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RESUMEN

JESUS ARMANDO CAMARILLO TAPIA. Métodos de identificacion para micosis
causadas por Aspergillus fumigatus en animales.
(Bajo la direccion de: Dr. Roberto A. Cervantes O. y Dra. Carolina Segundo Zaragoza)

Aspergillus fumigatus es un hongo cosmopolita, que se encuentra ampliamente
distribuido en el ambiente. Es un hongo filamentoso, septado, hialino y tiene como
estructura caracteristica la presencia de una cabeza conidial. Afecta a una amplia
variedad de especies animales dentro de los que se encuentran equinos, bovinos, ovinos,
caprinos, felinos, caninos, cetaceos, entre otros.

Se trabajaron 154 muestras, de las cuales 108 provenian de animales domésticos y 46 de
animales en cautiverio. De las muestras de animales domésticos 63 fueron sueros sanguineos y
45 muestras para cultivo. De las muestras de animales en cautiverio se obtuvieron 33 sueros y
13 hisopos para realizar el aislamiento. A los sueros se les realizaron las pruebas de IDD y CIE,
las muestras restantes se cultivaron en agar dextrosa Sabouraud. Se realiz6 extraccion de ADN a
partir de los aislamientos obtenidos y de cepas control. Se realiz6 una PCR a partir del ADN
obtenido utilizando los iniciadores AfulF y AfulR (disefiados en el laboratorio de micologia de
la FMVZ-UNAM), los cuales se ensamblan en las regiones ITS1 e ITS2 y son especificos para
A. fumigatus.

Del total de muestras para cultivo se obtuvieron 2 aislamientos a partir de perros y 1 a partir de
un ave, sospechosos de cursar una micosis producida por A. fumigatus.

Del total de los sueros provenientes de animales sospechosos 8 sueros de perros y 20 sueros de
delfin resultaron positivos a la presencia de Ac’s contra A. fumigatus en las pruebas de IDD y
CIE.

Se demostrd que los iniciadores AfulF y AfulR son especificos de especie utilizando una PCR
convencional, obteniendo un producto de 354 pares de bases (pb) a partir de los aislamientos
obtenidos y las cepas control identificados como A. fumigatus.



1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas morfologicas y fisiologicas de Aspergillus fumigatus

El género Aspergillus fue descrito por primera vez en 1729 por Pietro Antonio Micheli, quien
observé que la cabeza conidial de este hongo se parecia a un "aspergillum" (instrumento utilizado
para dispersar agua bendita en las iglesias). Este género esté integrado por hongos filamentosos que
se reproducen de forma asexual y sexual. A. fumigatus es un hongo cosmopolita que se encuentra
ampliamente distribuidos en el medio ambiente y juega un papel muy importante en el reciclaje del
carbono y nitrdgeno que se encuentran en el ecosistema. L2

1.1.1 Morfologia

Macroscépicamente las colonias que son crecidas en agar dextrosa Sabouraud a 30° C son
circulares, planas, vellosas o aterciopeladas, blancas al comienzo y toman répidamente un color
verde grisaceo, el dorso es incoloro que, al envejecer, toma tintes amarillos o pardos. 3
Microscopicamente, A. fumigatus es un hongo filamentoso con conidiéforos cortos (300 x 3-8 um),
de pared lisa, incoloros o ligeramente verdosos, sin tabicar y sin ramificaciones. Nacen de una
célula base del micelio, ensanchandose al final en una vesicula amplia y coronada de fialides (20 a
30 um de diametro), estas fialides (6-8 um) se presentan en una sola serie que nacen de la zona
media de la ctpula vesicular y cubren parcialmente la superficie de la vesicula. Las conidias son
verdes, unicelulares, redondas o seudoesféricas (2-3 um de didmetro) formando cadenas largas que

no se ramifican y permanecen unidos formando columnas (200 a 400 um de Iongitud).3
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Fig. 1. Principales estructuras de A. fumigatus. Tomada de www.Ssiemic.org 4

1.1.2 Fisiologia

A. fumigatus es un saprofito cosmopolita que se ha aislado practicamente de cualquier tipo de
sustrato, especialmente del suelo y materiales organicos en descomposicion. La especie puede
responder a una variedad de cambios, incluyendo pH, cambios osméticos y estrés oxidativo, ademas
es termotolerante y puede crecer entre los 12 y los 57° C. Es capaz de crecer en atmoésferas que
contengan un 100% N vy tolera atmésferas con un 10% de CO,. Este hongo produce un importante
nimero de metabolitos especificos que poseen efectos antibidticos y toxicos, como esfingofunginas,
espinulosina, ferricrocina, festuclavina, filostina, fumagilina, fumiclavina, fumifungina, fumigacina
(o acido helvolico), fumigatina, fumitoxinas, fumitremorgina, fusigeno, gliotoxina, tripacidina,
triptoquivalinas, verrucologeno, entre otros.?

1.2 Métodos de identificacion para A. fumigatus.

1.2.1 Microbiol6gicos

Para llevar a cabo la identificacion de A. fumigatus se realiza una descripcion macroscopica en

donde se toma en cuenta la morfologia de la colonia, el tiempo de crecimiento y el pigmento de la



colonia y del medio. Para la identificacion microscopica se realiza una tincion con lactofenol azul
de algodon y se observan las estructuras de reproduccién. Si no se distinguen dichas estructuras, se
realiza un sistema de microcultivo mediante la técnica de Ridell, descrita por Granjeno et al. ®La
identificacion de A. fumigatus basandose en métodos morfoldgicos requiere de un tiempo de
desarrollo adecuado (5 dias 0 mas) para evaluar las caracteristicas, tanto de las colonias como de las
estructuras microscopicas. 6

En ocasiones, el desarrollo de las colonias se presenta de forma atipica, observandose de un color
blanco debido a la ausencia de conidiacién; por lo que puede confundirse con otro hongo como
Aspergillus (Neosartorya) fisheri. !

1.2.2 Seroldgicos

Se han utilizado pruebas de ELISA indirecta para el diagndstico de diversas micosis en animales,
sin embargo en el caso de rinitis y aspergilosis sistémica en perros estas pruebas no han resultado
utiles dado que se han encontrado reacciones cruzadas entre Penicillium spp, Paecylomyces spp y
Acremonium spp con A. fumigatus. También se ha utilizado una ELISA comercial para la deteccién
de galactomanano de Aspergillus spp en pacientes humanos con aspergilosis invasora. La
desventaja de esta prueba es que el galactomanano que detecta se comparte entre los integrantes del
género Aspergillus y resulta dificil indicar cuél es la especie involucrada en la enfermedad. 8.9

1.2.3 Moleculares

La aplicacion de técnicas gendmicas representa uno de los avances mas excitantes en el campo de la
micologia en los Ultimos afios. La secuenciacion de diversos genomas flngicos, junto con la
utilizacion de técnicas post-gendmicas, prometen revolucionar los estudios de patogenia en las
infecciones fungicas. Estos estudios incluyen técnicas de gendmica comparativa, enfocados a la
identificacion de secuencias que contribuyen a la infeccion, técnicas de gendmica funcional y
protedmica, enfocadas al analisis global de patrones de expresion de genes y proteinas implicados

en la patogenia fungica. 10



Las técnicas utilizadas para estos fines incluyen: Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el
polimorfismo del ADN aleatoriamente amplificado (RAPD), polimorfismo de longitud en los
fragmentos de restriccion (RFLP), el andlisis de microsatélites, separacion electroforética de

cromosomas, Southern blot con ADN ribosonal o mitocondrial, entre otras. 11,12,13

1.2.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Desde su desarrollo en 1985, la especificidad, sensibilidad y rapidez de esta técnica ha permitido el
desarrollo de varios métodos para la investigacion en diferentes microorganismos.

La técnica de PCR consiste en una amplificacion exponencial de fragmentos especificos de ADN
in vitro. Se requiere un templete de ADN que contenga la region a amplificar, dos oligonucledtidos
o iniciadores que amplifiquen dicha region y una ADN polimerasa termoestable; ademas de otros
elementos necesarios para llevar a cabo la reaccion. Los componentes de la PCR son mezclados y
sometidos a tres pasos (lo que equivale a 1 ciclo): 1) desnaturalizacién, se lleva a cabo
aproximadamente a 95° C y consiste en la separacion de la doble cadena de ADN que utilizamos
como templete, 2) alineacion, la temperatura baja a 55° C y en este paso los iniciadores se alinean
en direccidén 5°-3" en cada una de la cadenas separadas con sus complementos y 3) la extensién, la
temperatura se eleva aproximadamente a 72° C, donde se inicia la sintesis de la nueva cadena de
ADN a partir de donde se ensamblaron los iniciadores. El tiempo entre cada paso varia de 30
segundos a 2 minutos. EI nimero de ciclos puede ser de 30-40, lo que depende del ADN blanco. 1
1.2.3.1.1 Amplificacion de las regiones 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 y 28S utilizando la técnica de
PCR.

Estas regiones se localizan dentro del complejo de genes del ADNr. Todas las células eucariotas
tienen este complejo que se repite en el genoma hasta 100 veces. La organizacién de este complejo
en los hongos (direccion 5°-3") comienza con la region que codifica para el gen 18S, con un tamafio
aproximado de 1800 pares de bases (pb), esta region contiene secuencias tanto variables como
conservadas; un espaciador transcrito interno (ITS) 1, la regidén codificadora del gen 5.8S con

aproximadamente de 160 pb y es altamente conservado en la mayoria de los grupos de



microorganismos, una segunda regién ITS (ITS2) y finalmente una secuencia que codifica para el
gen 28S que tiene alrededor de 3400 pb y también contiene regiones conservadas y variables. La
homologia en las secuencias de los genes del ADNr de los hongos y las diferencias de los
espaciadores de transcripcion interna (ITS) son las bases para la organizacion de los hongos dentro
de grupos taxonémicos. 15,16

El gen 18S ha sido utilizado debido a que algunos iniciadores universales para hongos estan
basados en este gen, haciendo posible obtener productos de PCR a partir de muchos hongos para
secuenciar, y al evolucionar relativamente mas lento que las regiones ITS, lo que lo hace una region

11,12 Otros

conservada, permite desarrollar pruebas para deteccidn de grupos y géneros fungales.
genes dentro de este complejo han sido utilizados para evaluar a los hongos a nivel molecular, estos
son el 5.8S y el 28S del ADNr. La region del gen 5.8S es altamente conservado, por lo que no es
apropiado para estudios filogenéticos. La region 28S ha permitido hacer comparaciones a diferentes
niveles taxonémicos. ** La baja variabilidad de estas regiones (18S, 5.8S y 28S) ha llevado a la
evaluacion de nuevas regiones con el propoésito de separar especies de hongos, como es el caso de
las regiones ITS1 e ITS2 del ADNr. Aln no se sabe con certeza la funcion de las regiones ITS1 e
ITS2, pero debido a la variabilidad de secuencias que poseen, se han podido utilizar para la
separacion tanto de géneros como de especies fungales. 16,17

El uso de las regiones ITS1 e ITS2 han sido utiles para la identificacion de Aspergillus fumigatus,
A. niger, A. flavus, A. nidulans, A. terreus, A. parasiticus, A. penicillinicoides, A. versicolor,
A. wangduanlii, A. beijingensis, A. gizutongii y A. ustus, asi como para la diferenciacion de géneros
como Candida, Penicillium, Fusarium, Mucor, Trichosporon y Cryptococcus. 13,16,17,18,19

1.3 Manifestaciones clinicas de las micosis producidas por A. fumigatus en animales

Las micosis son enfermedades con manifestaciones clinicas diversas producidas por hongos,

ejemplos de estas son las ocacionadas por miembros del género Aspergillus, y ain cuando han sido

descritas mas de 180 especies, A. fumigatus es la especie que con mayor frecuencia ha sido



reportada como el agente causal de micosis de la bolsa gutural en équidos, aborto en bovinos,
mastitis en ovinos y caprinos, aspergilosis en aves, rinitis y aspergilosis diseminada en caninos y

20-27

bronconeumonia en delfines. En México se ha reportado a A. fumigatus como el agente causal

de rinitis en perros %8 Otras especies reportadas en estas micosis son A. Niger, A. flavus, A. terreus

y A. nidulans. 29.30.31

1.3.1 Equidos

Una de las principales enfermedades en caballos producidas por A. fumigatus es la micosis de la
bolsa gutural, de la que se conocen algunos factores predisponentes como son la mala ventilacion en
las caballerizas, la alta humedad y cambios en la temperatura. A. fumigatus al ser parte de la micota
ambiental, puede colonizar regiones del cuerpo con libre circulacién de aire, como son los senos
paranasales y la bolsa gutural. Por lo tanto la via de entrada es por la orofaringe durante la
expiracion y deglucién. Anteriormente se creia que la bolsa gutural no tenia una funcién especifica,
sin embargo ahora se sabe que ayuda a enfriar la sangre de la arteria carétida interna antes de que
llegue al cerebro. 2223

Los signos clinicos mas comunes en esta micosis son una epistaxis unilateral intermitente
secundaria a la erosion gradual de las paredes de las arterias ocasionada por la formacion de placas
producidas por A. fumigatus. Se presenta una descarga nasal mucopurulenta y deficiencias
neuronales, tales como disfagia y paralisis faringea. La angioinvacion, erosion de los nervios
craneales y necrosis del tejido son hallazgos patoldgicos comunes. 2223

1.3.2 Bovinos

El aborto micotico bovino es una enfermedad que afecta a un pequefio porcentaje de animales
dentro de un hato. %

La infeccion de la madre ocurre por la exposicion repetida a aerosoles, asi como por la ingestion de

heno, paja u otros alimentos contaminados con esporas. Las vias de infeccion de la madre al feto

son: 1) a través de Ulceras abomasales, alcanzando la placenta por la circulacién sistémica y 2)



algunas esporas pueden pasar a través de los septos alveolares y de aqui al torrente sanguineo, o
bien teniendo como paso intermedio los canales linfaticos y posteriormente la circulacion fetal. 2

El aborto se presenta en el Gltimo tercio de la gestacién y se menciona como posible causa la
liberacion de sustancias toxicas durante la germinacion de las esporas, causando necrosis
coagulativa acompariada de trombosis de los vasos placentarios o bien que la trombosis se produzca
como un efecto mecéanico debido al tamafio de las esporas, produciendo una interferencia en el
suministro de oxigeno y nutrientes al feto. 2

1.3.3 Ovinos y caprinos

Las mastitis en estas especies estan relacionadas con la errénea aplicacion de antibioticos a través
de canulas intramamarias durante el periodo de secado. 23

Los signos de la enfermedad son pérdida de peso, fiebre, letargia, hipertrofia y endurecimiento de la
glandula mamaria y zonas hemorragicas con produccion de exudado purulento. Los nédulos
linfaticos regionales se encuentran aumentados de tamafio con un punteo blanquecino a su
alrededor. *

1.3.4 Aves

La aspergilosis aviar es una entidad nosoldgica en las aves de cria intensiva, relacionada en estos
casos con situaciones de estrés y problemas de falta de higiene. Esta enfermedad no plantea
excesivos problemas diagndsticos al ser muy caracteristicos los nddulos que aparecen en los sacos
aéreos. En cambio, adquiere una gran importancia cuando se trata de aves silvestres en cautiverio,
con un elevado valor ecoldgico en la mayoria de los casos, ademas de econdmicos cuando se trata
de animales dedicados a la cetreria. 2°

Los factores predisponentes incluyen predileccién de especie, condiciones ambientales (mala
ventilacion, exposicién a toxinas resultando en una irritacién de la mucosa y un exceso de
humedad), inmunosupresion secundaria a una produccion forzada y administracion de

corticosteroides. 2



La via de entrada es por inhalacion, siendo el tracto respiratorio bajo el lugar de colonizacién
primaria. Los signos usualmente no son especificos (letargia y anorexia) y pueden ser relacionados
con enfermedad respiratoria (rinitis, cambios en la vocalizacion y disnea). Las formas de la
enfermedad que han sido reportadas incluyen aspergilomas focales, lesiones multifocales e
infecciones diseminadas. Los drganos blancos son pulmones y sacos aéreos, las lesiones incluyen
nodulos o placas caseosas y granulomas con éareas de necrosis que pueden ser observados con
histopatologia. 23

1.3.5 Delfines

La aspergilosis pulmonar es la forma predominante en estos animales. Los factores predisponentes
incluyen estrés, mala nutricion, defectos inmunes, administracion de corticosteroides, terapia
prolongada con antibi6ticos, anemia, neoplasias e intoxicacion. 2321

Hay una predileccion de A. fumigatus por invadir vasos sanguineos que pueden provocar una
trombosis e infarto de los 6rganos o tejidos afectados. En casos de aspergilosis diseminada se cree
gue se origina en el tracto respiratorio bajo y se disemina sistémicamente por via linfatica. 2

1.3.6 Caninos

La aspergilosis senonasal canina es una enfermedad que predominantemente afecta a animales de
razas mesocefalica o dolicocefélica, jovenes y activos. Se conocen otros factores predisponentes
como son neoplasias, cuerpos extrafios y traumatismos. 23

Los signos clinicos son secrecion nasal sanguinopurulenta profusa, que alterna con periodos de
epistaxis y dolor o molestia en la region facial. Otras manifestaciones son osteomielitis de los senos
frontales, secrecion mucopurulenta, secrecion nasal poco densa, cambios radiograficos ligeros y
estornudos. A menudo, en caso de enfermedad croénica, la frecuencia del reflejo de estornudar
disminuye. La secrecion nasal puede ser dificil de determinar, dado que el animal tiende a lamerse.
Otro signo es la ulceracion o pérdida de pigmentacion del dorso de la nariz o de los pliegues

alares.?®



La aspergilosis sistémica tiene como factores predisponentes el uso prolongado de antibidticos y
administracion de corticosteroides, lo que provoca una inmunosupresion. Suele cursar con un
cuadro principalmente pulmonar o renal, siendo también frecuente que aparezca afectacion de
huesos y en diversas partes del organismo, produciéndose en ocasiones diseminacion a sistema
nervioso central. Existe la presencia de inmunoglobulinas contra el Aspergillus, ya que el sistema
inmune tiene la capacidad de sintetizar anticuerpos. 20

1.4 Métodos de identificacion de micosis producidas por A. fumigatus.

1.4.1 Microbiol6gicos

El diagnostico de aspergilosis en animales debe basarse en la sospecha clinica inicial y en la
posterior confirmacién microbioldgica.

El primer paso para procesar una muestra (hisopo, material de biopsia o tejido) es realizar un
examen microscépico directo que facilitara la instauracién rapia del tratamiento en caso de ser
positivo. Este examen puede realizarse con hidroxido de potasio (KOH) al 20% o blanco de
calcofluor para identificar la presencia de estructuras fungicas. 833

El cultivo se realiza en agar dextrosa Sabouraud con cloranfenicol (500 mg/L) y se incuba a 30° C.
Una vez detectado el crecimiento, debe procederse a la identificacion en funcion de sus

833 Sin embargo, un cultivo positivo no necesariamente

caracteristicas macro y microscépicas.
indica enfermedad si el animal no muestra signos, ya que en individuos sanos también se puede
aislar A. fumigatus debido a que al formar parte de la micota ambiental tiene la capacidad de
colonizar las cavidades naturales con libre circulacion de aire. %2

1.4.2 Seroldgicos

El demostrar la presencia de anticuerpos en sangre es considerado un criterio importante en el
diagnostico de aspergilosis. Una ventaja de este método es la alta especificidad y velocidad con la

que se puede aplicar un tratamiento adecuado cuando la enfermedad no esta muy avanzada. Otra

ventaja es la posibilidad de relacionar los valores obtenidos con la progresion o regresion de la



enfermedad, lo que permite realizar un monitoreo de la evolucion del paciente. En medicina
veterinaria este tipo de metodologias son sencillas y realizables, ya que en los animales, a diferencia
de los humanos, las micosis producidas por A. fumigatus se acompafian de un incremento
significativo de inmunoglobulinas del tipo 1gG. S

En medicina humana y veterinaria se han utilizado técnicas seroldgicas para detectar tanto
antigenos como anticuerpos contra A. fumigatus tales como el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA), ensayo inmunoabsorbente ligado a biotina-avidina (BALISA), radio
inmunoensayo, inmunofluorescencia, immunoblotting, inmunodifusién doble (IDD) vy
contrainmunoelectroforesis (CIE). 934,35

1.4.2.1 Inmunodifusion doble

La técnica de IDD, también llamada prueba de Ouchterlony, se basa en el principio de que tanto el
antigeno (Ag) como los anticuerpos (Ac), al ser solubles, pueden difundirse a través de un medio

semisélido y se hace visible una reaccion Ag-Ac mediante la formacién de una linea de

precipitacion (Fig. 2). %

o
o
/A o o

Fig. 2 Prueba de Inmunodifusion doble. Donde Ag= Antigeno y Ac= Anticuerpo. EI Agy los Ac’s
se difunden a través del medio y se lleva a cabo una reaccion Ag-Ac, ésta se hace visible mediante
la formacidn de una linea de precipitacion.
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La explicacion del resultado de esta prueba esta dada por el fendbmeno de zona, el cudl estd en
funcidn de las concentraciones del Ag en relacion con la concentracion de los Ac.

Una vez terminada la difusion, la concentracion tanto del Ag como de los Ac disminuye conforme
se alejan de los pozos. Si se esquematiza lo anteriormente dicho se pueden definir tres zonas
perfectamente delimitadas. La primera llamada prozona que corresponde al sitio donde existe una
mayor concentracion de Ac’s con respecto a la del Ag, esta diferencia no permite la reaccion
Ag-Ac. Una segunda, llamada postzona que corresponde al sitio donde existe una mayor
concentracion de Ag con respecto a la de los Ac, esta diferencia no permite la reaccion Ag-Ac. Y la
tercera llamada zona de equivalencia donde existe una concentracién equivalente de Ac con

respecto a la concentracion del Ag, correspondiendo a la zona donde se lleva a cabo la reaccion

Ag-Ac (Figura 3). 36

Linea de precipitacion

Ag Ac

POSTZONA PROZONA

Zona de equivalencia

Fig 3. Fendmeno de zona. Donde Ag=Antigeno y Ac= Anticuerpo.
Esta prueba permite comparar sueros que se encuentran en pozos contiguos, de tal manera que en el
caso de observar lineas de precipitacion es posible identificar tres resultados a través de las

Ilamadas lineas de identidad, dependiendo de la forma en que estas convergen. 3
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Lineas de identidad total, corresponden a las bandas de precipitacion de dos pozos contiguos, en
donde las dos bandas se contindan en el punto de convergencia para formar una sola linea,

interpretandose como que el Ag y el Ac que se unieron son iguales para formar la banda de

precipitacion (Figura 4). %

Fig 4. Lineas de identidad total. Donde Ag=Antigeno y Ac= Anticuerpo.
Lineas de identidad parcial, corresponden a las bandas de precipitacién de dos pozos contiguos, en
donde una de las bandas toca a la otra banda que continda en el punto de convergencia, a la porcion

que continuta se la llama spur o espolén. Lo que debe interpretarse como que el Ac de una de las

lineas de precipitacion es muy parecido al Ac de la otra linea (Figura 5). %

Fig 5. Lineas de identidad parcial. Donde Ag=Antigeno y Ac= Anticuerpo.

12



Lineas de no identidad, corresponden a las bandas de precipitacién de dos pozos contiguos, en
donde las dos lineas se contindan cruzandose en el punto de convergencia. Esto se interpreta como

que las dos lineas de precipitacion corresponden a reacciones Ag-Ac diferentes (Figura 6). 36

Fig 6. Lineas de no identidad. Donde Ag=Antigeno y Ac= Anticuerpo.

De igual forma la presencia de mas de un linea de precipitacién indica la existencia de reacciones
Ag-Ac diferentes. ¥

Esta prueba se ha realizado en medicina humana y medicina veterinaria en especies como perros y
delfines para detectar Ac contra A. fumigatus. 26,30, 31,34, 38

1.4.2.2 Contrainmunoelectroforesis

La técnica de CIE se basa en el mismo principio que la técnica de IDD, con la diferencia que el Ag
y el Ac son aproximados rapidamente por medio de electroforesis (Fig. 7). La electroforesis es un
procedimiento en donde se forma un circuito eléctrico con dos electrodos en una cdmara conectados
a una fuente de poder. La cdmara contiene amortiguador veronal (solucién alta en sales), que
completa el circuito. Cuando se aplica un voltaje constante al sistema, se crea una corriente de paso
de tal forma que los iones cargados negativamente migran en direccion al electrodo positivo y los

iones cargados positivamente migran hacia el electrodo negativo. Asi, el Ag migra hacia el polo

negativo y los Ac hacia el polo positivo. La ventaja de la CIE es que es mas rapida que la IDD. La

13



técnica de CIE también ha sido utilizada en medicina humana y medicina veterinaria para detectar

39, 40

+
/O

Fig. 7 Contrainmunoelectroforesis. Donde Ag=Antigeno y Ac= Anticuerpo.

Ac contra A. fumigatus.

1.5 Otras herramientas diagnosticas

1.5.1 Histopatologia

El diagnoéstico histopatoldgico se realiza en tejidos generalmente fijados en formol al 10%, por lo
que cuando se observan los hongos no existe la posibilidad de realizar un cultivo. En estos casos el
empleo de anticuerpos especificos para ciertos hongos sobre cortes histoldgicos resulta de gran
utilidad para la confirmacion del diagnostico (inmunohistoquimica).“' 42

En las lesiones tisulares, A. fumigatus aparece en forma de hifas de paredes paralelas, septadas y
ramificadas de forma dicotdbmica, que se tifien débilmente con la técnica de H-E
(Hematoxilina-Eosina) y son positivas con las técnicas de PAS (Acido peryodico de Schiff) o
Gomori-Grocott. Ademas, en los tejidos donde existe una elevada tension de oxigeno, pueden
observarse conidi6foros no ramificados similares a los que crecen en los medios de cultivo. 42
Histopatoldgicamente, una aspergilosis sistémica se caracteriza por la formacién de lesiones
nodulares, donde el centro esta constituido por una zona de necrosis, en la que se pueden distinguir
los elementos fungicos, en ocasiones dispuestos en un tipico patrén radial. Estas areas de necrosis
estan rodeadas por una reaccion inflamatoria muy variable dependiendo del curso de la infeccion.
Asi, en los cursos agudos esta reaccion es muy escasa y estd constituida principalmente por

neutréfilos y macrofagos, acompafiada por la invasion de vasos sanguineos que da lugar a vasculitis

y trombosis. En cambio, en las formas crdnicas el infiltrado inflamatorio es muy abundante y esta
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formado por células gigantes, macréfagos, linfocitos, células plasmaticas y tejido conectivo fibroso.
En estas formas cronicas los elementos fungicos pueden adoptar formas menos tipicas, presentando
dilataciones terminales o formaciones bulbosas, dando en ocasiones la apariencia de pseudo hifas.*
1.5.2 Citologia

La imagen citoldgica de las micosis es particular para cada hongo. Para la identificacidn precisa de
las estructuras micdticas es necesario tomar la muestra con un raspado, hisopado o haciendo una
aspiraciéon citoldgica con aguja delgada (ACAD) vy realizar tinciones especiales como PAS,
Gomori-Grocott, ect., ya que con esta tinciones la pared del hongo se tifie intensamente y se aprecia
como filamentos ramificados aproximadamente en 45°, gruesos y septados. Por otro lado si se
realizan las tinciones de rutina (Papanicolaou, Giemsa, Diff-Quik) GUnicamente se pueden observar
fantasmas de hifas o esporas. 43

1.5.3 Imagenologia

El diagndéstico por imagen es un componente importante en la evaluacién de animales que presentan
signos de aspergilosis. En el caso de perros se ha utilizado la radiologia, la tomografia

21,29, 44

computarizada y la rinoscopia. En el caso de delfines y otros cetaceos la broncoscopia es la

técnica més utilizada, 2" *°
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JUSTIFICACION

En México, los trabajos realizados en el area de la micologia veterinaria son aln pocos, en especial
los problemas micéticos causados por A. fumigatus. Utilizar métodos de identificacion fenotipica
para detectar a animales con aspergilosis requieren de un mayor tiempo para conocer a la especie
involucrada, por lo tanto es importante contar con métodos alternativos de identificacion que nos
den resultados mas rapidos y certeros como son la serologia y la biologia molecular. Por lo que en
este estudio se propuso adicionar a la identificacion tradicional, la deteccion de anticuerpos contra
A. fumigatus por medio de las técnicas de IDD y CIE y la confirmacion de la especie involucrada
mediante la técnica de PCR a partir de los aislamientos obtenidos a partir de diversas muestras

clinicas de animales sospechosos de cursar una micosis producida por A. fumigatus.
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HIPOTESIS
Al realizar en conjunto las técnicas de aislamiento, Inmunodifusiéon doble (IDD) vy
Contrainmunoelectroforesis (CIE) se identificaran animales que cursen con una micosis producida
por A. fumigatus a partir de animales domésticos y animales en cautiverio sospechosos de
aspergilosis. Ademas la amplificacion de la region ITS1-5.8S-1TS2 por medio de la técnica de
Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permitira confirmar la identificacion morfoldgica de

A. fumigatus.

OBJETIVOS
o Aislar e identificar morfol6gicamente A. fumigatus de animales sospechosos de aspergilosis a
partir de hisopos, material de biopsias y tejidos de perros, delfines, aves, gatos y caballos.
e Detectar anticuerpos especificos contra A. fumigatus realizando las pruebas de Inmunodifusion
doble (IDD) y Contrainmunoelectroforesis (CIE) en suero sanguineo de perros, delfines, aves
y caballos sospechosos de aspergilosis.
e Implementar la técnica de PCR para identificar A. fumigatus, utilizando iniciadores especificos

de especie que amplifican la region ITS1-5.8S-1TS2 a partir de cepas control y de aislamientos

clinicos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas control

Las cepas que se utilizaron fueron A. flavus (ATCC 9643), A. niger (ATCC 6275), A. fumigatus
A-20 (Micoteca de la Universidad de Glasgow), Penicillium notatum (Instituto Pasteur. Paris,
Francia), asi como A. terreus, A. nidulans, A. parasiticus (cepario del laboratorio de micologia de la
FMVZ-UNAM) y Candida glabrata (caso clinico).

2.2 Muestras clinicas

Se utilizaron 154 muestras, de las cuales 108 fueron de animales domésticos (Cuadro 1) y 46 de
animales en cautiverio (Cuadro 2). De las muestras de animales domésticos 63 fueron sueros
sanguineos, 37 hisopos nasales, 3 lavados traqueobronquiales, 4 materiales de biopsia y 1 linfonodo.
Dentro de estas muestras se incluyeron 5 sueros sanguineos y 5 hisopos de perros clinicamente
sanos. De las muestras de animales en cautiverio se obtuvieron 33 sueros y 13 hisopos (diez de
espiraculo de delfin y dos de exudado nasal y uno pulmonar de ave). Estas muestras fueron
proporcionadas por el laboratorio de micologia a través del servicio de diagnostico que ofrece el
departamento de Microbiologia ¢ Inmunologia de la FMVZ-UNAM.

CUADRO 1. Muestras clinicas de animales domésticos.

MUESTRAS CLINICAS TOTAL
Especie animal DE
MATERIAL | MUESTRAS
SUEROS | HISOPOS | LAVADOS | TEJIDO | - 'aiopsia
PERROS 28%* 34* 3 1 4 70
CABALLOS 35 2 - - - 37
GATOS - 1 - - . 1
TOTAL
DE MUESTRAS 63 37 3 1 4 108
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* Incluidos 5 sueros sanguineos y 5 hisopos de perros clinicamente sanos, tomados para ser
utilizados como controles negativos.

CUADRO 2. Muestras clinicas de animales en cautiverio.

MUESTRAS TODTé“L
animal SUEROS | HISOPOS
DELFINES 30 10 40
AVES 3 3 6
TOTAL
DE 33 13 46
MUESTRAS

2.3 Aislamiento e identificacion.

Se trabajaron 58 muestras para el aislamiento, de las cuales 45 eran de animales domésticos, entre
las cuales incluian: 37 hisopos, 3 lavados traqueobronquiales, 1 linfonodo y 4 materiales de biopsia.
Las 13 muestras restantes eran hisopos de animales en cautiverio. Estas muestras se sembraron en
agar dextrosa Sabouraud con cloranfenicol (500 mg/L) por el método de aislamiento en cultivo puro
y se incubaron a 30° C durante 5 dias, a las 48hrs de incubacion se observéd crecimiento en 3 de
ellas, se les realiz6 un tincién con lactofenol azul de algodon para observar la morfologia
microscopica, al mismo tiempo se realizdo un subcultivo por la técnica de punto aislado para
observar la morfologia colonial caracteristica de A. fumigatus, ademas se realizaron sistemas de
microcultivo seriados por medio de la técnica de Ridell, para permitir el completo desarrollo de las

estructuras micoéticas y facilitar su correcta identificacion. La identificacion se realizé con base en

. . .37
lo descrito en manuales de micologia.
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2.4. Serologia

Se trabajaron con 96 sueros sanguineos para realizarles las pruebas de IDD y CIE, de los cuales 63
fueron de animales domésticos y 33 de animales en cautiverio (Cuadros 1 y 2). Para ambas pruebas
se utiliz6 un antigeno metabolico de A. fumigatus cepa A-20 proporcionado por el laboratorio de
micologia, como control positivo suero de perro con presencia de anticuerpos contra A. fumigatus y
como control negativo agua destilada estéril.

2.4.1 Inmunodifusion doble

En una caja Petri de 90x15 mm se vaciaron 11ml de agar purificado con solucion salina de fosfatos
(PBS). Se dejo solidificar y refrigerar durante 5 minutos a 4° C. Por cada caja se hicieron 3 patrones
con un pozo al centro y seis alrededor con 5 mm de diametro cada uno, la separacion de cada pozo
externo al pozo central fue de 2 mm. Los pozos fueron llenados con el antigeno al centro, el control
positivo, el control negativo y los sueros problema alrededor (30 ul por pozo) (Fig. 8). Por cada
patron se trabajaron 4 sueros problema, por lo tanto se realizaron 24 patrones evaluando los 96
sueros problema. Las cajas fueron colocadas en una cdmara himeda y se incubaron a temperatura
ambiente durante 24, 48 y hasta 72 horas para observar la formacion de bandas de precipitacion.
Para tefir y observar mejor las lineas de precipitacion el agar se retird de la caja de Petri y se lavo
en solucion salina fisiologica (SSF) por 24h. Posteriormente la solucion se cambi6 por SSF nueva y
se dejo 24h. Después, la SSF fue reemplazada por agua destilada y se dejo por 48h, estos lavados se
realizaron para evitar la formacion de bandas que se puedan interpretar como falsos positivos. Por

ultimo el agar fue puesto a secar a 37° C y se tifi6 con solucion del colorante negro de Amido. 39,46
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Fig. 8 Técnica de Inmunodifusion doble donde 1= Antigeno metabolico A-20, 2= control positivo,
3= control negativo, 4-7= sueros problema.
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2.4.2 Contrainmunoelectroforesis

En una placa de plastico de 20.5 cm x 7.5 cm, que es parte de la camara de electroforesis, se fijaron
siete portaobjetos, posteriormente se cubrieron con 40 ml de agarosa con amortiguador Veronal, se
dejo solidificar y refrigerar a 4° C durante 10 minutos para obtener una firmeza adecuada. En cada
portaobjetos se hicieron perforaciones paralelas en el agar de 4 mm de didmetro y con una
separacion de 5 mm entre cada par. Los pozos fueron llenados con 20 pl de antigeno y 20 ul de
suero (Fig. 9). La placa fue colocada dentro de la camara de electroforesis, la cual contenia 500 ml
de amortiguador Veronal por cada compartimento, se colocé el antigeno hacia el polo positivo y los
sueros hacia el polo negativo. Fue colocado un fragmento de tela tipo pellon entre la agarosa y el
amortiguador para completar el circuito. Se aplico una corriente de 200 mA durante 50 minutos. La
placa fue enfriada a 4° C por 15 minutos para observar las lineas de precipitacion. Los portaobjetos
se retiraron (individualmente) del soporte de plastico y se lavaron en solucion salina fisioldgica
(SSF) por 24h. Posteriormente la solucion se cambi6é por SSF nueva y se dejo 24h. Después, la SSF

fue reemplazada por agua destilada y se dejaron las placas por 48h, estos lavados se realizaron para
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evitar la formacion de bandas que se puedan interpretar como falsos positivos. Por ultimo las placas

o ., . 39,46
se secaron a 37° C y se tifieron con solucion del colorante negro de Amido.
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Fig. 9 Técnica de Contrainmunoelectroforesis. Ag= Antigeno metabdlico A- 20, Ac= Sueros
problema, N= Neto, 1:2-1:32= diluciones del Ag o del suero.
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2.5 Extraccion de ADN

La obtencion de ADN de Aspergillus fumigatus (cepa A-20) y 3 aislamientos identificados como
A. fumigatus (dos de perro y uno de ave), una cepa de A. niger (ATCC 6275), una de A. flavus
(ATCC 9643), una de A. terreus, una de A. nidulans, una de A. parasiticus (cepario del laboratorio
de micologia de la FMVZ-UNAM) y una de Penicillium notatum (Instituto Pasteur) se hizo con
base en la técnica descrita por Mendoza. * Cada hongo se cultivé en 50ml de caldo Sabouraud
dextrosa de 24-48h, manteniéndolo en agitacion a 150 revoluciones por minuto y a una temperatura
de 35° C. Se separ6 la masa fungica utilizando un embudo Buchner y papel filtro estéril. Una vez
separada la biomasa fingica, se seco entre hojas de papel filtro estéril. En un mortero estéril fue
vaciado un poco de nitrogeno liquido para enfriarlo. Posteriormente, se coloco la masa fungica y se
adicion6 mas nitrogeno liquido y se macer6 hasta obtener un polvo blanquecino. El polvo se coloco
en un tubo Eppendorf de 1.5 ml hasta llenar la parte conica, se afiadieron 600 pl de solucion de lisis

y se agito firmemente hasta obtener una mezcla homogénea. Posteriormente se adicionaron 10 ul de
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proteinasa K a una concentracion final de 200 pg/ml. La mezcla se incub6 en bafio Maria durante
30 min a 65° C. Posteriormente se afiadieron 600 ul de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1) y se agit6 firmemente hasta que se obtuvo una mezcla de aspecto lechoso. Se centrifugé a
15000 xg/15 min. Terminada la centrifugacion, se transfirieron 400 pl de la fase acuosa de la
superficie a otro tubo Eppendorf y se afiadieron 40 pul de acetato de amonio 3M y 880 ul de etanol
absoluto frio y se incub6 a -20° C durante 20 minutos. Posteriormente el tubo se centrifugé a 15000
x0/5 min para que se formara una pastilla en el fondo, el etanol absoluto se decant6 y se adiciond
Iml de etanol al 70% centrifugando a 15000 xg/5 min, nuevamente se decantd el etanol y el ADN
se dejo secar a temperatura ambiente (10 minutos aproximadamente). La pastilla se resuspendié en
50 ul de agua bidestilada. Se adicionaron 16 ul de ARNasa a una concentracion de 10 pg/ul y se
incubd a 37° C por 20 min.

El ADN obtenido fue visualizado por electroforesis (80 Voltios, 80 amperes y 50 min.) en un gel de
agarosa al 1% adicionado con bromuro de etidio (5 mg/ml) para observar su calidad. Cada pozo del
gel fue llenado con 8ul de ADN mas 1ul de colorante de carga. La concentracion del ADN se
determiné en un biofotémetro NanoDrop® para luego almacenarse a 4° C hasta su uso.

2.6 Disefio de los iniciadores especificos para A. fumigatus.

Para el disefo de los iniciadores especificos para A. fumigatus se utilizaron las regiones ITS 1 ¢ ITS
2 que se localizan dentro del complejo de genes del ADNr. Estas regiones fueron elegidas debido a
la variabilidad que hay en sus secuencias. 16-18, 48
Utilizando las secuencias de las regiones ITS 1 e ITS 2 de A. fumigatus, A. niger, A. flavus,
A. nidulans, A. terreus, A. parasiticus, A. clavatus, A. ochraceus, A. ustus y A. candidus (EF634383,
EF634379, EU664480, EF567976, EF567983, EF661568, EF670001, EU021609, EF652492 vy
AY373842 respectivamente) descritas en el GENBANK, se realizé una comparacion de dichas
secuencias. De esta forma se pudo observar que hay lugares de estas regiones que son muy

parecidas por pertenecer al mismo género, sin embargo hubo otros sitios en donde habia diferencias,
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los cuales se consideraron para disefiar a los iniciadores que en una PCR convencional sélo
amplifiquen a A. fumigatus.

Los iniciadores son los siguientes:

Para la region ITS 1 es el AfulF 5’-GTATGCAGTCTGAGTTGATTAT- 3’

Para la region ITS 2 es el AfulR 5’-ATAAAGTTGGGTGTCGGCTG- 3’

2.7 Implementacién de la técnica de PCR para amplificar la regién ITS 1-5.8S-I1TS 2.

Los iniciadores utilizados para la amplificacion de este fragmento fueron el AfulF y AfulR, los
cuales flanquean el fragmento ITS1-5.8S-ITS2 y son especificos de A. fumigatus (Fig. 10).

Los hongos utilizados para realizar ésta técnica fueron como control positivo A. fumigatus A-20
(Micoteca de la Universidad de Glasgow), como controles negativos A. flavus (ATCC 9643),
A. niger (ATCC 6275), A. terreus, A. nidulans, A. parasiticus (cepario del laboratorio de micologia
de la FMVZ-UNAM), Penicillium notatum (Instituto Pasteur. Paris, Francia) y Candida glabrata

(caso clinico), ademas de los tres aislamientos clinicos que se identificaron morfolégicamente como

A. fumigatus.
ITS1 ITS2
ES 5.8 28S
AfulF Afu1R
— —

Fig. 10 Los iniciadores se ensamblan en direccion 5°-3’ para amplificar un producto de
aproximadamente 350 pb.
La PCR se realizo en un volumen de 50 pl, la cual contenia 5 pl de amortiguador de reaccion 10x,

1.5 mMol de MgCl,, 100uM de DNTP’s (dinucleotidos trifosfatados) de cada uno, 1.5U de Taq

polimerasa, 30 pM de cada iniciador y 20 ng de ADN, se alicuotdé a 50 ul de volumen final con
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agua inyectable. La reaccion consistid de una desnaturalizacidon inicial a 95° C por 4 minutos,
seguida de 40 ciclos. Cada ciclo consistié en una desnaturalizacion a 95° C por 30 segundos, una
alineacion a 60° C por 30 segundos y una extension a 72° C por 1 minuto. Por ultimo una extension
final a 72° C por 3 minutos. El producto se observo por medio de electroforesis en gel de agarosa al
1% adicionado con bromuro de etidio en amortiguador TAE 1X a 80 volts, 80 Amperes durante 45

minutos.
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3. RESULTADOS

3.1 Aislamiento e identificacién.

Del total de muestras (58) se obtuvieron dos aislamientos a partir de perros (Cuadro 3) y un

aislamiento a partir de un ave, sospechosos de cursar micosis por A. fumigatus (Cuadro 4).

Los aislamientos fueron identificados morfoldgicamente como A. fumigatus 3 (Figuras 11y 12).

CUADRO 3. Aislamientos de A. fumigatus a partir de muestras clinicas de animales domésticos

ESTADO No. DE
ESPECIE MUESTRA CLINICO MUESTRAS POSITIVOS | NEGATIVOS
SANOS 5 0 5
HISOPO
29 1 28
LAVADO 3 0 3
PERRO
MATERIAL 3
o 4 1
BIOPSIA | 50SPECHOSOS
TEJIDO 1 0 1
CABALLO | HISOPO 2 0 2
GATO HISOPO 1 0 1
TOTAL 45 2 43

CUADRO 4. Aislamientos de A. fumigatus a partir de muestras clinicas de animales en cautiverio

ESTADO No. DE
ESPECIE | MUESTRA cLinleo MUBSTRAS | POSITIVOS | NEGATIVOS
DELFIN | HISOPO 10 0 10
SOSPECHOSOS
AVE HISOPO 3 1 2
TOTAL 13 1 12
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Fig 11. Cultivo de A. fumigatus en SDA de 5 dias de crecimiento incubado a 30° C
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Fig 12. Cabeza conidial de A. fumigatus. Tefiido con lactofenol azul de algodén y observado a 40x.
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3.2 Serologia

De los 63 sueros provenientes de animales domésticos, 8 sueros de perros sospechosos resultaron
positivos a la presencia de Ac contra A. fumigatus y de los 33 sueros de animales en cautiverio 20
sueros de delfin resultaron positivos a la presencia de Ac contra A. fumigatus en las pruebas de IDD

y CIE (Cuadro 5y 6, Figuras 13y 14).

CUADRO 5. Resultados de las pruebas de IDD y CIE a partir de animales domésticos.

ESTADO No. DE
ESPECIE ESTADO o DE POSITIVOS | NEGATIVOS
5 0 5
PERRO SANOS
23 8 5
CABALLO | SOSPECHOSOS 35 0 2
TOTAL 63 8 55

CUADRO 6. Resultados de las pruebas de IDD y CIE a partir de animales en cautiverio.

ESTADO No. DE
ESPECIE CLINICO SUEROS POSITIVOS NEGATIVOS
DELFIN 30 20 10
SOSPECHOSOS
AVE 3 0
3
TOTAL 33 20 13
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Fig 13. Inmunodifusion doble. Donde 1= antigeno metabdlico A-20 y 2= control positivo,
3= control negativo, 4-7= sueros problema. Se aprecian bandas de precipitacion que indican la
presencia de Ac contra A. fumigatus.

Fig 14. Contrainmunoelectroforesis. Donde Ag= antigeno metabdlico A-20, Ac= suero problema,
N= neto, 1:2-1:32= diluciones del Ag y del suero. Presencia de bandas de precipitacion hasta la
dilucién 1:4 del suero problema.
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3.3 PCR

La especificidad de los iniciadores AfulF y AfulR se demostré realizando una PCR con el ADN de
los aislamientos obtenidos a partir de los animales sospechosos de aspergilosis y con el ADN de las
cepas que se utilizaron como controles. Se obtuvo un producto de 354 pares de bases (pb) a partir
del ADN de los hongos identificados como A. fumigatus A-20 (cepa control), negro, nene (perros) y
quetzal (ave). No hubo amplificacion alguna con el ADN de los demas hongos a los que se les
realiz6 la PCR (Cuadro 7, Figura 15).

Cuadro 7. Especificidad de los iniciadores AfulF-AfulR.

. e Fragmento esperado
Especie Identificacion en PCR
+
A-20
+
Negro
A. fumigatus
+
Nene
+
Quetzal
A. flavus ATCC 9643 i
A. niger ATCC 6275 )
A. nidulans Lab. Micologia )
A. parasiticus Lab. Micologia )
A. terreus Lab. Micologia )
P. notatum Instituto Pasteur )
C. glabrata Caso clinico B
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Fig 15. Resultados de la Reaccion en cadena de la polimerasa para la identificacion de
A. fumigatus utilizando los iniciadores AfulF-AfulR. Donde: Carril 1= Marcador de 1 Kb,
carril 2= control positivo (A. fumigatus A-20), carril 3= A. fumigatus “negro”, carril 4= A. fumigatus
“nene”, carril 5= A.fumigatus “quetzal”, carril 6= A. flavus, carril 7= A. niger,
carril 8= A. nidulans, carril 9= A. parasiticus, carril 10= A. terreus, carril 11= P. notatum,
carril 12= C. glabrata y carril 13= control negativo (agua destilada estéril).
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4 DISCUSION

La identificacién de micosis y de hongos filamentosos involucrados puede ser por la obtencion de
un aislamiento y la descripcion de las caracteristicas morfoldgicas, detectando anticuerpos con la
ayuda de técnicas seroldgicas, como son la IDD y la CIE y recientemente utilizando técnicas
moleculares como es el caso de la PCR.

En este trabajo se utilizaron las cuatro metodologias mencionadas anteriormente, las tres primeras
con el fin de identificar A. fumigatus a partir de muestras clinicas de animales sospechosos de cursar
una micosis producida por dicho hongo y la Gltima con el fin de corroborar, por biologia molecular,
a los hongos identificados como A. fumigatus.

En algunos de estos animales la historia clinica era compatible con alguna micosis producida por
A. fumigatus, sin embargo, el bajo nimero de aislamientos se puede atribuir a diversos factores tales
como: 1) que el clinico pudo confundir la signologia de una infeccion bacteriana con una
aspergilosis, 2) que el animal no respondiera al tratamiento con antibacterianos y por lo tanto el
clinico pudo sospechar de una micosis sin antes saber que microorganismo estaba involucrado y a
qué quimioterapéuticos era susceptible, 3) asi como una mala toma de la muestra por parte del
clinico que la colectd, esto se debe a que los sitios anatomicos de preferencia por parte de
A. fumigatus son un poco dificiles de accesar. Por lo tanto se recomienda el uso de la endoscopia
para la toma de muestras, como en el caso de “negro” en donde el clinico tomd una biopsia con la
ayuda del endoscopio y de esa muestra se pudo obtener un aislamiento, reforzando esta idea

Reidarson et al 2

tomaron una muestra a partir de una lesion endobronquial en un delfin con la
ayuda de un endoscopio y de la cual obtuvieron un aislamiento identificado como A. fumigatus.

Como resultado interesante de los 96 sueros que se utilizaron para este trabajo 28 resultaron
positivos tanto con la técnica de IDD como con la técnica de CIE. Este aparentemente bajo nimero
de sueros positivos podria deberse a que las muestras fueron obtenidas por conveniencia, por lo

tanto no se tenia un diagndstico previo de aspergilosis, como lo hecho por Dee 40 quién trabajo con

9 sueros tomados de pacientes diagnosticados con aspergilosis por los signos clinicos y por cultivo,
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en donde 8 resultaron positivos y uno negativo por medio de las pruebas de IDD y CIE. Ademas
trabajé con 9 sueros de pacientes que cursaban con otras micosis, 6 sueros de personas con
infeccion respiratoria bacteriana y 7 sueros de personas sanas y todos los sueros fueron negativos
con ambas pruebas. En el presente trabajo s6lo dos perros fueron positivos al aislamiento y a la
presencia de Ac contra A. fumigatus con las pruebas de IDD y CIE, por lo tanto estos resultados
coinciden con los obtenidos por Dee®, Reidarson et al, % Joseph et al 2 y Dayy Penhale® quienes
al realizar las pruebas de IDD y CIE obtuvieron bandas de precipitacion a partir de suero de
animales positivos al aislamiento de A. fumigatus y, en el caso de Day y Penhale,®® de A. terreus.
Otro factor que podria haber intervenido es, como menciona Tenorio, * no todos los Ac reaccionan
con el antigeno de una sola cepa, por lo tanto él y sus colaboradores recomiendan en su trabajo
combinar antigenos de diferentes cepas.

Reidarson et al 26y Joseph et al 2T utilizaron con éxito la técnica de IDD para detectar Ac contra
A. fumigatus en delfines, los cuales fueron positivos al aislamiento. En el presente estudio de los 30
sueros de delfin el 66% resultaron positivos con las pruebas de IDD y CIE, sin embargo no existid
una correlacion con el aislamiento debido a la falta de muestras para cultivo.

Por otro lado, en este trabajo se corrobor6 por PCR la identificacion morfoldgica de A. fumigatus
aislados a partir de muestras clinicas de animales sospechosos de aspergilosis, utilizando las
regiones ITS del complejo ADNTr, obteniendo buenos resultados, tal como lo realizado por Henry,
Iwen y Hinrichs 17 quienes por medio de PCR vy utilizando las regiones ITS identificaron diferentes
especies de Aspergillus.

Investigadores como Melchers et al >0

realizaron una PCR para identificar Aspergillus spp
utilizando iniciadores que se ensamblaban en las regiones V7 y V9 del gen 18S del ADNr, sin
embargo se dieron cuenta que al utilizar este gen conservador la secuencia obtenida se confundia

con Penicillium marniffei y Paecilomyces variotti y solamente utilizando enzimas de restriccion

podrian diferenciar Aspergillus spp de estos dos hongos. Hinrikson et al 1 compararon las regiones
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D1-D2 del gen ADNr 28S con las regiones ITS1 e ITS2 de Aspergillus spp, reportando que las
regiones ITS tienen una mayor variabilidad en su secuencia. En 2007 Iwen, Hinrich y Rupp 16
publicaron un articulo en donde explican la funcién de las regiones ITS1 e ITS2, asi como una
recopilacion de trabajos en donde utilizan las regiones ITS como blancos moleculares para la
identificacion de hongos patdgenos en animales. Con base en estos trabajos se decidid utilizar las
regiones ITS para disefiar los iniciadores especificos para A. fumigatus, en donde también se hizo
una comparacion de las secuencias de estas regiones y se pudo corroborar que existe una alta
variabilidad en las secuencias.

Asi, el tiempo para identificar A. fumigatus con la metodologia propuesta en este trabajo es menor
que en los trabajos realizados por Henry, Iwen y Hinrichs o quienes realizaron un PCR utilizando
los iniciadores ITS1 e ITS4 para amplificar las regiones 1TS1-5.8S-1TS2 con el fin de identificar
especies de Aspergillus haciendo una comparacion de las secuencias de los productos obtenidos. En
2001 Zhao *° utiliz6 una PCR anidada y trabajé con las regiones 18S e ITS1 para identificar
A. fumigatus a partir de cultivo puro. Por otro lado Sugita en 2004 18 implementd una PCR anidada
donde utilizd los iniciadores especificos de género ASAP 1 y ASAP 2 ensamblandose en las
regiones 18S y 5.8S respectivamente y para hacer la PCR anidada utilizo las regiones 18S e ITS1
con el fin de identificar a A. fumigatus, A. niger y A. flavus. En el presente estudio sélo fue
necesario utilizar una PCR convencional, asi como el uso de los iniciadores AfulF y AfulR que son

especificos para identificar a A. fumigatus, para obtener el producto esperado.
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5 CONCLUSIONES

Debido al bajo nimero de muestras y a que las mismas fueron obtenidas por conveniencia, no se
pudo hacer una correlacion del aislamiento con las pruebas seroldgicas.

Tomando en cuenta que dos perros fueron positivos al aislamiento y a la presencia de bandas de
precipitacion con las pruebas de IDD y CIE y que los animales que fueron negativos al aislamiento
también fueron negativos a la presencia de bandas, se puede concluir que las pruebas seroldgicas
pueden ser aplicables para establecer un diagnostico de aspergilosis.

La técnica de PCR con los iniciadores AfulF y AfulR permitié corroborar la identificacion de

A. fumigatus obtenidos a partir de los aislamientos y de la cepa control.
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APENDICE I. MEDIOS, SOLUCIONES Y REACTIVOS.

MEDIOS DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO DE HONGOS

e Agar dextrosa Sabouraud con cloranfenicol

Agar bacterioldgico 15¢
Peptona bacterioldgica 20g
Dextrosa 409
Cloranfenicol 500mg
Agua destilada 1000mL

e Caldo Sabouraud dextrosa con cloranfenicol

Peptona bacterioldgica 20g
Dextrosa 409
Cloranfenicol 500mg
Agua destilada 1000ml

SOLUCIONES PARA LAS PRUEBAS DE INMUNODIFUSION DOBLE Y
CONTRAINMUNOELECTROFORESIS
e Agar para IDD

Agar purificado 15gr
Solucidn salina de fosfatos 500ml
Agua destilada 500ml
Azida de sodio 1.5gr

e Amortiguador Veronal (Ajustar a un pH de 8.2)

B-2 Barbital buffer 1 tubo del producto comercial
Azida de sodio 1.5¢
Agua deionizada 1500ml
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e Agarosa con amortiguador Veronal

Amortiguador veronal
Agua deionizada
Agarosa

¢ Solucion salina de fosfatos
Cloruro de sodio
Fosfato de hidrégeno potasico
Fosfato dihidrogenado potasico

Agua deionizada

e Colorante negro de amido

Negro de Amido

Metano-Acido acético glacial-Agua

500ml
500ml

10g

89
1.3g
0.349

1000ml

19
1000ml

SOLUCIONES PARA EXTRAER DE ADN DE HONGOS FILAMENTOSOS

e Solucion de lisis
Na; (SO3)
Tris-Cl pH 7.5
EDTA
SDS

Agua destilada

0.1M
0.1M
0.05M
1% (p/v)

1000ml

e Fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) (compuesto comercial)

e Acetato de amonio 7.5M
Acetato de amonio

Agua destilada

578.1g

1000ml



e Etanol absoluto
e Etanol al 70%
Etanol absoluto 700ml

Agua destilada 300ml
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