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1 RESUMEN

INTRODUCCION. La aspergilosis es la enfermedad micética mas frecuente en aves. En reptiles, sin
embargo, no estad suficientemente estudiada. Debido a las caracteristicas patogénicas del agente, la
prevalencia de enfermedad es mas alta en individuos silvestres en cautividad. Puede presentar un curso
agudo o crdnico y se puede distribuir de manera localizada o sistémica. La especie que se aisla con mas
frecuencia es A. fumigatus. Mediante la combinacidon principalmente de anatomia patoldgica vy
microbiologia se puede llegar a un diagndstico definitivo de género, pero estas pruebas no son tan
fiables para determinar la especie. La existencia de especies cripticas (idénticas morfolégicamente) y de
distintos morfotipos dentro de las especies hace necesaria la utilizacion de técnicas genéticas de
diagnéstico, sobre todo teniendo en cuenta que la identificacion de la especie implicada repercute en la

epidemiologia y en el tratamiento.

OBJETIVO. El objetivo principal de este trabajo fue el estudio clinico, anatomopatoldgico, microbiolégico
y genético de casos sospechosos de aspergilosis remitidos desde el Centro de Recuperacién de Especies

Silvestres de La Alfranca (Zaragoza).

MATERIAL Y METODOS. Se recogieron las muestras de cinco aves (un quebrantahuesos, un estornino

negro, un buitre leonado, una espatula y un azor) y de una tortuga Jicotea. Se analizaron los datos de la
historia clinica y necropsia, se analizd histopatolégicamente cada muestra y en caso de que se
confirmara la presencia de hongos se procedié a su cultivo. Se realizd la caracterizacion macro y
microscopica y se genotiparon los aislados de las muestras mediante la amplificacidn y secuenciacidn de

un fragmento del gen codificante para la - tubulina.

RESULTADOS. En las cinco muestras de aves se detectd A. fumigatus y en la de la tortuga A. tubingensis.

La técnica de identificacién molecular resulté ser adecuada para genotipar los aislados de cada muestra.

ABSTRACT

INTRODUCTION. Aspergillus is the most frequent fungal agent of disease. However, it is not enough
documented in reptiles. Due to its pathogenic characteristics animals kept in captivity display a higher
prevalence. The clinical course can be acute or chronic, and the distribution pattern varies from located
to systemic. The most frequently isolated species is A. fumigatus. A definitive diagnostic of the gender

involved can be reached by the combination of anatomopathological and microbiological diagnostic



techniques. However, these methods are not always able to identify the species. The existence of cryptic
species (identical morphology) and different morphotypes for a single species uncovers the need for
using genetic diagnostic methods, taking into account that finding out the species involved has an effect

in the epidemic data of a disease and its treatment.

OBJECTIVE. The principal objective of this study was to perform a clinical, anatomopathological,
microbiological and genetic analysis of the samples referred from the Recovery Centre for Wild Animal

of La Alfranca.

METHODOLOGY. To accomplish this objective, samples of five birds (bearded vulture, spotless starling,

griffon vulture, common spoonbill and northern goshawk) were taken. Clinical and necropsy information
was analysed and a histopathological analysis was performed for each sample. If the presence of fungal
structures was confirmed the next step consisted in the cultivation of the fungus. Once the isolates were
ready, an analysis of the macro and microscopic morphology was performed. Finally, the genetic
identification of the isolates was performed by PCR amplification of a fragment of the B-tubulin gene

and further sequencing.

RESULTS. A. fumigatus was detected in the avian samples and A. tubingensis in the tortoise sample. The

genetic identification method proved to be an adequate technique of genotyping.

2 INTRODUCCION

Aspergilosis es el término asignado por Hinson y colaboradores en 1952 que agrupa las distintas formas
de enfermedad causadas por un hongo del género Aspergillus en humanos y numerosas especies
animales. Los pertenecientes a este género, encuadrado en el filo Ascomycota, son hongos
filamentosos, hialinos y sapréfitos que se distribuyen de manera ubicua por todo el mundo®?. El objetivo
principal de este trabajo es realizar un estudio clinico, anatomopatolégico, microbioldgico y genético de
infeccidn por Aspergillus en especies exdticas a partir de las muestras recibidas con sospecha de esta
enfermedad del Centro de Recuperacién de Fauna Silvestre de La Alfranca (Zaragoza). Los casos
recibidos son de aves y tortugas, por lo que se procede a introducir este género de hongo de manera

general y también de manera mas especifica analizando la enfermedad en aves y en reptiles.

Se conocen alrededor de 900 especies de Aspergillus, todas ellas compuestas por hifas hialinas

septadas? y con reproduccién sexual y asexual®. Principalmente las estructuras que propician la



reproduccion asexual (conididforo, vesicula, fidlides y conidios) son las que permiten diferenciar
microscdpicamente las diferentes especies?, como A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. nidulans y A.
terreus, que son las mas frecuentes en aves?, aunque con un predominio casi total de A. fumigatus (95%
de los casos®). En reptiles el estudio de la aspergilosis no se encuentra tan avanzado como en aves y no

hay datos concluyentes sobre la frecuencia de las diferentes especies del hongo.

La aspergilosis no es contagiosa® y no produce enfermedad en organismos inmunocompetentes? a no
ser que la carga fungica sea maxima®*, lo que lo convierte en un patégeno oportunista. Las esporas son
vehiculizadas por el aire, lo que explica la localizacidn de las manifestaciones clinicas y lesiones que se

desencadenan en la mayoria de los casos: el tracto respiratorio’.

La diferenciacidon entre especies de Aspergillus solia realizarse mediante métodos clasicos como el
cultivo de los mismos y el posterior analisis de sus caracteristicas morfoldgicas. Sin embargo, en los
ultimos afios, y debido a la aparicion de especies cripticas (especies no diferenciables

morfolégicamente), se han introducido y desarrollado técnicas moleculares para tipificar cada especie®.

La aspergilosis en las aves adquiere una relevancia mayor que en otras especies de vertebrados. Dentro
de los agentes infecciosos causantes de enfermedad en aves, los micdticos son los segundos mas
frecuentes, por detras de los bacterianos, y a su vez, de entre los agentes micdticos, el mas frecuente es

el género Aspergillus®.

Las aves tienen ciertas caracteristicas que explican la mayor relevancia de esta enfermedad en
comparaciéon con otras especies de mamiferos: la estructura de su aparato respiratorio, constituido por
sacos aéreos, que favorece el desarrollo flungico, la falta de epiglotis y diafragma, la temperatura
corporal normal de su organismo (38-45 °C) y sus peculiares caracteristicas celulares (distribucién
limitada de columnas ciliadas pseudoestratificadas en el aparato respiratorio®, falta de macréfagos de
superficie propios de los mamiferos caracterizados por la producciéon de mieloperoxidasa y mecanismos
oxidativos para fagocitar conidios de Aspergillus spp. y dependencia por lo tanto de los heteréfilos que
usan proteinas catidnicas, hidrolasas y lisozimas incapaces de destruir hifas)>!°. Sin embargo, segin
estudios mas recientes, el hecho de que la falta de macréfagos de superficie sea determinante en la
incapacidad o incompetencia del sistema inmune respiratorio aviar y por tanto responsable de la alta

susceptibilidad de las aves no tiene suficiente base cientifica fundada®.



Debido a las caracteristicas patogénicas de Aspergillus existen diferencias en la prevalencia de la
enfermedad entre los distintos grupos de aves. Al ser un patégeno oportunista, que desarrolla
enfermedad en individuos inmunocomprometidos, estas diferentes prevalencias no responden tanto a
un patrén por especie de ave, como a las condiciones en las que estas viven y la manera en que estas
condiciones influyen en el estado inmunoldgico de cada grupo. De esta manera, las especies de aves
silvestres en cautividad, como usualmente son las rapaces, son el grupo con mayor prevalencia de esta
enfermedad. Vivir en cautividad, ya sea en zoos, centros de rehabilitacién o propiedades privadas,
provoca un estado de inmunosupresién en el animal que puede tener su origen tanto en el estrés
derivado de la vida en cautividad, como en los posibles tratamientos farmacolégicos que puedan recibir,
las deficiencias de manejo que pueda haber, o las condiciones del ambiente en el que habitan. El
hacinamiento, la higiene del lugar y la ventilacion son factores que no solo pueden contribuir a
desencadenar un estado de inmunosupresién en el individuo, sino también a elevar la carga fungica y el
numero de esporas en el ambiente hasta niveles maximos, lo que podria hacer que individuos con un

sistema inmunolégico competente desarrollaran también la enfermedad®*..

La aspergilosis en reptiles no adquiere la dimensidn que alcanza en las aves, pero siguen siendo muchos
los casos descritos y ocurren de manera regular. Sin embargo, la literatura publicada hasta el momento
es algo incierta, haciendo que no sea posible dar datos concluyentes sobre la distribucion, frecuencia y

prevalencia de la enfermedad ni sobre las especies concretas de Aspergillus involucradas®2.

Aunque pueden actuar como agentes primarios de enfermedad, la mayoria de las veces lo hacen de
manera secundaria, oportunista, cuando el sistema inmune estda comprometido, ya sea por factores
intrinsecos al animal, como una enfermedad concomitante, o extrinsecos, como unas condiciones
ambientales desfavorables (sobre todo teniendo en cuenta que son animales ectotermos). El hecho de
aparecer como agentes secundarios y de que el curso de este tipo de enfermedades sea progresivo y
clinicamente silente, puede conducir a diagndsticos erréneos y/o a infradiagnosticar la infeccidn. Esto
resulta en un escaso consenso entre los trabajos publicados hasta el momento, y por tanto impide
proporcionar datos uniformes y homogéneos sobre la distribucion y prevalencia real de las

enfermedades micdticas'?.



Dentro de las enfermedades micéticas, el género Aspergillus es de los que mas cominmente se aislan??,
sin ser el de mayor importancia como lo era en aves. Donde si parecen coincidir todos los estudios
publicados, aunque sean escasos, es en afirmar la existencia de una micobiota normal en los reptiles de
la que forma parte Aspergillus en algunas especies (alin no se ha probado que sea en todos los reptiles).
Un estudio realizado en 2003 encontrd Aspergillus en el 69 % de las muestras tomadas de la piel de

reptiles escamosos, lo que hay que tener en cuenta a la hora de diagnosticar una lesién con hifas®?.

A continuacidn, se expone una relacién de casos en los que ha participado el hongo Aspergillus,
resaltando los descritos en tortugas al principio de cada apartado. Teniendo en cuenta el planteamiento
de que Aspergillus es parte de la flora normal de algunos tipos de reptiles, siempre estd la duda de si en
los casos descritos con aislamiento de este hongo participa de manera activa, ya sea de manera primaria
o secundaria en la lesidn, o es un mero contaminante ya que se encuentra de manera normal en el
individuo. De hecho, en uno de los estudios que describe uno de los casos relatados a continuacién, el
cuarto del apartado de lesiones cutdneas, se aislaron miembros de los géneros Aspergillus, de piel y

escamas aparentemente sanas y normales de un aligdtor americano (Alligator mississippiensis)*3.

12,13

Lesiones cutaneas

e  Granulomas pata delantera tortuga almizclada (Sternotherus odoratus) acuatica hembra.

e Queratitis tortuga de la Florida (Gopherus polyphemus) terrestre macho adulto, asociado a trauma

y ceguera.

e Lesiones cutdneas y gingivales con aislamiento de Aspergillus niger en infeccién mixta de dermatitis
necrotizante y neumonia en un estudio con cocodrilos marinos y australianos de agua dulce

(Crocodylus porosus y Crocodylus Johnstoni).

e Aislamiento Aspergillus de dermatitis necrotizante mixta en un cocodrilo americano de 100 afios

(Crocodylus acutus) infectado con Erysipelothrix indiosa.

e Aislamiento A. terreus de lesiones edematosas y necrdticas de dos iguanas San Esteban

(Sauromalus varius).

e Aislamientos Aspergillus spp. en infecciones membrana lenticular y cérnea en pitén reticulada

(Python reticulatus) y boa arco iris colombiana (Epicrates maurus).

Aspergilosis profunda o sistémica

e  Muerte por aspergilosis generalizada tortuga campanita (Hydraspis hilarii).



e Muerte tres tortugas Galdpagos (Geochelone nigra) y una tortuga gigante de Aldabra
(Aldabrachelys gigantea) con neumonia severa atribuidas respectivamente a Aspergillus

amstelodami (ahora hollandicus) y a Aspergillus spp.

e Aislamiento A. fumigatus y A. ustus de lesiones neumdnicas en un estudio de aligator americanos

(Alligator mississippiensis) cautivos de dos a seis semanas de edad.
e  Aspergilosis pulmonar en dos anacondas verdes cautivas (Eunectes murinus).

e  Muerte lagarto teyu colombiano (Tupinambis nigropunctatus) tras micosis generalizada causada

por Aspergillus spp.
e  Peritonitis con aislamiento Aspergillus spp. de una vibora bufadora (Bitis arietans).
e Lesiones nodulares por Aspergillus spp. en serpiente de agua del norte (Nerodia sipedon).

e Neumonia y dermatitis granulomatosa por Aspergillus niger en una serpiente cascabel diamantina

del oeste (Crotalus atrox).
e  Repetidos casos Aspergillus como agente primario causante de micosis sistémicas en serpientes.

En 2009 se publicd un estudio para evaluar la eficacia del itraconazol en infecciones por Aspergillus en
reptiles que permite tener constancia de siete casos mas de aspergilosis en reptiles. Fueron
diagnosticados cuidadosamente mediante histopatologia y cultivo y en cinco de los siete casos fue A.
fumigatus la especie implicada, lo que puede servir como indicador de cudl es la especie mas prevalente

en reptiles cuando el diagndstico y la documentacidn se hacen de manera correcta’®.

Aspergillus es un hongo sapréfito ubicuo y sus esporas se encuentran en la tierra, pastos, granos,
semillas o cualquier sitio que le permita disponer de material orgdnico para alimentarse. Ademas, son
muy resistentes a las condiciones meteoroldgicas, aunque proliferan mejor en ambientes humedos, con

temperaturas cercanas a los 37°C, poca ventilacién y mucha materia organica®’.

Las esporas son vehiculizadas por el aire e ingresan en el organismo del hospedador por las fosas nasales
o directamente hasta la laringe por la boca®. Las esporas de A. fumigatus tienen un tamafio que les
permite superar la primera barrera fisica de defensa y no quedar atrapadas en la cavidad nasal o la

trdquea’.



El tamafio de espora puede explicar el hecho de que el 95 % de los casos de aspergilosis en aves sean a
causa de A. fumigatus®. Tras su ingreso en el organismo, el primer sitio de infeccion suelen ser los sacos
aéreos, ya que el aire inhalado llega a los sacos aéreos toracicos y abdominales posteriores para pasar a
continuacién a contactar con el epitelio superficial del pulmén. Una vez alli, las esporas son rodeadas
por células fagociticas. Si la infeccion vence a los mecanismos innatos de defensa y sobrepasa las
capacidades inmunolégicas del hospedador, ya sea porque la carga fungica es muy alta o porque el
sistema inmune no es del todo competente, se establece la enfermedad. Es, por lo tanto, una
enfermedad que principalmente afecta al sistema respiratorio, con la posibilidad de diseminarse y
convertirse en sistémica pudiendo afectar a otros drganos. El mecanismo de diseminacion al resto del
cuerpo se desarrolla por extensién directa o via hematdgena, ya que las hifas tienen la capacidad de ser
tejido-invasivas y angio-invasivas. Las células defensivas como los macréfagos también estan implicadas

en la diseminacidn de las mismas®®°.

Una parte importante de la patogenicidad de Aspergillus se debe a la produccion de micotoxinas,
potentes metabolitos capaces de suprimir o minimizar el sistema inmune el hospedador. Este género de

hongo puede producir aflatoxinas, ocratoxina A y gliotoxina®.

Recientes estudios in vivo e in vitro sugieren que el galactosaminogalactano (GAG) es el principal
mediador de la virulencia de A. fumigatus y que resulta determinante en la adherencia a los

componentes del hospedador, pero las estrategias anti-GAG son un campo aun sin explorar®.

En reptiles, las micosis pueden presentarse de forma superficial (cutaneas), profunda (sistémicas)
afectando a uno o mads érganos, o mixta, cuando a partir de la presentacién superficial se extiende. La
aspergilosis profunda afecta principalmente al aparato respiratorio inferior, con posibilidad de
diseminarse a otras visceras. Al igual que en las aves, el estado inmunoldgico del hospedador es
fundamental para el desarrollo de la enfermedad, no estableciéndose en animales inmunocompetentes
a no ser que la carga fungica sea maxima. En estos animales las condiciones del medio en el que habitan
marcan en gran medida el estado de su sistema inmune y, por tanto, el desarrollo o no de la

enfermedad, sobre todo teniendo en cuenta que son ectotermos®2.



Afecta principalmente al sistema respiratorio, sobre todo al inferior (pulmones y sacos aéreos), pero
puede diseminarse a otros érganos como el higado, tracto digestivo, bazo, corazén, rifiones, encéfalo,
piel, huesos, ojos y bolsa de Fabricio. Por lo tanto, es una enfermedad que puede presentarse de
manera localizada o generalizada (diseminada o sistémica). Ademads, se puede manifestar de forma

aguda o crénica’?®,

Forma aguda

Suele presentarse en animales jovenes expuestos a una alta concentracién de esporas (situacidn
normalmente desencadenada por una higiene deficiente) y conlleva una alta tasa de mortalidad y
morbilidad®. Su curso es muy rapido, normalmente menos de una semana, pudiendo morir el animal
incluso en 2 dias, pero estos son casos anecdéticos de rapaces aparentemente sanas que murieron en
ese plazo tras estar expuestas al hongo®. Los sintomas que desencadena son algo inespecificos,
principalmente propios del aparato respiratorio: anorexia, letargia, fiebre, plumas estropeadas, signos
respiratorios (como disnea, taquipnea, catarro, ruido respiratorio durante la espiracion, indicativo de
vias bajas o estridor inspiratorio propio de vias altas), poliuria/polidipsia, pérdida de peso, disquinesia y
muerte subita!®. Este tipo de curso de enfermedad se centra principalmente en el aparato respiratorio,
sobre todo en pulmdn, por eso la mayoria de los sintomas estdn relacionados con ese aparato, y tiene

un patron de distribucién mas localizado al ser tan rapido el proceso®.
Forma crdnica

Se asocia con un estado de inmunosupresion del hospedador. Suele afectar a ejemplares de mayor edad
y tiene una tasa de mortalidad y morbilidad menores. Los sintomas tampoco son especificos, entre los
que destacan la pérdida de peso, reduccion de la actividad e intolerancia al ejercicio con disnea?. Varian
mucho dependiendo de la localizacién y distribucion de la enfermedad, y por lo tanto de los 6rganos
afectados, ya que la forma crénica suele extenderse mas a otros tejidos (aspergilosis generalizada) que
la aguda®®, al ser consecuencia de un estado de debilidad inmunoldgica del animal y al tener un curso

mas progresivo y lento.

En reptiles, los signos clinicos de la aspergilosis también son muy inespecificos y variados, ya que
dependen de la los dérganos afectados y la distribucién de esta enfermedad en reptiles es muy

heterogénea. Tiene dos variantes: la superficial o cutanea y la profunda o sistémica, que afecta
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principalmente al respiratorio inferior, pero con posibilidad de extenderse a higado, bazo y otras

visceras'?.

Necropsia

Existen dos formas o patrones de lesidn: una granulomatosa o nodular, que se desarrolla generalmente
en parénquima no aéreo que engloba las hifas en el interior, y una necrética no encapsulada infiltrativa
localizada generalmente en drganos aéreos, principalmente en pulmén y sacos aéreos’® que
frecuentemente invade los vasos sanguineos®. También es posible que converjan las dos formas y se
manifiesten a la vez en el mismo lugar o tejido, lo que es denominado por algunos autores como forma

mixta®.

En la forma necrética no encapsulada se observan zonas de necrosis, recubiertas o no por placas
amarillento-blanquecinas desde caseosas a gelatinosas y nodulares o confluentes, en ocasiones
recubiertas de moho, de color variable dependiendo de la especie de Aspergillus, en pulmdn, sacos

aéreos, y/o traquea'! y raramente en la cavidad nasal y en los sacos aéreos de los huesos®®.

La forma granulomatosa, que recuerda a los granulomas tuberculosos, podria decirse que es una
presentacién mas croénica, al haber formado granuloma alrededor de las hifas del hongo. Los elementos

de su estructura van cambiando en funcion de la cronicidad.

Histopatologia

Las diferencias histopatoldgicas que hay entre diferentes presentaciones de la enfermedad son debidas
a la evolucién de la misma principalmente. En la forma necrdtica, mas aguda, se observan focos
necrdticos con presencia de un elevado nimero de hifas y signos de inflamacion. A medida que se
cronifica se comienza a vislumbrar una estructura granulomatosa. Esta se corresponde con necrosis
central con detritus e hifas rodeada de capas, mds o menos concéntricas, de macrdéfagos en ocasiones
con aspecto epitelioide, células multinucleadas, linfocitos mds externamente, y en ocasiones fibrosis.

Esta estructura cldsica puede variar en sus componentes predominando alguno de ellos*®,

En reptiles las lesiones varian dependiendo de la forma de enfermedad que sea, cutdnea/superficial o
sistémica o profunda. Las lesiones cutdneas, segln los casos registrados, suelen ser necrdticas o

edematosas (en piel, tejido gingival, cdrnea, etc.) o con formacién de granulomas de superficiel>?3,
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Cuando es aspergilosis profunda la tipica lesién observada es la neumonia granulomatosa o nodular con
placas de moho en superficie de traquea, o membranas celdmicas, con diseminacion a otros érganos

normalmente en forma de granulomas que recuerdan a los de la tuberculosis®2.

A pesar de que es una enfermedad importante y bien descrita en la actualidad el diagndstico
antemortem sigue siendo dificil o no definitivo, lo que obliga a depender de una combinacién de

técnicas diagndsticas para alcanzarlo de manera fiable!!.

Todo diagndstico empieza por la anamnesis, incluyendo historial clinico y analisis de las condiciones en
las que se encuentra el animal y del ambiente. En los casos de curso agudo los sintomas se desarrollan
en un corto periodo de tiempo y son mas reconocibles desde un enfoque sintomatoldgico y clinico del
diagnéstico que los casos de aspergilosis crénica en los que el diagndstico esta mas enfocado a analizar

los factores predisponentes, que es cuando la anamnesis adquiere una importancia vital'!.

En estos casos el andlisis de los factores predisponentes de enfermedad se sustenta sobre tres pilares
fundamentales: el estado sanitario del animal (intrinseco) con especial atencidn al sistema inmune, la
predisposicién racial y de edad de la enfermedad, y el ambiente en el que vive el individuo, atendiendo a
las condiciones del medio y a su concentracion fungica. Se amplia la informacién de estos tres puntos a

continuacién por orden en el que estan escritos en la anterior frase:

e Deficiencias nutricionales, tratamientos sanitarios, infecciones o cualquier enfermedad no
infecciosa, intoxicaciones, manejo inadecuado, estrés y condiciones ambientales desfavorables
pueden inducir una depresién del sistema inmune®*?,

e No se han podido confirmar diferencias de susceptibilidad entre especies, la prevalencia de
aspergilosis responde mdas a cualquier variable que pueda afectar al estado del sistema
inmunoldgico. Los individuos jovenes son mas susceptibles®.

e  Muy estrechamente relacionado con el primero de los pilares, al influir las malas condiciones del
medio directamente sobre el estado inmunolégico del animal. Temperatura inadecuada, deficiente
ventilacidn, excesiva humedad o sequedad, mala higiene. Hay que analizar la concentracion fungica
del ambiente, al poder desencadenar enfermedad si estd en una concentracion muy alta sin

necesidad de estar el sistema inmune del animal debilitado*'’.
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Una vez realizada la anamnesis, se pasa a analizar los signos clinicos. Sobre todo, hay que prestar
atencién a los signos respiratorios. Se empieza por calcular la frecuencia respiratoria, ya que puede
denotar disnea. A continuacion, una exploracién exhaustiva de las estructuras respiratorias, con ayuda
de un estetoscopio para las estructuras inaccesibles. Los sonidos estridores inspiratorios denotan que el
problema esta situado en vias altas, y si el sonido espiratorio es audible el problema se encuadra en vias
bajas (pulmdn, sacos aéreos). Si la aspergilosis trasciende del aparato respiratorio y se extiende a otras
zonas, los signos clinicos dependeran de lo que esté afectado, y habrd que realizar una exploracién
completa conforme al aparato afectado!'. En cualquier caso, al ser los signos de aspergilosis tan
inespecificos, el examen clinico carece de relevancia diagndstica pero si que es util para acotar la zona

afectada y ver como de grave es el cuadro®™.

Ya que el diagnéstico ante-mortem de esta enfermedad es dificil, debido a lo inespecificos que son los
sintomas, el diagndstico post-mortem se presenta a veces como la Unica via diagndstica. Sobre todo, en
los casos en los que el érgano afectado es inaccesible y, por lo tanto, es imposible recoger muestras
para cultivo o histologia®'. Hay que realizar una necropsia sistematica y ordenada, teniendo en cuenta
las anteriores fases diagndsticas que nos pueden guiar a la hora de buscar la zona afectada y tomar
muestras. Los hallazgos de la necropsia se han descrito anteriormente en el apartado de anatomia

patoldgica.

La histologia es clave para el diagndstico, ya que el cultivo y posterior observacién macroscopica
necesitan analizarse junto con la reaccion histoldgica que se ha desencadenado, dado que ninguna de
las técnicas por separado puede asegurar el diagndsticoll. Las caracteristicas histolégicas han sido
analizadas anteriormente en el apartado anatomia patoldgica. Como complemento a la histologia se
sitia la citologia. Para la recogida de muestras de cara a la citologia no es tan necesario actuar
asépticamente como para el cultivo, con recoger los fluidos después de enjuagar los 6rganos afectados

es suficiente. Se pueden observar tanto células inflamatorias como hifas®®.

Siempre se ha de tener presente a la hora de enfocar el diagndstico diferencial, tanto en aves como en
reptiles, destacar que desde un punto de vista anatomopatoldgico macroscdpico las lesiones
granulomatosas son similares en varias enfermedades como granulomas bacterianos (por ejemplo, los
causados por E. coli) y tuberculosis’®®, En aves se conoce una gran variedad de posibles agentes
causantes de granulomas hepaticos, que pueden ser tanto virales como bacterianos, flungicos o

parasitarios®.
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De especial importancia es la confusidn en reptiles con la tuberculosis, de hecho, el caso de la tortuga
utilizada en este estudio venia principalmente con esa sospecha. Desencadena un patron
anatomopatoldgico granulomatoso con lesiones nodulares blanco-grisdceas en subcutaneo y en
distintos dérganos. Histopatolégicamente las lesiones revelan la tipica inflamacién granulomatosa con
células gigantes multinucleadas'®. El uso de tinciones diferenciales es de gran utilidad en su

diferenciacidn, con Z-N para micobacterias y PAS o Grocott para hongos®.

El cultivo del organismo si es necesario y definitivo para el diagndstico de aspergilosis combinado con el
examen histolégico, aunque no siempre sirve. El analisis de las caracteristicas macroscdpicas y
microscépicas del aislamiento permite identificar si se trata de Aspergillus, y mdas concretamente la
especie, aunque esta no con suficiente fiabilidad®. La identificacién macroscépica atiende al aspecto,
color anverso y reverso, diametro y textura de las colonias, mientras que la microscdpica centra el
analisis en las cabezas conidiales, conidios, conidiéforos, vesiculas, fialides, métulas, células de Hiille,
cleistotecios y esclerotes?®. En la identificacion microscopica de Aspergillus se observan las siguientes
caracteristicas: hifas hialinas, septadas, rectas con ambos lados paralelos y con terminaciones
redondeadas, grosor de pocas micras dependiendo de la especie (A. fumigatus presenta las mas
pequefias de 2 a 3 um) y ramificaciones dicotdmicas en angulo de 45 grados. La morfologia de los

conidiéforos varia con la especiel?,

La recogida de muestras es crucial de cara al cultivo del hongo, siendo muy importante evitar la
contaminacién, aunque luego el medio de cultivo sea un medio especifico selectivo agar Sabouraud con

cloranfenicol*!.

En los ultimos afios, se han desarrollado, y se siguen perfeccionando, las técnicas diagndsticas de
identificacién molecular en respuesta a la creciente necesidad de una identificacién precisa de la especie
de Aspergillus. Con el cultivo y su consecuente analisis macroscépico se puede caracterizar la especie, o
al menos eso se pensaba hasta que se introdujo el concepto de las especies cripticas, que son aquellas
no diferenciables macroscopicamente. Asi pues, el enfoque diagndstico de la identificacidon
macroscopica parece quedarse corto e incompleto, y en cualquier caso no es fiable al 100%%%. La
importancia de tipificar de manera precisa las especies de Aspergillus no solo radica en ampliar y
perfeccionar el campo de la filogenética, también permite tener un conocimiento epidemioldgico que
puede resultar clave a la hora de enfocar clinicamente la enfermedad que desencadena, pudiendo

relacionar la presencia y concentracidon de diferentes especies de Aspergillus en el medioambiente con
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las causantes de enfermedad en los individuos estudiados. De la misma manera, puede resultar
determinante a la hora de instaurar un tratamiento, ya que las diferentes especies tienen diferentes
mecanismos de respuesta a los antiflingicos, y siempre teniendo presente el aumento de resistencias

que se estd detectando en los Ultimos tiempos?%23,

Existen muchas técnicas de identificacién vy tipificacion molecular, todas ellas con distintas
caracteristicas, y que se han venido utilizando en las Gltimas décadas® segtin lo que fuera mas adecuado
para cada caso. Para su eleccidn hay que tener en cuenta su poder discriminatorio y la eficacia de las
mismas, su reproducibilidad y las posibilidades que tenga el laboratorio en el que se realizara el
analisis?*. Muchas técnicas se basan en la secuenciacidn parcial o completa de diferentes genes diana o
marcadores moleculares como las regiones ITS y proteinas codificantes como la calmodulina y la beta-
tubulina®. De hecho, se ha llegado a considerar la region ITS como el cédigo de barras universal de los
hongos?®. Sin embargo, las regiones ITS no siempre son fiables para la diferenciacién de especies

326 y recientes estudios afirman que la regién de la beta-tubulina resulta

filogenéticamente préximas
mas discriminante y fiable para la identificacién molecular de Aspergillus?>?°. Diversos grupos de
investigacion han implementado otras técnicas como PCR, RFLP, SSCP Y RAPD-PCR debido a que los
secuenciadores de ADN todavia no estan muy extendidos en los laboratorios clinicos®. En los Gltimos
afos se ha planteado el uso de la técnica de RFLP-PCR en el gen de la beta-tubulina y el analisis de

microsatélites del ADN como métodos alternativos a la secuenciacidoné.

Asi pues, el diagndstico de un posible caso de aspergilosis se entiende como un proceso
compartimentado y sistematico en el que se empieza por analizar clinicamente el caso, lo que
normalmente sirve para determinar la gravedad del mismo y de complemento a las siguientes técnicas
diagnésticas, lo que lleva a depender del diagndstico post-mortem para dar un diagndstico definitivo. El
diagndstico anatomopatoldgico permite ya encaminar las sospechas de manera mas fiable, aunque
debido a la similitud del patréon de esta enfermedad con los de otras no se alcanza un diagndstico hasta
gue no se combina con la microbiologia, que junto con la citologia e histologia permiten caracterizar el
agente causal identificando el género y la especie de Aspergillus implicada. Sin embargo, para tipificar

de manera completamente fiable la especie es necesario recurrir a las técnicas moleculares.

A este proceso diagndstico se le pueden afiadir otras técnicas diagndsticas, que por si mismas no sirven
para diagnosticar la enfermedad de manera definitiva, pero que combinadas con las que se acaban de
describir ofrecen la posibilidad de evaluar la extensién y gravedad de la enfermedad y/o de apoyo a los

resultados que hayan podido obtenersel?. Estas técnicas se describen en el siguiente apartado.
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Diagndstico por imagen

De todas las pruebas de diagndstico por imagen que existen, las Unicas que se llegan a utilizar son la

radiologia y la endoscopia®?.

Hematologia/bioguimica vy serologia

Los signos que se observan en la mayoria de casos son: leucocitosis con heterofilia (puede indicar que
hay una infeccidon y que el sistema inmune esta involucrado), linfopenia y monocitosis y anemia no
regenerativa, especialmente en estadios crénicos de la enfermedad®. Los resultados de la bioquimica
varian en funciéon de los érganos afectados!!. En cuanto a la serologia, existen multitud de técnicas:
electroforesis proteinas, evaluacién proteinas fase aguda, deteccidn anticuerpos frente a Aspergillus,

deteccidn de antigeno y deteccidn de toxinas®l.

En reptiles el diagndstico definitivo se realiza combinando la citologia, histologia y el cultivo como en
aves. Hay que destacar la importancia que tiene para un diagndstico fiable en reptiles el, ademas del
cultivo del hongo, demostrar histolégicamente que esta implicado en la lesidon y que la morfologia
microscépica de las estructuras fungicas del cultivo es compatible con la observada en histologia, al ser
Aspergillus parte de la micobiota normal en reptiles. Ademas, también es recomendable asegurarlo

mediante técnicas moleculares®?.

3 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Aspergillus es uno de los causantes de infeccién mas importante en las aves, siendo el mas frecuente de
los agentes etioldgicos fungicos. En reptiles también reviste de mucha importancia, aunque sin alcanzar
la dimensién que adquiere en aves. Puede afectar a todas las especies de aves y reptiles, pero se ha
observado mayor prevalencia en individuos en cautividad, y esto se debe a las caracteristicas de
patogenicidad del organismo. Al ser oportunista son los especimenes inmunocomprometidos los que
pueden llegar a desarrollar enfermedad, y este perfil de individuo se suele encontrar en centros en los
gue se mantienen especies silvestres en cautividad, ya sea porque llegan animales enfermos (como en
los centros de recuperaciéon de fauna silvestre), por las condiciones del ambiente o por el estrés

derivado de no hallarse en su habitat natural.
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Teniendo en cuenta la creciente presencia e importancia de los centros de recuperaciéon de especies,
realizar un andlisis exhaustivo de la aspergilosis podria resultar determinante para el funcionamiento de

estos centros y para la salud de las especies que albergan.

En aves el conocimiento de este patdgeno estd mas avanzado que en otras especies y hay mucha
documentacion, pero, aun asi, la falta de estandarizacién y guias (como en medicina humana) lleva a
obtener datos epidemioldgicos, diagndsticos y de tratamiento de poca calidad, y la realizacién de

estudios de recopilacidon para mejorar en este sentido es una cuestién todavia necesaria.

En reptiles este problema estd aun mas lejos de alcanzar unos niveles aceptables de documentacion y
consenso. Hay poca literatura publicada hasta el momento (y la que hay esta incompleta) y muestra
discrepancias entre los autores. Al igual que en aves, una revision de la informacion publicada y la
estandarizacién de los protocolos a la hora de abordar casos sospechosos de aspergilosis podria ser el

punto de inflexién de cara a poder disponer en el futuro de informacién fiable y consensuada.

Una de las razones mas importantes por las que es necesario ampliar y consensuar la informacion de la
que se dispone es el desafio que suponen las especies cripticas. Es determinante tanto para tener un
conocimiento epidemioldgico fiable como a la hora del abordaje clinico el tipificar con la mayor
seguridad posible la especie de Aspergillus implicada en cada caso. Seguir ampliando el conocimiento de

los métodos de identificacién moleculares es crucial para afrontar dicho desafio.

: realizar un estudio de la aspergilosis en especies exdticas, en concreto en aves y
reptiles, desde un punto de vista clinico, anatomopatoldgico, histopatoldgico, microbiolégico y genético
a partir de las muestras remitidas de individuos con sospecha clinica y lesional de aspergilosis durante
este curso 2016/2017 desde el Centro de Recuperacion de Especies Silvestres de La Alfranca (Zaragoza)
y de las muestras almacenadas en la facultad de afios anteriores de la misma procedencia con

implicacion de Aspergillus ya confirmada.

2.1. Evidenciar la posible confusidn a la hora de establecer un diagndstico diferencial desde un
punto de vista lesional macroscdpico.

2.2. Verificar la eficacia de la técnica de identificacién molecular de la amplificacién y
secuenciaciéon de un fragmento del gen codificante para la B- tubulina para identificar

genéticamente la especie de Aspergillus responsable en casos de aspergilosis.
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4 MATERIALY METODOS

En primer lugar, con el objetivo de introducir el tema a tratar en el trabajo se realizé una busqueda
bibliografica en la base de datos PubMed utilizando las siguientes palabras clave: “Aspergillus”,
“aspergillosis”, “birds”, “avian”, “reptiles”, “molecular”, “typing”. Dicha busqueda se amplié mediante la
consulta de algunos de los articulos citados en la bibliografia seleccionada de PubMed. Ademas, se
consultd el libro Infectious Diseases and Pathology of Reptiles: Color Atlas and Text de la biblioteca de la

Facultad de Veterinaria de Zaragoza®?.

Los sujetos de estudio seleccionados fueron los individuos del Centro de Recuperacion de Especies
Silvestres de La Alfranca (Zaragoza) con sospecha clinica y lesional de aspergilosis durante el curso
2016/2017 y los individuos de la misma procedencia de afios anteriores con aspergilosis ya confirmada
cuyas muestras se almacenan en la facultad. Se analizaron un total de 6 muestras pertenecientes a 6
individuos: 1 reptil, tortuga Jicotea (abreviatura utilizada: T), y 5 aves, un buitre quebrantahuesos (B), un

estornino negro (H1), un buitre leonado (H2), una espatula (H3) y un azor (H4).

Los criterios de seleccién fueron los siguientes: individuos de cualquier edad, sexo y especie del Centro
de Recuperacidon de Especies Silvestres de La Alfranca, ya sean residentes o remitidos al mismo, muertos
con un diagndstico diferencial clinico-lesional en el que esté presente la aspergilosis durante el periodo

de tiempo concretado arriba.

Se nos remitieron muestras de diversos érganos o estructuras de cada animal seleccionadas por los
veterinarios del centro en funcién de la localizacién de la lesidn considerada mas adecuada para su
posterior estudio. Con cada paquete de muestras de un individuo venia adjunto el historial clinico y los

resultados de la necropsia. Las muestras venian conservadas en formol y congeladas.

El formol en el que venian inmersas las muestras desempefia doble funcién, la de conservacién y la de
fijacion del tejido para evitar la degeneracién post-mortem. En 48 h. la se completé la fijacién. El
protocolo de preparacion de muestras histoldgicas comenzé con el lavado de las muestras para eliminar
el exceso de fijador y evitar asi interferencias con la sustancia de inclusién a posteriori. Después se
deshidraté la muestra con alcoholes de concentracion creciente, pues el medio de inclusién que se

utiliza en uno de los procesos posteriores es hidréfobo, y se aclaré con xileno (o xilol), que es un
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compuesto miscible tanto con el alcohol del paso anterior como con la parafina que se utiliza en el
siguiente paso. Una vez hecho esto, se realizd la inclusion en parafina liquida a unos 60 °C durante 3-4 h.
De esta manera la sustancia penetra en el tejido y lo envuelve, para después traspasarlo a un recipiente
molde en el que se enfria formando bloques endurecidos de tejido que pueden ser cortados. Asi pues,
se procedié al corte de los bloques de muestras con un microtomo disponiendo las zonas de mas interés
hacia la estructura de corte del aparato. Se realizaron secciones de 4 um, lo suficientemente finas para
permitir el paso de la luz y que pudieran ser observadas por microscopia éptica, por duplicado de cada
muestra. Una vez hechas, se introdujeron en agua caliente (45 °C) para su extensidn y posteriormente se
depositaron sobre un portaobjetos para su secado. Antes de la tincién se volvieron a aclarar con xileno
(o xilol), ya que es necesario extraer la parafina del tejido al ser hidréfoba, y se hidrataron con alcoholes
de concentracidn decreciente y agua destilada, ya que los colorantes a utilizar después son de base
acuosa. Una vez hidratadas se procediod a realizar la fase de tincion. Los colorantes elegidos fueron los
de hematoxilina-eosina y PAS especifico para hongos (por eso se secciona cada muestra por duplicado) y
la tincidn se realizd siguiendo los protocolos de tincién de cada colorante. Para guardar las muestras por
tiempo prolongado es necesario volver a deshidratarlas y a aclararlas con xileno para después adicionar

la resina adhesiva y cubrir la seccidon con un cubreobjeto.

El cultivo se realizd a partir de muestras descongeladas. El medio utilizado fue el agar
Sabouraud/Cloranfenicol con pH 5.6 (+/-0.2), un medio selectivo para el aislamiento de hongos gracias a
sus agentes selectivos para inhibir el crecimiento de bacterias: el pH y el cloranfenicol, un antibidtico de
amplio espectro. Las muestras T y B eran porciones de érganos afectados con lesidn visible y se
sembraron siguiendo la técnica de los tres puntos, poniendo en contacto el fragmento con el agar
(retirdndolo después) en tres puntos equidistantes. Las cuatro muestras restantes se sembraron
mediante la técnica de los tres puntos utilizando un asa de siembra, ya que estaban conservadas en fase
liquida en tubos. El liquido se obtuvo mezclando la cepa del hongo aislada con el liquido de congelacion.
Una vez realizadas las siembras las placas se introdujeron en una estufa para su incubacion a 37 °C unas

48 h.

Tras la incubacién, se realizaron el analisis y la caracterizacién macroscépica del crecimiento mediante

visualizacion directa tanto por el anverso como por el reverso de la placa.

Después del cultivo se realizé la preparacidon para el andlisis microscépico mediante el liquido de tincion
azul de lactofenol. El procedimiento consiste en adherir un trozo de celo a la colonia y depositarlo sobre

un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol para su observacién con un microscopio.
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Se extrajo de las placas con crecimiento una muestra de micelio de aproximadamente 50 mg para

realizar la extraccion de ADN. Para la realizacion de este proceso se utilizo el kit GE de Healthcare illustra

TM tissue & cells genomicPrep Mini Spin Kit siguiendo el protocolo de extraccion de ADN gendmico de
tejidos animales, que, aunque no es especifico para la extraccién de ADN en hongos, es aplicable. El

protocolo utilizado fue el siguiente:

1. Homogeneizacidn de la muestra: los 50 mg obtenidos se mezclaron con 1 ml PBS en un tubo de
plastico cilindrico con esferas de cerdmica (necesarias ya que el ADN fungico es de complicada
extraccién al ser las hifas dificiles de romper) en un homogeneizador de tejidos TeSeE Precess 48,
Biorad durante dos tandas de 1 min. Después se tomaron 50 pl del sobrenadante para continuar la
extraccion.

2. Lisis: al homogeneizado del hongo se anadieron 50 ul de solucién de lisis 1 del kit, encargada de
disolver la membrana lipidica al contener detergentes, y 10 ul de proteinasa K. La mezcla se agitd
en un vortex y se centrifugd 10 s a 2000 x g. A continuacién, se dejé incubar 1 h. a 56 °C.

3. Carga y unidén: transcurrido este tiempo se afadieron 500 pl de solucién de lisis 2 del kit
previamente agitada con un vortex, que produce la deshidratacion y consiguiente precipitacion de
los acidos nucleicos insolubles en alcohol gracias a los alcoholes que contiene, y la mezcla se incubd
10 min a temperatura ambiente. Una vez pasado el tiempo, se cargd en una columna (un tubo de
pldstico con un filtro para que se quede adherido el ADN que se introduce en un tubo colector para
recoger lo que pase ese filtro) y se centrifugd 1 min a 11000 x g. A continuacién, se elimind el
liquido filtrado.

4. Limpieza 1y 2: se afiadieron 500 pl de la solucidn de lisis 2 y se centrifugd 1 min a 11000 x g
descartando el liquido sobrante. Después se afiadieron 500 ul de una solucion tampdn de lavado y
se centrifugd 3 min a 11000 x g descartando el tubo colector.

5. Elucidn: se transfirié la columna a un nuevo tubo de microcentrifugacidn y se afiadieron 50 ul de
tampdn de elucidn precalentado a 70 °C. En el protocolo se especifica 200 ul, pero dado que es
para tejidos y no para hongos y los hongos son dificiles de romper, y por tanto se obtiene menos
ADN, no conviene diluirlo tanto. De todas maneras, se afiadieron en una segunda recuperacién
otros 150 pl de tampdn de elucion precalentado a la columna para recuperar una muestra mas
diluida en un tubo independiente. Se dejaron incubar 1 min a temperatura ambiente y luego se
centrifugaron 1 min a 11000 x g. Finalmente, se recogieron los liquidos de elucion resultantes de
cada muestra (el mas concentrado y el mas diluido resultante de la segunda recuperacion) con ADN

del tubo de microcentrifugacién y se guardd a -20 °C.
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A continuacion, se realizd una cuantificacion de acidos nucleicos en cada eluido resultante del

procedimiento anterior mediante el espectrofotometro Nanodrop (casa comercial).

Una vez comprobada la presencia de dcidos nucleicos en las eluciones resultantes del primer

procedimiento se procedid a realizar la PCR.

Inicialmente, teniendo en cuenta las caracteristicas del estudio y las posibilidades del laboratorio, se
planted la opcidn de realizar la identificacion molecular mediante la amplificacion con PCR y
secuenciacién de un fragmento del gen codificante para la Beta-tubulina y de las regiones ITS (Internal
Transcriber Spacer, secuencias del genoma que se encuentran separando los genes ribosomales?). Ya
gue como se ha dicho en la introduccién recientes estudios sefialan que la region de la beta-tubulina
resulta mas discriminante, fue la metodologia finalmente elegida para la identificacion molecular en
este trabajo. El gen de B-tubulina es uno de los pocos genes complejos que son interrumpidos por uno o
varios intrones, cuya posicidn se conserva en todas las especies investigadas hasta ahora, lo que permite
un disefio facil de los cebadores en torno a esta regién. Ademas, los intrones asociados con el gen B-
tubulina muestran grandes variaciones tanto en longitud como en secuencia. Estas caracteristicas hacen

de esta region del genoma una buena candidata para el desarrollo de marcadores?’.

Se introdujeron en la maquina de PCR las muestras problema, compuestas por los componentes por
muestra que se detallan en la , mas un blanco compuesto por todas esas sustancias excepto el

ADN.

Componentes mezcla de amplificacion de un fragmento del gen B-tubulina a partir de

muestras de hongos.

Componentes mezcla amplificaciéon PCR / muestra

3 pl muestras 5 pl muestras
ADN
concentradas diluidas
H,O destilada x2 31 ul
Tampdn concentrado x10 5ul
Mg Cl, 1.5 ul
Primer Bt2a 0.5
Primer Bt2b 0.5
dNTPs 8 ul
Enzima Taq polimerasa 0.5 ul

Primers: Bt2a (5’-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3') y Bt2b (5’-CCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3)%.
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Se establecieron las condiciones a las que se va a someter a las muestras: 94 °C 5 min, 94 °C 30 s, 55 °C
305, 72 °C 40 s (estas tres ultimas etapas se repiten 35 veces para reproducir 35 ciclos), y 72 °C 7 min. Al

finalizar el proceso se almacena a 4 °C.

Mientras se realizaba la reaccion PCR se preparo el gel de agarosa al 2 % (0.6 g de agarosa en 30 ml de

tampodn de electroforesis TBE) para la electroforesis de dcidos nucleicos en gel. A finalizar la PCR la

amplificacion se visualizd con luz ultravioleta gracias al colorante gel Red (marca comercial). Antes del
siguiente paso, se seleccionaron las muestras que iban a seguir con los procesos posteriores de entre las
12 resultantes (6 animales a estudio con dos muestras cada uno, la mas concentrada y la mas diluida). El
criterio de seleccidén utilizado fue elegir de entre las dos muestras de cada animal la que mejor

visualizacion tuviera en la electroforesis.

Una vez comprobada la correcta realizacién de la PCR se procedié a la purificacién del ADN con la

enzima ExoSaplt (casa comercial) para eliminar todo lo que pudiera interferir a la hora de hacer la
secuenciacidén (nucleétidos y cebadores). Afiadida la enzima se dejé incubar 45 min a 37 °C vy

posteriormente se desnaturalizé incubando 15 min a 80 °C.

Ya purificadas, las muestras se enviaron a un laboratorio externo en Portugal (StabVida) para su
secuenciacién mediante el método de Sanger, que es una técnica de secuenciacién enzimatica que se
basa en la utilizaciéon de la enzima ADN polimerasa para sintetizar de manera secuencial una hebra
complementaria a la hebra molde a secuenciar en presencia de un cebador, los cuatro deoxinucleétidos
del ADN y dideoxinucleétidos (variantes de los cuatro deoxinucleétidos que en su carbono 3’ no
contienen el grupo hidroxilo, cada uno marcado con un pigmento diferente) que interrumpen la sintesis
de ADN obteniéndose asi fragmentos de distintos tamafios?®. Después los fragmentos se separan por
tamafio mediante electroforesis a través de un polimero. Al final del recorrido del capilar con polimero
un haz laser determina la fluorescencia del dideoxinucledtido incorporado al final del fragmento. Un
programa asociado al secuenciador proporciona un cromatograma en el que se visualizan los picos de
fluorescencia de los distintos nucledtidos de la secuencia. La secuencia se analizé con el programa
BioEdit, que permite obtener un formato apto para ensamblar el extremo 5’ de la secuencia (obtenido
con la secuencia reversa y complementaria resultante del uso del primer Bt2b) con el extremo 3’ de la
secuencia (resultante de la secuencia directa obtenida con el primer Bt2a). La secuencia ensamblada del
fragmento amplificado por PCR se compard con la base de datos de GenBank mediante el programa

BLAST.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

La historia clinica y los hallazgos macroscépicos referidos a continuacion son un resumen de la
informacidn aportada, junto con las muestras conservadas en formol y congeladas, por parte del Centro

de Recuperacion de Fauna Silvestre de La Alfranca (Zaragoza).

e Tortuga Jicotea: muerte hembra adulta tras 229 dias en el centro. Ingresada por entrega de sus
propietarios al Acuario de Zaragoza y remision posterior al centro.

e Quebrantahuesos: muerte macho joven tras 11 dias en el centro. Capturado con trampa en el

comedero de la Garcipollera por cojera. Una vez ingresado se le diagnostica antigua fractura de
fémur izquierdo. Ingresa con 3420 g y pierde 1040 g a pesar de comer cada dia.

e Estornino negro: muerte ejemplar macho joven tras 9 dias en el centro. Comia con voracidad hasta
su muerte, aunque se observaban los dedos de las garras agarrotados.

e  Buitre leonado: macho adulto que llega al centro muerto, en rigor mortis y con predacion post-
mortem incipiente.

e  Espatula: macho joven llega al centro en estado terminal pero vivo, caquéctico y con fracturas que
le imposibilitan el vuelo.

e Azor: muerte ejemplar macho adulto tras 14 dias en el centro. Ingresado por traumatismo con

fractura abierta de carpo. Pérdida del 25 % del peso inicial a pesar de comer con regularidad.

e Tortuga Jicotea: excelente estado nutricional. Erosiones caseificadas en regiones popliteas y pliegue
de los codos. Higado globoso con esteatosis hepatica fisioldgica (formaciéon huevos) y nddulos
calcificados en superficie de hasta 1 mm de didametro. Mismos nddulos tapizando fascias, superficie
intestino y pulmdn. Neumonia intersticial y congestidén acusadas. Consistencia eldstica pulmén, no

depresible.

Discusion: la tortuga se remitié a la facultad con la sospecha principal de tuberculosis, lo que
reafirma el hecho de la posible confusién que puede surgir a la hora de realizar un diagnéstico
diferencial desde un punto de vista clinico-lesional al observar lesiones granulomatosas por su

similitud con las de otras enfermedades*?*2.
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Quebrantahuesos: fractura en bisel zona media didfisis fémur izquierdo con signos de consolidacion

y remodelacién, pero sin alinear. Hematomas casi reabsorbidos con contusiones en piel y musculo
en pectorales craneales. Masas blancas circulares gelatinosas de varios mm tapizando fascia
esternal en pectorales, fascia musculos supracoracoideos, periostio esternédn y coracoides,
pericardio, sacos aéreos y superficie pulmones. Parénquima pulmonar hemorragico, con colonias
fungicas. Granulomas en pulmones.

Estornino negro: estado nutricional normal. Pericarditis caseosa, con masa blanca envolviéndolo

manteniéndolo adherido al esterndn. Absceso hepdatico en l6bulo derecho craneal que sustituye

parte del parénquima y en polo caudal pulmdn derecho.

Discusion: el estornino se remitié a la facultad con la sospecha principal de infeccion bacteriana,
otro caso de posible confusion a la hora de establecer el diagndstico diferencial, pues bacterias
como E. coli pueden desencadenar granulomas o lesiones nodulares como las halladas en este

animal®,

Buitre leonado: estado nutricional pobre y deshidratado. Parasitacién por Amblycera e Ischnocera.
Colonias fungicas sobre tapiz caseoso en todos los sacos aéreos y parénquima pulmonar muy
infiltrado de nédulos caseosos. Laceracidén hepdtica masiva resuelta. En lugar de la vesicula biliar se
halla una masa caseosa colonizada por moho.

Espatula: estado nutricional muy pobre. Traumatismos multiples, hematomas y hemorragias
repartidos de manera generalizada por musculos, articulaciones, huesos y otras localizaciones.
Traumatismo craneoencefalico y hemorragia interna generalizada con encharcamiento del pulmén.
Presencia de nddulos en rifién derecho, llenando el espacio entre este y el pulmén y ocupando mas
de la mitad del parénquima pulmonar. Colonias de moho tapizando parte del rifién, pulmoén y sacos
aéreos. Parasitosis intestinal.

Azor: caquexia. Fractura carpo derecho con necrosis de hueso, tendones y piel distal al foco de
fractura. Edema ex vacuo subpericdrdico. Hepatomegalia. Colonias de moho ocupando la mitad del

parénquima del pulmon derecho, sobre granuloma caseoso.

Discusion: atendiendo de manera conjunta a la historia clinica y a los hallazgos en la necropsia cabe
destacar la importancia de analizar dos cuestiones: si el animal desarrollé aspergilosis en el centro o
ingresd ya con la enfermedad y el tipo de curso y distribucidon que siguié la misma. Asi pues, la
tortuga ejemplifica el tipico caso de aspergilosis en especies silvestres en cautividad. El ejemplar
entrd en el centro sano, y casi un afio después muere con lo que presumiblemente es aspergilosis
cronica sistémica. Numerosos autores sitdan el hecho de vivir en cautividad como un factor

predisponente determinante para el desarrollo de enfermedad®!%'®, Uno de los casos sefialados en
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el apartado 2.3.2 de la introduccién describe una situacién similar y en una tortuga también, en
concreto Hydraspis hilarii: muerte del ejemplar por aspergilosis sistémica en el centro Society’s
Garden durante el periodo de aclimatacion?®'*%, En los casos del quebrantahuesos, estornino y
azor mueren tras un periodo mucho mds corto en el centro, pero no se puede asegurar si llegaron
con la enfermedad y en el centro empeoré, y por tanto fue un curso mas lento y crénico, o se
desarrolléd una vez ingresados. El buitre y la espatula llegaron ya muertos (espatula en estado
terminal) por lo que no hay duda de que desarrollaron la enfermedad en libertad, lo que hace
imposible solo con el diagnéstico clinico y anatomopatolégico macroscépico asegurar la rapidez del
curso de la enfermedad. Muchas publicaciones sefialan el hecho de que los individuos en libertad

también son susceptibles de contraer la enfermedad®>*,

Cabe destacar que en los cinco casos de aves y en la tortuga se vio involucrado el pulmdn, lo que
concuerda con la literatura publicada que sefiala al sistema respiratorio bajo como principal diana

de la aspergilosis*®12,

Tras la valoracién microscépica se agruparon las lesiones en tres grupos badsicos, aquellas que
mostraban un predominio de necrosis, las que presentaban principalmente lesiones granulomatosas y
aquellas de cardcter mixto, en las que se apreciaban lesiones de ambos tipos. Este aspecto lesional es
compatible con la cronicidad de las lesiones, siendo mds agudas aquellas en las que las lesiones son mas

necroéticas. Las muestras se clasificaron en los tres grupos mencionados en la

Resultados analisis histopatolégico.

Muestra Patrén histolégico

Tortuga Jicotea (Trachemys scripta) Necrético no encapsulado
Necrético, visualizacion conidios
Quebrantahuesos (Gypaetus barbatus)

Estornino negro (Sturnus unicolor) Mixto con predominancia de necrosis

Mixto con predominancia de necrosis,
Buitre leonado (Gyps fulvus)
visualizacion conidios

Granulomatoso, visualizacién conidios

Espatula (Platalea leucorodia)

Azor (Accipiter gentilis) Necrético
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Discusion: la histopatologia permite visualizar hifas en una lesién de aspergilosis, ya sea aguda o

crénical™®, con las tinciones utilizadas en la metodologia, por lo que esta técnica se podria situar como
la solucidn al problema de la posible confusién al establecer el diagndstico diferencial desde un punto
de vista lesional macroscépico®® debido a su similitud con el patrén de las enfermedades descritas en la
introduccion. La combinacidon de la histologia con el diagndstico microbiolégico ha sido suficiente para el

diagndstico a nivel de género en todos los casos de este estudio.

5.3. Diagndstico microbioldgico

5.3.1 Analisis macroscopico

e  Tortuga Jicotea: en anverso colonias flocosas, de unos 3 cm de didmetro, con pliegues, de color

marrén verdoso y bordes y centro blanquecino (centro de 1 cm). Reverso incoloro (Figura 1).

Discusion: aspecto compatible con género Aspergillus, pero en principio no compatible con la

morfologia de ninguna de las especies mas comunes®?°,

Figura 1: Colonias obtenidas con el aislado de tortuga Jicotea.

e  Quebrantahuesos: en anverso colonias con pliegues aterciopeladas-polvorientas de unos 3.5 cm de

didmetro (analizadas un dia mas tarde que el resto) de color gris oscuro- marrén algo azulado y

bordes blanquecinos. Reverso incoloro (Figura 2).

Discusion: aspecto compatible con género Aspergillus y concretamente, de entre las especies mas

comunes, con la especie A. fumigatus**.
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Figura 2: Colonias obtenidas con el aislado de quebrantahuesos.

Buitre leonado: en anverso colonias con pliegues aterciopeladas-polvorientas de unos 3 cm de
didametro verdoso-grisaceas con el centro amarillento y los bordes blanquecinos (halo). Reverso

incoloro (amarillento en conjunto con el color del agar) con los bordes mas claros (Figura 3).

Discusion: el aspecto del crecimiento es compatible con el género Aspergillus y concretamente, de

entre las especies mas comunes, con la especie A. fumigatus*>*.

Figura 3: Colonias obtenidas con el aislado de buitre leonado.

Espatula: en anverso colonias con pliegues aterciopeladas-polvorientas de unos 3 cm de didmetro
color canela con los bordes blanquecinos (halo). Reverso igual a la anterior muestra del buitre

(Figura 4).

Discusion: aspecto compatible con el género Aspergillus, concretamente, de entre las especies mas

comunes, con la especie A. terreus*%.

Figura 4: Colonias obtenidas con el aislado de espatula.

Estornino negro y azor: misma morfologia en anverso y reverso. En anverso micelio plano blanco-

grisaceo con lo que parece ser crecimiento de un microorganismo contaminante por encima (ya
gue no concuerda con la morfologia normal de Aspergillus) del mismo color tapando toda la placa.
Reverso incoloro difuso muy extendido por la placa en el que se puede apreciar el didametro: unos

3.5cm.
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Discusion: al estar las placas presumiblemente contaminadas no fue posible establecer

compatibilidades.

e Todos los crecimientos de las muestras de las 5 aves mostraron un patrén microscépico similar:
hifas septadas, hialinas, con ramificaciones en angulo de 45 ° y conidiéforos de cabezas conidiales
uniseriadas (vesicula con fidlides, pero sin métulas). Vesiculas piriformes con una disposicién mas o
menos columnar del complejo fidlides-conidios (eje paralelo al eje del conidiéforo), que ocupan la

mitad o dos terceras partes de la vesicula. Conidios esféricos-ovoides.

Discusion: patrén microscépico reafirma la compatibilidad de los cultivos de las aves con género
Aspergillus (ver apartado de diagndstico microbiolégico en la introduccidn). En cuanto a la especie,
el aspecto de los crecimientos de quebrantahuesos y buitre leonado encaminaba la sospecha hacia
la especie A. fumigatus, lo que se reafirma al analizar las caracteristicas microscdpicas y
compararlas con las de las especies mas comunes de Aspergillus®?°. No sigue esta linea la espatula,
cuyo aspecto encaminaba la sospecha hacia la especie A. terreus, pero el patron microscépico era el
mismo que en el resto de casos de aves, con lo que no queda tan clara la especie en este caso.

Patrones microscdpicos de azor y estornino negro concuerdan con el de la especie A. fumigatus®®.

e El patrén microscopico del crecimiento de la muestra de tortuga mostrd las siguientes
caracteristicas: hifas hialinas, septadas, con ramificaciones en angulo de 45 °, cabezas conidiales
biseriadas (vesicula con fidlides y métulas) y vesiculas con forma esférica, con una unién con el
resto del conidiéforo mas acusada. Ademas, la disposicidon de las métulas-fidlides-conidios es radial

y los conidios esféricos muy rugosos e irregulares.

Discusion: las primeras tres caracteristicas, al igual que en aves, reafirman la compatibilidad del
crecimiento con el género Aspergillus (ver apartado de diagndstico microbiolégico en la
introduccion). Sin embargo, difiere en la morfologia de los conidiéforos con respecto a las muestras
de aves. Concuerda con el de la especie A. niger*?°, pero como en el anélisis macroscépico no se
establecié compatibilidad ni con esa especie ni con ninguna del resto de las especies mas comunes,
se podria pensar que es una especie no comun de la seccion de la que es especie tipo la especie A.

niger: seccion Nigri®L.

Siguiendo el orden establecido en la metodologia se detallan los resultados de cada procedimiento

realizado y su consecuente discusién.
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5.4.1 Extraccion ADN y cuantificacidon acidos nucleicos

Los resultados de la cuantificacién de acidos nucleicos existentes en cada eluido resultante del proceso

de extraccion de ADN fungico fueron los siguientes:

e Ty B: las cantidades no fueron suficientemente altas. Aun asi, se decidié proseguir con la PCR
porque no se necesitan grandes cantidades para que salgan resultados legibles.

e H1,H2,H3yH4:H1=8.71ng/ul; H2=9.41 ng / ul; H3 =13.51 ng / ul; H4 = 12.58 ng / ul. De las
muestras mas diluidas resultantes de la segunda recuperacion de ADN en el ultimo paso del
proceso de extraccidn del ADN se obtuvieron cantidades mas bajas. H1’ =3.34 ng / ul; H2' = 2.84 ng
/ ul; H3" =2.40 ng / pl; H4 =3.13 ng / ul.

5.4.2 PCR vy electroforesis

La electroforesis permitié visualizar el producto amplificado (Figura 5). Se obtuvo un Unico fragmento
para cada una de las muestras con una talla compatible con el tamafio de fragmento diana. El producto

amplificado mostraba suficiente pureza e intensidad para poder ser secuenciado.

Figura 5: Electroforesis fragmento del gen B-tubulina (520 pb, aproximadamente) obtenido con el ADN
de los hongos aislados de tortuga (carrera 2), quebrantahuesos (carrera 3), estornino negro (carrera 4),
buitre leonado (carrera 5), espatula (carrera 6) y azor (carrera 7). La primera contiene un marcador de

talla y la ultima el control negativo de amplificacion.

5.4.3 Secuenciacion

Se obtuvieron las secuencias directa y reversa de la region del gen B-tubulina con los primers Bt2a y
Bt2b para cada muestra y, tras su comparacién con otras secuencias de nucleétidos en la base de datos

de GenBank, se obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 3.
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Identificacion genética especie de hongo aislado de cada muestra.

Tamaiio . .
. . Secuencia mas .
Muestra secuencia Secuencia L . Resultado especie
proxima
(pb)
Tortuga Jicotea 508 MF150902.1 A. tubingensis
(Trachemys scripta)
. 511 KY808694.1 A. fumigatus
(Gypaetus barbatus) ' ’ g
Estornino negro 511 KY808694.1 A. fumigatus
(Sturnus unicolor)
Buitre leonado .
(Gyps fulvus) 511 KY808694.1 A. fumigatus
Espatula .
(Platalea leucorodia) 511 KY808694.1 A. fumigatus
Azor .
(Accipiter gentilis) 511 KY808694.1 A. fumigatus

Discusidn: la existencia de especies cripticas (no diferenciables seglin morfologia macro y microscépica)
es segln la mayoria de los autores una de las razones por las que realizar diagndstico basado en técnicas

3822 pero no es la Unica. La existencia de diferentes morfotipos para una misma especie, y

moleculares
de aislamientos atipicos es otra de ellas®?!. Los casos del buitre quebrantahuesos, buitre leonado y
espatula de este estudio se inscriben en la segunda de las razones. El aislamiento de la espatula
macroscépicamente no era compatible con los de los buitres (ya con una morfologia mas similar entre
ellos), pero finalmente los tres aislamientos resultaron pertenecer a la misma especie tras el analisis
genético. Sin embargo, en este caso no solo la genética soluciona este problema. El analisis
microscépico si parecia indicar la pertenencia de los tres aislados a la misma especie. En cualquier caso,
en los dos supuestos (especies cripticas y aislamientos atipicos y diferentes morfotipos) el tipificar

genéticamente los aislamientos se presenta como una solucién factible y fiable®?122

y remarca la
importancia de este tipo de técnicas a la hora de especificar la especie implicada en un caso de

aspergilosis.

Cinco de los seis casos de estudio resultaron ser A. fumigatus, lo que concuerda con la literatura
publicada al ser la especie mas prevalente, sobre todo en aves, que algunos autores la sitian en un 95 %

de prevalencia®®.

En el caso de la tortuga con A. tubingensis, no hay literatura publicada hasta el momento en la que esta
especie sea responsable de un caso de aspergilosis ni en aves ni en reptiles. Sin embargo, en medicina
humana si parece ser frecuentemente aislado, sobre todo en casos de enfermedad pulmonar®2. Ademas,
parece que se han identificado muchas especies cripticas dentro de la seccién Nigri, entre ellas A.

tubingensis®?, por lo que hay que tener en cuenta que en la rutina clinica de laboratorios que no usan
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identificacion molecular pueden haber pasado desapercibidos casos en los que el agente causal de la

aspergilosis fuera A. tubingensis.

6 CONCLUSIONES

1. El diagndstico clinico de la aspergilosis en aves y reptiles es dificil debido a que sus sintomas son
inespecificos.

2. El presente trabajo confirma que la aspergilosis en aves es fundamentalmente respiratoria, y
sugiere que también lo puede ser en tortugas.

3. El diagndstico post-mortem de la aspergilosis basado en las lesiones macroscdpicas es posible en los
casos en los que se observan colonias fungicas en los drganos, pero puede confundirse con otras
etiologias cuando se observan lesiones de aspecto granulomatoso.

4. El estudio histopatoldgico es importante para orientar el diagndstico en caso de infeccidn fungica
ya que permite la visualizacion de sus estructuras caracteristicas.

5. El estudio microbioldgico ha confirmado que A. fumigatus es una especie de crecimiento rapido,
con colonias visibles a los dos dias, y que su aspecto macroscépico puede ser variable, aunque la
dificultad en la identificacidn que esto conlleva puede ser subsanada por el analisis microscépico.

6. Se ha constatado que el estudio del gen de la B-tubulina es adecuado para la identificacién del G2
Aspergillus a nivel de especie y se ha confirmado que A. fumigatus es la principal especie que afecta
a aves, mientras que se ha revelado una especie criptica en la tortuga, A. tubingensis, que ademas
es la primera referencia que se tiene de esta especie en tortugas.

CONCLUSIONS

1. It remains difficult to make a clinical diagnosis of aspergillosis in birds and reptiles due to the fact
that its symptoms are non-specific.

2. This study confirms the main target of Aspergillus infections in birds: the respiratory tract, and
suggests the same premise for tortoises.

3. Post-mortem diagnosis of aspergillosis based on macroscopic lesions is possible as long as the
presence of fungal colonies on the surface of the organs is noticed, but it can be misleading in those
cases in which granulomatous lesions are seen.

4. The histopathological analysis is important to guide the diagnostic process in case of fungal

infection because it allows us to visualize the typical fungal structures.
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The microbiological analysis has confirmed A. fumigatus to be a fast-growing species, with the
capacity of showing the first colonies in two days, and to have a variable macroscopic appearance,
but the difficulty that this fact triggers can be solved with a microscopic analysis.

It has been assessed the adequacy of the genetic identification by sequencing a fragment of the j-
tubulin gene to find out the species involved and it has been confirmed that A. fumigatus is the
most frequent species isolated in birds, whereas a cryptic species has been found in tortoises: A.
tubingensis, and it is the first time this species has been involved in an aspergillosis case in

tortoises.

7 VALORACION PERSONAL

Realizar este trabajo ha sido enriquecedor para mi en todos los sentidos. Me ha brindado la oportunidad

de estudiar un agente que no habiamos tratado en profundidad durante la carrera desarrollando

actividades en los campos de anatomia patoldgica, microbiologia y genética, las asignaturas que mas me

han gustado desde siempre, y de aprender a realizar técnicas que habiamos estudiado pero que ahora,

después de haberlas realizado yo misma, puedo decir que no las habia entendido del todo. Esa es la

clave de aprender algo, ser participe de ello ademas de estudiarlo tedricamente.

(o)
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ANEXO |

Figura 1 anexo |: necrosis y vasculitis Figura 2 anexo |: necrosis y conidios buitre

buitre quebrantahuesos x50. quebrantahuesos x50.

Figura 3 anexo |: células gigantes granuloma Figura 4 anexo |: granuloma espatula x50.

espatula x400.

ANEXO Il

TGGTACGTATTCACTGCCACTGGATTGGGGATGGAACATCATCTCTCAAGCTATCTTAGCTTGAGTTCA
GATGTTATCCATCGGGTATATAGCTATCGGGTTAAGAACACGTCTAACAACTCAACAGGCAGACCATCT
CTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAACTTTTTCACACCTCTCAATTGGTCAACA
ATGTGGAAAGGATTGGGTTTCCTGACGCGCAGGATAGTTACAATGGCACCTCCGACCTCCAGCTGGAG
CGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTTAGATCACACCGTCCCTGAGTTTTTTCACGACAATATCATCAAT
GTCCTGACCACTTCAGCAGGCTAGCGGTAACAAGTATGTCCCCCGTGCCGTCCTCGTCGATCTCGAGCC
CGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCCAGCTCTTCCGCCCCGACAACTTCGTCTTCGG
CCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGG

Figura 1 anexo |l: secuencia fragmento B-tubulina tortuga Jicotea.
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TGGTATGTCTTGACCTCAAAGCTTGGATGACGGGTGATTGGGATCTCTCATCTTAGCAGGCTACCTCCA
TGGGTTCAGCCTCACTGTCATGGGTATCAGCTAACAAATCTACAGGCAGACCATCTCTGGTGAGCATGG
CCTTGACGGCTCTGGCCAGTAAGTTCGACCTATATCCTCCCAATTGAGAAAGLGGCGGAAACACGGAA
AACAAGGAAGAAGCGGACGCGTGTCTGATGGGAAATAATAGCTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCT
GGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGGCAACA
TCTCACGATCTGACTCGCTACTAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGATCTCG
AGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCGAGCTATTCCGTCCCGACAACTTCGTCT
TCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGG

Figura 2 anexo |l: secuencia fragmento B-tubulina buitre quebrantahuesos.

TGGTATGTCTTGACCTCAAAGCTTGGATGACGGGTGATTGGGATCTCTCATCTTAGCAGGCTACCTCCA
TGGGTTCAGCCTCACTGTCATGGGTATCAGCTAACAAATCTACAGGCAGACCATCTCTGGTGAGCATGG
CCTTGACGGCTCTGGCCAGTAAGTTCGACCTATATCCTCCCAATTGAGAAAGCGGCGGAAACACGGAA
AACAAGGAAGAAGCGGACGCGTGTCTGATGGGAAATAATAGCTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCT
GGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGGCAACA
TCTCACGATCTGACTCGCTACTAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGATCTCG
AGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCGAGCTATTCCGTCCCGACAACTTCGTCT
TCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGG

Figura 3 anexo |l: secuencia fragmento B-tubulina estornino negro.

TGGTATGTCTTGACCTCAAAGCTTGGATGACGGGTGATTGGGATCTCTCATCTTAGCAGGCTACCTCCA
TGGGTTCAGCCTCACTGTCATGGGTATCAGCTAACAAATCTACAGGCAGACCATCTCTGGTGAGCATGG
CCTTGACGGCTCTGGCCAGTAAGTTCGACCTATATCCTCCCAATTGAGAAAGCGGCGGAAACACGGAA
AACAAGGAAGAAGCGGACGCGTGTCTGATGGGAAATAATAGCTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGLT
GGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGGCAACA
TCTCACGATCTGACTCGCTACTAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGATCTCG
AGCCTGGTACCATGGACGLTGTCCGTGLCGGTCCCTTCGGCGAGCTATTCCGTCCCGACAACTTCGTCT
TCGGCCAGTCCGGTGLTGGTAACAALTGG

Figura 4 anexo |l: secuencia fragmento B-tubulina buitre leonado.

TGGTATGTCTTGACCTCAAAGCTTGGATGACGGGTGATTGGGATCTCTCATCTTAGCAGGCTACCTCCA
TGGGTTCAGCCTCACTGTCATGGGTATCAGCTAACAAATCTACAGGCAGACCATCTCTGGTGAGCATGG
CCTTGACGGCTCTGGCCAGTAAGTTCGACCTATATCCTCCCAATTGAGAAAGCGGCGGAAACACGGAA
AACAAGGAAGAAGCGGACGCGTGTCTGATGGGAAATAATAGCTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCT
GGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGGCAACA
TCTCACGATCTGACTCGCTACTAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGATCTCG
AGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGTGLCGGTCCCTTCGGCGAGCTATTCCGTCCCGACAACTTCGTCT
TCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAALTGG

Figura 5 anexo |l: secuencia fragmento B-tubulina espatula.

TGGTATGTCTTGACCTCAAAGCTTGGATGACGGGTGATTGGGATCTCTCATCTTAGCAGGCTACCTCCA
TGGGTTCAGCCTCACTGTCATGGGTATCAGCTAACAAATCTACAGGCAGACCATCTCTGGTGAGCATGG
CCTTGACGGCTCTGGCCAGTAAGTTCGACCTATATCCTCCCAATTGAGAAAGCGGCGGAAACACGGAA
AACAAGGAAGAAGCGGACGCGTGTCTGATGGGAAATAATAGCTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCT
GGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGGCAACA
TCTCACGATCTGACTCGCTACTAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGATCTCG
AGCCTGGTACCATGGACGLTGTCCGTGLCGGTCCCTTCGGCGAGCTATTCCGTCCCGACAACTTCGTCT
TCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGG

Figura 6 anexo Il: secuencia fragmento B-tubulina azor.
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