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Aspergilosis Aviar,
cpuede ayudar el laboratorio?

El término “aspergilosis” se utiliza de manera genérica

para designar diferentes enfermedades invasivas y no
invasivas, asi como algunas colonizaciones saprofitas no
patologicas, causadas al ser humano y multitud de especies
animales por hongos del género ‘Aspergillus’. Las aves son
consideradas uno de los grupos animales mas susceptibles
a la aspergilosis, siendo ademas esta enfermedad una de

las principales causas de morbilidad y mortalidad aviar (Tell,
2005). En este articulo nos referiremos fundamentalmente al
problema que plantea la aspergilosis en la produccién avicola,
si bien esta patologia debe tenerse también en cuenta en

el tratamiento de aves individualizadas, ya sea por su valor
ecolégico, econémico y/o sentimental (tal es el caso, por
ejemplo, de las aves utilizadas en cetreria).
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demas de por su elevada inci-
A dencia en produccién avicola, la

aspergilosis aviar se caracteriza
por los graves perjuicios econémicos que
ocasiona en las explotaciones afectadas.
Estas pérdidas econémicas se relacionan
principalmente con el decomiso de carca-
sas en los mataderos debido a la presen-
cia de aerosaculitis y neumonia fungica,
la reduccion de la tasa de crecimiento de
las aves y el aumento de la tasa de mor-
talidad (Arné et al., 2011). Por ejemplo, se
estima que las pérdidas ocasionadas por
la aspergilosis en explotaciones de pavos
de los Estados Unidos se elevan a més de
11 millones de ddlares por afio (Dykstra et
al., 2013). Desafortunadamente, no existen
estudios sisteméticos recientes sobre la
prevalencia de la aspergilosis en otras es-
pecies de aves y regiones geograficas que
permitan una estimacion mas precisa del
impacto econémico de esta enfermedad.

Etiologia y patogenia
de la aspergilosis aviar

El principal agente etioldgico de la as-
pergilosis aviar es Aspergillus fumigatus,
especie implicada en el 95% de los casos,
siendo Aspergillus flavus y Aspergillus ni-
ger las siguientes especies en importancia
(Figura 1). Ademas, al igual que ocurre en
mamiferos, la principal via de entrada de
los propagulos del hongo (generalmente
esporas asexuales, también denominadas
conidias) al organismo es a través de la via
respiratoria, y es precisamente el tracto
respiratorio inferior donde suele comen-
zar el proceso de colonizacién fungica.
No obstante, la infeccién también puede
iniciarse por la ingestion de material con-
taminado (por ejemplo, piensos enmoheci-
dos) o a través de heridas profundas.

Generalmente, se distinguen dos formas
de la aspergilosis respiratoria en aves: la
forma aguda y la forma crénica. La forma
aguda, comunmente conocida como “neu-
monia de las incubadoras”, se caracteriza
por una alta morbilidad y mortalidad con
signos respiratorios y neurolégicos oca-
sionales en aves de corral jovenes (Arné et
al,, 2011; Hauck et al., 2020). Por su parte,
la forma respiratoria crénica se observa
con mayor frecuencia en aves de mayor
edad, sobre todo en pavos adultos (Arné et
al,, 2011; Hauck et al., 2020). En otras oca-
siones la infeccién es adquirida cuando el
animal se encuentra todavia en estado de
embrién, ya que A. fumigatus es capaz de
atravesar las cascaras porosas de los hue-
vos, ocasionando que el embrién no llegue



a término. En cualquier caso, debe tenerse
en cuenta que se trata de una enfermedad
que no es contagiosa ni zoonética, sino
que los brotes de aspergilosis suelen ser el
resultado de la exposicion de los animales
afectados a una misma fuente ambiental
de Aspergillus.

Las razones de la alta susceptibilidad de
las aves a la aspergilosis no estan del todo
claras, aunque se sospecha que la singu-
lar configuracién anatémica de su sistema
respiratorio, el cual estad conectado con un
extenso sistema de sacos aéreos que au-
menta notablemente la superficie epitelial
en contacto con el aire inhalado, tiene un
papel fundamental en el riesgo de desarro-
llar la patologia (Tell, 2005). Otros factores
que parecen predisponer a la infeccién por
Aspergillus spp. son los siguientes: i) situa-
ciones de estrés provocadas por el trans-
porte, posible hacinamiento de los anima-
les y/o cuarentenas; ii) enfermedades y
traumatismos previos o concomitantes; iii)
malnutricién (por ejemplo, la hipovitamino-
sis A, que suelen darse en animales que se
alimentan mayoritariamente o de forma ex-
clusiva a base de semillas); iv) exposicion
a ambientes poco higiénicos, con escasa
ventilacién y lechos hiumedos, que favore-
cen el crecimiento fungico; y v) exposicion
a irritantes respiratorios y otros compues-
tos toxicos presentes en el ambiente (Tell,
2005; Dykstra et al., 2013). No obstante, la

aspergilosis afecta por igual tanto a aves
salvajes como a aves mantenidas en cauti-
vidad, inmunocompetentes o inmunocom-
prometidas y practicamente de cualquier
rango de edad.

Los principales 6rganos diana para la
aspergilosis aviar son los pulmones y sa-
cos aéreos, la traquea y la siringe, siendo
frecuente en todos estos casos la obser-
vacién de nédulos caseosos o placas y
granulomas masivos con centros necroti-
cos. También es frecuente la diseminacion
desde las vias aéreas a otros érganos del
animal. Otras formas menos frecuentes de
la enfermedad en aves son las dermatitis,
las osteomicosis, las oftalmitis y keratitis,

la vocalizacion, y marcada pérdida de peso
sin pérdida del apetito. En algunos casos
también pueden producirse vomitos, po-
lidipsia y poliuria. Ademés, hematoldgica-
mente, las aves con aspergilosis suelen
mostrar leucocitosis con heterofilia y mo-
nocitosis, linfopenia, hiperproteinemia y
anemia no regenerativa.

Diagnéstico y trazado epidemiolégico de
las aspergilosis en aves de produccion
Aligual que en otros grupos animales, el
diagnéstico de las aspergilosis aviares in-
cluye técnicas de hematologia, serologia,
citologia, cultivo fungico, histopatologia y
diagnéstico por imagen. Sin embargo, en
el caso de las aves de produccién, el mane-

“Los hongos del género Aspergillus son
ubicuos en el ambiente, siendo el sueloy
las acumulaciones de materia organica en
descomposicion sus principales habitats”

y las encefalitis micéticas. En general, los
signos clinicos son inespecificos y depen-
den del tipo de manifestacion de la enfer-
medad, la localizaciéon de la infeccion y el
estado inmune del ave (Tell, 2005; Dyks-
tra et al., 2013). Los signos mas comunes
suelen ser: disnea, letargia, inapetencia,
rinitis, cambios en el comportamiento y en
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Figura 1. Aspecto macroscopico (iz-
quierda) y microscoépico (tincion con
azul de metileno, objetivo de 40x; de-
recha) de Aspergillus funigatus (A),
Aspergillus niger (B) y Aspergillus
flavus (C).

/

Figura 2. Colonias de Aspergillus
spp. creciendo en una de las placas
de medio de cultivo utilizadas en un
analisis de calidad ambiental tras 24
h de incubacion (A) y muestreador
de aire utilizado en dicho andlisis (B).

jo a nivel de grupo es mucho mas comun
que el de los animales a nivel individual y,
por tanto, el diagndstico temprano de la
aspergilosis supone un gran desafio. De
hecho, el diagnéstico de aspergilosis en
avicultura suele realizarse de manera ma-
yoritaria en los exdmenes post mortem
realizados a los animales, en los que la
observacién de lesiones macroscopicas
tales como multiples nédulos densos en
los pulmones u otros érganos internos o
de tapices fungicos en los sacos aéreos,
es claramente indicativo de la muerte por
aspergilosis (Arné et al., 2011). La confir-
macioén de tal diagndstico se lleva general-
mente a cabo mediante el aislamiento del
hongo en cultivo, asociado a la evidencia
de invasion tisulary la observacién de hifas
en histopatologia. Debido a la ubicuidad de
los hongos del género Aspergillus, el aisla-
miento del hongo sin la presencia de lesio-
nes tiene escaso valor diagnostico.

Una vez realizado el aislamiento flngico
en medios micolégicos convencionales
(por ejemplo, agar Sabouraud glucosadoy
agar dextrosa patata, con o sin suplemen-
tos antibidticos), la especie de Aspergillus
implicada puede identificarse mediante
criterios tradicionales (aspecto macroscoé-
pico y microscopico) o por técnicas de bio-
logia molecular (amplificacion por PCR de
marcadores moleculares con valor taxono6-
mico, seguido de la secuenciaciéon Sanger
de los amplicones resultantes y la busque-
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da de las secuencias en bases de datos de
secuencias nucleotidicas). Por otro lado,
la PCR en tiempo real sobre muestras de
necropsia puede utilizarse para cuantificar
la carga fangica en los tejidos del animal.

En cuanto al diagnéstico serolégico de la
aspergilosis aviar, los ensayos ELISA para
la deteccién de anticuerpos disponibles en
la actualidad son poco sensibles y/o espe-
cificos. Ademas, la exposicion continuada
de las aves a reservorios ambientales del
hongo implica que la mayoria de los ani-
males, incluyendo los clinicamente sanos,
tenga un nivel basal elevado de anticuer-
pos anti-Aspergillus. Por su parte, los mé-
todos de deteccidén de antigenos incluyen
la medicion de galactomanano y betaglu-
cano, los cuales tienen un valor diagnosti-
co muy limitado por presentarse en niveles
elevados en aves clinicamente normales
(Hauck et al., 2020).

Finalmente, debe tenerse en cuenta que
existen diferentes técnicas de biologia mo-
lecular para el tipado y subtipado de los ais-
lamientos de Aspergillus (Tabla 1). Pese ala
notable carga de trabajo y el coste econdmi-
co que implican algunas de estas técnicas,
debe destacarse su capacidad para ayudar
a esclarecer la epidemiologia de los brotes
de aspergilosis aviar (Arné et al., 2011).
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Tratamiento y prevencion de la aspergi-
losis en produccién avicola

La prevencion de la aspergilosis supone
un reto importante en produccion avicola.
La mayoria de las medidas preventivas pre-
tenden la eliminacién de cualquier posible
foco de exposicion a propagulos de Asper-
gillus spp., para lo cual se requiere el man-
tenimiento de unos estandares adecuados
de higiene y calidad ambiental (Dykstra et
al,, 2013).

Los hongos del género Aspergillus son
ubicuos en el ambiente, siendo el suelo
y las acumulaciones de materia organi-
ca en descomposicion sus principales
habitats. Las conidias transportadas por
el aire pueden depositarse y contaminar
diferentes superficies y volver a ser de
nuevo resuspendidas en la atmésfera por
diversas causas naturales o inducidas
por la actividad humana y animal, entran-
do asi en un ciclo de deposicion y resus-
pension que puede repetirse durante pe-
riodos de tiempo prolongados, ya que las
conidias de Aspergillus spp. permanecen
viables durante meses. En este contexto,
suele recomendarse la realizacion de me-
diciones periddicas de la carga fungica
en el aire de las explotaciones utilizando
procedimientos estandarizados (Figura
2), asi como el establecimiento de medi-

das de descontaminaciéon ambiental en
caso de ser necesario reducir dicha car-
ga. Ademas, el agua puede suponer una
via alternativas de trasmisién de la asper-
gilosis; no obstante, esta “via humeda”
puede adquirir diversas formas, pudien-
do producirse la entrada de las conidias
del hongo al interior del hospedador por
la toma directa de agua contaminada, la
inoculacién a través de heridas cutaneas
o, indirectamente, por inhalacion de aero-
soles (“goticulas”) contaminada por coni-
dias de Aspergillus.

Ademas de garantizar unas condiciones
adecuadas de higiene ambiental, debe
prestarse gran atencion a la alimentacién
de los animales, ya que los piensos enmo-
hecidos pueden ser un reservorio fungico
y, ademads, pueden contener pequefias
cantidades de micotoxinas, cuyos efec-
tos podrian afectar a la productividad y el
estado general de salud de los animales,
haciéndolos mas susceptibles a la asper-
gilosis. También deben reducirse al maxi-
mo los procedimientos y situaciones que
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Figura 3. Ejemplo de ensayo in vi-
tro de sensibilidad de Aspergillus
fumigatus frente a los antifungicos
anfotericina B (AP, izquierda) y keto-
conazol (KE, derecha), realizado me-
diante la técnica del Etest®. La con-
centracion minima inhibitoria (CMI)
para anfotericina B corresponde al
punto en el que el halo de inhibicién
del crecimiento flngico intersecta a
la tira que contine un gradiente del
antifingico (2 pg/mL, flecha roja).
Noétese que el aislamiento fungico
analizado es insensible a ketocona-
zol (CMI > 32 pg/mL).




puedan ocasionar estrés a los animales vy,
por tanto, resultar en un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad.

En la actualidad no existen vacunas co-
merciales que ayuden a prevenir la aspergi-
losis aviar y las pocas vacunas experimen-
tales generadas hasta la fecha no inducen
una proteccion suficiente y duradera. En
cuanto a los tratamientos antimicéticos, en
muchos paises no hay antimicéticos sisté-
micos registrados para su uso en aves de
producciéon (Hauck et al., 2020). Algunos
de los tratamientos utilizados con mayor
frecuencia son la administracion de nista-
tina o sulfato de cobre con el agua de be-
bida. Es importante tener en cuenta que la
aplicacion de cualquier compuesto antimi-
cético en aves debe realizarse de manera
juiciosa, teniendo en cuenta la posible se-
leccion de cepas de Aspergillus resisten-
tes a dichos compuestos, que supone una
amenaza emergente a nivel mundial (Melo
et al., 2020). En relacion a esto ultimo, se
considera que la realizacién rutinaria de
ensayos in vitro de susceptibilidad antifan-
gica a los aislamientos de Aspergillus spp.
procedentes de las aves afectadas y su
entorno ambiental es una herramienta util
para mejorar la eficacia de los tratamientos
frente a la aspergilosis aviar a la vez que se
previene la seleccion de cepas resistentes
a los mismos (Figura 3).

Conclusiones

En conclusién, la aspergilosis sigue
siendo una enfermedad de gran importan-
cia en produccién avicola que, en no pocas
ocasiones, resulta dificil de preveniry erra-
dicar. En este sentido, debe destacarse
el papel del laboratorio en el diagnéstico
temprano de esta patologia, asi como en
el estudio epidemiolégico de los brotes,
la monitorizacién de los niveles ambien-
tales de propéagulos de Aspergillus spp.,
la seleccién de tratamientos éptimos, y la
deteccién de posibles aislamientos resis-
tentes a los antiflingicos.
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Técnica (siglas en inglés) Fundamento

Electroforesis de isoenzimas
(MLEE)

Tabla 1. Principales técnicas utilizadas en el (sub)tipado molecular de asilamientos
de Aspergillus. Modificado de Alvarez-Pérez et al. (2012).

Separacién de proteinas mediante electroforesis en gel, seguida
de la visualizacién de enzimas especificas mediante determinadas
reacciones de tincion.

~

Cariotipado electroforético

Separacién de cromosomas intactos en un gel de agarosa al ser
sometidos a un campo eléctrico fluctuante.

Polimorfismos de ADN ampli-
ficado al azar (RAPD)

Union al azar de oligonucleétidos cortos al ADN molde, seguida
de la amplificacion por PCRy separacion electroforética de los
fragmentos amplificados.

Polimorfismos de longitud
de fragmentos de restriccion
(RFLP)

Digestién del ADN molde mediante endonucleasas de restriccion y
separacion electroforética de los fragmentos resultantes.

Hibridacién de elementos
multicopia Afut/

Hibridacién de la secuencia Afutl/ (similar a un retrotransposon) a
fragmentos de ADN generados mediante endonucleasas de res-
triccion, seguida de la visualizacién de los patrones de hibridacion
mediante autorradiografia.

Polimorfismo de longitud

Digestién del ADN molde mediante endonucleasas de restriccion
de fragmentos amplificados seguida de la unién de adaptadores a los fragmentos resultantes,
(AFLP) su amplificacion por PCR y su separacion electroforética.

Microsatélites
to repetido.

Amplificacién de secuencias cortas repetidas en tdindem y anélisis
del tamafio de los amplicones o del nimero de copias del fragmen-

tnico (SNP)
técnicas.

Analisis de las variaciones de una Unica base nitrogenada en
Polimorfismos de nucleétido  un locus determinado por secuenciaciéon Sanger de una regiéon
genodmica concreta, secuenciacion de genoma completo u otras

Analisis de la secuencia del
gen CSP

Estudio de la variabilidad en los motivos repetidos presentes en la
secuencia del gen CSP de Aspergillus fumigatus, el cual codifica
una proteina de la pared celular.

Tipado de secuencias multilo-
cus (MLST)

Analisis de la variabilidad en la secuencia de distintos genes cons-
titutivos, determinada por secuenciacidén Sanger o por secuencia-
cion de genoma completo.
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