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Resumen:

El sindrome de la nariz blanca (SNB) provocado por el hongo (Pseudogymnoascus destructans antes
en género Geomyces) es una enfermedad con altas mortalidades que afecta murciélagos insectivoros
que hibernan. Es llamado asi por su manifestacién fisica alrededor, principalmente, de la nariz de
diversas especies de murciélagos. El contagio del SNB es por contacto directo entre murciélagos,
aunque el hombre es un vector potencial ya que trasporta las esporas del hongo de cueva en cueva. En
México no existe ninguna informacion sobre este sindrome. Sin embargo, es altamente probable que
ingrese al pais dado que existen las condiciones ambientales para que se dé la infeccion. El presente
proyecto plantea la creacion de modelos de nicho ecoldgico para determinar los sitios donde
potencialmente existan en México las condiciones ambientales para el desarrollo del hongo. Ademas,
propone una caracterizacion de las cuevas seleccionadas a través del modelado de nicho ecoldgico y
de la comunidad de murciélagos que habiten estas. Adicionalmente se modelaran las especies M.
albescens y M. carteri incluidas en la NOM-059-SEMARNAT-2010.

e * El presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente o la
descripcion de los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacion adicional sobre ellos,
pueden consultarse en www.conabio.gob.mx

e ** E] usuario tiene la obligacion, de conformidad con el articulo 57 de la LFDA, de citar a los autores de obras
individuales, asi como a los compiladores. De manera que deberan citarse todos los responsables de los proyectos,
que proveyeron datos, asi como a la CONABIO como depositaria, compiladora y proveedora de la informacion. En
su caso, el usuario debera obtener del proveedor la informacion complementaria sobre la autoria especifica de los
datos.



Sindrome de Nariz blanca: Una zoonosis emergente que amenaza los quirdpteros
de México.

Conformacion de cepario para la integracion de una coleccion de cultivos de G.
destructans como unidad técnica de referencia, diagnostico o investigacion

Introduccion

El sindrome de la Nariz Blanca es una zoonosis emergente causada por
Pseudogymnoascus (=Geomyces) destructans Blehert et Gargas, que ha tenido un
fuerte impacto en las poblaciones de murciélagos de zonas frias en el Continente
Americano. Este hongo ha sido reportado como psicréfilo, lo que le permite vivir en
sitios donde el agua es escasa, como por ejemplo el interior de cuevas; sin embargo,
especies relacionadas han sido

encontradas en suelos templados y ambientes marinos, ademéas de ser
queratinofilico y halotolerante, se ha aislado a partir de materia vegetal en
descomposicion, principalmente celulosa, asi como de guano de pingulino, gaviota
y petrel asi como de zonas donde hay actividad animal, sin embargo esto no es
exclusivo, ya que también ha sido detectado en sitios donde la actividad de
mamiferos o aves es baja (Hayes, 2012).

El género Geomyces es dispersado por aire, agua, y se ha obtenido de plumas,
pelo, artropodos, y diversos fomites, entre los que se encuentran los equipos de
excursionismo.

En México no hay un reporte oficial de sindrome de nariz blanca, sin embargo, es
necesario caracterizar la microbiota fungica presente en los murciélagos de los
géneros que pueden ser susceptibles de ser parasitados por Geomyces
destructans, para establecer antecedentes en caso de que llegase a producirse un
brote de dicho agente infeccioso.

Dentro de dicha caracterizacion, existe un aspecto muy importante, que es la
integracion de una coleccion de cultivos con los aislamientos de los hongos
provenientes de los murciélagos que se encuentran en México. Estas colecciones
de cultivos son fundamentales ya que pueden fungir como referencia para estudios
posteriores, investigacion, docencia y conservacion de la diversidad (Pinzén-
Gutiérrez et al., 2009).

Dentro de las caracteristicas que debe cumplir una coleccién de cultivos o cepario,
es gue los ejemplares ahi depositados estén en cultivo axénico, conserven la
morfologia colonial y microscopica tipica de los géneros y especies, por lo que es
necesaria una minuciosa seleccion de los medios de cultivo a utilizar asi como el
meétodo de conservacion, ya que de estos dependera la estabilidad morfolégica y
por lo tanto genética de los aislados.

En el presente proyecto se esté integrando el cepario de referencia de la microbiota
fungica cultivable de murciélagos capturados en diversos puntos de México, con el
fin de contar con cultivos puros para su posterior caracterizacion.



Obijetivo: Creacion de un cepario de referencia de los hongos presentes en la
superficie corporal de los quirépteros de México

Materiales y métodos

De manera original se habia propuesto integrar un cepario de hongos de cuevas,
sin embargo, por el tipo de muestras recibidas, esta en proceso la integracion de
una coleccién de hongos provenientes directamente del cuerpo de murciélagos
capturados en diversos puntos de la Republica Mexicana. A continuacion se
detallara lo que se ha realizado hasta el momento y posteriormente la metodologia
para la siguiente fase de integracion del cepario.

Las muestras de los organismos se tomaron en diversas areas corporales de los
murciélagos (abdomen y alas) partir de las muestras obtenidas de diversos
organismos, se identificaron con base en la morfologia, tanto colonial como
microscopica. Para la identificacion, se tomé en cuenta la macro y micromorfologia
y se compard con claves taxonémicas, también se prepararon microcultivos de
Ridell para la observacién al microscopio de las estructuras reproductivas de los
hongos.

Paralelamente, se resembraron los hongos con morfologia diferente para obtener
cultivos axénicos en cajas de Petri con medio PDA.

Una vez obtenidos los cultivos axénicos, y determinado el tipo de hongos que se
tenian se pasaron a tubos de polipropileno con agar de dextrosa y papa inclinado
para su conservacion en aceite mineral, ya que es el idoneo para el tipo de hongos
predominantemente aislados. Dichos tubos se han mantenido en cajas a
temperatura ambiente. Todos los aislados estan depositados en el Cepario del
Laboratorio de Micologia del Departamento EI Hombre y su Ambiente de la
Universidad Autbnoma Metropolitana Unidad Xochimilco.

Se estan realizando actualmente controles de viabilidad para este método de
conservacion a los 6 y 12 meses para verificar que sea el mas adecuado.

Los datos para cada cepa de hongo identificado estan sistematizados en una base
de datos de Excel, e incluyen los siguientes datos:

Fecha de recoleccion

Organismo/sustrato a partir del cual fue aislado
Localidad

Colector (cuando estéa disponible)

Georreferencia (cuando esta disponible)

Fecha de aislamiento

Morfologia colonial (indicando el medio de aislamiento)
Nombre de quien lo identifico

ONOORWNE

Dicha base esta en actualizacion constante para tener el listado completo una vez
gue se dejen de procesar muestras. También se estan realizando las fichas técnicas



de cada género que integra el cepario. Esto aln esta en proceso, ya que se siguen
identificando algunos géneros.

Resultados y discusion

Hasta el momento se han revisado 4315 colonias, provenientes de Puebla, Jalisco
y Chiapas, de las cuales se han identificado 24 géneros diferentes, ademas de gran
cantidad de micelio estéril. A pesar de que este estudio se esta llevando a cabo solo
con hongo filamentosos y se ha tenido el cuidado de utilizar medios de aislamiento
gue favorezcan su crecimiento, se ha encontrado gran cantidad de levadura, sin
embargo, éstas no se han identificado. En la tabla 1 se muestran los géneros que
se han encontrado, asi como la cantidad de unidades formadoras de colonias, asi
como el criterio de Yadav y Madelin (Esquivel et al., 2003) para determinar su
frecuencia de aparicion. Debido a que no se cuenta con un estudio previo para
referenciar si estos hongos son comunes o no en los murciélagos de México, dicho
criterio se utilizé para contrastar y encontrar los géneros mas comunes en todos los
sitios de muestreo. Penicillium, Scopulariopsis, Aspergillus y Bispora son los
géneros que aparecieron mas frecuentemente. Este analisis se llevo a cabo para
determinar qué tipo de hongos eran los que se encontraban presentes en los
organismos y asi poder definir el medio de conservacion idéneo de acuerdo con el
hébitat y los requerimientos nutrimentales de los hongos.

UFC Género Frecuencia de aparicion (%)
1051 Penicillium 100
1049 Scopulariopsis 99.80970504
658 Aspergillus 62.60704091
487 Bispora 46.33682207
151 Esteéril 14.36726927
117 Alternaria 11.132255
61 Acremonium 5.803996194
61 Cladosporium 5.803996194
29 Eurotium 2.759276879
56 Rhizopus 5.328258801
15 Fusarium 1.427212179
13 Verticillium 1.236917222
12 Trichoderma 1.141769743
3 Isaria 0.285442436
4 Paecilomyces 0.380589914
3 Beauveria 0.285442436
2 Stachybotrys 0.190294957
1 Chromelosporium 0.095147479
1 Torpedospora 0.095147479
1 Mucor 0.095147479




1 Pesudobeltrania 0.095147479
1 Auerobasidium 0.095147479
1 Hyalodendron 0.095147479
1 Bipolaris 0.095147479

Tabla 1. Frecuencia de aparicion de los géneros fungicos en el total de los sitios

muestreados.

80-100 Muy comun
79-61 Comun
60-41 Frecuente
40-21  |Ocasional |
20-0.1 Raro

0 No encontrado

Tabla 2. Criterio de Yadav y Madelin para determinar la frecuencia de aparicion de

los hongos encontrados.
Cada género nuevo se esta colocando en u

referencia y para posterior consulta.

n formato como el mostrado en la figura
1, ya que esta informacion estara disponible en el Laboratorio de Micologia como

Proyecto sindrome d

Género
Sitio de aislamiento
Condiciones de crecimiento

Macromorfologia

Produccion de enzimas extracelulares
Proteasas

Queratinasas

Nivel de bioseguridad

Nivel de contencion

Observaciones

e nariz blanca

Ficha de identificacion

Scopulariopsis

Jalisco

Medio Rosa Bengala, 28°C
Colonias de aspecto granular,
aterciopelada o pulverulenta, de
color blanco al principio, que se
torna café o gris oscuro con el
tiempo.

No determinado (ND)

ND

ND

Dos

Dos

Manipular con guantes y
cubrebocas, hongo no dematiaceo
reportado como causante de
onicomicosis, tineas 0 micosis




pulmonares en pacientes
inmunodeprimidos

Figura 1. Ejemplo de ficha de cada uno de los géneros identificados y depositados
en el cepario del laboratorio de Micologia, de la UAM-X.

Hasta este momento, solamente se han aislado hongos que corresponden al grupo
de riesgo 1 (individual y poblacional escaso o nulo) y 2 (riesgo individual moderado,
riesgo poblacional bajo).

De acuerdo con la OMS (2005), los que corresponden al grupo 1, son aquellos que
tienen pocas probabilidades de provocar enfermedades en humanos o animales, ya
gue son ubicuos y hasta este momento no han sido reportados como causantes de
alguna enfermedad.

En cuanto a los microorganismos de riesgo 2, son aquellos que pueden provocar
enfermedades humanas o animales con pocas probabilidades de constituir un
riesgo grave para el personal de laboratorio, la poblacion, ganado o ambiente. La
exposiciébn en el laboratorio puede provocar infecciones graves, pero existen
medidas profilacticas y de tratamiento eficaces y el riesgo de propagacion es
limitado si se manejan de la manera adecuada. Si bien pueden no ser equivalentes,
estos microorganismos pueden colocarse dentro de los niveles de bioseguridad
definidos también por la OMS. Como se mencioné previamente, en este proyecto,
solamente se han aislado hongos de nivel de bioseguridad basico tanto 1 como 2.
Por lo que pueden manejarse en un laboratorio de investigacion con técnicas
microbiolégicas adecuadas, con ropa protectora, campana de seguridad biolégica y
haciendo énfasis que pueden constituir un riesgo biologico bajo, y a la vez
verificando que todo el personal que tiene contacto con ellos siga las medidas de
proteccién y contencién para evitar la salida del laboratorio, dispersion o
propagacion de dichos agentes bioldgicos.

Una vez hecho el andlisis de los géneros presentes en los murciélagos, se
determiné que el medio mas adecuado para conservar los aislados era el agar de
papa-dextrosa, ya que es un medio que tiene gran cantidad de azUcares y permite
una buena esporulacion en corto tiempo. En la experiencia de uso en el laboratorio
de Micologia de la UAM-X, se ha observado que este medio minimiza el riesgo de
pérdida del material biologico al ser muy rico, ademas de que al producir gran
cantidad de esporas, permite su facil manejo y reactivacion de las cepas.

Es importante tomar en cuenta que se prob6 el medio de papa de BD Bioxdn
(México) y el medio de papa natural (preparado al utilizar infusion de papa y
dextrosa, adicionado con agar al 16%), siendo este ultimo el que favorecié en mayor
medida las caracteristicas macro morfologicas de las colonias. Estas pruebas
primero se realizaron en cajas de Petri, para verificar velocidad de crecimiento y
tamafio de las colonias.



Las caracteristicas morfolégicas de las colonias de cada uno de los géneros, se
registran en el formato mostrado en la tabla 3 (Mier et al., 2002) (Ver archivo de
Excel para ejemplos).

Caja |Aislado| Color Aspecto Consistencia Superficie exudado

Anverso
Reverso

liso

rugoso
polvoso
velloso
cerebriforme
lanoso
flocoso
butirdceo
algodonoso
mucilaginoso
zonado
aterciopelado
brilloso
plegado
pulvurulento
dura

blanda
media
elastica
plana
convexa
umbonada
exudado
pigmento
difusion

Tabla 3. Formato para registrar las caracteristicas macromorfologicas de los
hongos.

Al hacer las pruebas de los agares, se registré también la morfologia de las colonias
sembradas en papa natural y en papa de Bioxdn, donde se observdé de manera
general, que los crecimientos fueron mas rapidos (entre dos y tres dias menos) en
el caso de la papa natural, asi como el aspecto de la colonia que presento
caracteristicas mas marcadas y muy semejantes a las descritas en la literatura de
referencia consultada (Barron (1968), Barnett y Hunter (1972) y Von Arx (1981)) y
se corroborara al realizar microcultivos de Ridell.

Una vez establecido el medio a utilizar, se prepararon viales de 5 ml con agar
inclinado, para sembrar las colonias en el mismo. Las colonias se incubaron a 28 °
C de 7 a 11 dias para permitir el crecimiento y posteriormente se cubrieron con
aceite mineral para su conservacion a temperatura ambiente. Cada siembra se
realiz6 por triplicado. La finalidad de utilizar dicho aceite es para atenuar el
metabolismo del hongo, ya que el aceite mineral disminuye la velocidad de
transferencia del oxigeno, (Pinzon-Gutiérrez et al., 2009).

Hasta el momento, las cepas se tienen en aceite mineral, la siguiente fase de la
conformacién del cepario es realizar las pruebas de viabilidad, las cuales
contemplan medicion de porcentaje de viabilidad, es decir, porcentaje de colonias
recuperadas a partir del original (es necesario conocer la cantidad de conidios
producidos por cada cepa), asi como el tiempo que le toma al hongo en la fase de
adaptacion, logaritmica, estacionaria y de declinacion, asi como la verificacion de
macro y micromorfologia de cada aislado.

Es importante mencionar que hasta el momento solamente se han aislado hongos
mesodfilos (que crecen a temperaturas entre los 20 y 40 ° C), en caso de aislar
psicréfilos estrictos o psicrotrofos como Geomyces, se conservaran a -20°C para
minimizar el riesgo de que se desnaturalicen por temperatura.



Conclusiones

Se han logrado aislar hongos del pelaje y las alas de los murciélagos, colectados
en diferentes localidades de la Republica Mexicana. Dichos hongos son en su
mayoria géneros asociados a la vegetacion.

El medio de cultivo més adecuado para los hongos asilados hasta el momento, es
el agar de papa dextrosa, preparado con infusion de papa natural, ya que se han
conservado las caracteristicas macro y micromorfolégicas de los aislados.

El método de conservacién elegido es el de aceite mineral, ya que permite disminuir
la tasa de crecimiento de los hongos al evitar el intercambio de gases en el interior
del tubo de cultivo.
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