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RESUMEN

Titulo: Aspergilosis en rapaces. Estudio clinico-lesional, microbiolégico y genético de los

aislamientos.

La aspergillosis es una enfermedad de gran importancia en aves rapaces en libertad y en
cautiverio, aunque es en esta situacién donde se manifiesta especialmente. El principal agente
causal es Aspergillus fumigatus, y con menor frecuencia, otras especies como A. flavus, A.
niger, A. nidulans o A. terreus. No obstante, es una enfermedad multifactorial muy

dependiente del ambiente y del manejo.

Entre la sintomatologia se incluyen los procesos respiratorios. Puede presentar curso agudo o

cronico y la distribuciéon de las lesiones puede ir de local a sistémica.

En los ultimos afios estdn apareciendo especies cripticas de Aspergillus, es decir aquellas
indiferenciables macroscdpicamente en el cultivo microbioldgico ni por el resto de pruebas

diagndsticas clasicas. Ademas, presentan una mayor resistencia a antiflngicos.

Por ello, el objetivo de este trabajo fue estudiar mediante técnicas moleculares casos de
aspergilosis en rapaces en los cuales se aislé Aspergillus fumigatus, para detectar la presencia

o no de posibles especies cripticas, y relacionarlas con los datos clinicos y las lesiones.

Las muestras fueron remitidas desde el centro de Recuperacién de Fauna silvestre de la

Alfranca, de animales que presentaban sintomas y/o lesiones compatibles con la enfermedad.

Se realizd un estudio histopatolégico de las muestras, un estudio microbiolégico, con
aislamiento en medio agar Sabouraud con cloranfenicol y se hizo una identificacién basada en

caracteristicas macroscdépicas y microscopicas.

Los cultivos microbioldgicos fueron positivos a hongos en dos muestras, siendo compatibles
con Aspergillus fumigatus. Se procedié a una identificacion genética del agente implicado y asi
confirmar o descartar la identificacion microbioldgica. La secuenciacién de un fragmento del
gen de la beta-tubulina confirmé Aspergillus fumigatus como el agente causal de la patologia

en dos de las aves analizadas.
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ABSTRACT

Title: Aspergillosis in raptors. Clinical, pathological, microbiological and genetic studies of the
isolates.

Aspergillosis is an important disease in raptors both for wild birds and especially in animals
kept in captivity. Several species are involved in this pathology, mainly Aspergillus fumigatus
and less frequently others like A. flavus, A. niger, A. nidulans o A. terreus. However,
aspergilosis is a multifactorial disease, very dependent on management and environmental

conditions.

Respiratory signs are one of the main presentations. It can have an acute or chronic course and

lesion distribution may be local or systemic.

Recently, Aspergillus cryptic species are appearing. These species are indistinguishable by
standard methods from classical species. Moreover, they are more resistant to routine

treatments.

The aim of this work was to achieve a more accurate diagnosis about the microorganisms
causing disease, through their microbiologic and genetic characterization, to differentiate
cryptic species. Additionally, it tried to correlate this characterization with the clinical signs and

pathological findings.

Samples were obtained from raptors with signs or lesions suggesting aspergillosis and were

collected at the Centro de Recuperacidn de Fauna Silvestre de la Alfranca.

Histopathology was performed by routine methods in those samples. Frozen samples were
used for microbiological studies. They were cultured in Sabouraud with chloranfenicol and

identified by gross and microscopic examination.

Microbiological cultures were positive in two samples, being compatible with Aspergillus
fumigatus. Genetic analysis of the isolates was performed and the results compared with the

previous microbiological identification.

Sequencing of a fragment of the beta -tubulin gene identified Aspergillus fumigatus in both

isolates.
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INTRODUCCION

La aspergilosis es una infeccidén fungica provocada por hongos del género Aspergillus.
Fue descrito por primera vez en 1729 por P. A. Micheli, quien comprobd que la cabeza conidial
de este hongo se parecia a un "aspergillum" (instrumento utilizado para dispersar agua
bendita) (1). La aspergilosis no es una enfermedad contagiosa siendo producida por especies
de hongos sapréfitos que viven en la materia orgdnica en descomposicion y que,
habitualmente, se aprovechan de estados de inmunodepresién para producir infecciones
oportunistas. No obstante, existen casos en los que el exceso de contaminacion fungica,
especialmente del alimento o del ambiente, puede provocar una micosis sin existir un estado

previo de inmunodeficiencia.

Debido a que la mayoria de los hongos que son importantes desde el punto de vista
clinico producen, para su diseminacién, esporas vehiculizadas por el aire, las micosis son
generalmente infecciones del tracto respiratorio. A esto contribuye el pequeiio tamafio de las
esporas de algunas de las especies de Aspergillus, como las de A. fumigatus, mucho menor que
las del resto de especies de este género (Richard & Thurston, 1983), lo cual dificulta que sean

atrapadas en la cavidad nasal o la traquea (2-4).

En el 95 % de los casos, el responsable de esta infeccidon es Aspergillus fumigatus (5)
seguido por A. flavus y otros como A. niger, A. nidulans o A. terreus (6). No obstante, en la
mayoria de los estudios realizados hasta el momento, la identificacién de las diferentes
especies de hongos se realiza Unicamente mediante métodos clasicos. En los uUltimos afos se
esta observando la aparicidn de especies cripticas tras el uso de técnicas moleculares, por ello,
en este estudio se plantea el uso de estas técnicas para la contrastacion de los resultados

obtenidos por las clasicas.

Aspergilosis en aves

En comparacién con los mamiferos, las aves son particularmente susceptibles a A.
fumigatus. Esta susceptibilidad, podria atribuirse a caracteristicas anatdmicas como la falta de
epiglotis que actuaria como barrera frente a la entrada directa de particulas al tracto
respiratorio inferior, la falta de diafragma que resulta en una carencia de reflejo tusigeno
potente, la falta de epitelio celular pseudoestratificado ciliado en algunos tramos del tracto
respiratorio (2) y/o a caracteristicas celulares como la falta de macréfagos de superficie en las

vias aéreas con una localizacion en el tejido conectivo atrial (7).
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La aspergilosis aviar ha sido descrita en todo el mundo y se cree que practicamente
todas las especies de aves, tanto domésticas como salvajes, son susceptibles a la infeccion. No
obstante, se ha observado que algunas especies parecen ser mas sensibles que otras. Por
ejemplo, entre las aves domésticas la aspergilosis es mds frecuente en pavos que en pollos,
mientras que en aves salvajes aparece con mayor frecuencia en rapaces, anatidas, cérvidos y
gaviotas, y menos frecuentemente en aves costeras. Incluso dentro de cada uno de estos
grupos existen diferencias. Asi por ejemplo, en el caso de las aves de presa, destacan por su
susceptibilidad especies como: 4guila de cabeza blanca (Haliaeetusleucocephalus), aguila real
(Aquila chrysaetos), azor (Accipitergentilis), gavilan negro (Accipitermelanoleucus), halcén gris
(Falco rusticolus), halcén de cola roja (Buteojamaicensis), halcén de patas dasperas

(Buteolagopus), y el buho de las nieves (Nycteascandiaca) (8).

Ademads de la susceptibilidad a nivel de especie, existen otros factores que van a
condicionar la aparicion de la aspergilosis. Entre estos podrian citarse las condiciones
ambientales, los factores inmunodepresores o la edad. Se ha observado que las malas
condiciones ambientales favorecen un aumento de la concentracién de esporas en el aire.
Entre estas destacan los ambientes calidos y himedos, con escasa ventilacién, poca limpieza y
desinfeccidn, asi como el almacenamiento del alimento durante largos periodos de tiempo o la
exposicién a gases irritantes. Por otra parte, la inmunosupresiéon puede ser ocasionada por
multitud de factores, por ejemplo, el cautiverio y manejo de animales de vida salvaje supone
estrés para el animal; la cautividad es uno de los mas importantes en aves rapaces. También la
administracién de farmacos como tetraciclinas, tratamientos prolongados con corticoides o
vacunas pueden suponer estados de inmunodepresion. De igual forma puede ocurrir con
enfermedades concomitantes como problemas metabdlicos, dietas inadecuadas que deriven
en carencias nutricionales (especialmente relevante la hipovitaminosis A), sobrepoblaciones o

co-infecciones (6).

Respecto a la edad, en experimentos llevados a cabo en ciertas especies de aves
(palomas y codornices japonesas) se ha observado que los animales jévenes son mas
susceptibles a la infeccion por el hongo (9, 10). En pollos domésticos, una de las formas de

presentacidon mds importantes de la aspergilosis es la neumonia de la incubadora.

Patogenia

La principal via de infeccidon por A. fumigatus en aves, es la inhalatoria. Los sacos

aéreos tordcicos posteriores y abdominales son el lugar donde se localiza la infeccidén primaria

4
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ya que, una vez inhalado el aire, este llega directamente a ellos. Cuando los esporos alcanzan
el parénquima pulmonar se activan las células fagociticas (macrofagos alveolares y heterdfilos)
como mecanismo de defensa. Cuando la cantidad de esporos es muy elevada o el sistema

inmune esta alterado, hay un fracaso en la eliminacién y comienza el crecimiento del hongo.

Los factores de virulencia del hongo todavia no se conocen bien, pero hay estudios que
sugieren una resistencia de los conidios de A. fumigatus a los macréfagos respiratorios de las
aves (6). En las ultimas fases de la infeccidon, las células dendriticas activan una respuesta
inmune adaptativa especifica caracterizada por la proliferacidn de linfocitos CD4 con respuesta

Thl (11, 12).

Las fases reproductivas de hongo, asexuales en el caso de A. fumigatus (13), se pueden
apreciar en los tejidos. Las condiciones potenciales que pueden facilitar la reproduccién del
hongo son: la presencia de sacos aéreos cavernosos, la elevada T2 corporal de las aves (de 38 a
45 °C) y la sensibilidad a las glicotoxinas del hongo que provocan necrosis, generando asi un

ambiente rico en nutrientes para su crecimiento (2).

Cuadro clinico

La aspergilosis se puede clasificar en funcién del curso de la enfermedad en aguda o crdnica.

- Aspergilosis aguda:

Cursa con una dificultad respiratoria de rapido desarrollo y cambios vocales en caso de verse
afectada la siringe. También puede observarse anorexia, polidipsia y poliuria. En la mayoria de
los casos acaba con la muerte del animal en un plazo de 1-7 dias aunque, en ocasiones, no

aparecen sintomas. Las lesiones seran locales centrandose principalmente en el pulmon.

- Aspergilosis cronica:

Se observan sintomas respiratorios acompanados de adelgazamiento, ambos con avance
progresivo. Con menor frecuencia se describen dafios oculares, tales como queratitis con
blefaroespasmo, secreciones turbias o fotofobia asi como afecciones neuroldgicas o cardiacas

como cor pulmonale debido a la hipertensién pulmonar (6, 14).

Cuando aparece afectado el tracto respiratorio inferior, es frecuente encontrar una

disfuncidn orgdnica o una sintomatologia gastrointestinal debido a la relacién anatdmica
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estrecha entre los sacos aéreos y la cavidad celdmica. Las lesiones serdn de caracter sistémico,

afectando a un gran niumero de érganos y estructuras.

Lesiones

Se reconocen dos tipos de reacciones tisulares, granulomatosa e infiltrativa. La
primera, es de caracter focal, se trata de una lesién encapsulada en la que el tejido vascular no
se ve afectado. En el caso de la infiltrativa, es una lesidn superficial y difusa que, en la mayoria
de las ocasiones, afecta a vasos sanguineos. Aparece principalmente en pulmones y sacos
aéreos, organos muy ventilados. También pueden encontrarse una seccién en la que se

combine ambos tipos de reacciones (6).

El tracto respiratorio es el que aparece afectado con mayor frecuencia, observandose
nddulos caseosos de color blanco-amarillento ubicados en los pulmones, sacos aéreos o
trdquea. Los sacos aéreos pueden verse engrosados, opacos y con material fibrinoso. Ademas,
pueden observarse lesiones en el pericardio y en otros drganos. En las rapaces es frecuente
encontrar lesiones en la bifurcacién traqueal en casos leves. Ademas, en estas se asocia

frecuentemente con alteraciones de la piel.

Diagnostico

Para la identificacidon de la especie de Aspergillus, se utilizan técnicas cldsicas como el
estudio de las caracteristicas macro y microscdpicas de los cultivos. Ademas, en los ultimos
afios se han incorporado técnicas moleculares y analiticas como la secuenciacion de los genes
de la B-tubulina, calmodulina y actina o la amplificacién de DNA polimérfico al azar (RAPD). Las
técnicas mds modernas, permiten un diagndstico rdpido y han desvelado errores en aquellos
diagndsticos basados Unicamente en la identificacion de A. fumigatus mediante sus

caracteristicas morfoldgicas (15).

Hasta el momento, A. fumigatus era considerado como el Unico y mas importante
Aspergillus patogénico conocido dentro de la Seccidn Fumigati, situacién que ha cambiado
recientemente con la descripcidon de casos clinicos que incluyen, Neosartorya pseudofischeri,
A. lentulus (resistente a multiples antifungicos) y A. undagawe (Neosartorya) como especies

patdgenas relacionadas con A. fumigatus (15).
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e Diagnéstico clinico y anatomopatoldgico

Como punto de partida, se deben valorar los sintomas clinicos que presenta el paciente, para

establecer un diagnéstico diferencial que nos permita acercarnos a la causa real del problema.
A continuacién se describen algunas pruebas de apoyo:

A. Técnicas de diagndstico por imagen:

- Radiografia: técnica no invasiva en la cual se pueden apreciar cambios sutiles en la
radiopacidad pulmonar y la pérdida de definicién de la silueta cardiaca. Estos son hallazgos
inespecificos y por lo general asociados a un estado de infeccion avanzado. No aporta un

diagnostico definitivo (16).

- Tomografia computerizada y resonancia magnética: precisan de anestesia del paciente
durante un largo periodo de tiempo lo cual se desaconseja para animales débiles. Permiten
obtener imagenes tridimensionales y son Utiles para el seguimiento del tratamiento. Son

equipos complejos por lo que su disponibilidad es escasa (16).

- Endoscopia: técnica invasiva que requiere de la sedacion del animal, pero que permite la
observacién directa del crecimiento flngico y sus lesiones y la toma de muestras mediante
biopsia por aspiracion con aguja fina para su posterior estudio o cultivo. Las lesiones en las
primeras etapas pueden limitarse a una ligera turbidez o un aumento de la vascularizacién de

los sacos aéreos (16).

B. Analisis laboratorial

En la hematologia, se observa heterofilia, leucocitosis, linfopenia, monocitosis y anemia no
regenerativa especialmente en las formas crénicas. Con la alteracién de valores normales se
evidencia que hay un proceso infeccioso pero de manera inespecifica. Ocurre lo mismo con la
bioquimica sanguinea, en la que los pardmetros alterados dependen del érgano dafiado por el

hongo y sus toxinas (16).

En el proteinograma (por la técnica de electroforesis proteica), es caracteristico de la
Aspergilosis, encontrar hiperproteinemia con hipoalbuminemia e hiperglobulinemia y un
descenso del ratio albumina/globulina (<0.5). Sin embargo se han descrito casos en los que los
valores son normales. Se trata de una prueba todavia en estudio para una mejor comprension

de los resultados (16).
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En cuanto a la deteccidn de anticuerpos mediante técnicas como ELISA, hay estudios
gue indican que permite identificar casos de aspergilosis activa cuando todavia los signos
clinicos son escasos resultando de gran ayuda a la hora de decidir el inicio de un tratamiento;
también resulta uatil para el seguimiento de respuesta al tratamiento. No obstante debe
acompaniarse de otras pruebas porque pueden aparecer falsos positivos por la ubicuidad del

agente asi como falsos negativos (16).

La deteccion de antigenos mediante el kit comercial de GM (Galactomanano,
componente de la pared celular del hongo) ELISA sdndwich ha demostrado una baja
sensibilidad para halcones. Lo que advierte de la necesidad de investigar para mejorar esta

técnica en su aplicacién en aves (16).

La deteccién de toxina fumigaclavina A (FuA), mediante inmunoensayos enzimaticos,
ha presentado buenos resultados para muestras de tejidos, sin embargo no ha ocurrido lo

mismo en el caso de muestras de plasma y suero sanguineo (16).

C. Estudio anatomopatoldgico

En el caso de que el desenlace sea fatal para el animal, es interesante la realizacion de
una necropsia del caddver con la mayor brevedad posible para evitar las alteraciones organicas

derivadas del proceso de descomposicién.

Las muestras tomadas son procesadas en el laboratorio para su observacidon
microscopica. La diferenciacidn de especies mediante esta técnica, necesita un entrenamiento
profesional y se basa en la observacidn de las estructuras especializadas. En el caso de
Aspergillus, produce esporas asexuales (conidios, mitosporas) sobre un conidiéforo en cuyo

apice se dilata formando una vesicula.

e Diagndstico microbioldgico

Algunos de los parametros a valorar en esta prueba de utilidad en la clasificaciéon subgenéricas
son: color de los conidios por el anverso y color de pigmentos en el reverso, el didametro de las
colonias (en mm) que puede variar segun las condiciones de H2 y T2, la produccién de
esclerocios (masa redondeada compacta de micelio endurecido que contiene reservas
alimenticias desarrollada para resistencia a condiciones desfavorables, con diversidad de
colores y tamanios), generalmente, asociadas a la seccion: Candidi, Circumdati, Flavi o, Nigri, - o

cleistotecios (estructura reproductiva de un Ascomycete con forma esférica o semiesférica,
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qgue en su interior encierra a las esporas) , principalmente asociada a los géneros Eurotium,

Neosartorya y Emericella).

También se puede valorar la capacidad de reproduccién sexual, la cual acontece mediante la
formacién de cleistotecios (Ascomycota, Pezizomycotina, Eurotiomycetes, Trichocomaceae),
compuestos por ascosporas agrupadas en ascos dispuestos en el centrum de manera

desordenada.

Existen 11 géneros teleomoérficos dentro del género anamarfico Aspergillus y sus subgéneros,
gue se diferencian en funcidn de la forma, color, tamafio, estructura y superficie, entre otras,

de las ascosporas.

Algunos de los problemas que plantea esta técnica son la necesidad de un tiempo de
incubacién adecuado para poder evaluar las caracteristicas y de un conocimiento minimo

sobre la taxonomia del género Aspergillus (17, 18).

¢ Diagndstico molecular

Las técnicas moleculares surgieron ante la necesidad de alcanzar un reconocimiento rapido y
exacto del agente causal de la infeccién fungica, incluso en ausencia de una sintomatologia
especifica, para la correcta instauraciéon de una terapia antifingica, clave para reducir la alta

mortalidad que presenta en la actualidad esta patologia (18).

En los ultimos afios se han disefiado varios marcadores moleculares, basados en la
secuenciacidn de fragmentos génicos, para la identificacién de hongos patdgenos (Tabla 1 de

Anexo |) y para el diagndstico de la aspergilosis invasora (Tabla 2 de Anexo ).

Dentro del reino Fungi, los cambios taxondmicos derivados de los diversos estudios
filogenéticos han afectado a un gran nimero de géneros y especies patégenos para el hombre.
A su vez, el andlisis de secuencias de numerosos aislados clinicos ha incrementado

sustancialmente el conocimiento de la diversidad de especies capaces de ocasionar micosis.

La aplicacion de técnicas moleculares tiene grandes ventajas, entre ellas la deteccidn del
hongo en las primeras fases de la enfermedad. Pero destaca por su importancia, conseguir
diferenciar las especies de Aspergillus de mayor relevancia médica, ya que, una identificacion

erronea de la especie, repercute en el éxito o fracaso del tratamiento farmacoldgico.
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Es en este punto donde adquiere interés el concepto de especies cripticas: “muchas especies,
que tradicionalmente habian sido consideradas como simples morfoespecies, constituyen en
realidad complejos de especies, en muchas ocasiones solo diferenciables molecularmente” (19).
Desde un punto de vista clinico, el interés radica, no solo en la mayor velocidad de obtencién
de resultados, sino también en las variaciones de virulencia y en la respuesta a los antifungicos

que presentan las diferentes especies, importante a la hora de elegir un tratamiento.

Se han publicado recomendaciones para la identificacion molecular de cepas clinicas de
Aspergillus a nivel de especie. Inicialmente, se identifica fenotipicamente al aislado y se
continla con la secuenciacién de la regidn ITS (espaciador transcriptible interno) del 18s-28s

rRNA o de los genes de la B-tubulina o calmodulina (19).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Hasta el momento, la evaluacion de caracteres morfoldgicos ha sido la principal herramienta

para la determinacidn del agente etioldgico causante de la aspergilosis.

Sin embargo, en la actualidad, el avance de la tecnologia, en particular en el campo de la
biologia molecular, ha permitido la identificacidon de lo que se conoce como especies cripticas,
aquellas que son morfolégicamente similares, pero diferentes genéticamente. Se cree que es

un campo por profundizar y por ello se sigue estudiando.

En el campo de la clinica, los nuevos métodos diagndsticos aumentarian la probabilidad de
éxito del tratamiento, ya que cuenta con una mayor precision en la identificacidon del agente
causal y una mayor rapidez de obtencidon de resultados permitiendo la instauracién del
tratamiento especifico, en un estadio menos avanzado de la enfermedad. Ademas, presenta la
posibilidad de deteccion de patdgenos en muestras de pacientes que estdn recibiendo terapia

antifungica ya que la viabilidad del hongo no es imprescindible para el diagndstico.

Con todo ello, no se busca desprestigiar a las técnicas cldsicas, que siguen siendo claves en
microbiologia, pero si dar a conocer las ventajas que presenta el uso de las técnicas mas

avanzadas a la hora de realizar un diagndstico mas exacto y precoz.

Para la realizacién de este trabajo, se ha hecho un seguimiento diagndstico de tres rapaces,
partiendo de la historia clinica recibida hasta la identificacion de género y especie del agente

etiolégico mediante secuenciacion.
Los objetivos principales de este trabajo fin de grado son:

e Estudio de las aspectos clinicos y caracteristicas lesionales, tanto macroscépicas como

microscopicas, asociadas a la infeccién fungica.

e Aislamiento del agente causal de la patologia.

e Estudio morfoldgico del aislado, tanto macroscdpico como microscopico, con el fin de

aproximar la identificacion del agente.

e Diagndstico molecular del agente causal de la patologia mediante amplificacion y

secuenciacion de un fragmento del gen de la B-tubulina.
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METODOLOGIA

Valoracion de los hallazgos clinicos y lesiones macroscoépicas

Estos dos factores se valoraron a partir de la historia recibida.

Diagnadstico histopatologico

En este estudio se parte de muestras identificadas y acompafiadas por una hoja de registro en
la que aparece el historial clinico del animal y los hallazgos mas relevantes de la necropsia
realizada por los veterinarios encargados en el Centro de Recuperacién de Fauna Silvestre de

La Alfranca, en Zaragoza.

Las muestras se correspondieron con tres rapaces, un aguila ratonera (muestra n? 1), un
alimoche (muestra n2 2) y un buitre leonado (muestra n? 3) y fueron recibidas inmersas en
formol en una proporcién 1:10 en un recipiente cerrado. Este protocolo se utiliza para evitar
alteraciones postmortem en las muestras. El formol fija en 24 horas una muestra de un grosor
de 3-5 milimetros (20), con lo que fueron necesarios un par de dias para completar el proceso
de fijacién. Se busca que el tejido mantenga una estructura lo mas parecida a la original, al

estimular la formacion de enlaces cruzados entre las proteinas.

Tras la fijacion, se realizd el tallado, es decir, el corte fino de los diferentes érganos con o sin
lesiones representativas para su posterior inclusién en parafina. Estos cortes se introdujeron
en “cassettes” o pequeiios recipientes de plastico que permiten la penetracion de los
diferentes reactivos empleados en la inclusién. Las zonas de interés se colocan hacia abajo ya

que seran las que se corten con el micrétomo y se tifian para visualizarlas al microscopio.

El siguiente paso fue la inclusion en parafina. Para ello, se los cortes de los distintos érganos se
sumergieron inicialmente en agua corriente para eliminar el exceso de formol v,
posteriormente, se pasaron por concentraciones crecientes de alcoholes con el objeto de
deshidratar los tejidos; finalmente se sumergieron en parafina liquida. El proceso suele durar
unas 18 horas. Tras este periodo, los cassettes se sacaron del inclusor y se transportaron a un
montador de bloques. En este, se introdujeron en parafina liquida, a una temperatura de 56 —
60 °C. Se mantuvieron unas 3 horas para permitir su penetracién en los tejidos. Para la
formacién de los bloques de parafina, las muestras se pasaron a un recipiente metalico, el cual

se dejo enfriar permitiendo liberar el bloque de parafina solidificada.
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El siguiente paso consistid en el corte de los bloques con el micrétomo; para ello, se realizaron
secciones de 4 micras, previo enfriamiento en hielo de los mismos. Estas secciones se
sumergieron en agua caliente a unos 45 °C para que la parafina se estirara y posteriormente se

recogieron en un portaobjetos de cristal.

El dltimo paso del procesado consistid en la tincidon de las secciones para su visualizacion al
microscopio. Para ello, las secciones se desparafinaron con xilol y se hidrataron en alcoholes
de concentraciones decrecientes; a continuacion se sumergieron en los colorantes y
posteriormente se deshidrataron en concentraciones crecientes de alcoholes, montandose de
forma permanente con DPX, un medio de montaje compuesto por una resina especial. Las
tinciones empleadas en estos casos son las de rutina, es decir la Hematoxilina-Eosina, y una
especifica para la demostracion de hongos, como es el PAS (técnica de Schiff o acido periddico

de Schiff).

Todo el proceso, se realizé en un laboratorio equipado con una campana de extraccién para
evitar la inhalacién de gases irritantes que se pueden desprender durante la manipulacién y

acompafiado con el uso de Equipos de Proteccion Individual (mascarillas, guantes).

Diagnéstico microbioldgico

A partir de las muestras refrigeradas o congeladas obtenidas en la necropsia, se procedié a su
cultivo. El medio de cultivo empleado, fue el agar Sabouraud complementado con
cloranfenicol. El pH del agar empleado (5.6 +/- 0.2) actla como barrera frente al crecimiento
de flora contaminante, no obstante, se complementa con este antibidtico para un mejor
control de esta.

Las muestras se incubaron a una temperatura de 37 °C durante 18 a 24 horas, estas
condiciones se consideran el mejor método para el cultivo de especies de Aspergillus (8).

Tras el aislamiento, el hongo fue estudiado macroscdpicamente en la placa, observandose sus
caracteristicas tanto en el anverso como en el reverso de la misma.

El estudio microscépico se realizd mediante la técnica de lactofenol para Aspergillus spp. y

mediante tincion simple para las levaduras.

Diagnéstico molecular

Las técnicas de biologia molecular basadas en deteccién de acidos nucleicos, a diferencia de las

inmunoldgicas, estan escasamente implantadas en los laboratorios de microbiologia en

13



Silvia Diego Alastrué Aspergilosis en rapaces

general, por lo que se dispone de pocos protocolos estandarizados con el aval de un uso

amplio y contrastado.

En base a los resultados de un trabajo previo del grupo en diagndstico de aspergilosis en el
cual se estudiaron algunas de las regiones de DNA con mayor interés en filogenia y taxonomia
de los hongos (18S rRNA, ITS y B-tubulina), se decidid seleccionar para nuestro estudio la B-

tubulina, ya que fue discriminante en la identificacion del agente en dicho trabajo (21).

A partir de las 3 placas de Petri que contenian los cultivos puros de las muestras de pulmodn,
trdquea e higado de cada animal, se realizd6 una extraccion del DNA. Para ello, se hizo un
raspado profundo sobre los crecimientos de las placas con el fin de arrastrar suficiente
material genético. Se tomaron 2 colonias puras de cada una de las placas. A estas colonias las
denominamos 1a y 1b para la primera placa que se corresponde con las muestras de aguila
ratonera, 2a y 2b para la segunda que se corresponde con las muestras de alimoche y 3ay 3b

para la muestra del buitre leonado en la cual, crecieron levaduras de varios tipos.

Para la extraccién del material genético se utilizd el kit Tissue&cells genomic Prep Mini Spin®

de GE healthcare. Se siguieron las indicaciones facilitadas en el manual.

Un resumen del proceso:

- El material extraido se introdujo en tubos con unas perlas de cerdmica y PBS y se
homogeizé en un homogeneizador de tejidos mediante agitacién a gran velocidad
(TissueLyser Il, BioRad).

- El homogenizado se introdujo en un tubo de plastico de 1,5 mL y se combind con un
volumen de 50 pL de Lysis solution 1, solucién de lisis que contiene detergentes, que son
los encargados de digerir la membrana lipidica, y proteinasa K, enzima que se ocupa de la
degradacion de las histonas, proteinas que forman la cromatina junto al DNA.

- Ala mezcla se le afiadieron 500 pL Lysis solution 2, solucidn de lisis que contiene alcoholes
que producen la deshidratacion y precipitacion de los acidos nucleicos insolubles en
alcohol.

- El homogeneizado mezclado con las soluciones de lisis se cargé en columnas de afinidad
para la unién de las moléculas de DNA y precipitacidn y eliminacion de todo el resto de

liguidos y particulas.

14



Silvia Diego Alastrué Aspergilosis en rapaces

- Las columnas se lavaron con Wash Buffer (tampdn de lavado que contiene alcoholes en
menor proporcidn).

- Finalmente las columnas se pasaron a nuevo tubo de pldstico y se adicionaron 100 pL de
Elution buffer, una solucidon que contiene EDTA, sustancia inhibidora de la accion de las
enzimas DNasas y tampon tris (trishidroximetilaminometano) precalentado. Este paso

tiene como objetivo que el DNA se libere y pueda ser recogido.

A continuacién, se realizd una cuantificacion de acidos nucleicos con el espectrofotémetro
NanoDrop. El uso de este aparato no requiere diluir la muestra y nos proporciona la
concentracion en ng/ul. De cada muestra problema se usaron 2 pL. Antes de realizar la lectura

se preparé una muestra “testigo” o “blanco” compuesta por 2 uL de Elution buffer.

El siguiente paso consistié en la amplificacion del material genético mediante la técnica de
PCR, que consiste en multiplicar un determinado fragmento de DNA presente en muestras
biolégicas, obteniéndose millones de copias del fragmento. Se llevd a cabo en un
termociclador AB2720 (AppliedBiosystems), aparato que permite programar tiempo vy

temperatura, para cada paso del proceso.

La reaccidon de amplificaciéon constd de 30 ciclos, no mas para evitar la amplificacién de la
contaminacion. Las temperaturas y el tiempo programados para cada fase fueron los

siguientes:

- Desnaturalizacion: 96 °C durante 30 segundos
- Unidn de cebadores: 55 °C durante 30 segundos

- Elongacion: 72 °C durante 30 segundos

En nuestro caso, se utilizaron los cebadores especificos para la regién del gen de la B-tubulina:
Bt2a como cebador directo y Bt2b como cebador reverso. La secuencia de nucledtidos de los

cebadores son las siguientes (22, 23):

- Bt2a(5’a3’): GGT AAC CAA ATC GGT GCT GCTTTC
- Bt2b (5 a3’):ACCCTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC

La B-tubulina es una proteina globular que constituye junto con la a-tubulina los microtubulos
de las células eucariotas. A pesar que esta proteina esta muy conservada entre eucariotas, la

comparacién de regiones intrénicas permite (24).
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Se preparé mezcla de amplificacion para 7 muestras (6 muestras problema mas el control
negativo). El volumen final de la reaccién fue de 50 pL que consistié en 5 uL de DNA gendmico

y 45 plL de una solucién compuesta por:

-29 ulL de agua ultrapura tipo |

- 5 pL de Buffer 10X

- 1,5 pL de cloruro de magnesio (100 mM)

- 0,5 puL de Bt2a (20pmol/uL) y 0,5 pL de Bt2b (20 pmol/pL)
- 8 uL de dNTPs (1.25 mM cada uno)

- 0.5 pL de Taqg polimerasa (5 u/ul)

Se visualizé el producto resultante de la PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5 %
(preparado mezclando 0,45 gramos de agarosa en 30 mL de disolucién tampdén TBE 1X,
Tris/Borato/EDTA). La electroforesis consiste en la separacion de los acidos nucleicos a través
de una matriz tamponada, en este caso agarosa. La matriz funciona como un filtro, separando
las moléculas en un campo eléctrico, de acuerdo al tamafio y la carga neta que poseen. El
grupo fosfato es el responsable de la respuesta al campo eléctrico por la fuerte carga negativa
que presenta en condiciones de pH neutro, que hace que los fragmentos migren hacia el polo
positivo (dnodo) durante la electroforesis. La velocidad de separacion depende de la
concentraciéon del gel y del voltaje eléctrico aplicado. La migracién hacia el danodo es mas

rapida cuanto menor sea el tamafio del fragmento (25).

En uno de los pocillos de carga del gel se incorporé una solucién patréon de DNA de peso
molecular conocido (fragmentos que difieren en 100pb), para facilitar la interpretacion

posterior de las muestras problema.

Tras la aplicacidon de la corriente (10-20 minutos, 100 voltios y 50 mA), se procedié a la
observacién del gel bajo la luz ultravioleta. El DNA emite una fluorescencia naranja al unirse al

bromuro de etidio, sustancia intercalante del DNA que se afiade en la elaboracion del gel.

Una vez confirmada la amplificacidn, las reacciones de PCR se purificaron mediante un método
enzimatico (ExoSaplt, USB) para eliminar restos de nucleétidos y cebadores que pueden

interferir en los resultados de la secuenciacion.
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La secuenciacion se realizd en un servicio de secuenciacion externo (StabVida, Portugal) por el
método enzimdtico de Sanger, este método esta basado en el uso de dideoxinucledtidos
(ddNTP) que se diferencian de los deoxinucledtidos (ANTP) en que carecen del grupo OH en el

carbono 3' de la ribosa.

Cuando uno de estos ddNTP se une a la cadena no permite la incorporacién de un nuevo
nucledtido y la replicacién se detiene. La incorporacién al azar de un dideoxinucleétido en el
lugar del correspondiente deoxinucleétido, deriva en la formacién de fragmentos de distintas

longitudes complementarios a las hebras del DNA que esta siendo secuenciado (26).

Cada uno de los dideoxirribonucledtidos esta unido a un fluorocromo distinto que va a
excitarse con la luz emitiendo un color determinado que se capta en el aparato de lectura,
generando un cromatograma (grafico en el cual se sitla cada color detectado en su posicion
real de la cadena secuenciada). Conociendo el color con el que se corresponde cada nucledtido

podemos obtener la secuencia de nucleétidos.

Cada fragmento de PCR se secuencidé por ambos extremos (utilizando el cebador directo y el
reverso en distintas reacciones) y los cromatogramas se analizaron con el programas
informatico Bioedit® se encarga de realizar la correlacidon entre seifal de fluorescencia y

nucledtido y nos permite visualizar la secuencia y analizarla (Imagen 1 de Anexo Il).

Los secuencias parciales obtenidas se editaron para obtener la secuencia completa v,
empleando la herramienta informatica BLAST, se procedid a la comparacion de las secuencias
de estas cepas problema con las de las cepas control conocidas en una de las bases de datos
de referencia, Gen Bank (http: //www.ncbi.nIm.nih.gov/ genbank/ index.html) para encontrar

aquellas con las que presente una mayor identidad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Historia clinica

El guila ratonera (muestra 1) fue encontrada viva, con desnutricidn, y tras 17 dias en el centro
de recuperacion muere. El alimoche (muestra 2) fue hallado vivo con sintomatologia de
envenenamiento, muriendo a los dos dias de ingreso en el centro. El buitre (muestra 3) fue

encontrado vivo por un particular, alimentandolo durante varios dias, y muriendo finalmente.

Hallazgos macroscdpicos

En el 4guila ratonera (muestra 1) se observd un exudado caseoso y la presencia de granulomas
discoidales con centro prominente, de 4 a 7 milimetros de didmetro, en los sacos aéreos,

pulmén y corazén. Uno de estos aparecia repleto de colonias fungicas azuladas.

En el alimoche (muestra 2) aparecieron tres placas de colonias fungicas de 2-3 milimetros de

didmetro en el tercio medio del epitelio de la traquea.

En el buitre (muestra 3) se observaron nodulillos blancos, brillantes e irregulares, de menos de
1 milimetros de didmetro, salpicando densamente los sacos aéreos y la cara costal de ambos

pulmones. En el periostio del coracoides izquierdo se observaron dos nodulillos.

Diagndstico histopatologico

Microscépicamente, las lesiones observadas en el aguila ratonera (muestra 1) se
caracterizaban por la presencia de granulomas multifocales en pulmdn, corazén y sacos
aéreos. Estos presentaban un centro necrético eosinofilico rodeado de macrdfagos y células
multinucleadas, y mas externamente fibrosis en algunos de ellos (Imagen 1 de Anexo Ill). No se

observé la presencia de estructuras fungicas.

En el alimoche (muestra 2), la historia clinica mencionaba la presencia de tres placas de
colonias fungicas, de 2 a 3 milimetros de didmetro en el tercio medio del epitelio de la luz
traqueal, sin embargo, las muestras remitidas en formol no contenian traquea. En el estudio
histolégico de las muestras de pulmdn no se apreciaron lesiones compatibles con hongos,

apreciandose exclusivamente fendmenos vasculares con intensa hiperemia.

18



Silvia Diego Alastrué Aspergilosis en rapaces

En el buitre leonado (muestra 3), se observaron, en el pulmdn, granulomas semejantes a los
descritos en el aguila ratonera, sin embargo en este caso se evidenciaron estructuras fungicas

compatibles con hongos filamentosos.

Las lesiones observadas en el dguila ratonera y el buitre son caracteristicas de aspergilosis, y en
este segundo ademas con la tipica presencia de estructuras flungicas en el seno de las mismas.
Curiosamente, en el aguila se aislé A. fumigatus, mientras que en el buitre se aislaron
levaduras. Esto podria explicarse por la diferente distribucidon del hongo en las lesiones en el
caso del aguila. No obstante, los hallazgos microbioldgicos del buitre son atipicos ya que las
lesiones asociadas a Candida spp. aparecen predominantemente en el aparato digestivo,
especialmente en el buche. Por lo que respecta al alimoche la ausencia de lesiones
microscopicas en pulmdn sugiere que las lesiones solo se encontraban en la bifurcacion
traqueal, algo habitual en casos leves de aspergilosis en rapaces, y que las muestras remitidas

no tenian lesiones.

Diagnoéstico microbiolégico

El cultivo microbioldgico resulté en crecimiento positivo en las tres rapaces, siendo compatible
con A. fumigatus en las muestras 1y 2, y compatible con levaduras en la muestra del buitre. El
tiempo de crecimiento fue rdpido, apareciendo en dos dias. En el anverso, la superficie de las
colonias compatibles con A. fumigatus, en su maximo crecimiento, eran algo aterciopeladas
con el centro grisdceo o verdoso y los bordes blanquecinos (Imagen 2 del Anexo Ill). En el
reverso aparecian blanquecinas. Microscépicamente, se observaban hifas septadas e hialinas,
y los conidiéforos en forma de aspérgilo. En el buitre, se observaron tres tipos de colonias
diferentes las cuales variaban en color, siendo algunas de color rosa y otras blanco.
Microscépicamente, aparecian como estructuras ovaladas de color azul y de unas 3-6 micras

de tamafio.

Diagndstico molecular

A partir de los cultivos microbioldgicos, se extrajo el material genético problema y se hizo la
lectura con el espectrofotémetro NanoDrop. La cuantificacién de acido nucleico es una medida
de control basica para garantizar unos resultados de PCR validos. Los resultados obtenidos

fueron:
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Muestra 1a 8.13 ng/ulL; Muestra 2a 8.08 ng/uL; Muestra 3a 22.09 ng/uL; Muestra 1b 11.27
ng/uL; Muestra 2b 18.90ng/uL; Muestra 3b 9.78 ng/pL.

Tras una revisién bibliogréfica (27) y con la experiencia previa de experimentos realizados de
secuenciacion de Aspergillus por el grupo con el que he realizado este trabajo, se considerd el
uso de cebadores especificos para la region del gen de la B-tubulina para el diagndstico
molecular, frente a ITS o 18S rRNA, porque se considera que éstas Ultimas no son regiones

suficientemente discriminatorias para detectar distintas especies del género Aspergillus (21).

Tras la amplificacion mediante PCR, se realizé la electroforesis en gel de agarosa al 1.5 %

obteniendo la imagen que se muestra en la Imagen 3 del Anexo Il

El uso de secuenciacién nos permite valorar el tamano, la composicién nucleotidica y el orden
de las bases en el fragmento de DNA en estudio. Esto nos permite identificar y distinguir la

practica totalidad de las especies fungicas.

En el presente trabajo, las secuencias obtenidas tuvieron una talla de 550 pares de bases. Este
resultado concuerda con el tamafio de fragmento de B-tubulina obtenido por otros autores
(entre 402 y 510 pb), utilizando las mismas condiciones, para distintas especies de Aspergillus

sp. (27).

En la figura 1 del Anexo lll, se muestran las secuencias obtenidas detalladamente, las

secuencias subrayadas se corresponden con los cebadores directo y reverso.

Tras la comparacion de nuestras secuencias problema con la base de datos GenBank,
mediante la herramienta BLAST, se concluyé que todos los aislados pertenecian a la misma
especie. Las secuencias obtenidas mostraban un 100 % de cobertura e identidad con las
correspondientes a cinco aislados de Aspergillus fumigatus recogidos en la base de datos

(Figura 2 de Anexo Ill).

Estos hallazgos sugieren que el gen de la B-tubulina es util en la identificacién de Aspergillus
fumigatus a nivel de especie y que en estas dos rapaces, la sospecha inicial de aspergilosis por
este agente se mantiene, no asocidndose a especies cripticas. No obstante, deberian
estudiarse mas casos de aspergilosis en rapaces para poder asegurar que son realmente

producidos por A. fumigatus y no por alguna especie criptica.

El estudio del gen de la B-tubulina también se realizé en las levaduras aisladas del buitre,
siendo los resultados negativos. Esto sugiere que la divergencia en la secuencia de este gen

entre levaduras y hongos del género Aspergillus es alta, al menos en la regién en la que
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hibridan los cebadores utilizados. Se requieren mas estudios analizando otros fragmentos de

DNA como la regién ITS para identificar las levaduras aisladas.

CONCLUSIONES

Tras la realizacion de este trabajo fin de grado podemos extraer las siguientes conclusiones:

1. Los sintomas clinicos observados en las rapaces analizadas eran inespecificos no
pudiéndose sospechar de aspergilosis.

2. Las lesiones macroscopicas son sugerentes de aspergilosis en algunos casos,
especialmente si aparecen estructuras que recuerdan a hongos, con aspecto

“enmohecido”.

3. El estudio histopatoldgico no ha mostrado lesiones compatibles con aspergilosis en
algun caso (alimoche). Esto puede ser debido a las diferentes muestras utilizadas para
el andlisis microbioldgico y el microscdpico.

4. Las lesiones microscépicas observadas en el aguila ratonera y en el buitre eran
compatibles con aspergilosis, sin embargo, en el aguila no se observaron estructuras
fungicas asociadas a las lesiones. Esto sugiere que el estudio histopatoldgico por si solo
podria no ser definitivo, debiéndose acompafiar necesariamente de la historia clinica 'y
de las lesiones macroscdpicas.

5. El aspecto macroscdpico y microscépico de las colonias aisladas en el medio
Saboureaud, de las muestras procedentes del aguila y del alimoche, sugerian
Aspergillus fumigatus.

6. Se observd una gran concordancia entre los resultados microbioldgicos y la
secuenciacion del gen de la B-tubulina, permitiendo confirmar los aislamientos como
A. fumigatus.

7. Las condiciones de nuestro estudio para el andlisis del gen de la B-tubulina no parecen

ser utiles en la diferenciacién de levaduras.
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CONCLUSIONS

The results obtained in this TFG allowed us to conclude:

1. Clinical symptoms observed in these raptors were nonspecific and aspergillosis was
not suspected.

2. Gross findings were suggestive of aspergillosis in some cases, especially when that
moldy lesions appeared.

3. Histopathological examination showed no lesions consistent with aspergillosis in some
cases (vulture). This might be due to different samples used for microbiological and
microscopic analysis.

4. The microscopic lesions observed in the buzzard and vulture were consistent with
aspergillosis, however, in the eagle no fungal structures were demonstrated within the
lesions. This suggests that the histopathology alone may not be definitive, and it
should be accompanied by the clinical history and gross findings.

5. The macroscopic and microscopic characteristics of the colonies isolated in the

Saboureaud medium from the eagle and the vulture suggested Aspergillus fumigatus.

6. A good correlation between microbiological results and sequencing of the B-tubulin

gene was found and both isolates were finally diagnosed as A. fumigatus.

7. The conditions used in this study to analyse the B-tubulin gene do not seem to be

useful to differentiate yeasts.
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VALORACION PERSONAL

El tema de la Aspergillosis me resulto interesante ya que no fue muy estudiado durante la
carrera en materia de microbiologia, anatomia patoldgica y genética. La especie tratada,
rapaces, tampoco es habitual en la integracidon de aves ni exdticos por lo que me ha abierto un

campo de trabajo desconocido hasta el momento de la realizacién del trabajo.

Ademads, me ha permitido poner en practica mis conocimientos tedricos relacionados con

técnicas bdésicas de laboratorio tales como:

e Medidas de asepsia en procesamiento de las muestras (uso de guantes, mantenimiento
de zona estéril con mechero Bunsen...).

e Cultivo de muestras a partir de érganos.

e Observacion de las caracteristicas macroscépicas del aislado fungico obtenido.

e Tincidén con hematoxilina y eosina para la identificacion microscépica.

e Preparacion de muestras para la realizacidon de PCR y secuenciacion genética.

Para la obtencién e interpretacién de resultados he trabajado con equipos y programas
nuevos hasta el momento como el caso del programa informatico BLAST asi como con
aparatos ya conocidos hasta el momento, como el microscopico dptico con el cual he

desarrollado la agilidad visual y destreza en el manejo.
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ANEXO |

Aspergilosis en rapaces

Acremonium

Aspergillus
Dermatofitos
Fusarium
Levaduras
Levaduras negras
Mucorales
Phaeoacremonium
Phialemonium
Scedosporium

Sporothrix

ITS

B-tubulina

ITS

EF-1a

D1/D2 (28S rRNA)
ITS

ITS

B-tubulina

D1/D2 (28S rRNA)
TUB (B-tubulina)
Calmodulina

Tabla 1. Marcadores moleculares utilizados en la identificacion mediante secuenciacién del DNA de hongos patdgenos, basada en

la referencia: (19).

Marcador molecular

Secuencia del gen 185 del
rRNA

Secuencia del mtDNA

Secuencia del gen del citocro-
mo b mitocondrial

Amplificacion de una region
185

Secuencia del gen 185 del
rRNA

Regidn del gen 285 del rDNA

Secuencias parciales de los
genes f-tubulina (B-tub) y
rodlet A (rodA)

Utilidad

Deteccion de Aspergillus en muestras de sangre, con
mayor sensibilidad (79%) y especificidad (92%) que la
prueba de ELISA y la determinacién de 1-3-B-D-glucano

Deteccion de A. fumigatus en biopsias y lavado bron-
coalveolar de pacientes con aspergilosis invasora. La
sensibilidad es de 73%, la especificidad de 93%, y los
valores predictivos positivo y negativo de 73 y 95%,
respectivamente

Deteccion especifica de A. fumigatus y cuantificacion de
la carga fingica en lavado broncoalveolar y sangre, con
una sensibilidad de 13.2 fg de DNA

Deteccién y cuantificacion especifica de DNA de A.
fumigatus con una sensibilidad de 10* conidios/mL en
modelo murino

Deteccion 100% especifica y sensible (61.7%) de A. fu-
migatus, por PCR-ELISA en modelo murino. Este ensayo
resultd mds sensible que la deteccion de galactomananas
y la PCR tiempo real

Deteccidn, PCR en tiempo real de diversas especies de
Aspergillus y Candida

Identificacion especifica y altamente reproducible de A.
fumigatus dentro de la seccion Fumigati

Referencia

Kami y col.”?

Rantakokko y col.™

Spiess y col.™

Buitrago y col."®

Scotter and Cham-
bers'

Baskova y col.'®

Serrano y col."

Tabla 2. Caracteristicas de algunos marcadores moleculares desarrollados para el diagnéstico de aspergilosis invasora

(28).
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ANEXO Il

30 40 30 60 0 80 90 100 110 120
GACGGGTG ATTGGGATCTCTCATCTTAGCAGGCTACCTCCATGGG TTCAGCC TCAC TG TCATGG G TATCAGC TAACAAATC TACAGGCAGACCATCTCTGG TGAGCATGG

) o Lot o b ﬂnnﬂﬂ Wik At mﬂﬂmﬂ ’ MW\ M Mﬂﬂnﬂﬂ
O IR WMUWU\ANMWWMU\/\/UMVU\!MXWWIV\/\/WWWUWM\JWUWWUWVW VUUUWWUWWW

Imagen 1. Imagen obtenida con el programa BioEditSequenceAlignment Editor del fragmento secuenciado obtenido mediante el

método de Sanger de la regién del gen de la B-tubulina.
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ANEXO Il

Imagen 1. Aguila ratonera. Granuloma pulmonar. H-E.x100.

Imagen 2. Cultivo de Aspergillus fumigatus en agar Sabouraud.

Imagen 3. Imagen resultante de la electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.
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Colonia 1a:

GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTTGACCTCAAAGCTTGGATGACGGGTGATTGGGATCTCTCATCTTAGCAGGCTACCTCCATGGGT

TCAGCCTCACTGTCATGGGTATCAGCTAACAAATCTACAGGCAGACCATCTCTGGTGAGCATGGCCTTGACGGCTCTGGCCAGTAAGTTCGACCTAT
ATCCTCCCAATTGAGAAAGCGGCGGAAACACGGAAAACAAGGAAGAAGCGGACGCGTGTCTGATGGGAAATAATAGCTACAATGGCTCCTCCGAT
CTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGGCAACATCTCACGATCTGACTCGCTAC
TAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGATCTCGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCGAGCTAT
TCCGTCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGT

Colonia 1b:

GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTTGACCTCAAAGCTTGGATGACGGGTGATTGGGATCTCTCATCTTAGCAGGCTACCTCCATGGGT

TCAGCCTCACTGTCATGGGTATCAGCTAACAAATCTACAGGCAGACCATCTCTGGTGAGCATGGCCTTGACGGCTCTGGCCAGTAAGTTCGACCTAT
ATCCTCCCAATTGAGAAAGCGGCGGAAACACGGAAAACAAGGAAGAAGCGGACGCGTGTCTGATGGGAAATAATAGCTACAATGGCTCCTCCGAT
CTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGGCAACATCTCACGATCTGACTCGCTAC
TAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGATCTCGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCGAGCTAT
TCCGTCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGT

Colonia 2a:

GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTTGACCTCAAAGCTTGGATGACGGGTGATTGGGATCTCTCATCTTAGCAGGCTACCTCCATGGGT

TCAGCCTCACTGTCATGGGTATCAGCTAACAAATCTACAGGCAGACCATCTCTGGTGAGCATGGCCTTGACGGCTCTGGCCAGTAAGTTCGACCTAT
ATCCTCCCAATTGAGAAAGCGGCGGAAACACGGAAAACAAGGAAGAAGCGGACGCGTGTCTGATGGGAAATAATAGCTACAATGGCTCCTCCGAT
CTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGGCAACATCTCACGATCTGACTCGCTAC
TAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGATCTCGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCGAGCTAT
TCCGTCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGT

Colonia 2b:

GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGTATGTCTTGACCTCAAAGCTTGGATGACGGGTGATTGGGATCTCTCATCTTAGCAGGCTACCTCCATGGGT

TCAGCCTCACTGTCATGGGTATCAGCTAACAAATCTACAGGCAGACCATCTCTGGTGAGCATGGCCTTGACGGCTCTGGCCAGTAAGTTCGACCTAT
ATCCTCCCAATTGAGAAAGCGGCGGAAACACGGAAAACAAGGAAGAAGCGGACGCGTGTCTGATGGGAAATAATAGCTACAATGGCTCCTCCGAT
CTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTATTTCAACGAGGTGTGTGGATGAAACTCTTGATTTATACTATTTCGGCAACATCTCACGATCTGACTCGCTAC

TAGGCCAACGGTGACAAATATGTTCCTCGTGCCGTTCTGGTCGATCTCGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGCGAGCTAT
TCCGTCCCGACAACTTCGTCTTCGGCCAGTCCGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGT

Figura 1. Secuencias obtenidas en la secuenciacion del gen de la B-tubulina, con las secuencias de los cebadores en subrayado.

G: guanina T: timina A: adenina C: citosina
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Descriptions
Saguences produdng significan aligrmens:

Description Max Total Chuery E Ident Accession
SCong SCOMn2 COVEr wvalue

""P”'“"‘:*‘"'“"::“;“ o 1633 ey 100k B0 100% K 1TEE05.1
"’FHF"::” "“'";_.’"-m'”gnm 1033 103 100% oo 100% FUFEEE42Y.1
P g e mi‘"'“':;"':‘nm—m 1013 1032 100% oo 100% JEEQ1424.1
mﬂ“@:ﬁ““—m 1033 ey 100 B0 100% JHS01423.1
Aspergilus fumigatus stirain
HECAE0331 betadubulin gene, partial 1033 1033 100% ol 100% HOZB5592.1
SEqUEncE
g mi‘"'“"f:mns‘—m 1031 1031 st oo 100% JHE4ED8T
mﬁ“@:ﬁ”' 161 e e B0 100% FJ435783 1
faperghius -t b 1024 thz4 10m% oo % K 1TEESS1
w:‘“"ﬁ::tm 10z ez cE% oo 100% KFEE5422.1
“’p”‘-‘::‘“m bTm#ﬂ:u 1014 1014 SE 1] 100% KF 410682 1
‘[T"FL;“'J Loy p"“'“u““ fulmiin 014 1004 e oo % BYD4ETES |
Aspergilus fumigahes isolabe
UAAHERE TEID betastubulin (hb2) 013 1013 10 oo % GOATE401
gene, partial s
"“P”'F"‘:i‘m E"’“:‘m"ﬂ‘;; 100 1008 5T oo 100% KE4106T7.1
Aspergilus Lt e SoumsaCa om ) BT B0 100% Kl 136158.1
w‘:‘h"“:::-‘m-# =1 HHd S oo % HOZBS501.1
Aspergilus fumigahuss sirain
FUAT-21082 beta-tubulin (b2} gene, 589 B85 SR oo 100% BUTITEEL]
parial cds

perg hh g parsal =0 ‘oaS =2 oo 100%: HOZE5510.1
et B Sy "":::I‘::‘ gas 88 e oo 100% K 136109.1
Aspergilus fumigahes cubure-ccllecion
MUT<ITA>: 1277 betasubulin (Tub) =] 483 L oo 100% KRBSE45E 1
gene, partial cds
up:npm.:‘ hrrw:: :-1 FlLGEEd — e — o o GO2M161 4
;‘;’:’P‘“J“T Bdn-tuolin s 481 Y 1] 100% Kiaa1 858 1

Figura 2. Comparacion de las secuencias problema con la base de datos GenBank utilizando la herramienta informatica BLAST.
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