la gliotoxina. El compuesto presenta
el puente disulfuro caracteristico de los metabolitos fungales ETP.
Figura tomada de Aspergillus Molecular Biology and Genomics??

1.4.1 Biosintesis de gliotoxina

De acuerdo con Gardiner??, gliotoxina vy otras moléculas
relacionadas, son codificadas por grupos de genes multiples,
regulados por mecanismos biosintéticos no ribosomales. En
A. fumigatus el Ssistema enzimatico responsable de la
biosintesis y el metabolismo de gliotoxina es mediado por un
grupo de 12 genes (cluster) gue incluyen a: gliZz (factor de
transcripcién, dedo de zinc) ; gliI (sintasa de
l-aminociclopropano-1- carboxilato de etilo); glid
(dipeptidasa); gliC; gliF (dos citocromo P450; monooxigenasas);
gliM (O-metiltransferasa); gliG (glutatién-S-transferasa); glikK
(proteina hipotética transportadora); gliN (metiltransferasa);
gliT (Oxidasa); gliH (proteina hipotética conservada) vy gliP

(Péptido no ribosomal)??.
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Balibar vy Walsh®®, refieren al gen gliP como el mas grande
dentro del cluster gli, codificando la produccién de GLIP, un
péptido sintetasa no ribosomal (NRPS) responsable de catalizar
los primeros pasos en la biosintesis de gliotoxina, originando
la DKP. Segun Kupfhal y colaboradores?’, la expresién de gliP
es esencial para la produccidédn de gliotoxina. Estudios
realizados en cepas mutantes de A. fumigatus carentes del gen
gliP, resultaron incapaces de sintetizar la toxina. Otro
estudio similar desarrollado por Cramer y colaboradores?®, en
el qgque mutaron cepas de A. fumigatus e 1interrumpieron la

expresién del gen, estas no produjeron el compuesto.

El gen gliz, se ha confirmado como regulador en la
transcripcién de genes. Conforme a Bok y colaboradores ?°, en
un analisis de funcionalidad sobre gliz se demostrd que la

interrupcién de este gen también abolidé la biosintesis de

gliotoxina.

Por otra parte, Schrettl vy colaboradores?’ lograron demostrar
que el gen gliT es el principal responsable de proteger contra
la gliotoxina exdgena. Sin embargo, la funcionalidad del resto
de genes pertenecientes al cluster gli solo se ha

hipotetizado?’.

Hasta ahora, se desconocen cuales son los estimulos que inducen

la produccidén del metabolito. No obstante, la transcripcidédn de
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los genes en un ensayo 1In vitro puede ser afectada por
diferentes factores: pH, temperatura, composicidén del medio de
cultivo vy aereacién?’, aunque este UGltimo ha demostrado
favorecer la produccién répida de la toxina, lo que sugiere su
importancia en el desarrollo de infecciones respiratorias

causadas por A. fumigatusﬂ.

1.4.2 Toxicidad de gliotoxina

Segun Mullbacher vy Eichner”, los efectos toéxicos de 1la
gliotoxina principalmente se han descrito sobre el aparato
respiratorio superior en mamiferos, donde la toxina produce
ciliostésis, y en células del sistema inmune. Los macrdéfagos
son especialmente susceptibles a la gliotoxina, en estos inhibe
la fagocitosis mediante la interaccidén del metabolito con
residuos tiol presentes en la membrana mitocondrial. Mullbacher
y colaboradores®?®, mencionan que después de realizar un ensayo
in vitro, determinaron que concentraciones de 0.1-3 uM de
gliotoxina inducen apoptosis en macrdéfagos, células T vy
timocitos. A diferencia de la necrosis que surge cuando las
células son expuestas a concentraciones por encima de 10 uM,
aungue el mecanismo que desencadena este proceso sigue siendo
objeto de estudio®. La gliotoxina ademas, puede Dblogquear la

activacién de linfocitos T y B % 3°.
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Conforme a Gardiner vy colaboradores %, los mecanismos de

toxicidad de gliotoxina aln se discuten, se ha hipotetizado que
la actividad téxica de la gliotoxina es mediada por el puente
disulfuro, a través de dos mecanismos de accidén: 1) Ciclo redox
entre la forma oxidada (disulfuro) 'y reducida (ditiol),
conformacidén que conduce a la generacidn de especies reactivas
(ROS) especificamente iones superdéxido y perdxido de hidrodgeno,
que son perjudiciales para las células del hospedador. 2) La
formaciédn de disulfuros mixtos con proteinas que presentan
grupos tiol accesibles dispuestos en la membrana mitocondrial.
En la figura 4 se observa el efecto de la gliotoxina al ser
absorbida por la célula. No obstante, se han propuesto otros
mecanismos de toxicidad para esta micotoxina, relacionados con
el aumento de los niveles de <calcio intracelular, este
incremento, es inducido por la interaccidédn de la toxina con un
residuo tiol en la membrana plasmatica del canal de calcio, que
es sensible a redox, por lo que el aumento en el flujo de
calcio dentro de la célula, puede ocasionar dafio oxidativo. La
adicidén de ditiotreitol o glutatidén, 1impide la entrada de
calcio inducida por gliotoxina, pues en la forma reducida no
trasforma oxidativamente residuos tiol, 1lo cual promueve la

formacidén de disulfuro mixto, en lugar del ciclo redox 35, 36

-13-



202 202' S H202 HO*

/Ieciron transfer ~a,

Hs @
N/
o YK/
5 SH

,.-f

cellular reductant

Figura 4. Efectos provocados a nivel celular por gliotoxina. Figura
tomada de The epipolythiodioxopiperazine (ETP) class of fungal
toxins: distribution, mode of action, functions and biosynthesis.36

1.4.3 Analisis de la gliotoxina

El andlisis de moléculas como la gliotoxina se lleva a cabo
empleado técnicas analiticas como: Cromatografia de Liquidos de
Alta Presidén (CLAP), espectrometria de masas, inmunoensayos y

Cromatografia en Capa Fina (CCF) **

1.5 Aspergilosis aviar

A pesar de que existen numerosas especies de Aspergillus, la de
mayor 1importancia en medicina veterinaria es A. fumigatus,
afecta a mamiferos y aves de todo tipo. La aspergilosis
representa pérdidas econdémicas importantes sobre todo en la

produccién de pollo de engorda y guajolotes®’

La aspergilosis es la enfermedad infecciosa, no contagiosa,
ocasionada por cualgquier miembro del género Aspergillus.37

A. fumigatus es un patdgeno para las aves, que comparadas con
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los mamiferos, presentan diferencias notables que las hacen
especialmente susceptibles de sufrir la enfermedad®, como 1la
existencia de sacos aéreos, donde suelen depositarse las
conidias, que no son removidas con eficiencia de estas
membranas serosas debido a la escasa irrigacidn que presentan,
y dado que la cantidad de oxigeno en estas estructuras es
elevada, provee de las condiciones necesarias para que el hongo
forme conidias. Por otra parte, la carencia de epiglotis que
limite la entrada de particulas hacia el tracto respiratorio
inferior vy la ausencia de diafragma, que resulta en un
deficiente reflejo de la tos, necesario para expulsar elementos
exteriores y microorganismos atrapados en el moco. También, la
temperatura corporal elevada de 41°C, favorece el desarrollo
del hongo, Como se ha mencionado es termotolerante®.
El principal &érgano que se afecta es el pulmbn, por lo que a
éste padecimiento se le conoce también como neumonia micdtica o

de las nacedoras®’.

En las incubadoras avicolas, la temperatura oscila entre 1los
37.5-37.7°C, mientras que la humedad va del 60 al 70 %, estas
condiciones aunado a un programa de desinfeccidén ineficiente de
la cémara de incubacién y escaso mantenimiento del sistema de
ventilaciédn, propician la proliferacidén de bacterias y
hongos®®. E1 flujo de aire que circula en las incubadoras debe

ser estéril, sin embargo, el deterioro de los filtros que
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cumplen esta funciédn, permiten el paso de cantidades
importantes de conidias, las cuales llegan al huevo, pueden

penetrar el cascardén e iniciar la infeccién micética in ovo’®.

Por otra parte, en las grajas, los factores que desencadenan la
aspergilosis radican en una escasa ventilacidén, camas humedas,
hacinamiento, alimento enmohecido, que ademas de ser la fuente
donde se albergan grandes cantidades de conidias, también puede
contener micotoxinas cuyo principal efecto es el de producir
inmunodepresidédn y aumentar las posibilidades de que las aves se

enfermen®’.

La aspergilosis aviar se presenta de dos formas:

a) Aguda: Afecta especialmente aves Jjdbvenes, con alta
morbilidad y mortalidad.
b) Crbénica: La padecen en su mayoria las aves reproductoras o

adultas y es esporadica’’.

1.5.1 Patogenia

Cuando A. fumigatus libera sus conidias, estas se esparcen
sobre el alimento y diversos fdémites, al moverse se crean
aerosoles que las diseminan al ambiente, gracias a su tamafio
(2-3 pm de diadmetro) son aspiradas por las aves, evadiendo los
mecanismos de inmunidad inespecificos del tracto respiratorio

superior, como el moco presente en la cavidad nasal y el
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epitelio cilindrico <ciliado de la tréaquea. Durante 1la
inspiracidén, las conidias son transportadas por el aire a
través de la tradgquea hacia los bronquios primarios externos,
para dirigirse a los brongquios mediodorsales secundarios en el
pulmén, al llegar a los parabronquios se adhieren a proteinas
de la lamina Dbasal vy se incrustan en las auriculas e
infundibulo en los capilares aéreos, donde son fagocitadas por
los macréfagos®’. Sin embargo, cuando el ntmero de conidias
supera la capacidad para ser eliminadas por 1las células
fagociticas o el sistema inmune del individuo se encuentra
comprometido, las conidias germinan dando origen a las hifas,
estas se diseminan por el tejido, presentando tropismo por los
vasos sanguineos, lo que facilita su diseminacidédn hacia otras
estructuras anatémicas®®. Adicionalmente, una porcién del aire
inspirado por el ave, pasa por el parabronquio neopulmonar para
dirigirse hacia los sacos aéreos toracicos vy abdominales
caudales, por lo que es comun el desarrollo de

aerosaculitis®® ! .

Los signos <clinicos de la aspergilosis aguda suelen ser
inespecificos e incluyen disnea, anorexia, letargo, plumas
erizadas, vocalizaciones, poliuria, polidipsia, retraso del

crecimiento o muerte subita’®’.
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En la forma crdénica de la enfermedad puede presentarse disnea,

deshidratacidén, emaciacidn, ataxia y opistétonos”’“.

La infeccidén también puede ocurrir in ovo, aunque no de manera
frecuente. Cuando el hongo ha penetrado el cascarén y la
membrana, comienza la germinacién de las conidias y alrededor
del sexto dia post-infeccidn se produce la muerte del embridn,
el huevo se rompe y las conidias contenidas son liberadas al
ambiente, propiciando la contaminacidén constante en las
incubadoras®’. En ocasiones, algunos pollos sobreviven a la
infeccidédn in ovo y logran eclosionar; no obstante, en 1los
primeros dias de nacidos muestran disnea, cianosis, pueden
presentar oftalmitis vy signos nerviosos. La mayoria de los

casos concluye en colapso por hipoxia“.

1.5.2 Lesiones

Macroscédpicamente, es comin observar granulomas focales gque van
desde 1 mm a 1 cm de diédmetro, color blanco-amarillento,
dispuestos en el parénquima de uno o multiples o&rganos, que
involucran a las serosas’’. Cuando estas lesiones son

ocasionadas por Aspergillus, se llaman aspergilomas“.

El neopulmén Jjunto con los sacos aéreos toradcicos caudales es
donde usualmente se localizan las lesiones, estos ultimos,
pueden presentar en su superficie placas gruesas de exudado

caseoso e incluso es frecuente que el hongo forme conidiéforos
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en este sitio, lo cual se evidencia con la formacidén de un
tapete de consistencia algodonosa, color grisdceo o verdoso

sobre la superficie de dichas estructuras®’.

Los aspergilomas se han descrito en traquea, siringe, esdéfago,
proventriculo, cerebro, higado, bazo y corazdén. Sin embargo,
deben diferenciarse de otros microorganismos que también
formen néddulos granulomatosos Como Mycobacterium SppP,

Salmonella spp, y Escherichia coli’.

Segun Cacciuttolo y colaboradores®?, las lesiones
microscédpicas producidas por Aspergillus spp, pueden
presentarse de dos formas: A) nodular profunda o granulomatosa

y B) superficial o difusa.

A) La forma nodular profunda, se presenta principalmente en
b6rganos parenquimatosos con baja tensidn de oxigeno.
Los granulomas son estructuras bien organizadas, se encuentran
encapsulados por una gruesa capa fibrosa, se pueden observar
células inflamatorias como las gigantes de cuerpo extrafio, qgue
van de cantidad moderada a abundante 1lo que indica la

presentacidén crénica de la enfermedad.

B) La forma difusa se observa con frecuencia en tejidos con una
elevada tensidén de oxigeno, como 1los sacos aéreos y pulmones.
La principal caracteristica consiste en la ©presencia de

piogranulomas que no presentan una clara delimitacidn, se
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observan elementos fungicos con la infiltracién de macrdfagos,
heteréfilos, y linfocitos. En ocasiones, estas lesiones pueden
ser coalescentes, al extenderse, conducen a la obliteracidén
parabronquial con material necrético, presencia de eritrocitos
y células epiteliales exfoliadas. Los elementos fungicos que se
observan, consisten en hifas paralelas, septadas y ramificadas
de forma dicotémica, en ocasiones dispuestas en un tipico
45

patrédn radial®** . Ademéds, en los sacos aéreos se pueden

observar conidiéforos no ramificados®®.

Es importante diferenciar de otras micosis que producen
lesiones tisulares parecidas a las descritas para aspergilosis,
como aquellas causadas por Paecilomyces spp, Mucor spp, V

Rhizopus spp®’.

El desarrollo de 1la aspergilosis aviar estd condicionado a
factores ambientales, el estado inmunoldédgico del hospedador,
asi como el conjunto de genes y moléculas gque exprese el
microorganismo durante la patogenia'®. En 1la figura 5, se

presenta la triada epidemioldgica de la aspergilosis.
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1.5.3 Diagnédstico

El diagnéstico de 1la aspergilosis aviar, se 1lleva a cabo

mediante el uso de técnicas directas e indirectas®’.
Técnicas de diagnéstico directo.

Se sustentan en el aislamiento e identificacién del agente
etioldédgico por medio de cultivo micoldgico, asi como la
visualizacidén de estructuras micdticas en los tejidos mediante
el examen directo de la muestra, usando un agente aclarante
como el hidréxido de potasio al 10% adicionado con tinta
colorante (Quink Parker)®’. EL blanco de calcofltor también es
de utilidad, vya que evidencia la presencia de hifas cuando se
observa la preparacién al microscopio de inunofluorescencia

referencia®’. La citologia a partir de fluidos o lavados es

importante para el diagnésico ante - morten de la enfermedad®’.
Técnicas de diagnéstico indirectas.

Se basan en la deteccidén de anticuerpos u otros indicios que
manifiesten la presencia del agente etiolégico?®. El uso de
técnicas seroldgicas, tienen un moderado valor predictivo en el
diagnéstico de la aspergilosis aviar®’. Por ejemplo, el Ensayo
por Inmunoabsorcidén Ligado a Enzimas (ELISA) indirecto, ha
mostrado ser de utilidad en rapaces; sin embargo, es comin gue

se presenten resultados falsos negativos“. En cambio, 1la
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inmunohistoquimica, con el uso de anticuerpos monoclonales o
policlonares, es una herramienta de diagndéstico que permite
detectar eficientemente antigenos de A. fumigatus a partir de
lesiones tisulares®’. Por otra parte, las técnicas de
imagenologia como la evaluacidén radiografica, muestran la
distribucidén vy gravedad de las lesiones micbdéticas en 1los
pulmones y sacos aéreos’?, pero su valor diagnéstico es
limitado dado que las lesiones solo se observan cuando la
enfermedad es de curso crdénico, generalmente con un prondstico
reservado®’. Con la tomografia computarizada, es posible
visualizar 1lesiones pequefias e 1inaparentes en radiografias;
debido a que proporciona imagenes detalladas de todo el tracto
respiratorio; no obstante, puede ser un estudio costoso y poco

accesible en medicina veterinaria®s.

Adicionalmente, es posible aplicar técnicas de Dbiologia
molecular como la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR)
para apoyar la caracterizacién del agente etioldbgico

involucrado®.

A pesar de contar con diversas pruebas para el diagndstico de
la aspergilosis, la mayoria limitan su aplicacidén a las aves de
silvestres en cautiverio’, debido a que en estas es posible
realizar una serie de estudios que permitan complementar el

diagndéstico ante-mortem de la enfermedad, como el cultivo
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micoldgico a partir de hispado, <cuando la infeccidn se
desarrolla en traquea y siringe, citologia, hematologia,
serologia, endoscopia y radiologia principalmente®. En cambio,
en las aves de corral, el diagnéstico debe realizarse con miras
a la poblacidén, a partir de una muestra representativa de la
parvada, se lleva a cabo la necropsia de los individuos en
busca de lesiones con las caracteristicas descritas
anteriormente, para realizar el cultivo micoldgico a partir de
los tejidos lesionados, asi como la observacidédn preliminar de
la muestra en busca de hifas septada8937. Ademas de 1la

confirmacién del diagnéstico mediante la histopatologia®®.

1.5.4 Medidas de prevencién y control

Hasta el momento, no existe tratamiento o inmundégeno eficaz
para prevenir la aspergilosis; por lo tanto, efectuar medidas
de bioseguridad asi como buenas practicas de produccidén dentro
de las granjas, y especialmente en las incubadoras avicolas, es
clave en el control de esta y otras enfermedades fungalesw.
Establecer programas de limpieza vy desinfeccidén en las
instalaciones de la planta incubadora, considerando el
mantenimiento preventivo de los equipos, principalmente
aquellos que intervienen en la filtracién de aire, ademas del
reemplazo oportuno de estos, permitira un control eficaz de los

contaminantes microbianos->%.
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En las granjas, la deposicién de residuos en contenedores
apropiados alejados de las casetas y la disminucidén de estrés
en la poblacién, reducen significativamente la aparicién de
brotes por Aspergillus spp. También, es importante mantener la
calidad del agua, cama y alimento que se ocupe durante el ciclo

productivo®’r “t.

Tanto en las incubadoras como en las granjas, el monitoreo
microbiolébgico ambiental es necesario para conocer cuidl es la
microbiota predominante en las instalaciones, y elegir el rol
de sanitizantes adecuados con base en un reto microbiano, esta
practica evitaré la aparicioén de resistencia en los

microorganismos’® 7.

.E1l uso de detergentes es el primer paso para la eliminacién de
agentes infecciosos de origen bacteriano % micoético.
Generalmente, los detergentes se utilizan con un sistema de
aplicacién en espuma, permitiendo gque el producto actue de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. Posteriormente,
se remueve completamente con agua. Entonces, se realiza una
desinfeccidén profunda, utilizando productos en estado gaseoso o
liquido, estos pueden ser formaldehido o una combinacién de

aldehidos y cuaternarios de amonio®’.
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Justificacién

En México la investigacidédn relacionada con la aspergilosis y la
biosintesis de metabolitos en el ©proceso patogénico es
limitada. Con este trabajo, se inician una serie de estudios
microbiolégicos, moleculares, histopatoldgicos, Dbioguimicos vy
quimicos, que contribuyan al entendimiento de la aspergilosis
aviar y la presencia de gliotoxina en infecciones ocasionadas

por A. fumigatus.
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Planteamiento del problema

La aspergilosis es una enfermedad importante en las aves
silvestres en cautiverio, asi como aquellas destinadas a 1la
produccidén pecuaria, siendo mas susceptibles los guajolotes vy
el pollo de engorda, se presenta con alta morbilidad
y mortalidad. De acuerdo con Arn’e y colaboradores®, los brotes
por A. fumigatus en granjas avicolas pueden ocasionar una
mortalidad estimada del 4.5% hasta el 90%, especialmente en
individuos entre 3 dias y 20 semanas de edad, provocando
pérdidas econdémicas significativas. También, deben considerarse
las mermas por la disminucidén de los parametros productivos
(conversidén alimenticia, tasa de crecimiento) en las aves que
resistan la enfermedad®’. A pesar de tratarse de una enfermedad
endémica en nuestro pais, regularmente no se diagnostica de
forma oportuna, por esta razdn, es fundamental el desarrollo de
herramientas gque orienten su diagnéstico en etapas iniciales de
la enfermedad, considerando para ello la Dbiosintesis de
metabolitos durante la patogenia, como la gliotoxina, que se ha
relacionado con el desarrollo de lesiones necrdéticas en

pulmones de guajoloteslm 13

De acuerdo con Richard vy
colaboradores'?, este compuesto se produce al inicio de la
infeccidén, por ello, la finalidad de este trabajo consiste en
demostrar la presencia de la toxina a partir de aves enfermas

con lesiones insipientes producidas por A. fumigatus, para
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posteriormente disefiar pruebas de diagndstico que puedan ser
aplicables ante-mortem a poblaciones o individuos, basadas en

la deteccidédn de este metabolito.
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Hipdtesis

Dado que la gliotoxina de Aspergillus fumigatus interviene en
el desarrollo de 1la aspergilosis aviar, el compuesto se
detectard en etapas iniciales de la infeccidén a partir de los

tejidos de aves enfermas.
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Objetivo General

Caracterizar A. fumigatus a partir de casos de aspergilosis
aviar por métodos microbioldégicos y moleculares para estudiar
la produccidén de gliotoxina en los aislados; realizar el
estudio histopatoldégico mediante las tinciones de hematoxilina-
eosina y Gomori-Grocott para corroborar la presencia del hongo,
asi como determinar la produccidén de gliotoxina en los aislados
obtenidos y del tejido infectado mediante un método gquimico

para confirmar la presencia de la toxina.

Objetivos particulares

" Aislar e identificar A. fumigatus proveniente de muestras
clinicas de aves con aspergilosis por métodos
microbioldégicos y moleculares, para estudiar la produccidn
de gliotoxina en los aislados recuperados.

® Determinar la produccién de gliotoxina en los extractos
cloroférmicos obtenidos de cada aislamiento de
A. fumigatus por Cromatografia en Capa Fina (CCF), para
evaluar cualitativamente 1la biosintesis in vitro del
compuesto.

" Realizar la evaluacién microscédépica de las lesiones
inducidas por A. fumigatus en los tejidos infectados,
mediante las tinciones de hematoxilina-eosina y
Gomori-Grocott para corroborar la presencia del hongo.
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"= Detectar la gliotoxina en los tejidos afectados por
A. fumigatus mediante CCF, para conocer de forma

preliminar si la toxina se produjo durante la infeccién.
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2 Materiales y Métodos

Esta investigacidén se realizdé en la Facultad de Medicina
Veterinaria vy Zootecnia (FMVZ), de la Universidad Nacional
Autdénoma de México (UNAM), en el Departamento de Microbiologia
e Inmunologia (DMeI), Laboratorio de Micologia, asi como en el
Departamento de Patologia (FMVZ-UNAM), vy en la Facultad de
Estudios Superiores-Cuautitléan (FES-C), Campo I, en el

Laboratorio de Tecnologia de Calidad en Alimentos.

2.1 Muestreo

El muestreo se llevd a cabo en los meses de agosto a noviembre
del afio 2013, colectando un total de 73 aves, 43 de una granja
ubicada en Cuautla, Morelos, México, destinada para la
produccidén de pollo de engorda estirpe Ross-308 y 30 pollos del
mercado publico “Sonora”, ubicado en la Delegacidén Venustiano
Carranza, en el sureste de la Ciudad de México. En este lugar,
los pollos fueron comercializados como aves de mala calidad.
La edad aproximada de los individuos muestreados, oscild entre
los 3 dias y 4 semanas, a excepcién de un gallo estirpe
Plymouth rock barrado, del cual no se conoce con exactitud este

dato.

Los pollos alojados en la granja, se encontraban en casetas con

temperatura controlada, consumiendo alimento Dbalanceado vy
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fueron inmunizados con la vacuna del virus atenuado de 1la
bronquitis infecciosa. Ademas, mostraron una buena condicidn
corporal. Por otra parte, 1las aves procedentes del mercado
“Sonora”, se encontraban alojadas en jaulas o cajas de cartédn,
contiguas a otras aves, principalmente canarios, palomas, patos
y codornices, asi como distintas especies animales, entre ellas
conejos, cuyes y otros roedores. La alimentacidén de estas aves
era restringida y regularmente no tenian agua de bebida. No se

conoce su origen ni programa de medicina preventiva.

Todas las aves presentaron signos respiratorios, entre los que
destacaron disnea moderada a severa, sibilancias, tos no
productiva, y algunas aves mostraron descarga nasal unilateral
o bilateral, posteriormente murieron y fueron entregadas para

la realizacidn de este trabajo.

2.2 Aislamiento micético a @partir de aves

enfermas

Se practicdé la necropsia aséptica a 73 aves de las cuales se
colectaron los dérganos que sugirieron la presencia de micosis
(granulomas, hemorragia, textura algodonosa amarillo verdoso).
Como se presenta figura 6, a partir de los tejidos afectados se
realizé una serie de cortes transversales de aproximadamente
1-2 mm de grosor y se inocularon en tubos con 7 ml de caldo

Sabouraud dextrosa (Bioxén® BD) adicionado con 0.05 g/L de
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cloranfenicol. Después, se incubaron a 37°C en una estufa
bacterioldégica (marca: Marconi®, modelo: MA031/1) durante 3 a 5
dias?®. Ademds, de cada muestra se realizé un examen directo
con hidréxido de potasio (J.T. Baker®) al 10%, observando 1la
preparacidédn al microscopio (marca: Olympus®, modelo: CX31) con

los objetivos de 10X y 40X para localizar hifas septadas °’.

AISLAMIENTO

\ 4

Coleccidén de 1la
muestra

Seleccionar tejido

infectado 5 Aclarar con KOH al 10%

}

Observar al microscopio

Inocular en caldo
Sabouraud dextrosa con (10X /40X)
0.05 g/1 cloranfenicol

Incubar a 37°C/3-5
dias

Resembrar en Sabouraud
dextrosa agar

Figura 6. Procedimiento para el aislamiento de A. fumigatus.
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Una vez detectado el desarrollo fuingico en el caldo, de este se
realizé la resiembra en SDA (Bioxé4n® BD) por la técnica de
punto aislado'®, 1las condiciones de 1incubacién fueron las

mismas del primoaislamiento.

2.3 Identificacién

La identificacién se realizdé mediante métodos micoldgicos vy

moleculares como se presenta en la figura 7.

—| IDENTIFICACION TL

MICOLOGICA MOLECULAR
Macroscépica E i
. Fenol:cloroformo:
Agar Czapek-Dox . Extraccion de alcohol:isocamilico
g P Morfologia ADN (25:24:1)
Mi o <
ltcroscopica Cuantificacién .
> Absorbancia:
de ADN

Microcultivos 260/280
(24. 48. 72 h)

Reaccion en Amplificacién fragmento

Cadena de la | 51751 5.1-5.85- ITS 2
Polimerasa

(PCR)

Figura 7. Procedimiento para la identificacién micolégica y molecular
de A. fumigatus.
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2.3.1 Identificacién de A. fumigatus por métodos

micolégicos

La identificacidén micoldégica se realizd con base en el manual
de identificacién de Germain vy Summerbell?’. Las colonias
aisladas se examinaron macro y microscédpicamente utilizando la
tincidén de lactofenol azul de algodédn (LAA). Los hongos que
presentaron caracteristicas compatibles con A. fumigatus, se
resembraron en agar Czapek-Dox (0Ox0i1d®), para describir su
morfologia colonial en este medio de cultivo. La identificacién
micoldgica se obtuvo mediante microcultivos seriados de 24, 48
y 72 horas como sugiere la técnica de Ridell®®. Se reconocieron
los conididéforos, vesicula, % fidlides uniseriadas

caracteristicas de A. fumigatus.

Todos los lotes de medio de cultivo wutilizados para estos
estudios pasaron por la prueba de control de calidad,

incubandose durante 48 horas a 30°C.
2.3.2 Identificacién molecular de A. fumigatus

mediante PCR

2.3.2.1 Extraccién de ADN

La extraccién de ADN gendmico, se llevd a cabo con base en una
modificacidén al protocolo propuesto por Mendoza®’. Las

modificaciones <consistieron en cambiar la temperatura de
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incubacién de la biomasa fungal con el amortiguador de lisis vy
la proteinasa K, originalmente de 65°C a 56°C. También, se
realizaron dos extracciones con fenol:cloroformo:alcohol-
isoamilico (25:24:1). Ademéds, el ADN se tratdé con ARNasa,
utilizando un amortiguador de tris EDTA (TE) ajustado a pH de
8.0. A continuacidén se describe detalladamente la metodologia

para la extraccién de ADN.

Se inocularon aproximadamente 3,000,000 conidias/ml en 200 ml
de caldo Czapek Dox (Ox01id®) de cada alislamiento
fenotipicamente identificado como A. fumigatus. Los cultivos se
incubaron a 37°C en una estufa bacterioldgica (marca: Marconi,
modelo: MA032/1), durante 96 horas. Posteriormente, la biomasa
obtenida se sometid a tres lavados secuenciales con 5 ml de
agua destilada estéril para eliminar las sales del medio de
cultivo y fue separada por filtracién utilizando papel Whatman®

# 1 estéril, se congeld a -20°C hasta el momento de su uso.

Como se muestra en la figura 8 (pag. 39), en un mortero estéril
se depositd el micelio, este se macerd con nitrdgeno liquido
hasta haber obtenido un polvo fino, el cual se transfirid a
tubos Eppendorf® de 1.5 ml que fueron llenados hasta la parte
cbnica. Después, se agregaron 600 pl de amortiguador de lisis y
se mezcld con ayuda de un agitador Vortex®. En seguida, se

afiadieron 10 pl de proteinasa K (Vivantis®) a una concentracidn
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de 200 mg/ml, nuevamente se mezcld en Vortex®. A continuacidén
los tubos se incubaron en bafio Maria (marca: Grant, modelo: GLS

Aqua Plus) a 56°C durante 60 minutos. Transcurrido este lapso,

se realizaron dos lavados con 500 pnl de
fenol:cloroformo:alcohol-isoamilico 25:24:1 (Sigma-Aldrich®),
en cada lavado se centrifugd (microcentrifuga, marca:

Eppendorf®, modelo: 5417R) a 14,000 g durante 15 minutos,
recuperando en total 600 pL de la fase acuosa que fue
transferida a un tubo Eppendorf® nuevo, donde se afiadieron
10 pl de una solucién de acetato de sodio (J. T. Baker®)3M, mas
600 nl de etanol absoluto grado biologia molecular
(IBI Scientific®), el tubo se invirtid suavemente varias veces
y se centrifugd a 14,000 g durante 5 minutos. Posteriormente,
el etanol se decantd para resuspender la pastilla en 400 pl de
solucidén TE; ademés, se adicionaron 4 pl de RNAsa (Vivantis®).
Posteriormente, se incubaron en bafio Maria a 37°C durante 60
minutos. Después, se agregd 1 ml de etanol al 70% vy se
centrifugé a 14,000 g durante 1 minuto. El etanol se decantd
para permitir que el ADN secara. Finalmente, la pastilla se
resuspendié en 30 pl de agua inyectable conservéndose a 4°C. El
ADN obtenido se evalud mediante electroforesis (40 amperes/50
min) en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio
(5 mg/ml)°°. Posteriormente, se tomé fotografia al gel, en un

fotodocumentador (marca: Bio-Doc, modelo: It 220).
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2.3.2.2 Cuantificacién de ADN

Se realizdé en un Dbiofotémetro (marca: Eppendorf®, modelo:
D- 5000- 3000), wutilizando una dilucidén del ADN 1:100 en agua
grado 1inyectable, las lecturas se 1llevaron a cabo a una

absorbancia de 260/280 nm°’.

2.3.2.3 Amplificacién del fragmento ITS

(ITS 1 5.1-5.8S-ITS 2) de A. fumigatus

Los iniciadores utilizados para la amplificacién del fragmento

ITS 1 5.1-5.8S-ITS 2 especificos para A. fumigatus’’ fueron:

Regién ITS 1: AfulF 5’'-GTA TGC AGT CTG AGT TGA TTA T-3’

Regién ITS 2: AfulR 5'- ATA AAG TTG GGT GTC GGC TG-3'

Como control positivo se utilizdé el ADN de la cepa A-20 de
A. fumigatus, perteneciente al Laboratorio de Micologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ)-UNAM. Como

control negativo se utilizé el de ADN de A. flavus.

La PCR se realizdé en un volumen de 50 pl como se muestra en el

cuadro 1.
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Reactivo Volumen (pL)

dNTP’s (100 pM) 0.5
Afu-1F (30 pM) 0.5
Afu-1R (30 pM) 0.5
Amortiguador de reaccién 10X 5
MgCl, (1.5 U mMol) 2.5
ADN (muestra) 2
TAQ Polimerasa (1 U/uL) 0.3
Agua grado inyectable Cbp Volumen final: 50 pL

Cuadro 1. Reactivos empleados para la amplificacién del fragmento
ITS 1 5.1-5.8S ITS-2 de A. fumigatus.

La reaccidn se llevd a cabo en un termociclador (marca: Techne®

modelo: TC-412) bajo las siguientes condiciones:

Una desnaturalizacidén inicial a 95°C por 4 minutos, seguida de
40 ciclos. Cada ciclo consistidé en una desnaturalizacién a 95°C
por 30 segundos, una alineacién a 60°C por 30 segundos y una
extensién a 72°C por 1 minuto. Por ultimo, una extensidén final
a 72°C por 3 minutos. El producto se evalud por electroforesis
en gel de agarosa al 1% adicionado con bromuro de etidio
(5 mg/ml) en amortiguador TAE 1X a 40 amperes, durante 45
minutos®®. Posteriormente, se documentd el producto

amplificado.
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3 Histopatologia

Se colectaron aproximadamente 0.5-1 cm’® de tejido pulmonar

afectado y se fijé en formalina al 10% durante 15 dias. Las
muestras fueron remitidas al Departamento de Patologia de la
FMVZ-UNAM, donde se llevdé a cabo la histopatologia realizando

las tinciones de hematoxilina-eosina y Gomori- Grocott.

4 Desarrollo del método para la produccién vy

extraccidén de la gliotoxina de A. fumigatus

Con el objeto de encontrar las mejores condiciones para la
extraccién de la gliotoxina, se probaron diferentes métodos

para su produccidn:

Para estos ensayos se utilizdé la cepa A-20 de A. fumigatus
conocida como productora de gliotoxina, a continuacidén se

describe la metodologia:

A) Cultivo estéticol!

B) Cultivo en agitacién orbital?®
Ensayo 1: Extraccién cloroférmica de gliotoxina

Preparacién del inéculo. En cuatro placas con agar Czapek-Dox
(Ox0id®) se inoculd la cepa A-20 de A. fumigatus por punto
aislado, las placas se incubaron a 37°C durante 5 dias.

Posteriormente las conidias fueron recuperadas utilizando agua
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destilada adicionada con Tween 80 al 1%, y se contaron en
camara de Neubauer?®.se alcanzd una concentracioén de

aproximadamente 3,000,000 conidias/ml.

Cultivo. Se prepararon 2 L de caldo Czapek-Dox (0Oxoid®) que

fueron divididos en dos lotes:

e Lote 1: Se inocularon aproximadamente 3,000,000
conidias/ml por cada 200 ml de medio de cultivo, para un
volumen total de 1 L. Después se aplicd agitacidén orbital

(200 rpm) y se incubd a 37°C 2?® durante 96 horas.

e Lote 2: En 5 botellas Roux con 200 ml de Caldo cada una,
se 1inocularon 3,000,000 conidias/ml por botella y se
incubaron en posicién horizontal a 37°C durante 96 horas.

Los cultivos permanecieron estéaticos.

Después de la incubacién, cada lote de cultivo se filtrd por
separado con papel filtro Whatman® # 1. El volumen recuperado
por lote fue de aproximadamente 800 ml, que se depositaron en
matraces estériles y se almacenaron a 4°C hasta el momento de
la extraccién clorofdrmica, de acuerdo <con el protocolo

reportado por Davis''.
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Una vez obtenidos los filtrados de cada lote de cultivo en
prueba, se llevdé a cabo la extraccidén del compuesto en embudos
de separacidén con cloroformo grado analitico (J. T. Baker®) a
una proporcién de 1:1. Se recuperd la fase cloroférmica y fue
evaporada a 61.2°C en un rotavapor (marca: Biuchi®, modelo:

mR-124) hasta sequedad. Finalmente, los extractos secos se

resuspendieron con 200 nl de metanol grado HPLC
(Sigma- Aldrich®) y se almacenaron a 4°C para su posterior
analisis.

Ensayo 2: Extraccién de gliotoxina con diferentes proporciones

de cloroformo

Cultivo. Se prepararon 2 L de caldo Czapek-Dox (0Oxoid®) vy
fueron envasados en 10 botellas de Roux con 200 ml cada una.
Las condiciones fueron las mismas que las mencionadas ©para el

lote 2 hasta la recuperacidén del filtrado.

Extraccién cloroférmica. E1 filtrado del cultivo se dividid en
cinco 1lotes, para la extraccidén organica de gliotoxina con
diferentes proporciones de cloroformo como se muestra en el

cuadro 2.
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Lote Filtrado del Cloroformo

cultivo (ml)
(ml1)
A 200 100
B-1 400 50
B-2 | 400 50 |
c-1 | 200 50 |
c-2 | 200 50 |
Cuadro 2. Extraccién de gliotoxina empleado diferentes

concentraciones de cloroformo con relacién a los lotes de filtrado a

probar.

Ensayo 3: Extraccién cloroférmica de gliotoxina por etapas

Cultivo. Se realizd a partir de la cepa A-20 de A. fumigatus.
Se prepararon 2 L de caldo Czapek-Dox (0Oxo0id®) vy fueron
envasados en 10 botellas de Roux con 200 ml cada una. Las
condiciones fueron las mismas que las mencionadas para el lote

2 hasta la recuperacidédn del filtrado.

Extraccién cloroférmica. E1 filtrado del cultivo se divididé en
tres lotes de 400 ml cada uno, para la extraccidn organica de
gliotoxina a diferentes proporciones de cloroformo y por etapas

como se describe en el cuadro 3.
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Lote Etapa

A "= Con el objeto de conocer si era mas
eficiente realizar extracciones en etapas,
se llevaron a cabo al filtrado del
cultivo, 2 extracciones clorofdédrmicas. En
la primera etapa se utilizaron 200 ml de
cloroformo y la muestra fue identificada
como lote A-1. Para la segunda etapa se
utilizaron 50 ml de cloroformo y se
identificé la muestra como lote A-2. Cada
extraccidén fue evaporada a sequedad.

B " Se llevaron a cabo al sobrenadante, 3
extracciones con 50 ml de cloroformo, las
muestras de cada etapa se identificaron
como lote B-1, lote B-2 y lote B-3. Cada
extraccién fue evaporada a sequedad.

C = Se llevaron a cabo 4 extracciones con
50 ml de cloroformo, las muestras de cada
etapa se identificaron como lote C-1,
lote C-2, lote C-3 vy lote C(C-4. Cada
extraccidén fue evaporada a sequedad.

Cuadro 3. Extraccién cloroférmica de gliotoxina por etapas.

Los extractos organicos de los lotes A, B y C fueron analizados
por CCF y se determind cudl fue el método més eficiente para la

extraccién de la gliotoxina.

Con base en los resultados obtenidos de estos ensayos mediante
su analisis por CCF (pag.73), se concluydé que la produccidén de
gliotoxina se llevara a cabo empleando caldo
Czapek-Dox (0x0id®), en condiciones estaticas mediante el uso
de botellas Roux, y las extracciones subsecuentes de gliotoxina
se realizaran en dos etapas utilizando <cloroformo a una

proporcidén de 1:8 con el filtrado.
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4.1 Produccidén de la gliotoxina de A. fumigatus

Después de caracterizar los aislamientos de A. fumigatus, en

cada uno se evalud la produccidn de gliotoxina.

Como se ha mencionado, 1los aislados fueron sembrados por
separado en placas con agar Czapek-Dox (0xo0id®) e incubados a
37°C durante 5 dias. Después del periodo de incubacidn, las
conidias fueron recuperadas. En seguida, se inocularon
aproximadamente 3, 000, 000 conidias/ml en cinco botellas de
Roux con 200 ml de caldo Czapek-Dox (0Ox0id®). Posteriormente,
las botellas se incubaron en posicidén horizontal en una estufa

bacteriolbégica a 37°C durante 4 dias.

4.2 Extraccién cloroférmica de gliotoxina

La extraccidén de gliotoxina se realizd con base en el protocolo

propuesto por Davis'' modificado.

La modificacidén al método consistidé en reducir el volumen de
cloroformo utilizado para extraer la gliotoxina a partir del
filtrado de un cultivo, originalmente de una proporcidén 1l:1 se
disminuyé el wuso del solvente a una proporcién de 1:8 con

respecto al volumen del filtrado.

Como se muestra en la figura 9 (Pag. 49), después del periodo
de incubacidén, la biomasa se separd por filtracidén empleando
una bomba de wvacio, el filtrado del cultivo recuperado se
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transfiridé a un embudo de separacidén con capacidad para 2 L
donde se llevaron a cabo dos extracciones con cloroformo grado
analitico a una proporcién de 1:8. El embudo se colocd sobre un
soporte de retorta para facilitar la separacién de fases de las
cuales se obtuvo la 1inferior (clorofdérmica). Posteriormente,
cada extraccidén se evapord por separado hasta sequedad en el
rotavapor (marca: Bichi®, modelo R-124) wutilizando un bafio
Maria (marca: Bluchi®, modelo B-481) ajustado a 61.2°C. E1
extracto seco, se resuspendidé con 200 pl de metanol grado HPLC
y fue almacenado en un vial de vidrio ambar a 4°C hasta su

andlisis.
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Inocular 3,000,000 conidias/ml
en caldo Czapek-Dox

L AN

™
..
Incubar a 37°C /96 h

200ml

s s e s s

\
Filtrar a través de mem :

v = *pi1 1 culti
papel Whatman #1, ¢ = \ 4 W Filtrado del cultivo
utilizando vacio o,J r e_““

- -

*Primera extraccién cloroférmica

; Segunda extraccidn clorofdrmica
-
L A
{ \
Fase ﬁ / \ ——
 /

cloroférmica

1
Muestra 1 £ ?’A Fase
\ :) \ / cloroférmica

1 Iy

) Muestra 2

=
Evaporar con el uso de un rotovapor a 61.2° C cada muestra
por separado

Resuspender el extracto seco en 200 pl metanol grado HPLC

Muestra 1 l l Muestra 2

Almacenar a -20°C hasta su analisis

Figura 9. Metodologia empleada para la produccién y extraccién

gliotoxina de A. fumigatus.
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4.3 Extraccién de gliotoxina de tejido pulmonar

El método empleado para la extraccién de gliotoxina fue el

propuesto por Richard y colaboradores'®.

Utilizando una hoja de bisturi, se tomd una porcidn del tejido
infectado (0.6 a 0.9 g), se depositd en un mortero al cual se
adicionaron 5 ml de agua destilada. Posteriormente, la muestra
se triturdé con un pistilo para transferirla a un matraz
Erlenmeyer® donde se agregaron 20 ml de 4&cido <clorhidrico
(J. T. Baker®) o N, se mezcld durante 30 minutos.
A continuacidén, la mezcla se depositdé en un embudo de
separacidédn donde se realizd una extraccidédn con 200 ml de
cloroformo grado analitico para disolver la gliotoxina si
estuviera presente. Después, se recuperd la fase clorofdérmica y
se agregd sulfato de sodio (J. T. Baker®) para secuestrar el
agua que se encontrara en la muestra. Por uUltimo, se filtrd con
papel Whatman® # 1. El liquido recuperado se evapord hasta
sequedad. Posteriormente, el extracto seco se resuspendid en
100 pl de metanol grado HPLC y se almacendé a 4°C hasta el

momento de su andlisis.

Ademas, el método se probd mediante la adiccidén de 10 pl de 1la
gliotoxina de referencia (50 ng/ml) a un pulmdédn de pollo sano
para conocer si el compuesto era recuperado con eficiencia por

medio del método de extraccidén descrito. Al mismo tiempo, se
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aplicdé este protocolo a otra porcidén de pulmdn sano sin gque

llevase el estdndar interno.

4.4 Analisis de gliotoxina

Para detectar el compuesto se llevd a cabo un ensayo de CCF.
Primero, se estandarizdé la prueba realizando una curva estandar
con la gliotoxina de referencia. Se utilizd la gliotoxina de
Gliocladium fimbriatum (Sigma Aldrich®-G9893) a una
concentracién de 50 ng/ml”.Posteriormente, como sSe observa en
la figura 10 (pag. 52), en una cromatoplaca de gel de silice
respaldado en aluminio (Merck® 60-F254) se inyectaron
diferentes volumenes del esténdar: 1, 2, 4, 6, 8 y 10 nul.
Después, las muestras se analizaron por triplicado en una
cromatoplaca donde se inyectd el estandar (10 pl) y 10 upl de

cada muestra. El sistema de solventes de la fase mdévil fue una

mezcla de diclorometano:metanol (97:30, 5% v/v de acido
acético). Finalmente, la cromatoplaca se observdé bajo luz UV a

254 nm para revelar el compuesto.
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Gliotoxina -

Figura 10. Cromatografia en Capa Fina. En la cromatoplaca se muestra
la curva estandar de gliotoxina a una concentracién de 50ng/ml.
Carril 1 = Gliotoxina de referencia 1 pl, carril 2 = 2 pl, Carril 3 =
4pl, carril 4 = 6 pl, carril 5 = 8 pl, carril 6= 10 pl.

5 Determinacién de aflatoxinas

La cepa A-20 de A. fumigatus se utilizdé como control positivo
para diferentes estudios en este trabajo. En el anédlisis
quimico por CCF realizado al extracto organico de esta cepa,
ademds de detectar la presencia de gliotoxina, como se presenta
en la figura 11, se visualizaron otros compuestos, entre estos
se encontrd uno que presentd fluorescencia azul cuando la
cromatoplaca se expuso a luz UV con una longitud de onda larga
de 365 nm. Se sugiridé entonces gque este compuesto podia ser
aflatoxina, por ello, se analizdé el extracto organico en un
fluordmetro (Vicam IV®) mediante el uso de columnas de

inmunoafinidad Aflatest®.
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Gliotoxina

- Compuesto sugerente
de ser aflatoxina

Figura 11. Cromatografia en Capa Fina. En la cromatoplaca se muestra
la presencia de 1la gliotoxina, asi como de otro compuesto
fluorescente que puede ser aflatoxina. En el carril 1 y 2 se observa
el estidndar de gliotoxina (50 ng/ml). Carril 3 y 4= extraccién
cloroférmica primera etapa, Carril 5 y 6= Extraccién clorofdérmica
segunda etapa.

El procedimiento de columnas de inmuncafinidad Aflatest®
utiliza una solucidén de metanol/agua para extraer las
aflatoxinas de la muestra, esta solucidén se prepard a una
proporcién de 80:20. Posteriormente, el extracto seco se
resuspendidé en 200 pl de metanol grado HPLC y se adicioné 1 ml
de la solucidén de extraccidédn (80:20 metanol/agua). Después, la
muestra se pasd por un filtro de microfibra de vidrio # 691, el
volumen recuperado se inyectd en la columna de inmunoafinidad
Aflatest®. A continuacidén, se eluyd con 1 ml de metanol grado

HPLC para recuperar las aflatoxinas. Posteriormente, al eluato

se agregd 1 ml de solucidén reveladora Aflatest® y se mezcld con
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un agitador Vértex®. Después, el fluordmetro se calibrd de
acuerdo con las instrucciones del fabricante, enseguida se
realizé la lectura por duplicado para detectar y cuantificar
las aflatoxinas totales presentes en la muestra.

Conforme a los resultados obtenidos, la cepa A-20 de
A. fumigatus es productora de aflatoxinas, se detectaron a una
concentracién de 48 ppb. Debido a este hallazgo, se realizd la
extraccidén de aflatoxinas a todos los aislados de A. fumigatus
obtenidos en el presente estudio para conocer si estos también

producian la toxina.
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6 Resultados
6.1 Aislamiento e identificacién micolégica

Los aislados se obtuvieron principalmente de tréaquea, pulmén y
sacos aéreos, todos en cultivo puro. En la figura 12 se
presenta un cultivo primario de 72 h en caldo Sabouraud

dextrosa a partir de tejido pulmonar.

Figura 12. Primoaislamiento de 72 horas en caldo dextrosa Sabouraud a
partir de tejido pulmonar de la muestra MP49.

Como se observa en la figura 13, la caracterizacidén micoldgica

de A. fumigatus se realizd mediante microcultivos seriados.
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Figura 13. Microcultivos seriados en agar Czapek-Dox a partir del
aislamiento MP49. A) Formacidén de hifas septadas después de 24 horas
de crecimiento. B) Presencia de vesicula y fidlides después 48
horas. C) Conidiéforo caracteristico de A. fumigatus formado a las
72 horas.

Se logrdé aislar y caracterizar a 20 hongos presentes en el
27.39% del total de las 73 aves muestreadas con distinta
procedencia. En el cuadro 4 (Pags.64-67) se muestran los

aislamientos recuperados.

Como se muestra en la figura 14, del total de la poblacidn
muestreada (n=73) Se obtuvieron 7 aislamientos de A. fumigatus
que corresponde al 9.58% de los individuos afectados, seguido
de Aspergillus flavus que fue recuperado de 4 aves
representando el 5.47%, mientras que Rhizopus oryzae 'y
Geotrichum spp, se aislaron en dos ocasiones ocupando el 2.73%
de la poblacidn. Finalmente, Candida albicans y

Aspergillus terreus se aislaron una vez, cada uno representa

1.36% de las aves afectadas.
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9.58%

2.73% 2.73%

Figura 14. La grafica presenta la distribucién porcentual de los
aislamientos micéticos recuperados a partir de aves con diferente
procedencia (n=73).

Por otra parte, como se observa en la figura 15 se obtuvieron
10 aislamientos micdticos a partir de aves provenientes del
Mercado “Sonora” (n=30), que representaron el 13.69% de 1la
poblacidén total muestreada (n=73). A. fumigatus se recuperd en
7 ocasiones y ocupd el 23.33% de los individuos afectados
(n=30) . Mientras, A. terreus, Mucor spp y Geotrichum spp fueron

aislados en una ocasidn, representando cada uno el de 3.33%.
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A. terreus - 3.33%
Mucor spp - 3.33%
Geotrichum spp - 3.33%

Figura 15. La grafica muestra la distribucién porcentual de 1los
aislamientos micéticos recuperados a partir de aves provenientes del
Mercado “Sonora” (n=30).

De acuerdo con 1la figura 16 de las aves muestreadas en la
granja de Cuautla, Morelos, México (n=43), se obtuvieron 10
aislamientos que representaron el 13.69% de la poblacidn total
muestreada (n=73) . A. flavus se recuperd de 4 aves vy
corresponde al 9.3% de los individuos. Mientras que Mucor spp YV
R. oryzae representan el 4.6%. Finalmente, C. albicans vy
Geotrichum spp fueron recuperados en una ocasidén y ocupan el

2.3% de la poblaciédn.
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. pows | o
Mucor spp - 4.6%
Rhizopus oryzae _ 4.6%

Geotrichum spp - 2.3%

C. albicans - 2.3%

Figura 16. La grafica muestra la distribucién porcentual de 1los
aislamientos micéticos recuperados a partir de aves provenientes una
granja en Cuautla, Morelos, México (n=43).

Con respecto a la edad de las aves positivas al aislamiento de
A. fumigatus, el 85.7% (6/7) fueron pollos de aproximadamente
1-8 dias de edad, mientras el 14.2% (1/7) correspondidé a un

gallo del cual no se conoce este dato.

6.2.1 Hallazgos a la necropsia

Como se muestra en el cuadro 4 (pags. 84-87), las lesiones
macroscbdépicas halladas en los 1individuos de los cuales se
obtuvieron aislamientos micdticos, se localizaron

principalmente en traquea, pulmones y sacos aéreos.

Del ave identificada como MP1l se observdé abundante exudado

color blanco sobre el interior y exterior de la traquea. Las
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aves MP9 y MP49, presentaron traqueitis y neumonia hemorragica
generalizada severa. En la figura 17 se sefialan las lesiones en

pulmén del ave MP49.

e
- o

<

Figura 17. Pulmones del ave identificada como MP49. La flecha sefiala
un fragmento de pulmén, donde se observa neumonia hemorragica severa,
generalizada, de curso agudo.

El pollo identificado como MP19, mostrd traqueitis serosa,
ademéds de contener abundante liquido en el celoma, pericarditis
severa asi como neumonia granulomatosa de distribucién difusa
con granulomas de aproximadamente 1-2 mm de didmetro color
amarillo. Los pollos MP22 y MP2 mostraron neumonia hemorragica
severa de curso agudo y neumonia con exudado purulento en
cantidad moderada respectivamente. Ambos, presentaron

pericarditis y acumulo de abundante liquido seroso en el
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celoma. Ademds, el Pollo MP27 presentd una placa gruesa de
material color gris claro, de consistencia semiblanda, gque no
involucraba a las serosas y cubria en su totalidad al corazdn e
higado. El1 ave MP52, también mostrdé neumonia con exudado
purulento en cantidad abundante. Las aves MP28, MP31, MP36,
MP42, y MP73, Unicamente mostraron congestiédn pulmonar,
mientras los pollos MP55 'y MP62, presentaron neumonia
hemorrdgica severa y congestidén. En las aves MP53, MP54, MP56
Y MP57, como se indica en las figuras 18, 19, 20, 21 se
observaron piogranulomas de aproximadamente 1-2 mm de didmetro

de distribucidén difusa sobre pulmones y sacos aéreos.

Figura 18. Saco aéreo toracico caudal derecho, del pollo identificado
como MP53 de aproximadamente 3 dias de edad. La flecha sefiala 1la
presencia de piogranulomas multifocales de 1-2 mm de diametro, de
distribucién difusa sobre la superficie del saco aéreo.
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Figura 19. Saco aéreo

toracico

caudal derecho, en un pollo

identificado como MP54 de aproximadamente 5 dias de edad. La flecha
sefiala la presencia de un piogranuloma de 1-2 mm de diametro sobre el

saco aéreo.

Figura 20. Saco aéreo ‘toracico
caudal izquierdo del pollo
identificado como MP56 de

aproximadamente 5 dias de edad. La
flecha sefiala la presencia de un
piogranuloma sobre 1la superficie
engrosada del saco aéreo.
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Las lesiones macroscdpicas observadas con mayor frecuencia en
las aves afectadas por A. fumigatus, fueron piogranulomas en
sacos aéreos y pulmones, presentdndose en un 57.1% (4/7) de los
individuos, el 42.8% (3/7) mostraron neumonia hemorragica

severa de curso agudo y congestidén pulmonar.
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Identificacion

MP1

MDPS

Procedencia

Cuautla

Placa de exuadado
color blanco sobre
la traguea

Organcs
colectados
Traguea/Pulmon

KOH al 10%

Se ocbservaron
estructuras
levaduri formes

2

Cuautla

Cuautla

Congestion en
pulmones

Pulmon

Hegativo

A. flavus

MP15

Cuautla

Tragquelitis
hemorragica
generalizads,
moderada

Tragquea/Pulmon

Hegativo

ER. orymae

MP2Z

Cuautla

Traqueitis serosa.
Abundante ligmuido
seroso dentro del
celoma.
Pericarditis severa
¥ Heumonia
gramilomatosa
severa de
distribuocion
difusa, gramlomas
de aproximadamente
1-2 mm de didmetro,
color amarillo
Heumonla

Traquea/pulmon

Hegatiwo

Gecotrichum spp

hemorragica
moderads,
pericarditis w
abundante liguido
en &l celoma

Pulmon

Hegatiwo

A. flawvus

Cuadro 4. Hallazgos a la necropsia, examen directo de los tejidos
colectados y aislamiento micético de las aves muestreadas.
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Identificacion

MP2T

Procedencia

Cuautla

Heumonia exudativa
moderads .
Pericarditis,
Abundante liguido
en &l celoms.
Corazdim, e higado
presentaron unz
gruesa placa de
color amarillc gue
se desprendia
facilmente .

Organcs
colectados
Pulmon/Sacos aéreos
candales /corazon/higado

EOH al 10%

Hegativo

MP2a

Cuautla

Congestion en
pulmones

Pulmon

Hegativo

A. flavus

MEP31

Cuautla

Congestidn en
pulmones

Pulmbn

Hegativo

A. flavus

MP36

Cuautla

Congestion en
pulmones

Pulmon

Hegativo

R. oryzae

MP4 2

Cuautla

Congestiin en
pulmones

Pulmon

Hegatiwvo

Mucor =pp

MP45

Mercado
" Sonora’

Traqueitis
hemorragica
generalizads sewvera

y -
neumonia
hemorragica

Traguea,/ Pulmon

Se chservo la
presencia de
hifas

A, fumigatus

MPSZ

Mercado
" Sonora”

Neumonia con
exdado puralento

Pulmbn

Hegativo

Mucor spp

Cuadro 4.

Hallazgos a la necropsia, examen directo de los tejidos

colectados y aislamiento micético de las aves muestreadas.
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Identificacion

MP5 3

Procedencia

Mercado
™ Sonora”

Necropsia

Piogramlomas de
aproXimadamente 1-2
mm de diametro
color amarillo de
distribncion di fusa
sobre los =sacos
aerecs candales vy
el pulmon derecho

Organcs
colectados
Pulmon

FOH al 10%

Se cbheservo la
presencia de
hifas

Ad=slamiento

A. fumigatus

MP54

Mercado
™ Sonora”

Piogramiloms
localizado de
aproximadamente 1-2
mm de diametro de
color amarillo
schre el saco aereo
toracico caundal
derecho. Pulmones
congestionados.

Pulmon

Se chserwvb la
presencia de
hifas

A. fumigatus

MDP55

Mercado
™ Somora®

Heumonia
hemorragica y
congestion pulmonar

Pulmon

Hegat ivo

A. fumigatus

Cuadro 4. Hallazgos a la necropsia, examen directo de los tejidos

colectados y aislamiento micético de las aves muestreadas.
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Identificacion

MPS 6

Procedencia

Mercado
" Sonora’

Necropaia

Piogramiloma focal
de aproximadamente
1-Z2 mm de diametro
de color amarillo
socbre el saco aereoc
toracico candal
izguierdo. Pulmones
congestionados ¥
pressncia de
plogramiloma de
aproximadasmente
1 mm de diametro
zocbre el pulmon
derecho

Organos
colectados
Pulmon

EOH al 10%

Se cbserwvd la
presencia de
hifas

Lislamiento

A. fumigatus

MPST

Mercado
™ Bonora’

Hemorragiz ¥
congestidn en
pulmones . Presenciz
de piogranuloms
localizado en la
parte media del
pulmon derecho

Fulmon

Tejido
insuficiente

A. fumigatus

MP&0

Mercado
" Sonora’

Congestidn en
pulmones

Fulmon

Hegatiwo

A. terreus

MP&Z

Mercado
™ Sonora’”

Heumonia
hemorragica v
congestion pulmonar

Fulmon

Tejido
insuficiente

A. fumigatus

MP7T3

Mercado
" Sonora”

Congestion en

pulmones

Pulmon

Hegatiwvo

GZeotrichum spp

Cuadro 4. Hallazgos a la
colectados y aislamiento micético de las aves muestreadas.

necropsia, examen directo de los tejidos




6.2 Identificacién molecular

6.2.1 Extraccién de ADN

Se cuantificé el ADN obtenido por cada extraccidén realizada a

los aislados de A. fumigatus. En el cuadro 5, se reportan los

resultados.

Muestra ADN (ng/pul)

MP49 240

Mp53 180

MP54 100

MP55 120

MP56 250

MP57 120

MP62 150

A. fumigatus (Cepa A-20) 170

A. flavus 180

Cuadro 5. Cuantificacién de ADN de 1los aislados de A. fumigatus,
control positivo (A. fumigatus cepa A-20) y negativo (A. flavus).

En la figura 22, se observa el ADN en gel de agarosa tefiido

con bromuro de etidio.

-68 -



Figura 22. Resultados de la extraccién de ADN en gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio. Carril 1: Mpm 1 kb, Carril 2: MP49,
carril 3 MP53, Carril 4: MP34, Czrr:l 5: MES5S, Carril 6: MP56, carril
7: MP57.

6.2.2 Reaccién en Cadena de 1la Polimerasa (PCR)

Para confirmar la identificacidén de A. fumigatus se realizd la
técnica de PCR utilizando los iniciadores especificos Aful F y

Aful R.

Con el ADN gendmico obtenido a partir de los aislados
identificados fenotipicamente como A. fumigatus y de la cepa
control positivo (A. fumigatus A-20) se obtuvo un producto de
aproximadamente 350 pares de Dbases (pb). No se detectd
amplificacién con el ADN de A. flavus utilizado como control
negativo. Como se presenta en la figura 23, los productos de
PCR se evaluaron en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de

etidio.
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Figura 23. Resultados de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
para la identificacién molecular de A. fumigatus wutilizando 1los
iniciadores Aful F-Aful R. Se muestra: Carril 1: Marcador de peso
molecular 1lkb, carril 2: Control positivo (A. fumigatus A-20), carril
3: Control negativo (A. flavus); carril 4= MP49, carril 5: MP53,
carril 6: MP54, carril 7: MP55, carril 8: MP56, carril 9: MP57-ID,
carril 10: MP62.

7 Histopatologia

Los cortes histoldégicos de pulmdén provenientes de aves
positivas al aislamiento de A. fumigatus fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina, al examinarlos se hallaron lesiones
microscédpicas relacionadas con micosis. La muestra de pulmdn
identificada como MP49, presentd neumonia hemorragica
generalizada, severa, de curso agudo con focos de necrosis.
Posteriormente, con la tincidén de Gomori-Grocott se
evidenciaron numerosas hifas en el parénqgquima pulmonar. Como se

observa en la figura 24, el pulmdén del ave MP53, presentd
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escasos macréfagos y heterdfilos, con zonas de necrosis, asi
como numerosas hifas disemindndose por el tejido que resultaron

positivas a la tincién de Gomori-Grocott.

Figura 24. A) Corte transversal de pulmén del pollo identificado como
MP53. Se observa 1la diseminacién masiva de hifas septadss vy
ramificadas de forma dicotémica por el parénquima pulmonar, asi como
necrosis y algunos heteréfilos. Tincién de Hematoxilina- eosina
(40X) . B) Se evidencia la presencia de abundantes hifas distribuidas
radialmente en el pulmén. Tincién de Gomori-Grocott (40X).

La muestra MP54 presenté macréfagos, necrosis e hifas
dicotémicas difundiendo a lo largo del tejido. Mientras las
muestras de pulmén MP55, MP56, MP57 vy MP62, tefiidas con
hematoxilina-eosina, presentaron neumonia hemorragica
generalizada, moderada, de curso agudo con la presencia de
macréfagos y heterdfilos en cantidad moderada. Sin embargo, con
la tincidén de Gomori-Grocott no se encontraron estructuras

micdticas.

Se seleccionaron para la histopatologia, las muestras MP27 vy

MP52 de pulmbén, de las cuales se aisld Mucor spp y la muestra
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MP28 de pulmdén de la que se obtuvo el aislamiento de A. flavus.
Las lesiones microscdpicas halladas en las muestras MP27 y MP52
consistieron en neumonia exudativa con la presencia de
macréfagos, fibrina y bacterias en cantidad abundante. La

muestra MP28 sdélo presentd congestidn.

8 Evaluacidén de los métodos para la produccién y

extraccién de la gliotoxina de A. fumigatus

Los métodos empleados para la produccidén y extraccidn de
gliotoxina fueron evaluados mediante CCEF obteniendo 1los

siguientes resultados:
Ensayo 1: Extraccién clorofdérmica de gliotoxina

Como se presenta en la figura 25 la produccidén de gliotoxina

fue més eficiente en condiciones estéticas.
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Gliotoxina

Figura 25. Cromatografia en Capa Fina. En la cromatoplaca se observa
la extraccién cloroférmica de gliotoxina. Carril 1= Estandar de
gliotoxina (50 ng/ml). Carril 2 y 3= Extraccidén clorofdérmica de
gliotoxina en una etapa bajo condiciones de agitacién orbital. Carril
4 y 5= Extraccién cloroférmica de gliotoxina en wuna etapa bajo
condiciones estAticas. Proporcién de cloroformo/cultivo filtrado
1:1.La cromatoplaca se inyecté con 10 pl tanto el estandar como las

muestras.

Ensayo 2: Extraccién de gliotoxina con diferentes proporciones

de cloroformo

Como se muestra en la figura 26, en todos los lotes estudiados
se logrd recuperar la gliotoxina, no obstante, su extraccidn

fue méds eficiente en los lotes B-1 y B-2 empleando una
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proporcidén de cloroformo de 1:8 con respecto al filtrado del

cultivo.

Gliotoxina-

Figura 26. Cromatografia en Capa Fina. En la cromatoplaca se observa
la extraccién de Ggliotoxina a diferentes concentraciones de
cloroformo. Carril 1= Estandar de gliotoxina (50 ng/ml), carriles 2 y
3= Lote A (100/200)* se visualiza una banda intensa a la altura del
estandar. Carriles 4 y 5= Lote B-1 (50/400)*. Se observan bandas

intensas a la altura del estandar, carriles 6 y 7 = Lote B-2
(50/400) *. Puede observarse las bandas a la altura del estéandar,
carriles 8 y 9 = Lote C-1 (50/200)*, Se observan bandas de menor

intensidad a 1la altura del estandar. Carriles 10 y 1l= Lote C-2
(50/200) *. Se observan bandas semejantes a las del Lote C-1, también
a la altura del estdndar. * Relacién en ml de cloroformo/filtrado del
cultivo. La cromatoplaca se inyecté con 10 pl, tanto el estandar como
las muestras.
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Ensayo 3: Extraccién cloroférmica de gliotoxina por etapas

Como se observa en la figura 27, realizando la extraccidén del
compuesto en dos etapas de la forma antes descrita para el lote
A, fue posible extraer la mayor cantidad de gliotoxina durante
la primer etapa, aparentemente en la segunda etapa no se

recuperd el compuesto.

Gliotoxina

Figura 27. Cromatografia en Capa Fina. Cromatoplaca, carriles 1 y 2=
Estandar de gliotoxina (50 ng/ml). Primera etapa de la extraccién
cloroférmica (200 ml/400ml)*, carriles 3 y 4 = Lote A-1l, se observan

compuestos a la altura de la gliotoxina de referencia. Segunda etapa

de la extraccidén clorofdérmica (50 ml/400ml)*, carriles 5 y 6 = Lote
A-2, no se visualizan bandas que sugieran la presencia de
gliotoxina. *Proporcién cloroformo/filtrado del cultivo).

La cromatoplaca se inyecté6 con 10 pl, tanto el estandar como las

muestras.
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Como se presenta en la figura 28, llevando a cabo la extraccidn
de gliotoxina en tres etapas, de la forma anteriormente citada
para el lote B, en la primera y segunda etapa clorofdrmica se
recuperé la gliotoxina, mientras para la tercera etapa no se

logrd detectar el compuesto.

Gliotoxina

Figura 28 Cromatografia en Capa Fina. En la cromatoplaca se observa
en el carril 1= Estandar de gliotoxina (50ng/ml) .
Primera etapa de 1la extraccién clorofdérmica. Carriles 2 y 3 =
Lote B-1, se observan bandas a la altura del estandar de gliotoxina.
Segunda etapa de la extraccidén cloroférmica. Carriles 4 y 5= Lote B-
2, se visualizan bandas muy tenues a la altura del estandar de
gliotoxina. Tercera etapa de la extraccién cloroférmica. Carriles 6 y
7= Lote B-3, no se visualizan bandas que sugieran la presencia de
gliotoxina. Cada etapa se extrajo con 50 ml de cloroformo por cada
400 ml de filtrado del cultivo. La cromatoplaca se inyecté con 10 nul,

tanto el estdndar como las muestras.
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Finalmente, de acuerdo con la figura 29 la extraccidn
cloroférmica de gliotoxina en cuatro etapas como se describe
para el lote C, se extrajo el compuesto en la primera y segunda
etapa, mientras en la tercera etapa se detectd con dificultad,

para la cuarta etapa no se detectd.

Gliotoxina

Figura 29. Cromatografia en Capa Fina. En la cromatoplaca se observa
en el carril 1= Estandar de gliotoxina (50ng/ml) .
Primera etapa de 1la extraccién cloroférmica. Carriles 2 y 3 =
Lote B-1, se observan bandas a la altura del estandar de gliotoxina.
Segunda etapa de la extraccién cloroférmica. Carriles 4 y 5= Lote B-
2, se visualizan bandas muy tenues a la altura del estandar de
gliotoxina. Tercera etapa de la extraccién cloroférmica. Carriles 6 y
7= Lote B-3, no se visualizan bandas que sugieran la presencia de
gliotoxina. Cada etapa se extrajo con 50 ml de cloroformo por cada
400 ml de filtrado del cultivo. La cromatoplaca se inyecté con 10 nl,

tanto el estdndar como las muestras.
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9 Determinacién de gliotoxina en aislados de

A. fumigatus

Se evaludé la produccién de gliotoxina por CCF en siete

extractos organicos de A. fumigatus obtenidos de aves enfermas.

En el andlisis por CCF de las muestras MP49, MP53, MP55, MP56,
MP57 y MP62, como se presenta en la figura 30 se detectd un
compuesto con el mismo tiempo de retencidén que el estandar de
gliotoxina. Mientras, en la muestra MP54, no se detectd algun
compuesto similar al estandar. Ademéas, en todos los extractos
organicos analizados se observé la presencia de otros
compuestos no caracterizados con tiempos de retencidén menores

al estidndar de gliotoxina.

1234475 6 7 | 1:2:3.4 6§ 6 T |12 3 4 56 1234567 123456712345 637
MP49 MP53 MP55 MP56 MP57 MP62

Figura 30. Cromatografia en Capa Fina. Se observan las cromatoplacas
de los extractos organicos de A. fumigatus. Muestras MP49, MP53,
MP55, MP56, MP57, MP62. Se observa la presencia de un compuesto con
el mismo tiempo de retencién que el estandar de gliotoxina. Carril 1:
Estdndar de gliotoxina (50 ng/ml), Carriles 2, 3 y 4: Primera
extraccién cloroférmica (triplicado), carriles 5, 6 y 7: Segunda
extraccién cloroférmica (triplicado). Las cromatoplacas se inyectaron
con 10 pl, tanto el estdndar como las muestras.

-78 -



10 Determinacidén de gliotoxina en tejido pulmonar

Se evaludé la produccién de gliotoxina por CCF en siete
extractos organicos de pulmones de aves positivas al
aislamiento de A. fumigatus. Como se observa en la figura 31 la
muestra MP49 presentd un compuesto similar al estédndar de
gliotoxina. Mientras, como se muestra en la figura 32 las
muestras MP53, MP54 y MP57 presentaron compuestos diferentes a
la gliotoxina de referencia. Por otra parte, en las muestras
MP55, MP56 % MP62 no se detectd ningun compuesto.
En el cuadro 6, se presenta la relacidén entre las lesiones
microscépicas observadas en los pulmones de estas aves, con
relacidén a la deteccidén de gliotoxina en el tejido. Ademas, se
logrd confirmar que el método empleado para la extraccidén de
gliotoxina de tejido pulmonar fue adecuado, pues al evaluar por
CCF el tejido control positivo (estdndar interno) se confirmd
la presencia del compuesto. En cambio, en el tejido control

negativo no se detectd compuesto alguno.
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Gliotoxina

Figura 31. Cromatografia en Capa Fina. Cromatoplaca del extracto
organico de tejido pulmonar de la muestra MP49. Se observa un
compuesto similar al estandar de gliotoxina. Carril 1: Esténdar de
gliotoxina (50 ng/ml), carriles 2 y 3: Extracto organico (duplicado).
La cromatoplaca se inyecté con 10 pl, tanto el estéandar como las
muestras.

Gliotoxina -

Figura 32. Cromatografia en Capa Fina. Cromatoplaca del extracto
organico de tejido pulmonar de 1la muestra MP53. Se observan
compuestos con diferente tiempo de retencién comparado al estandar.
de La cromatoplaca se inyecté con 10 pl, tanto el estandar como las
muestras gliotoxina. Carril 1: EstAdndar de gliotoxina (50 ng/ml),
carriles 2 y 3: Extractos organicos (duplicado).
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Identificacidén

Lesiones microscépicas

Determinacién de

gliotoxina en pulmén

MP49

Neumonia hemorragica
generalizada, severa, de
curso agudo, necrosis
focal. Presencia de hifas
en el paréngquima pulmonar

Compuesto sugerente
de ser gliotoxina

MP53

Neumonia hemorragica,
generalizada, moderada, de
curso agudo, con escasos
macrbéfagos y heterdfilos,
zonas de necrosis, asli como
numerosas hifas en el
tejido

Se detectaron otros
compuestos

MP54

Macréfagos, necrosis e
hifas dicotdémicas
difundiendo a lo largo del
parénquima pulmonar

Se detectaron otros
compuestos

MP55

Neumonia hemorragica
generalizada, moderada, de
curso agudo con la
presencia de macrdéfagos y
heteréfilos en cantidad
moderada

No se detectaron
compuestos

MP56

neumonia hemorréagica
generalizada, moderada, de
curso agudo con la
presencia de macrdéfagos y
heteré6filos en cantidad
moderada

Se detectaron otros
compuestos

MP57

neumonia hemorréagica
generalizada, moderada, de
curso agudo con la
presencia de macrdéfagos y
heteré6filos en cantidad
moderada

Se detectaron otros
compuestos

MP62

neumonia hemorréagica
generalizada, moderada, de
curso agudo con la
presencia de macrdéfagos y
heteréfilos en cantidad
moderada

No se detectaron
compuestos

Cuadro 6.

Relacién de 1lesiones microscépicas

deteccidén de gliotoxina en pulmén.
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11 Determinacidén de aflatoxinas en los aislados de

A. fumigatus

Se detectd y cuantificd la presencia de aflatoxinas totales en
seis aislados de A. fumigatus, los resultados se presentan en

el cuadro 7.

Muestra Aflatoxinas (ppb)
MP49 48
MP53 32
MP54 0
MP55 10
MP56 58
MP62 10

Cuadro 7. Produccién in vitro de aflatoxinas totales, a partir de los
aislados de A. fumigatus.
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12 Discusién

12.1 Aislamiento micédético

En nuestro pais, debido a las préacticas que se realizan contra
la influenza aviar, conforme al “Acuerdo en el qgque se da a
conocer la campafia y las medidas =zoosanitarias que deberéan
aplicarse para el diagnéstico, prevencién, control %
erradicacién de la Influenza Aviar Notificable, en las zonas
del territorio de los Estados Unidos Mexicanos”’?®, el acceso a
las producciones avicolas es restringido. Sin embargo, pese a
las limitaciones para realizar el muestreo de las aves en la
granja, se logrdé el aislamiento de A. fumigatus a partir de
aves enfermas, el hongo se recuperd en un porcentaje alto
(9.58%), considerando el total de la poblacién muestreada, asi
como de las aves provenientes del mercado “Sonora” (23.33%).
De acuerdo con Tellg, las neumonias de origen micdtico en aves,
son producidas en un 95% por A. fumigatus, por lo que, 1los
resultados obtenidos en este estudio coinciden con los
mencionados en la literatura. Por otra parte, es importante
sefilalar que los siete aislamientos de A. fumigatus se
obtuvieron de aves procedentes del mercado “Sonora”, como ya se
menciond, fueron aves de segunda calidad, de las que se
hipotetiza, estuvieron expuestas a la contaminacidén micdtica

desde su eclosidén en la incubadora, no obstante, las
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condiciones inadecuadas de alojamiento a las que fueron
sometidas, asi como su estado nutricional e inmunoldgico,
implicaron factores preponderantes para la presentacién de 1la
enfermedad. En cambio, de los pollos muestreados en la granja
de Cuautla, Morelos, no se logrd el alislamiento de
A. fumigatus, debido a que mantienen buenas practicas de
produccidén pecuaria y adquieren pollos de buena calidad desde
el proceso de incubacidén hasta que terminan el periodo de
engorda en la granja, aplicando un programa eficiente de

limpieza y desinfeccidén en instalaciones y equipos.

La edad es un factor preponderante en el desarrollo de 1la
aspergilosis aviar, con frecuencia afecta animales Jjbévenes o
geriatras, como los individuos estudiados en este trabajo. Sin
embargo, ademds de los factores intrinsecos presentes en el
hospedador y en el ambiente donde se alojan, es trascendental
considerar las capacidades metabdlicas % determinantes
genéticos que permiten el establecimiento de A. fumigatus para
el desarrollo de la enfermedad. Con ello, es relevante
mencionar de acuerdo con Rementeria'® que las infecciones
invasivas en humanos son ocasionadas en un 90% por
A. fumigatus, mientras en las aves el porcentaje es mayor, 1lo
peculiar es que en estudios de monitoreo ambiental, el hongo
representa solo el 1% del total de conidias de Aspergillus spp

en el aire, lo cual sugiere qgque esta especie posee mecanismos
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eficientes para actuar como un patdgeno potencial en
comparacidén con otros microorganismos. Cabe destacar que la
termotolerancia que presenta A. fumigatus y la temperatura
corporal elevada de 1las aves, es clave para promover la
germinacién de los conidios una vez que se encuentran en los
sacos aéreos, es decir, parte del éxito de la infeccidn radica
principalmente en esta caracteristica, de la gque otros hongos

carecen incluyendo diversas especies de Aspergillus.

Referente a los aislados obtenidos de A. flavus, A. terreus,
R. oryzae, Mucor spp, Geotrichum spp y C. albicans, se
determiné que correspondieron a micobiota contaminante, pues en
la histopatlogia de las muestras seleccionadas remitidas para
su estudio, no se localizaron lesiones relacionadas con

micosis.

12.2 Hallazgos a la necropsia

Las lesiones observadas con mayor frecuencia en los individuos
afectados por A. fumigatus, fueron piogranulomas miliares,
difusos, en pulmones y sacos aéreos, asi como neumonia
hemorrdgica severa, descripcidén que coincide con la realizada
por Cacciutollo vy colaboradores®, en la anatomopatologia de
aves con aspergilosis, de granja vy silvestres, donde las
lesiones de tipo superficial difuso se presentaron sdélo en

tejidos expuestos a flujo constante de aire como los pulmones y
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sacos aéreos, ademds mencionan gque los piogranulomas son
caracteristicos en la presentacidén aguda de la enfermedad.
También, es fundamental considerar que la forma en que se
presentan las lesiones, depende sustancialmente de la respuesta
inmune del hospedador, pues los ndédulos se observan cuando la
aspergilosis es de curso crbénico, e 1implican que el sistema

inmune trata de contener la infeccién®C.

12.3 Identificacién por métodos micoldédgicos

En las UGltimas tres décadas, se han desarrollado técnicas para
el diagnéstico de la aspergilosis, entre las que destacan las
pruebas inmunolégicas como la Inmunodoble difusién (IDD)°?,
ELISA>> con la deteccién de antigenos especificos como el
galactomnano y moleculares mediante la extraccién de &cidos
nucleicosS% si bien es cilerto, estas técnicas facilitan el
diagnéstico de la enfermedad al reducir el tiempo que por
métodos micoldégicos tradicionales puede extenderse hasta por 10
dias, el diagnéstico definitivo de la enfermedad de acuerdo con
McClenny5& es el aislamiento del agente etioldgico vy debe
complementarse con otras pruebas diagndsticas como la
histopatologia y citologia. Asimismo, la identificacién
fenotipica del hongo a partir de muestras de aislados clinicos

es eficaz, pero requiere la capacitacidén adecuada del personal
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de laboratorio para realizar el reconocimiento de las

estructuras fungales caracteristicas del género y especie.

12.4 Identificacidén molecular

En cuanto a la identificacidén molecular de A. fumigatus,
mediante la técnica de PCR punto final empleando iniciadores
especificos disefiados y probados por Camarillo®® en estudios
previos, se logrd caracterizar eficientemente al microorganismo
utilizando las regiones ITS del complejo de ADNr. De acuerdo
con Jun y colaboradoresm, estas regiones han demostrado ser de
utilidad en la identificacién de hongos patdégenos, debido a 1la
variabilidad que presentan en sus sSecuencias, obteniendo
resultados deseables en la diferenciacidén de especies. Como se
ha mencionado, el diagnéstico definitivo es por excelencia el
aislamiento del agente etioldgico, sin embargo, disponer de
herramientas moleculares como la anteriormente referida, sobre
todo si puede emplearse in situ, reduciria notablemente el
tiempo que conlleva esperar el desarrollo in vitro del hongo,
lo cual suele retardar las acciones pertinentes para el control
de la enfermedad. Pérez y Carrasco®’, han discutido sobre la
confiablidad del aislamiento, argumentando que A. fumigatus por
ser un hongo cosmopolita, con facilidad contamina los tejidos,
razén por la cual, para confirmar el diagndstico, el

aislamiento debe apoyarse de otros elementos como la
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histopatologia. Peman®®

también coincide al respecto, en cuanto
a la utilizacidén de la PCR para el diagndéstico de esta micosis,
pues la presencia de conidias en el ambiente y la elevada
sensibilidad de la prueba pueden conducir a resultados falsos
positivos. Por lo tanto, es preciso elegir tejido lesionado y

colectarlo en condiciones asépticas, esto reduce la posibilidad

de contaminacidédn en la muestra.

Con respecto al rendimiento de ADN obtenido a partir de los
aislados de A. fumigatus, se hipotetiza que haya sido diferente
en cada aislamiento, debido a la capacidad de adaptacidn que
presentaron para desarrollar en el medio de cultivo, pues el
primocultivo se realizd en caldo dextrosa Sabourud (Bioxdén® BD)
que se encuentra adicionado con peptona de carne y peptona de
caseina, estos ingredientes promueven mejor el desarrollo del
hongo en comparacidén con un medio de cultivo sintético como el
caldo Czapek-Dox (0Ox0id®), el cual se utilizd para producir la

biomasa fungica con la que se realizd la extraccidédn de ADN.

12.5 Histopatologia

Con respecto a la evaluacidén microscédpica de las lesiones
producidas por A. fumigatus, las méas frecuentes fueron la
neumonia hemorragica generalizada severa e inflamacidén con la
presencia de heter6filos en cantidad moderada, asi como

numerosas hifas dicotdémicas y necrosis. Retomando los estudios
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realizados por Cacciuttolo vy colaboradores!, 1las lesiones
microscdépicas halladas en la aspergilosis aguda, se presentan
de forma difusa, con la participacién de células fagociticas
como macrdéfagos y heterdfilos, en respuesta al desarrollo
masivo de hifas, esta descripcidén coincide con las lesiones
microscdépicas halladas en los pollos enfermos de aspergilosis
estudiados en este trabajo. A pesar de que la aspergilosis se
asocia con inmunodepresién, segun Beernaert y colaboradores®?,
cuando las aves inhalan un numero abrumador de conidias, se
presenta la aspergilosis aguda, mientras que la forma croénica,
estd directamente relacionada con la inmunodepresidén, aungque
esta afirmacidén se contrapone con los resultados de Cacciuttolo
y colaboradores®’, quienes mencionan que las lesiones
encontradas en la aspergilosis crénica, corresponden a ndédulos
granulomatosos Dbien organizados, formados debido a dque el
sistema inmunoldégico aun tiene la capacidad de controlar la
diseminacidén del hongo. No obstante, es fundamental sefialar que
la aspergilosis se puede presentar simultaneamente con otras
patologias de entidad etioldgica variable, esto también

determina el tipo de lesiones que se desarrollen®’.
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12.6 Produccidén y extracciéon de la gliotoxina de

A. fumigatus

Se han propuesto diferentes métodos para la produccidn de
gliotoxina. Moreno'? evalué tres tipos de medio de cultivo para
la produccién del compuesto, estos contenian una base comun
compuesta por dextrosa y minerales como cloruro de =zinc,
cloruro de magnesio, cloruro de calcio, entre otros, ademas de
un ingrediente especifico para cada uno, que podia ser extracto
de harina de arroz, extracto de harina de maiz o extracto de
malta, todos eran adicionados con Asparagina. Moreno'® reportd
que el medio de cultivo més adecuado para la produccidn de
gliotoxina era el gque contenia extracto de malta, porque
promovidé con mayor eficiencia el desarrollo in vitro de
A. fumigatus. Revees” al igual que Moreno'®, empled caldo
extracto de malta y aplicdé agitacién orbital. Davis™ utilizd
el medio de <cultivo minimo para Aspergillus que contiene
glucosa, oligoelementos, hierro y estd enriquecido con
L-Glutamina, produjo la toxina en condiciones estaticas. En
cambio, Cramer vy colaboradores®® usaron caldo Czapek-Dox
(Ox0id®) para llevar a cabo la biosintesis del metabolito,
sometiendo el cultivo a agitacidén orbital. A pesar de que estos
autores consiguieron producir la gliotoxina de manera adecuada,

para el presente estudio fue necesario establecer las mejores

-90-



condiciones con el propdsito de optimizar 1los recursos
destinados para este trabajo. Debido a que los medios de
cultivo enriquecidos con vitaminas y aminodcidos suelen ser
costosos, se decididé emplear caldo Czapek-Dox (0Oxoid®), gque es
sintético y estd compuesto por nitrato de sodio, cloruro de
potasio, sulfato ferroso, sulfato de potasio, glicerofosfato de
magnesio y sucrosa como fuente de carbono. Ademéds, es utilizado
como medio de referencia para describir las colonias del género

Aspergillus spp-’.

Con el objeto de conocer cual era la forma mas favorable para
la Dbiosintesis de gliotoxina, como se ha descrito, se
realizaron ensayos con cultivos en condiciones de agitacién
orbital vy estdtica en botellas Roux, en los dos casos se
produjo el compuesto, pero fue méds eficiente con el cultivo
estdtico, probablemente este resultado se debe a gque existe
mayor superficie en contacto con el aire, lo cual beneficia el
desarrollo de A. fumigatus. En cambio, empleando agitacidn
orbital a pesar de tener la finalidad de airear el cultivo, el
rendimiento no fue mejor. En cuanto a la temperatura de
incubacién de 37°C, es reportada como adecuada para la
produccidén de gliotoxina por Reves vy colaboradores®, Gardier %
colaboradores?®’, Cramer y colaboradores?® y Davis®t.
Kosalec vy colaboradores®®, publicaron que la biosinteis del

compuesto es mayor a 37°C que a 25°C.
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Por otra parte, se modificé el método para la extraccidn
cloroférmica de gliotoxina originalmente propuesto por Davis'!,
en el que se utilizaba una proporcidén de cloroformo de 1:1 con
respecto al filtrado del cultivo, en este trabajo se redujo a
una proporcién de 1:8, es decir el empleo del solvente se
disminuyé en un 85.9%. Davis'' menciona una extraccién
cloroférmica al filtrado, sin embargo, realizando solo una
extraccidén el compuesto no se recupera de forma eficiente, por
lo tanto fue necesario 1llevar a cabo ensayos utilizando
diferentes concentraciones de cloroformo, efectuando la
extraccién del compuesto en diferentes etapas. Con base en los
resultados obtenidos de estos ensayos se decididé realizar la
extraccidén clorofdédrmica en dos etapas, con ello se recuperd

mejor el compuesto.

12.7 Analisis de gliotoxina

El andlisis de gliotoxina se realizdé mediante CCF, esta técnica
analitica es ampliamente utilizada para la deteccidén preliminar
de gliotoxina®® 29 80 ge emplea con frecuencia por ser
accesible, de Dbajo <costo y rapida. Asimismo, la CCF es
apropiada para determinar la efectividad de extraccidén de algun

compuesto. De acuerdo con Richard vy colaboradores®® la

gliotoxina se detecta cuando la concentracién del compuesto se
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encuentra por arriba de 5.33 ug/g empleando como sustrato

arroz.

A pesar de que la CCF es un método aceptado para el andlisis de
micotoxinas, se han desarrollado otras técnicas analiticas que
permiten caracterizar y cuantificar eficientemente este tipo de
metabolitos con alta sensibilidad y especificidad, como la
Cromatografia de Liquidos de Alta Presidén-Espectrometria de
Masas (CLAP-EMs), la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) que
presenta menor sensibilidad en comparacidédn con el andlisis por
CLAP-EMs, no obstante es altamente especifica para la

caracterizacién de moléculas.

De acuerdo con los resultados obtenidos por CCF, se detectd 1la
toxina de forma preliminar en el 85.7% de los extractos
organicos de A. fumigatus, mientras en el 14.2% no se visualizd
algin compuesto similar a la gliotoxina de referencia,
posiblemente porque el aislado no produjo la toxina o bien la
concentracidén del compuesto fue insuficiente para ser detectada
con el método analitico empleado, por lo tanto, es necesario
analizar la muestra mediante CLAP para determinar si la
gliotoxina estéd presente y de ser asi cuantificarla. Ademéds, en
el 100% de 1los extractos organicos se presentaron otros
compuestos no caracterizados con tiempo de retencidén diferente

al estéandar, por lo que, es conveniente realizar su
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caracterizacidédn para determinar si alguno de ellos participa en

la patogénesis de la aspergilosis aviar.

Los resultados obtenidos del analisis por CCF coinciden con
los reportados por Moreno'®, donde evalué la produccién de
gliotoxina en diez —cepas de A. fumigatus obtenidas de
aislamientos clinicos de aves con aspergilosis, en siete cepas
detectaron compuestos similares a gliotoxina y en dos de estas
se confirmé la molécula. También, es relevante hacer notar que
no todos los aislados de A. fumigatus producen gliotoxina,
otros lo hacen en bajas concentraciones y algunas cepas son

tardias en biosintetizar el metabolito.

Segun Rementeriaw, solo el 11% de los aislados de A. fumigatus
provenientes de ambiente son capaces de producir gliotoxina.
Alshareef vy Robson®’, mencionan que entre el 0 y 33% de los
aislados ambientales producen la toxina. Por otra parte,
Ben-Ami y colaboradores® refieren que el 93% de los
aislamientos de origen <clinico producen el compuesto. Con
fundamento en los resultados publicados por estos autores,
surge la hipdtesis de gliotoxina como un factor de virulencia
que se activa con el metabolismo secundario al inicio de 1la
infeccién, durante la invasién hacia los tejidos del

hospedador. Para conocer si el potencial patdgeno de

A. fumigatus se asocia con la capacidad de producir gliotoxina,
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Kupfahl vy colaboradores?’ compararon la toxina producida a
partir de aislados provenientes de casos clinicos de pacientes
con aspergilosis vy A. fumigatus obtenidos de monitoreos
ambientales, los resultados publicados acerca de estos trabajos
indican que no existe una correlacidn positiva en cuanto a la
produccidn del compuesto con relacidén al origen del
aislamiento, pues en los dos casos el hongo biosintetizdé 1la
toxina. Sin embargo, es ©probable que gliotoxina también
beneficie A. fumigatus en el ambiente para superar 1las
condiciones de competencia ©por el sustrato contra otros
microorganismos. No obstante, cuando se trata de aislados
clinicos, ademads de evaluar la produccidén de gliotoxina
in vitro, es conveniente demostrar que el metabolito se
biosintetizé durante la infeccidén, para lo cual se determinaré

su presencia a partir de los tejidos infectados.

Concerniente a la hipdtesis planteada en este trabajo (pag.28),
de acuerdo con el andlisis realizado por CCF a los extractos
organicos de pulmones positivos A. fumigatus, solo la muestra
MP49 presentd un compuesto con el mismo tiempo de retencidén al
estandar de gliotoxina. La relacidén en cuanto a la detecciédn de
gliotoxina en tejido pulmonar infectado, con las lesiones
microscdpicas, es fundamental, por lo que, es 1importante
sefialar que el ave MP49, presentd las lesiones mas severas de

neumonia hemorrédgica y necrosis focal, comparado con el resto
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de las aves con aspergilosis. Por otra parte, en tres muestras
se detectd la presencia de compuestos con polaridad diferente a
la gliotoxina de referencia, estos hallazgos son importantes
debido a que los compuestos aparentemente se produjeron
in vivo, y probablemente son metabolitos que intervienen en el
proceso patogénico de la aspergilosis aviar. Otra hipdtesis al
respecto, es que se trate de conjugados formados por gliotoxina
unida a proteinas que presentan grupos tiol libres vy en
consecuencia haya cambiado 1la conformacidén gquimica de la
molécula asi como su polaridad, por lo tanto, en la
cromatografia se comportd diferente al estédndar. No obstante,
en la histopatologia de estos pulmones, también se presenta
neumonia hemorrédgica. Los resultados obtenidos de la extraccién
de gliotoxina en pulmbén, coinciden con los reportados por
Richard y Debey'’, ellos relacionan la presencia de gliotoxina
con la necrosis del tejido pulmonar en pavipollos, a los cuales
se indujo la infeccidén por A. fumigatus utilizando una cepa
alta vy baja productora de gliotoxina. En este trabajo
detectaron la toxina en todas las aves inoculadas sin importar
la cepa utilizada 'y determinaron la concentracidén del
compuesto, que en algunos tejidos superd las 6 ppm.
Aparentemente, la biosintesis de gliotoxina no estd relacionada

con la dosis del indéculo empleada.
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Para complementar los resultados expuestos en este trabajo, se
requiere el andlisis por CLAP-EMs de los extractos organicos
de A. fumigatus y de los tejidos de los cuales se obtuvieron
estos aislamientos, para caracterizar a la molécula de
gliotoxina asi como cuantificarla. También, es indispensable
profundizar en el estudio molecular de la Dbiosintesis de
gliotoxina para dilucidar cuédles son las condiciones que
determinan la produccidén de 1la molécula, por qgqué existen
aislados que no la producen u otros que lo hacen en cantidad
baja o alta, asi como esclarecer si existe sinergismo con otros

metabolitos.

12.8 Determinacién de aflatoxinas en los aislados

de A. fumigatus.

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos por
algunas especies del género Aspergillus, entre ellas A. flavus
y A. parasiticus. Existen muchos tipos de aflatoxinas, pero
solo las aflatoxinas B1l, B2, Gl y G2 representan importancia
toxigénica®. Por otra parte, la biosintesis de aflatoxinas asi
como de otras micotoxinas depende de factores relacionados con
la humedad, temperatura, oxigenacidédn y el tipo de sustrato al
que el hongo se encuentra expuesto. Regularmente, las
aflatoxinas estdn presentes en piensos contaminados, que al

consumirlos se absorben con rapidez por el intestino delgado
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dando lugar a trastornos metabdlicos diversos principalmente en

el higado®’.

Especialmente las aves son susceptibles a 1los efectos que
producen las aflatoxinas, sobre todo los guajolotes y gansos.
Las aves afectadas ©por el consumo de estos metabolitos
desarrollan degeneracidén grasa, proliferacidén de conductos
biliares, cuagulopatias, asi como la reduccidén de la sintesis
de proteinas, disminuyendo los parametros productivos hasta

ocasionar la muerte®.

En este trabajo se detectdé la presencia de aflatoxinas totales
por inmuncafinidad en seis aislados de A. fumigatus, este
hallazgo es importante debido a gque estas micotoxinas son
relevantes para la seguridad alimentaria. No obstante, se
requiere invariablemente la caracterizacidén del compuesto para
definir de qué tipo de aflatoxina se trata. Aunque los reportes
respecto a la biosdntesis de aflatoxinas por A. fumigatus son
pocos, Rementeria’ menciona que esta especie es capaz de

producir aflatoxina BIl.

El estudio de la aspergilosis aviar es importante, conlleva a
pérdidas econdmicas significativas para la industria avicola vy
es una afeccidén de impacto ecoldgico en las aves silvestres en
cautiverio. Sin embargo, suele ser subdignosticada, por lo que

con esta investigacidén se contribuye a la comprensidédn de la
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enfermedad a través del estudio bioquimico de los metabolitos
producidos por A. fumigatus los cuales son importantes para el

desarrollo de la misma.
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13. Conclusiones

" Se obtuvieron siete aislados de A. fumigatus a partir de
aves con aspergilosis aguda.

= Tla amplificacidén de la regidén ITS 1 Y 2 del ADNr, es util
en la identificacidén molecular de A. fumigatus.

= La produccién de gliotoxina es adecuada en condiciones
estaticas, asi como la extraccidn clorofdérmica es més
eficiente realizando dos etapas.

" Seis aislados de A. fumigatus produjeron la gliotoxina
in vitro, mientras, en uno no se detectd el metabolito.

= Se detectd de forma preliminar a la gliotoxina a partir
del pulmdén de un ave con aspergilosis. En los pulmones de
tres aves, se detectaron compuestos diferentes al esténdar
de gliotoxina. En tres pulmones, no se detectaron
compuestos. Es necesario trabajar con un numero de muestra
mayor para correlacionar estadisticamente estos hallazgos.

"= La CCF es una técnica adecuada para la determinacidn
preliminar de gliotoxina. Sin embargo, es necesario el
empleo de técnicas analiticas méds sensibles como 1la
CLAP-EMs, para cuantificar y caracterizar a la molécula.

"= Se detectaron y cuantificaron aflatoxinas totales en seis

extractos organicos de A. fumigatus. Se recomienda su
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analisis por CLAP-EMs para caracterizar a la toxina vy
conocer su impacto en la seguridad alimentaria.

Se requiere profundizar los estudios Dbioquimicos 'y
moleculares, para determinar las condiciones gque inducen a
la produccién de gliotoxina durante la invasidén tisular,

asi como realizar ensayos de virulencia.
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Anexo I

Soluciones y reactivos

Agua destilada adicionada con Tween 80 al 1%

Tween 80 1 ml

Agua destilada 100 ml

Adicionar el Tween 80 al agua destilada y esterilizar en
autoclave a 21°C/ 15 1lb de presidn, durante 15 minutos.

Amortiguador de lisis (solucién stock)

Tris HCL 50 mM ©pH 7.2 4 ml
EDTA 50 mM 4 ml
Duodecil sulfato de sodio (SDS) al 3% 12 ml
2-Mercaptoetanol al 1% 400 pl
Agua destilada estéril 5.6 ml
= Tris HCL 50 mM
Tris HCL 7.88 g
Agua destilada 1000 ml

Disolver el Tris HCL en el agua destilada y ajustar el pH a
7.2. Almacenar a 4°C hasta su uso.
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= EDTA 50 mM

EDTA 18.61 g

Agua destilada 1000 ml

Disolver el EDTA en el agua destilada y ajustar el pH a 8.0.

" Dodecil sulfato de sodio al 3%

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 3 g
Agua destilada 100 ml

= 2- Mercaptoetanol al 1%

2- Mercaptoetanol 1 ml

Agua destilada 100 ml

Acetato de Sodio 3 M

Acetato de sodio (NaOAc) 246.09 g

Agua destilada 3000 ml

Solucidédn TE

"= Tris 10 mM
TrisMa Base 1.2114 g
Agua destilada 1000 ml

Disolver el TrisMa base en el agua destilada y ajustar el
pH a 8.0.
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= EDTA 1 mM

EDTA 3.7224 g
Solucidn TrisMa Base 10 mM 1000 ml

Disolver el EDTA en la solucidén de TrisMa Base.

Etanol al 70%
Etanol (grado biologia molecular) 70 ml
Agua destilada 30 ml

Almacenar a -20°C

Hidréxido de potasio al 10%
Hidréxido de potasio (KOH) 10g

Agua destilada 100 ml

Tincién de Lactofenol azul de algodén

(modificada)
Solucién A
e Fenol (cristales) 20 mg
e Acido lactico 20 mg
e Glicerina 40 ml
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Solucién B

e Azul de algoddn 10 mg
e Agua destilada 20 ml

Mezclar la solucién A vy B hasta que se homogenicen.
Posteriormente, filtrar la mezcla con papel de poro fino.
Almacenar en frasco ambar protegido de la luz.

Acido clorhidrico 6N

Acido clorhidrico (HCL) 49.38 ml

Agua destilada 100 ml

En un matraz aforado depositar el HCL y llegar al volumen de
aforo con el agua destilada.

Diclorometano: metanol

(97:30, 5% v/v de &acido acético)

Diclorometano 97 ml
Metanol 3 ml
Acido acético 0.5 ml

Mezclar los solventes, afiadir el &acido acético y homogenizar.
Almacenar en un recipiente de vidrio ambar protegido de la luz.
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