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GLOSARIO

Acido drico: Producto del metabolismo de las proteinas presente en la sangre y
excretado por la orina.

Amoniaco: Gas aromatico incoloro compuesto por nitrdgeno y oxigeno, que se
produce como consecuencia de la descomposicibn de la materia organica
nitrogenada. Actia como estimulante aromatico, como detergente y como
emulsionante, ademas de tener otras muchas acciones.

Apoplejia: obsoleto, accidente cerebrovascular que conduce a una paralisis.

Aspergillus: Género de hongos que es un frecuente contaminante de laboratorio
y produce infecciones nosocomiales.

Biopsia: extraccion de una pequefia pieza de tejido vivo de un 6rgano u otra parte
del cuerpo para, mediante el examen microscopico, confirmar o establecer un
diagndstico, estimar un prondstico o seguir el curso de una enfermedad.

Candida: Género de hongos levaduriformes que incluye al patégeno comun
Candida albicans.

Céapsula: envoltura membranosa que rodea a ciertos microorganismos, como los
Neumococos.

Colonias: conjunto de microorganismos en un cultivo que proceden de una sola
célula. Las colonias, segun su configuracion, pueden ser lisas, rugosas o0 enanas.

Creatina: Compuesto nitrogenado importante producido por los procesos
metabdlicos del cuerpo. Combinada con el fésforo produce fosfatos de alta
energia.

Creatinina: Sustancia generada a partir del metabolismo de la creatina, presente
normalmente en la sangre, en la orina y en el tejido muscular.

Cryptococcus: Género de hongos levaduriformes que se reproducen por
gemacion mas que por esporas. Existen varias especies patdgenas; la mas
importante es C. neoformans.

Dermatofito: Cualquiera de los diversos hongos que producen enfermedades
parasitarias de la piel en los seres humanos.

Detritos: Tejido muerto, enfermo o lesionado, y cualquier cuerpo extrafio que
deba ser retirado de una herida o zona en tratamiento.

Diplopia: Doble vision, producida por la funcion defectuosa de los musculos
extraoculares o por algun trastorno de los nervios correspondientes. \



Ergosterol: Esterol insaturado del grupo de la vitamina D aislado de las
levaduras, champifiones, cornezuelo de centeno y otros hongos. Cuando se trata
con radiacion ultravioleta se convierte en vitamina D».

Esputo: Material expulsado por la tos, procedente de los pulmones y expectorado
a través de la boca. Contiene moco, restos celulares o microorganismos, y en
ocasiones también sangre o pus. La cantidad, el color y la composicién del esputo
son datos importantes para el diagnostico de numerosas enfermedades.

Gemacion: Tipo de reproduccion asexual en el que la célula produce una
proyeccion semejante a una yema que contiene cromatina y que eventualmente se
separa del progenitor y se desarrolla como un organismo independiente. Es la
forma comun de reproduccion en los animales inferiores y las plantas, tales como
las esponjas, levaduras y mohos.

Guanina: Base pdurica principal presente en los nucleétidos y componente
fundamental del ADN y ARN. En forma libre 0 no combinada esta presente en
cantidades minimas en la mayoria de las células, normalmente como producto de
la hidrélisis enzimatica de acidos nucleicos y nucledtidos.

Hifa: Estructura filiforme del micelio de un hongo.

Inmunodeficiente: Relativo a un trastorno del sistema inmune, en el que la
inmunidad humoral o celular es infrecuente y estad disminuida la resistencia a la
infeccion.

Inmunosupresion: administracién de sustancias que alteran de forma significativa
la capacidad del sistema inmunitario para responder a la estimulacién antigénica,
mediante la inhibicion de la inmunidad humoral y celular. La inmunosupresion
puede ser deliberada, como en la preparacion de trasplantes, para evitar el
rechazo por parte del huésped de los tejidos del donante; o accidental, como
resulta frecuentemente en el tratamiento del cancer con quimioterapia.

Latente: Dormido, que existe como posibilidad; por ejemplo: la tuberculosis puede
estar latente durante periodos extensos de tiempo, y convertirse en activa en
determinadas condiciones.

Levadura: Todo hongo nucleado unicelular, habitualmente oval, que se reproduce
por gemacion.

Manitol: Azlcar que apenas se metaboliza, utilizado como diurético osmético y en
pruebas de funcién renal. Se prescribe para facilitar la diuresis, disminuir la
presion intraocular e intracraneal, para facilitar la excrecion de sustancias y
residuos téxicos y para evaluar la funcion renal.



Melanina: Carbohidrato que contiene tres o mas moléculas de carbohidratos
simples. Las dextrinas, almidones, glucégenos y pentosas son ejemplos de
polisacaridos.

Meningitis: Cualquier infeccion o inflamacion de las membranas que envuelven el
cerebro y la médula espinal. Normalmente es purulenta y afecta al liquido del
espacio subaracnoideo. Se caracteriza por cefalea intensa, voémitos y dolor y
rigidez de nuca.

Metastasis: proceso por el que las células tumorales se diseminan hacia
localizaciones distantes del organismo. Dado que los tumores malignos no estan
encapsulados, las células pueden escaparse y ser transportadas por la circulacion
linfatica o sanguinea a otros 6rganos alejados del tumor primario. 2. el tumor que
se desarrolla de esta forma.

Micelio: Masa de filamentos ramificados interconectados, formando una trama
gue elaboran la mayoria de los hongos.

Nistagmo: Movimientos ritmicos involuntarios de los ojos; las oscilaciones pueden
ser horizontales, verticales, giratorias 0 mixtas.

Nitrato: una sal del acido nitrico.

Nitrito: éster o sal del &cido nitroso, utilizado como vasodilatador y
antiespasmadico. Entre los nitritos mas ampliamente utilizados estan los de amilo,
etilo, potasio y sodio.

Paraplejia: Trastorno caracterizado por una pérdida sensitiva 0 motora en las
extremidades inferiores. También pueden estar afectados los musculos de la
espalda y los abdominales, por lo que la pardlisis puede ser completa o
incompleta.

Paresia: paralisis parcial, relacionada en algunos casos con una neuritis local. 2.
manifestacion tardia de la neurosifilis, caracterizada por paralisis generalizada,
incoordinacion temblorosa, convulsiones transitorias, pupilas de Argyll Robertson y
demencia progresiva provocada por la degeneracion de las neuronas corticales.

Polisacarido: Carbohidrato que contiene tres o mas moléculas de carbohidratos
simples. Las dextrinas, almidones, glucégenos y pentosas son ejemplos de
polisacaridos.

Rhizopus: género de hongos que incluye algunas especies identificadas como
causa de zigomicosis en seres humanos.

Somnolencia: Nivel de consciencia disminuido caracterizado por deseo de dormir
y dificultad para permanecer alerta. Puede ser causado por falta de suefio,
medicamentos, abuso de sustancias o trastorno cerebral.



Tetraplejia: Trastorno caracterizado por la paralisis de los brazos, de las piernas y
del tronco por debajo del nivel de la lesion asociada de la médula espinal. Puede
estar ocasionado por una lesion de la médula espinal, especialmente en la zona
comprendida entre la quinta y la séptima vértebras cervicales.

Ureasa: enzima utilizada en la determinacion de la urea en la sangre o la orina. 2.
enzima que cataliza la hidrélisis de la urea a dioxido de carbono y amoniaco. 3.
enzima antitumoral.

Virulencia: Capacidad de un microorganismo para producir enfermedad.

Xantina: Producto derivado del nitrdgeno en el metabolismo de las
nucleoproteinas. Se encuentra normalmente en el mdasculo, higado, bazo,
pancreas y orina.



RESUMEN

Se han realizado trabajos de investigacion en diversos lugares, con diferentes
climas y vegetacién que pudiera servir como medio de cultivo, pero la realidad es
gue ha sido en el sur del continente principalmente (Colombia, Venezuela, Brasil y

Peru), pero no en México.

Sin embargo, es un buen momento para iniciar este tipo de investigaciones en
México en este caso en la Comarca Lagunera de Torredn Coahuila; antes de que
presentemos niveles importantes de Cryptococosis en general, y no lo podamos

controlar en el futuro.

Dado que existen muy pocas investigaciones en el campo de la Micologia
Veterinaria a nivel general, surgio el interés por realizar el presente trabajo en
la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro UL, especificamente en los
edificios de Biblioteca, Laboratorio de Anatomia, Centro de Investigacion en

Reproduccién Caprina (CIRCA) y Comedor Universitario.

Se colocaron 5 g de excretas de palomas en un frasco de vidrio con 20 ml de
solucion salina fisioldgica con: 0.25 ml de cloranfenicol y 0.2 ml de estreptomicina,
dejandolas reposar por 10 minutos para posteriormente centrifugarlas a 2500 rpm
durante 5 minutos.

Se depositaron 0.5 ml en cajas de Petri con medios de cultivo y se colocaron en

la incubadora a 35.3°C por un periodo de 5 dias.

Vi



Posteriormente se procedio a identificar las colonias que habian crecido para
determinar si se tratdé de Cryptococcus neoformans spp.

Se resembraron y/o aislaron las colonias sospechosas y se identificaron a traves
de la técnica en fresco con solucion fisiologica salina.

Las colonias se observaron con el esteroscopio y las lamillas preparadas con las
técnicas en fresco en el microscopio, primero a 10 aumentos y después a 40.

Se determino la presencia de la levadura Cryptococcus spp. en las excretas de
palomas (Columba livia) en instalaciones de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro Unidad Laguna, asi como la frecuencia en heces expuestas y no a

la radiacion solar.

Palabras Clave: Criptococosis, Cryptococcus spp, Palomas (Columba livia),

Heces de palomas.



| INTRODUCCION
La criptococosis es una micosis sistémica producida por un hongo levaduriforme
encapsulado denominado Cryptococcus neoformans, descubierto hace
aproximadamente cien afios por Sanfelice, quien aislé originalmente el

microorganismo de un jugo de melocoton (Sorrell, 2001).

En 1895 Sanfelice aisl6 Cryptococcus neoformans de nddulos linfaticos de bovino,
Villemin en 1901 lo hallé en pulmoén de porcino y Frothingham en 1902 describi6 la
Criptococcosis en un caballo. En 1951 Curtis realizé el primer aislamiento en
felinos y Holzworth en 1952, en afecciones respiratorias y pulmonares. En 1953
Seibold demostrd el primer caso en perros. Desde entonces la enfermedad se ha
reportado en forma esporadica. Al afio siguiente en 1954 Seibold reprodujo la
enfermedad en animales de experimentacion y Illamé a este hongo

Saccharomyces neoformans (Baro, 1999).

Por otro lado, Cryptococcus neoformans var. neoformans ha sido asociado
histéricamente con excrementos de paloma y otras aves, siendo aislado de estas
deyecciones al igual que del suelo contaminado con las mismas (Barreto de
Oliveira, 2004).

Se ha descrito que Cryptococcus utiliza la creatinina presente en estas
deyecciones en sus procesos bioldgicos. Las palomas con Cryptococcus
neoformans en sus tractos intestinales pueden excretar la levadura durante varios
meses sin desarrollar signos clinicos de la enfermedad. Esta variedad es la mas

comunmente aislada de humanos y ha sido sefialada como un patdégeno



secundario en pacientes inmunocomprometidos (Sorrell, 2001; Barreto de Oliveira,
2004).

Cryptococcus neoformans var. gattii se ha aislado de algunas especies de arboles
del género Eucalyptus, principalmente en las regiones tropicales y subtropicales
de Australia y Sudamérica. Existen escasas publicaciones australianas sobre este
tema, pero hay informacién de que en Ayacucho, entre 1996-1997 se realizaron
aislamientos ambientales de esta levadura. La criptococosis es un proceso fungico
causado por levaduras ovales de 4-10 um de didmetro, que se encuentran
rodeadas por una gruesa capsula gelatinosa. Este proceso, causado por
Cryptococcus neoformans, se ha descrito principalmente en gatos, perros y
caballos. Se desconoce la forma exacta por la que los Cryptococcus
desencadenan la infeccion, ya que pueden detectarse en animales con una
funcion inmunolégica normal, aunque es mas habitual que se desarrolle en
animales inmunodeficientes (Baro, 1999; Pal, 1998).

El aparato respiratorio, especialmente el pulmon, es la principal via de entrada y el
punto a partir del cual se produce la diseminacion sistémica. No obstante, también
se han descrito infecciones cutaneas, nerviosas y oculares. Cryptococcus
neoformans puede causar una respuesta granulomatosa, pero por lo general la
inflamacién es menos severa que la ocasionada por otros hongos. Para realizar el
diagndstico es necesario emplear técnicas citolégicas o histologicas. Las
caracteristicas morfolégicas de estos hongos (incluyendo la tincion positiva de su
capsula con mucicarmina) son suficientes para llevar a cabo el diagnostico (Pal,

1998).



Il REVISION DE LITERATURA

2.1.-Criptococosis

El término criptococosis se usa para referirse a una infeccion causada por un
hongo encapsulado denominado Cryptococcus neoformans. Sin embargo,
técnicamente podemos aplicar este nombre a infecciones causadas por otras
especies del género. Esta micosis presenta desde el punto de vista epidemioldgico
una fuente de infeccion exdgena, una via de transmision respiratoria, un foco
primario pulmonar y una diseminacion hematdgena con tropismo hacia el sistema

nervioso central (Garcia-Hernoso, 2001; Litvintseva, 2005).

Desde el punto de vista etioldgico se describen dos variedades de Cryptococcus
neoformans: Cryptococcus neoformans variedad neoformans y Cryptococcus
neoformans variedad gattii. Cada una de estas variedades presenta dos serotipos,
en la variedad neoformans los serotipos A y D, mientras que en la variedad gattii,
los serotipos B y C. Se han reportado casos de infeccion humana producida por
otras especies de Cryptococcus, como Cryptococcus albidus y Cryptococcus
laurentii pero estos aislamientos deben ser confirmados. La fuente mas importante
en la naturaleza de Cryptococcus neoformans variedad neoformans son los nidos
de palomas viejos secos y llenos de deyecciones y los suelos contaminados con
este material. Sin embargo, no tenemos informes sobre brotes epidémicos de
estas micosis asociados con lugares contaminados. La fuente de Cryptococcus
neoformans en las deyecciones de palomas no ha sido identificada.
Aparentemente las palomas no llegan a desarrollar la infeccion (Belay, 1996;

Garcia-Hermoso, 1999).



Cryptococcus neoformans variedad gatti a la fecha no ha sido aislado de
deyecciones de palomas o del suelo. Su habitat natural ha sido identificado en el
Eucalyptus camaldulensis, conocido como el arbol de goma rojo de Australia

(Halliday, 1999).

El hombre adquiere infeccion por inhalacion de Cryptococcus neoformans. Las
particulas infecciosas son células pequefias no capsuladas diseminadas en el aire,
provenientes de las deyecciones secas de pajaros, o basidiosporas provenientes
de la forma perfecta de este hongo, Filobasidiella neoformans. La proteccién del
hospedero contra Cryptococcus neoformans se basa en un eficiente
funcionamiento del sistema inmunolégico de células T (Gokulshankar, 2004;

Saracli, 2006).

Las deficiencias en el funcionamiento normal de las células T constituye el factor
predisponente mas importante en esta micosis, presentando los pacientes las
formas agudas progresivas y diseminadas de la enfermedad. La profunda
deficiencia de este sistema que se presenta en los pacientes con el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida los predispone a desarrollar una criptococosis

diseminada (Barreto de Oliveira, 2004; Chee, 2005).

2.2.-Manifestaciones Clinicas

Las infecciones pulmonares leves o subclinicas son las formas mas comunes de
criptococosis, sin embargo, éstas son menos diagnosticadas que las meningitis

porque frecuentemente pasan desapercibidas, ya que muchas veces son



asintomaticas. El principal érgano de choque es el sistema nervioso central, pero

otros érganos también pueden ser afectados (Trilles, 2004).

2.2.1.-Criptococosis pulmonar

En individuos normales la criptococosis pulmonar es persistente. Los sintomas
incluyen tos, leve dolor toracico, esputo mucoide, pérdida de peso, sudoracion
nocturna, febricula y malestar general. Con mucha frecuencia no se presenta
cuadro febril. En los pacientes inmunodeficientes la afeccion criptocococica de los
pulmones tiende a consolidarse, con compromiso de las meninges por

diseminacion hematogena (Perfect, 2006; Vogel, 1969).

2.2.2.-Meningoencefalitis

La infeccion del encéfalo y de las meninges es la forma clinica mas comun en la
criptococosis y constituye la mayor causa de muerte en esta enfermedad. Se
presenta debido a la diseminaciéon hematdgena del microorganismo a partir del
foco primario pulmonar. En los pacientes inmunodeprimidos, los sintomas y signos
clinicos pasan muchas veces desapercibidos, siendo la cefalea bilateral y difusa
el més frecuente (Steenbergen, 2000), aunque también pueden presentarse
somnolencia y confusion, mientras que otros pueden ser nausea, vomito, rigidez

de la nuca, visiéon borrosa o diplopia (Bovers, 2006; Cogliati, 2001).

2.2.3.-Criptococosis cutanea

Entre un 10 y 15% de los pacientes con criptococosis diseminada presentan

lesiones cutaneas metastasicas, las cuales se observan como lesiones nodulares



solitarias 0 mdltiples, ulceradas o abscedadas. Las lesiones estan frecuentemente
localizadas en la cabeza, pero pueden aparecer en el tronco y en las extremidades

superiores (Severo, 2001).

2.2.4.- Criptococosis ocular

La criptococosis ocular incluye signos como pupiloedema, paralisis motora y
corioretinitis. El edema pupilar se presenta en pacientes con meningoencefalitis
como resultado del aumento de la presion intracraneana, mientras que la
corioretinitis muchas veces precede a otras manifestaciones de una criptococosis

diseminada.

2.3.-Procedimientos diagnoésticos

Establecer el diagnostico de criptococosis frecuentemente es menos dificil que
diagnosticar otras infecciones micéticas. Para el diagnéstico son muy importantes

los métodos de laboratorio (Stepanovic, 2002).

2.3.1.-Examen directo

Las células de Cryptococcus neoformans se pueden observar facilmente en el
liquido cerebroraquideo (LCR), otros fluidos, o secreciones, usando preparaciones
con tinta china, nigrosina o una suspension proteica de plata que pone de

manifiesto las capsulas que caracterizan a este hongo (Baro, 1999).

2.3.2.-Aislamiento primario

La posibilidad de aislar Cryptococcus neoformans del LCR se incrementa si

tenemos oportunidad de manejar diferentes muestras que deben ser centrifugadas

6



con el objeto de inocular el sedimento en las placas de cultivo. El aislamiento
primario se lleva a cabo utilizando el medio de saburaud glucosado y otros medios
como el agar bidens o agar guizotia abisinica, en los que la produccién de
feniloxidasa desarrolla colonias de color café, actuando como un medio selectivo.
Se debe considerar que la gran mayoria de las cepas de Cryptococcus
neoformans son sensibles a la cicloheximida, razén por la cual no debemos usar el
medio de mycosel. Este organismo crece mejor a temperaturas entre 30° C y 35°
C, manteniendo las placas en incubacion hasta por tres semanas antes de
proceder a descartarlas. Cryptococcus neoformans puede también ser aislado de
sangre, esputo, orina, liquido prostéatico y otros tipos de muestras. Las variedades
se diferencian usando el medio de canavanina-glicina azul de bromotimol (CBG)

(Baroni, 2006; Nandhakumar, 2006).

2.3.3.-Pruebas serologicas

Los anticuerpos para Cryptococcus neoformans pueden ser detectados con
frecuencia en pacientes con lesiones localizadas y al inicio de la enfermedad, pero
raramente en pacientes con meningitis 0 cuadros diseminados que no han sido
tratados, y en los que las pruebas para detectar antigenos son mucho mas utiles.
La prueba de aglutinaciéon de latex para el antigeno capsular de Cryptococcus
neoformans, es uno de los métodos mas importante en el diagnostico de esta
micosis. Suero, orina y desde luego LCR, pueden ser sometidos a la prueba

(Colom, 2005).



2.3.4.- Aislamiento e identificacion

El diagnostico definitivo de Cryptococcus neoformans se consigue mediante el
cultivo y aislamiento de las levaduras. Este aislamiento puede realizarse a partir
de biopsias o aspirados de tejidos y ganglios, exudado nasal, LCR, orina y liquido
sinovial. Cuando se realizan los cultivos a partir de muestras de la cavidad nasal,
la interpretacién de los resultados debe realizarse con precaucion. En estudios
realizados en Australia, se ha demostrado que el 14% de los perros y el 7% de los
gatos son portadores asintomaticos de C. neoformans. Recientemente se ha
descrito que también pueden ser portadores de C. gattii, aunque en un porcentaje
menor (Castella, 2008).

Para el aislamiento de Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii, se
recomienda utilizar el agar glucosado de sabouraud o el agar sangre, aunque
ambas especies pueden crecer en la mayoria de los medios de cultivo. Si se
procesan muestras de zonas estériles, tales como LCR o liquido sinovial, no se
recomienda adicionar antibiético al medio de cultivo, porque podria inhibir el
crecimiento de algunas cepas. Nunca debe emplearse un medio con
cicloheximida, ya que inhibe el crecimiento de las especies de Cryptococcus
(Kaufmann, 1982).

El cultivo de Cryptococcus neoformans debe incubarse entre 25° C y 35° C. Tras
36-72 horas de incubacion aparecen colonias de color blanco crema y muy
brillantes por la formacion de capsula. Generalmente, las colonias de
Cryptococcus gattii son mas mucosas que las de C. neoformans. Para la
identificacion de la levadura deben tenerse en cuenta caracteristicas morfoldgicas

como la presencia de capsula y un cuello de gemacion estrecho, asi como
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caracteristicas bioquimicas, tales como su capacidad para hidrolizar la urea y de
reducir los nitratos a nitritos. También es util la deteccién de la enzima fenol-
oxidasa empleando un medio de agar con semillas de negrillo (guizotia abyssinica)
y el medio de TOC (Tween Oxgall Cafeic) (Taylor, 2002; Wright, 2004).

Para la diferenciacion entre Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii suele
utilizarse el medio en agar CGB (L-canavanina-glicina-azul de bromotimol),
basado en la utilizacibn de la D-glicina como Unica fuente de carbono y la
tolerancia a la L-canavanina, siendo también Uutil la prueba de la asimilacion de D-
prolina y D-triptéfano como Unicas fuentes de nitrégeno (Castella, 2008; Edberg,
1980).

2.4.-Tratamiento

Todos los pacientes con criptococosis, con excepciéon de algunos pocos que
presentan lesiones fibrosas y calcificadas en pulmén (criptococomas), deben ser

tratados (Kobayashi, 2005).

2.4.1.-Criptococosis pulmonar

Los pacientes que presentan algun grado de inmunodeficiencia deben ser tratados
para evitar en lo posible el progreso o la diseminacién de la enfermedad. Podemos
usar anfotericina B o un compuesto azoélico en particular fluconazol como
tratamiento de principal opcién. En todos aquellos pacientes en donde se
sospeche, o se haya confirmado la micosis, deben ser investigados los signos de
diseminacion. Adicionalmente al examen clinico, se debe poner especial atencion

a las funciones del sistema nervioso central y hacer palpacion para determinar una



posible hepato- esplenomegalia o lesiones dérmicas. LCR, sangre, orina y liquido

prostatico deben ser cultivados (Taylor 2002; Kobayashi, 2005).

2.4.2.-Meningitis e infeccion diseminada

Los pacientes que presentan meningoencefalitis deben ser investigados por
signos de criptcocosis diseminada. Adicionalmente al examen fisico, los exdmenes
de laboratorio en sangre, orina y liquido prostatico, deben ser repetidos a
intervalos regulares hasta que el paciente se recupere (Bovers, 2006; Garcia-

Hermoso, 1997).

2.5.-Criptococosis en animales domésticos

La criptococosis es una micosis sistémica poco frecuente en los animales
domeésticos, con excepcion de la aparicion de brotes esporadicos en perros y
gatos. La criptococosis en animales esta causada por dos especies del género
Cryptococcus: Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii, hongos que en
tejidos animales y en condiciones habituales de laboratorio presentan forma de
levadura, con una capsula de mucopolisacaridos que los caracteriza (Duncan,

2005).

El agente etiolégico mas frecuentemente aislado es Cryptococcus neoformans,
aunque también Cryptococcus gattii ha sido aislado de distintas especies
animales. Estos dos agentes tienen nichos ecoldgicos diferentes. Cryptococcus
neoformans presenta una distribucion mundial, aislandose habitualmente de las

excreciones de palomas y otras aves, mientras que C. gattii se localiza en zonas
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con clima tropical/subtropical, aislandose principalmente de materia vegetal de
algunas especies de arboles (Jain, 2006).

La criptococosis se ha asociado con una gran variedad de animales domésticos
y a diferencia de otras micosis sistémicas, es mas frecuente en el gato que en el
perro y otras especies animales. La infeccion se origina en la cavidad nasal, tras la
inhalacién de la levadura. En el gato y en el perro suele diseminarse al sistema
respiratorio y al sistema nervioso central, como se comentara mas adelante
(Castella, 2008; Duncan, 2006).

En los animales domésticos como caballos, ovejas y cabras, la criptococosis suele
afectar al sistema respiratorio, mientras que en las vacas suele ser una micosis
localizada a nivel de la glandula mamaria. También se han descrito casos en
animales salvajes como koalas, anacondas, hurones, marsopas y llamas, con
manifestaciones clinicas muy variadas, predominantemente con afectacion
pulmonar y del sistema nervioso central (Riley, 1992).

Existen pocos casos descritos de criptococosis en aves. Clasicamente, las aves se
suponen resistentes a la infeccion debido a su elevada temperatura corporal (41-
43° C) que impide el desarrollo de la levadura. No obstante, en 1995 se describio
un caso de criptococosis en un kiwi, un ave nocturna no voladora con una
temperatura corporal mas baja que el resto de aves. Precisamente su baja
temperatura corporal, proxima a la de los mamiferos, explicaria su susceptibilidad

a la infeccion por Cryptococcus (Pal, 1998; Malik, 2003).
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2.5.1.-Criptococosis felina

La criptococosis es la micosis sistémica mas frecuente en el gato, aunque su
incidencia es baja. En un estudio sobre las micosis profundas en gatos en Estados
Unidos, la criptococosis fue la micosis mas frecuente, afectando al 0,044% de la
poblacion felina incluida en el estudio. Los gatos son especialmente susceptibles a
la infeccion por Cryptococcus neoformans y en menor proporciéon por
Cryptococcus gattii. En estudios realizados en Australia, en el 75% de los casos
de criptococosis en perros y gatos se aisldé C. neoformans como agente etioldgico,
mientras que en el 25% restante se aislo C. gattii (Malik, 1995).

No se ha descrito ninguna predisposicion de edad, sexo o0 raza, aunque en
algunos estudios apuntan que esta enfermedad es mas frecuente en gatos
machos de dos a tres afios de edad y de raza siamesa (Malik, 1992).

Se mencionan algunos factores predisponentes tales como una infeccién previa
por el Virus de la Leucemia Felina (FeLV) o por el Virus de la Inmunodeficiencia
Felina (FIV), pero algunos autores indican que la prevalencia de infecciones por
FIV/FeLV en gatos con criptococosis es similar a la de la poblacion felina general,
aguellos que no se presentan inmunideprimidos. Si bien no esta claro el papel de
estas enfermedades en la criptococosis, si pueden influir en la severidad y el
pronéstico de la misma. Los gatos con FeLV o FIV suelen tener una afectacion
mas generalizada y frecuentemente desarrollan sintomatologia neurolégica y
ocular. Otros factores predisponentes son las neoplasias, la diabetes,
intervenciones quirdrgicas y tratamientos con glucocorticoides (Flatland, 1996).
La via de infeccion mas frecuente es la inhalatoria, afectando inicialmente las vias

respiratorias altas, principalmente la cavidad nasal. En la mayoria de gatos (50-
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80%) la sintomatologia mas frecuente es la rinitis, con descarga nasal abundante
unilateral o bilateral. Los sintomas suelen ser crénicos y en el 70% de los casos la
cavidad nasal puede llegar a deformarse por la presencia de granulomas. También
puede verse afectada la nasofaringe, produciendo estertores, disnea inspiratoria y
tendencia a respirar con la boca abierta. Es frecuente un aumento del tamafo de
los ganglios mandibulares y no suele aparecer sintomatologia del tracto
respiratorio inferior ni fiebre (Kluger, 2006).

La infeccion puede diseminarse al tejido subcutdneo paranasal. En un 20% de los
gatos, la infeccion se disemina a través del plato cribriforme desde el tracto
respiratorio al sistema nervioso central. En estos casos aparecen sintomas
neuroldgicos tales como depresion, ataxia e incoordinacion, pudiendo incluso
producirse alteraciones oculares, siendo los signos mas comunes la ceguera
periférica y la retinitis (Davies, 1996; Ren, 2006).

En los casos mas avanzados de criptococosis, pueden aparecer lesiones cutaneas
(40-50%), que suelen afectar a la cara, cabeza y cuello, siendo estas lesiones,
secundarias a una infeccion del plano nasal. Si se produce una diseminacion via
hematdgena, es frecuente la aparicion de lesiones cutdaneas multifocales y el
aumento de uno o varios ganglios linfaticos periféricos (Malik, 1995; O'Brien,
2006).

2.5.2.- Criptococosis canina

La criptococosis canina suele afectar a perros de menos de cuatro afios. No existe
ninguna predisposicion de sexo pero si de raza, siendo mas frecuente en el
Déberman, Pinscher, Pastor Aleman, Cocker Spaniel Americano, Gran Danés y

Labrador. Se cree que el pastor aleman tiene predisposicién genética que lo hace
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susceptible no sélo a la criptococosis, sino también a otras micosis sistémicas
como la aspergilosis (Malik, 1995).

En los perros, la via de infeccion también es la inhalatoria. Generalmente el 50%
de los perros suele presentar afectacion de las vias respiratorias altas, pero la
rinosinusitis suele ser subclinica y, por lo tanto, la sintomatologia respiratoria suele
pasar desapercibida (Duncan, 2005).

La diseminacion multiorganica es mas frecuente en perros que en gatos. La
criptococosis se disemina rapidamente al sistema nervioso central, por lo que la
sintomatologia nerviosa es frecuente (50-80% de perros). Los sintomas
neurologicos son multifocales, causados por una meningitis y una progresiva
meningoencefalomielitis, e incluyen entre otros, inclinacion de la cabeza,
nistagmos, paralisis facial, paresia, paraplejia o tetraplejia y ataxia. También
suelen aparecer alteraciones oculares (20-40% de perros) que consisten en
neuritis optica, corioretinitis exudativa granulomatosa y hemorragia de retina
asociada a pupilas dilatadas y ceguera. Ademas, pueden aparecer también
lesiones cutaneas en el 10-20% de los perros, y al igual que en los gatos, es un
marcador de diseminacion hematdgena. Algunos perros pueden presentar fiebre
(Duncan, 2005; O'Brien, 2006).

2.6.-Epidemiologia

Las especies de criptococos se hallan habitualmente formando parte de la micota
ambiental. Se los ha aislado de numerosas fuentes y especialmente se los
encuentra en suelos que contienen materia fecal de aves, debido a su capacidad
de utilizar como fuente de nitrdgeno la creatinina contenida en este tipo de

excrementos. Debemos destacar, que si bien no existe evidencia de transmision
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directa entre animales y de los animales al hombre o visceversa, tanto el hombre
como los animales se infectan de la misma fuente a través de la inhalacion de aire
contaminado. La puerta de entrada habitual la constituye la via respiratoria. Se
han citado también la via percutanea y digestiva. El criptococo se halla en las
secreciones y excreciones de animales enfermos (Escandon, 2005; Rosario,
2005).

2.7.-Tratamiento para animales

La principal mecanismo de accién de la anfotericina B es dafiar la membrana de
las células fungales, inhibiendo la sintesis de ergosterol, debe administrarse
intravenosa o intraarticularmente porque no se absorbe por via oral. Los
imidazoles (ketoconazol, miconazol y clotrimazol) también pueden ser utilizados
como terapia. Actian a nivel de la membrana celular (ergosterol) y causan pérdida
de cationes, aminoacidos y proteinas citoplasmaticas (Calvo, 2001; Tay, 2006).
2.8.-Etiologia

2.8.1.-Cryptococcus neoformans

El género Cryptococcus esta integrado por levaduras caracterizadas por ser, en lo
general, sensibles a la actidiona, redondas y ocasionalmente ovaladas,
capsuladas, y con pocas excepciones, no formadoras de seudomicelio. Existen
alrededor de 20 especies conocidas, pertenecientes al genero Cryptococcus; sin
embargo, aunque han sido registrados casos raros provocados por Cryptococcus
albidus y Cryptococcus laurentii, por lo general, el agente etiolégico de todos los

casos de criptococosis humana es Cryptococcus neoformans (Baro, 1999).
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2.8.2.-Taxonomia del estado anamorfo

Al Cryptococcus neoformans se le ha dividido en dos variedades, Cryptococcus
neoformans variedad neoformans y Cryptococcus neoformans variedad gattii. La
reproduccion asexual en Cryptococcus neoformans representa el estado
anamorfico, el cual esta caracterizado por la produccion de células levaduriformes
gemantes (propagulos asexuales), que tipicamente desarrollan una gran capsula
compuesta por polisacaridos. Sobre la base de los determinantes antigénicos de la
capsula polisacarida, han sido reconocidos principalmente cuatro serotipos: A, B,
C, y D, y un quinto serotipo, el AD, que aparentemente corresponde a una mezcla

entre los serotipos Ay D.

En Cryptococcus neoformans variedad neoformans, se han integrado los serotipos
A, D y AD, los que comparten caracteristicas bioquimicas, epidemioldgicas y
clinicas, diferentes al par de serotipos B/C, integrantes de Cryptococcus
neoformans variedad gattii. Sin embargo, andlisis recientes de la secuencia del
gene URAS5 y patrones obtenidos por DNA, sugieren diferencias significativas
entre los serotipos A y D, por lo que si se reconocieran esas diferencias
genotipicas se propone que el taxdon Cryptococcus neoformans variedad
neoformans este restringido a aislados del serotipo D y describir una nueva
variedad, Cryptococcus neoformans variedad gattii para aislado serotipo A.
Ademas, en materia evolutiva, utilizando el analisis de la secuencia de nucleétidos
del gene CAP59, se ha establecido que existe un 90% de similitud en las
secuencias de los cinco serotipos, dividiendo filogenéticamente a Cryptococcus

neoformans en tres grupos: el primero, integrado por los serotipos A y AD,
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(revelando de esta forma que el serotipo AD estd genéticamente mas relacionado
con el A que con el D); un segundo, conteniendo a los serotipos B y C (serotipos
que mostraron gran similitud entre si, lo cual indica que son genéticamente
homogéneos y muy cercanamente relacionados) y el tercero, exclusivamente

integrado por el serotipo D (Casali, 2003; Chaturvedi, 2000).

Finalmente, con el estudio de las secuencias de RNA, se ha determinado que los
serotipos B y C tienen secuencias idénticas mientras que las de A y D son
diferentes, por lo que, haciendo las comparaciones pertinentes, se ha concluido
que, el serotipo D es mas cercano al B/C que al A (Campbell, 2005; Campbell,

2006).

2.8.3.-Teleomorfos

El teleomorfo, estado sexual del hongo, esta caracterizado por la produccion de
basidiosporas (propagulos sexuales). Filobasidiella neoformans corresponde al
teleomorfo de la variedad neoformans y F. bacillispora, lo es de C. neoformans
variedad gattii como se muestra en el cuadro 1. El género Filobasidiella es un
miembro de los basidiomicetos, con dos tipos sexuales: caracterizado por tener el
micelio hialino, que consiste en hifas dicariéticas con conexiones en pinza y un
basidio alargado, portando basidiosporas sésiles y en cadena y/o gemacion

basipeta (Latouche, 2002).
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Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de Cryptococcus neoformans var. spp.

Clasificacion taxonomica Fase anamorfa Fase teleomorfa

Phylum Deuteromycetes Basidiomycota

Orden Cryptococcales Filobasidiales

Familia Cryptococcaceae Filobasidiaceae

Género Cryptococcus Filobasidiella

Especie neoformans neoformans

Variedad Neoformans o gattii Neoformans o bacillispora

La diferencia mas notable entre Filobasidiella neoformans y Filobasidiella
bacillispora, esta en el tamafio y forma de las basidiosporas. F. neoformans tiene
basidiosporas ligeramente rugosas, de 1.8 a 2.5 um de diametro y con forma de
poco globosas a elipticas; mientras que F. bacillispora tiene basidiosporas lisas,
angostas, de 1 a 1.5 x 3 a 8 um, en forma de bastdn con o sin curvatura. Hasta el
momento, la forma sexual solo se ha obtenido in vitro, aunque existen reportes de
gue, algunas formas “basidiales” han sido observadas a partir de material vegetal

de arboles de eucalipto (Lacaz Cda, 2002).

2.9.-Fuentes naturales y distribucion geografica

C. neoformans variedad neoformans (serotipos A y D) tiene una amplia
distribucibn mundial. Ha sido aislado a partir de varias fuentes naturales
(tubérculos vegetales, frutas, jugos de frutas, madera, productos lacteos y suelo),
pero es notoria su asociacion con desechos aviarios (pericos, loros, canarios),
especialmente con excrementos de paloma (Ruiz, 1981). Por otro lado, con base
en los aislamientos ambientales de C. neoformans variedad gattii (serotipo B), se

ha establecido que esta variedad tiene una asociacion ecoldgica especifica con
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las especies de arboles de Eucalyptus camaldulensis y E. tereticornis (Currie,

1994; Rosario, 2008).

Se cree que la variedad gattii, ha sido exportada de Australia a varios paises del
mundo, por medio de semillas infectadas de E. camaldulensis conteniendo micelio
dicariotico en latencia, puesto que la distribucion geografica del arbol coincide con
la infeccidn causada por dicha variedad (Krockenberger, 2002; Krockenberger,
2001). La variedad gattii ha sido aislada a partir de otras especies de eucaliptos,
tales como E. rudis y E. gomphocephala (Filiu, 2002; Halliday, 2003), aunque
también se ha asociado a excremento de koalas, pero esto se explica debido a
que estos mamiferos se alimentan de retofios de E. camaldulensis

(Krockenberger, 2002; Vilcins, 2002).

La asociacion entre C. neoformans variedad gattii y el koala paraleliza con la bien
conocida asociacion entre C. neoformans variedad neoformans las palomas u
otras aves domésticas, sin embargo, la diferencia es que el koala esta
geogréficamente restringido, ocurre en numero bajo y los excrementos no se
acumulan debido a que se depositan en hébitats expuestos a la intemperie
(Krockenberger, 2003), mientras que, las palomas tienen una amplia distribuciéon
mundial, ocurren en nimero alto, especialmente en areas urbanas, y sus habitos
permiten grandes acumulaciones de heces infectadas en habitats cubiertos. Hasta

el momento, la fuente natural del serotipo C, es desconocida (Davel, 2003).
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2.10.-Ecologia y ciclo de vida

Se ha propuesto que C. neoformans puede ser un hongo semejante a un tizén o
un hongo levaduriforme endo o epifito, el cual desarrolla una asociacion biotréfica
especifica con una planta hospedera, las basidiosporas aéreas estan presentes
en el ambiente por periodos cortos de tiempo y son propagulos infecciosos para el

humano y otros animales (Kidd, 2007).

Después de su diseminacion, las basidiosporas pueden sintetizar material
capsular y posteriormente transformarse en levaduras capsuladas; los criptococos
en el suelo o los detritos vegetales expuestos a la intemperie, pueden permanecer
viables por varios afios. Los animales y aves que tienen una asociacion con la
planta hospedera pueden pasar los criptococos a través de de su intestino y
depositar levaduras capsuladas en sus heces; estos pueden acumularse en
hébitats protegidos (cobertizos), los cuales podrian actuar como fuentes
importantes para la dispersion de levaduras disecadas, las que también

representan propagulos infecciosos (Fraser, 2003).

En el caso de la variedad gattii, se postula que las teleutosporas o micelio
dicaridtico ‘hiberna’ en los ovarios o anteridios de retofios desarrollados de E.
camaldulensis. Con la floracion de la planta hospedera, las estructuras germinan
para producir basidiosporas, las cuales son liberadas en el ambiente. Las
basidiosporas que quedan sobre el tejido meristematico de hospederos jovenes,
inician la formacién del micelio dicariético por conjugacién de esporas compatibles,

lo cual conduce a la infeccion del tejido. Las basidiosporas que no permanecen

20



sobre tejidos hospederos susceptibles, sintetizan material capsular y pueden

posteriormente transformarse en levaduras capsuladas (Baro, 1999).

Es bien conocido que los criptococos son rapidamente eliminados del ambiente y
de los detritos infectados por la accion de la intemperie, especialmente por los
rayos solares y microorganismos tales como bacterias y amibas, pero los
criptococos acumulados en cobertizos pueden permanecer viables durante largos
periodos de tiempo. En concordancia, el habitat natural de la variedad neoformans
es también una planta. Se cree que el habitat natural de C. neoformans variedad
neoformans es mas semejante a hierbas o cereales comunes, con los cuales las
aves, especialmente las palomas, se alimentan. Estudios posteriores acerca de la
interaccion hospedero — parasito estan en progreso para determinar donde ocurre
la formacion de los elementos hifales dicaridticos y basidios del hongo en los
arboles hospederos. Finalmente, es necesario mencionar que tanto las
basidiosporas como las levaduras, son células haploides, pero las levaduras son
las Unicas unidades vegetativas que crecen rapidamente sobre medios artificiales

(Quintero, 2005).

2.11.-Caracteristicas Bioquimicas

C. neoformans comparte con el resto de los miembros del género las siguientes
caracteristicas: son levaduras ureasa positivas, no reductoras de nitratos a nitritos,
no fermentadoras de azlcares, pero es la Unica especie que crece bien a 37° C, y
gue, cuando crece sobre substratos que contienen compuestos di u orto

polifénolicos, produce un pigmento parecido a la melanina. La enzima responsable
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de la formacion del pigmento ha sido denominada como laccasa, encontrdndose
como parte constitutiva unida a la membrana celular. La capacidad de formar
melanina es una caracteristica que ha sido ampliamente usada como prueba

selectiva para identificar el hongo en el laboratorio (Vidotto, 2004).

Una caracteristica que diferencia las cepas de C. neoformans patdgenas de las no
patdgenas y otras especies de Cryptococcus, es su habilidad para formar un
pigmento marrén o negro (melanina) a partir de componentes difendlicos. Este
proceso llamado melanogénesis puede realizarse in vitro como una prueba
adicional en la identificacion de este hongo. La produccion de melanina mediante
la prueba de la L — DOPA - citrato férrico, es realizada por la enzima
difenoloxidasa (laccasa) que por oxidacion convierte las catecolaminas (difenoles)
tales como la 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) en dopaquinona, siendo este el
paso limitante; puesto que, presumiblemente, los siguientes pasos en la via, tales
como el rearreglo de dopaquinona a dopacromo y finalmente la autopolimerizacion
a melaninas, son espontaneos. La asociacion del fenotipo melanina y la virulencia
del C. neoformans, ha sido reportada por diversos estudios que sustentan la
hipotesis que el sistema fenoloxidasa cataliza la produccion de pigmentos como la
melanina, que protege al hongo frente a los oxidantes generados por las células
efectoras del hospedador. Mediante estudios con microscopia de transmision
electronica, se determind que la melanina de C. neoformans parece estar
concentrada en el lado interno de la pared celular, localizacién que le permitiria
interactuar con sustancias del lado extracelular y prevenir su penetracion dentro

de la levadura (Canelo, 2000).
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Por otro lado, para poder hacer la diferenciacion entre las dos variedades de C.
neoformans se puede llevar a cabo cualquiera de las siguientes pruebas: 1.
Desarrollo en agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (la variedad gattii es la
Unica que crece en este medio); 2. Asimilacion de D-prolina como Unica fuente de
carbono (solo la variedad gattii se desarrolla en este medio) y; 3. Producciéon de
ureasa posterior al crecimiento en un medio gelante (exclusivamente las ureasas

de variedad neoformans contindan con actividad) (Canelo, 1999; Racicot, 1985).

2.12.-Factores de virulencia

Al igual que en otros hongos, son varios los procesos fisiolégicos fungicos que
podrian figurar como factores de virulencia. En C. neoformans las caracteristicas
gue mas se han estudiado como factores de virulencia son la presencia de la
capsula polisacarida y la produccion de melanina. Otros parametros que pudiesen
estar relacionados con la patogenicidad de este hongo son: 1. El tipo sexual; 2. La
biosintesis de adenina; 3. La produccion de manitol y; 4 La presencia de myristoil-

transferas (Hernandez, 2003).

2.13.-Carécteristicas generales y medios de cultivo

Los Cryptococcus son levaduras redondas u ovales (3,5-8 um), que se reproducen
por gemacién unica, con un cuello estrecho entre la célula madre y la hija.
Excepcionalmente se observa gemacion multiple, formas alargadas y pseudohifas.
Poseen una capsula de naturaleza polisacaroidica que les confiere virulencia,
protegiendo al hongo de la fagocitosis, y cuyo tamafo varia dependiendo de la

cepa y del medio de cultivo que se utilice para aislar la levadura. Se pueden
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observar por examen en fresco con tinta china, tinciébn negativa que tifie toda la
preparacion excepto la capsula (Bard, 1999; Quintero, 2005).

El Cryptococcus crece muy bien en todos los medios de cultivo, formando colonias
mucosas, aunque con el tiempo pueden aparecer secas; el color es muy variable
(crema, ocre, rosa, amarillo), variando a tonos mas oscuros con la edad. Tienen
metabolismo aerobio, por o que no son fermentadoras, producen ureasa y utilizan
varios hidratos de carbono. Las distintas especies de criptococos se diferencian
entre si por una serie de caracteristicas: crecimiento a 37° C, asimilacién de la
sacarosa, lactosa, galactosa, melobiosa, celobiosa, rafinosa, trealosa y dulcitol,
utilizacion de KNO3 y produccion de ureasa y feniloxidasa. Cryptococcus
neoformans, forma células redondas parecidas a levaduras que se observan en la
Figura 1, dentro del hospedero o en ciertos medios de cultivo, cada célula esta

rodeada por una gran capsula de polisacaridos (Escanddn, 2005).

Figura 1. Cryptococcus neoformans con su cdpsula y diametro que puede ir de los 2 a los
20 um. Observacién con tinta china.
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El hongo crece con facilidad en el medio de sabouraud u otros medios sencillos, a
temperaturas de 20 a 37°C, y forma colonias lisas color crema palido, como lo
podemos observar en la Figura 2; algunos medios de cultivo usados para aislar a
los agentes de las tiflas contienen cicloheximida, que inhibe el crecimiento de
C.neoformans. Ademas, casi siempre crece a 37°C, desdobla la urea en 4 horas,
no es fermentador, ni forma seudofilamentos o son muy rudimentarios (Racicot,

1985)

Figura 2. Cryptococcus neoformans en medio de Sabouraud a temperatura de 33.5°C,
suele formar colonias cremosas, con pigmento amarillo y superficie lisa.

Hay cuatro serotipos de la cdpsula del hongo, denominadas A, B, C y D. También
hay dos formas de apareamiento sexual, que cuando se cultivan conjuntamente
forman un estado diploide transitorio llamado Filobasidiella neoformans var.
neoformans para los serotipos A y D, y Filobasidiella neoformans, var.
bacilliospora para los serotipos By C.

Los microorganismos que no se cultivan en condiciones de apareamiento se

denominan C. neoformans var. neoformans para los serotipos A 'y D, y C.
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neoformans var. gattii como se muestran en la Figura. 3; para los serotipos By C;
un medio simple y coloreado de color marrén distingue estas dos variedades

(Baro, 1999).

Figura 3. Cryptococcus neoformans variedad gattii con formas de yemas y células
ovaladas largas.

1l HIPOTESIS
Cryptococcus spp. se encuentra en las excretas de paloma (Columba livia)
recuperadas en las instalaciones de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro, Unidad Laguna, y su frecuencia y distribucion dependen de la exposicion de

las heces a la radiacion solar.

IV OBJETIVOS
4.1.-Objetivos
Determinar la presencia de la levadura Cryptococcus spp. en las excretas de
palomas (Columba livia) en instalaciones de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro Unidad Laguna, asi como la frecuencia en heces expuestas y no a

la radiacion solar.
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Estimar, con base en la frecuencia de observacion de la levadura en las heces
recuperadas y la presencia de aparatos de ventilacion forzada en el sitio, el grado
de riesgo que por diseminacion aérea representa en la Salud Publica y en el
campo de la Medicina Veterinaria la levadura Cryptococcus spp.
V MATERIALES Y METODOS

5.1.-Localizacién y area de estudio

El muestreo se realizé en la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro Unidad
Laguna, especificamente en las é&reas de Biblioteca, Comedor, Centro de

Investigacion de la Reproduccién Caprina (CIRCA) y Laboratorio de Anatomia.

La UAAAN Unidad Laguna, se encuentra ubicada en el predio de San Antonio
de los Bravos, en la ciudad de Torreon, Coah., México, en el corazon de la
Comarca Lagunera, sobre el periférico que conduce a Gémez Palacio, Dgo., y
carretera a Santa Fe. Cuenta con una superficie de 37 ha y geograficamente esta
ubicada en Latitud Norte 25° 33" 21.04”" y Longitud Oeste 103° 22" 25.43"y 1124

m de elevacidn, como se puede observar en la Figura 4.

Figura 4. Localizacion de la Comarca Lagunera (INEGI, Carta Topografica 150000,
Matamoros G13D26, Coahuila y Durango, Edicion 1999).
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5.2.-Duracion y recoleccion de muestras

El experimento tuvo una duracion de siete meses, periodo comprendido de
noviembre de 2008 a mayo de 2009, recolectdndose 80 muestras por duplicado
con 50g de excretas de palomas (Columba livia), encontradas en los techos y
aparatos de aire de las instalaciones, con equipo personal como bata de
laboratorio, gorro, cubre boca, guantes, gafas protectoras y durante la obtencion
de muestras, abatelenguas de madera, hisopos, papel encerado, frascos estériles
para evitar la contaminacion cruzada de las muestras, papel para envolver las
muestras y protegerlas; cinta adhesiva y marcadores para identificarlas (nimero,
lugar de recoleccion, fecha y ubicacion). Las muestras fueron transportadas y
almacenadas en el laboratorio a temperatura ambiente; posteriormente fueron

analizadas.

5.2.1.-Lugar de recoleccion vy distribucion
En el edificio de la Biblioteca (Norte y Oeste), se identificaron 30 muestras para
analizar cuatro medios de cultivo: Agar Dextrosa Papa, Sabouraud, Mycosel y
Agar Papa Urea para determinar en cual crecian los hogos de interés para la
investigacion y asi concluir la mejor opcion para obtener resultados satisfactorios,
en el cual el medio de cultivo no fuera un impedimento para obtenerlos.

a) 12 muestras en todo el techo de biblioteca.

b) 10 muestras en el techo del comedor.

c) 16 muestras en el techo del Laboratorio de Anatomia.
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d) 12 muestras en el suelo del Centro de Investigacion de la Reproduccion
Caprina (CIRCA).

Como lo podemos observar en la siguiente Figura 5.

- =N
ek (R T :
B SF " A 4

"CIRCARICIREA | - 12 CIRCAN

—61CAN

.&i

IOMAIDE: MUEDTRAS COMED@F?‘?JNNERSITAWO 1. CUL 410G UM

,' A

elejAtlas

el

Flgura 5. Locallzacmn de diversas areas, de donde se tomaron las muestras en la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro Unidad Laguna.

Uno de nuestros objetivos era determinar la prevalencia de Cryptococcus spp.
para lo cual identificamos las muestras de acuerdo al lugar de donde fueron

recolectadas tal como se muestra en el siguiente cuadro.

Cuadro 2. Localizacion y distribucion de muestras

Muestras
Sitio Nuamero Sol Sombra
Biblioteca 42 20 22
Comedor 10 6 4
Laboratorio de anatomia 16 9 7
CIRCA 12 4 8
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5.3.-Siembra, identificacion y aislamiento

Se colocaron 5 g de excretas de palomas en un frasco de vidrio con 20 ml de
solucion salina fisioldgica con: 0.25 ml de cloranfenicol y 0.2 ml de estreptomicina
para inhibir el crecimiento de bacterias y para evitar la competencia con el
crecimiento de hongos, dejandolas reposar por 10 minutos para posteriormente
centrifugarlas a 2500 rpm durante 5 minutos y asi obtener las excretas diluidas y
obtener la muestra liquida.

Se depositaron 0.5 ml de la solucién con una pipeta de 1 ml en cajas de Petri con
medios de cultivo de Agar Dextrosa Papa, Sabouraud, Mycosel y Agar Papa Urea
(previamente preparados y esterilizados), en el caso de las primeras 30 muestras
de norte y oeste de biblioteca (total 120 cajas de Petri); por Ultimo se colocaron
en la incubadora a 35.3°C por un periodo de 5 dias.

Posteriormente se procedio a identificar las colonias que habian crecido y para
identificar si se traté de Cryptococcus neoformans spp.

Se resembraron y/o aislaron las colonias sospechosas y se identificaron a traveés
de la técnica en fresco con solucion fisiologica salina.

Las colonias se observaron con el esteroscopio y las lamillas preparadas con las
técnicas en fresco en el microscopio, primero a 10 aumentos y después a 40.

Las siguientes 12 muestras procesadas (biblioteca en toda la superficie del techo y
aparatos de aire), fueron dobles en solo dos medios de cultivo en Agar Dextrosa
Papa y Sabouraud reuniendo un total de 24 muestras; el proceso de siembra,
aislamiento y identificacion fue igual al anterior.

Por ultimo las 10 muestras en el techo de biblioteca, 16 muestras en el techo del

Laboratorio de Anatomia, 12 muestras en el suelo del Centro de Investigacion de
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la Reproduccion Caprina (CIRCA), fueron sembradas en cada uno de los medios
de Agar Dextrosa Papa, Sabouraud y Agar Papa Urea, obteniendo un total de 114
siembras como se observa en la Figura 6. El proceso de siembra, aislamiento e

identificacion fue igual a la primera técnica utilizada.

Figura 6. Métodos de preparacion para sembrar las excretas de paloma (Columba livia), en
Agar Dextrosa Papa y Sabouraud.

5.4.-Técnicas de Resiembra o Aislamiento

El total de siembras obtenidas fue de 258 de todas esas, se identificaron las
colonias de Cryptococcus neoformans y se aislaron en cajas de Petri en tres
diferentes medios Agar Dextrosa Papa, Sabouraud y Agar Papa Urea. Colocando
una parte de la colonia, con el asa para sembrar hongos esterilizada con ayuda
del mechero de bunsen e incubandolas a 35.3°C de 4-5 dias, para identificarlas

mediante las técnicas en fresco.
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5.5.-Técnicas de identificacion

5.5.1. -Frotis con tinta china para observar capsulas

En una lamina portaobjeto colocar:

- Tinta china 1 gota

- Agua destilada o solucidn fisiologica 1 - 2 gotas

- Emulsificar la muestra.

- Colocar laminilla cubreobjeto.

Es un método de contraste. Permite visualizar la cdpsula de polisacarido de
Cryptococcus neoformans, mediante la presencia de un halo claro y nitido

alrededor de la levadura.

5.5.2.-Prueba de la fenoloxidasa

Capacidad de C. neoformans de formar un pigmento marrén o negro, denominado
melanina, a partir de compuestos difendlicos. La produccion de este pigmento
mediante la prueba de la L — dopa — citrato férrico, es realizada por la enzima
fenoloxidasa. La reaccion positiva se evidencia con la produccién de un pigmento
marrén oscuro o negro alrededor de la colonia de C. neoformans.

Procedimiento
- Inocular una a dos colonias de la levadura en estudio, sobre la superficie de cada
cuadrado de papel Whatman N.° 1.

- Incubar en camara himeda a 28 °C de 3 a 18 h.
- Para la produccién de un pigmento marrén o negro.
Interpretacion

Positivo: Cryptococcus neoformans.  Negativo: Candida albicans.
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VI RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se analizaron 80 muestras de deyecciones de

palomas (Columba livia), recolectadas de diversas areas de la Universidad

Auténoma Agraria Antonio Narro UL como pisos, techos y aparatos de aire, de las

que se hicieron un total de 258 siembras en los diferentes medios de cultivo,

encontrando en 15 muestras levaduras de las cuales 10 correspondieron a

Cryptococcus neoformans var. spp. y cinco a Candida tal como se muestra en la

figura 7.

Graficade hongos y bacterias identificadas

M Bacterias

m Candida

W Dermatofito

m Muccer

m Penicilium
Rhizomucor

m Rhizopus

W Aspergillus spp.

23
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W Cladaspiridium spp. 8
W Cryptococcusspp. 10

7

L T e

Figura 7. Frecuencia de los diversos microorganismos identificados en base a las 80

muestras analizadas.

Por lo tanto nos indica un porcentaje 12.5% de Cryptococcus neoformans var. spp

en relacién a las 80 muestras analizadas.
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De las 10 muestras identificadas con Cryptococcus neoformans var. spp. tres
(30%) fueron encontradas en areas de biblioteca, tres (30%) en Centro de
Investigacion para la Reproduccion Caprina (CIRCA), dos (20%) en el comedor
universitario y dos (20%) mas en el laboratorio de anatomia como se aprecia en

la figura 8.

Grafica de distribucion de Cryptococcus spp.

= Biblioteca 30%
B Comedor Universitario  20%
Laboratorio de Anatomia 30%

H CIRCA 20%

Figura 8. Distribucion de Cryptococcus spp. en diversas areas de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro UL.

Una vez obtenidas las 10 muestras positivas, fue necesario calcular la prevalencia

de Cryptococcus spp. tal como se muestra en el siguiente cuadro.

Cuadro 3. Numero de muestras positivas y porcentaje de prevalencia

Muestras
Sitio NUamero Positivos Prevalencia

Biblioteca 42 3 7.14 %
Comedor 10 2 20.00 %
Laboratorio 16 2 12.50 %
CIRCA 12 3 25.00 %
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Después de haber calculado la prevalencia en términos generales, fue necesario

identificar la prevalencia, pero de acuerdo al numero de positivos en sol y sombra,

como podemos observarlo en el cuadro 4.

Cuadro 4. Muestras positivas y prevalencia al sol y sombra

Muestras
Sitio NUamero Positivos Prevalencia

Sol Sombra Sol Sombra Sol Sombra
Biblioteca 20 22 1 2 2.38 % 476 %
Comedor 6 4 1 1 10.00 % 10.00 %
Laboratorio 9 7 0 2 12.50 %
de anatomia
CIRCA 4 8 1 2 8.33 % 16.66 %

Durante el estudio se identificaron otro tipo de microorganismos que pueden ser

de interés ante otras investigaciones, como podemos apreciarlos en el cuadro 5.

Cuadro 5.Registros de muestras analizadas e identificacion de hongos

Muestra Lugar Localizacion Identificado

1 BIBLIOTECA| BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Aspergillus spp.

2 BIBLIOTECA | BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Aspergillus spp.

3 BIBLIOTECA| BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Rhizopus

4 BIBLIOTECA | BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Aspergillus spp.

5 BIBLIOTECA | BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Rhizomucor

6 BIBLIOTECA | BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Penicillium

7 BIBLIOTECA | BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Aspergillus spp.

8 BIBLIOTECA | BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Aspergillus spp.

9 BIBLIOTECA | BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Cryptococcus
spp.

10 BIBLIOTECA | BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Cryptococcus
spp.

11 BIBLIOTECA | BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Cryptococcus
spp.

12 BIBLIOTECA | BIBLIOTECA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Bacterias

1LAI LABORATORIO DE ANATOMIA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Bacterias

2LA1 LABORATORIO DE ANATOMIA TECHO Y APARATOS DE AIRE  Mucor
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3LAI
4LA1
5LAI
6LAI
7LA1
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9LAI
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SUELO
SUELO
SUELO
SUELO

SUELO

SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO
SUELO

Dermatofito
Bacterias
Candida
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Cladosporidium
Aspergillus spp.
Cryptococcus

spp.
Cryptococcus

spp.
Candida

Candida
Bacterias
Bacterias
Cryptococcus

spp.
Mucor

Candida
Candida
Cryptococcus
spp.

Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Cladosporidium
Cladosporidium
Mucor
Aspergillus
Aspergillus
Cryptococcus

spp.
Cryptococcus

spp.
Aspergillus

Rhizopus
Aspergillus
Rhizomucor
Penicillium
Bacterias
Cryptococcus
spp.
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Ultimas 30 Muestras Analizadas de diversas areas de la biblioteca como suelo,

escaleras, techo, aparatos de aire y tela protectora. Agrupadas en diferente

registro por ser procesadas al ultimo, para deducir si el clima influye sobre los

resultados como se como se aprecia en el cuadro 6.

Cuadro 6. Ultimos registros de muestras analizadas e identificacion de hongos

MUESTRAS LUGAR IDENTIFICADO

1 NORTE AREAS DE BIBLIOTECA | Cladosporidium
2 NORTE AREAS DE BIBLIOTECA Il Cladosporidium
3 NORTE AREAS DE BIBLIOTECA Il Mucor

4 NORTE AREAS DE BIBLIOTECA IV Bacterias

5 NORTE AREAS DE BIBLIOTECA V Bacterias

6 NORTE AREAS DE BIBLIOTECA VI Bacterias

7 NORTE AREAS DE BIBLIOTECA VII Dermatofito

8 NORTE AREAS DE BIBLIOTECA VIl Bacterias

1SUR AREAS DE BIBLIOTECA IX Dermatofito

2 SUR AREAS DE BIBLIOTECA X Cladosporidium
3 SUR AREAS DE BIBLIOTECA XI| Aspergillus spp.
4 SUR AREAS DE BIBLIOTECA XII Aspergillus spp.
5SUR AREAS DE BIBLIOTECA Xl Aspergillus spp.
6 SUR AREAS DE BIBLIOTECA XIV Aspergillus spp.
7 SUR AREAS DE BIBLIOTECA XV Dermatofito

8 SUR AREAS DE BIBLIOTECA XVI Bacterias

1 ESTE AREAS DE BIBLIOTECA XVII Bacterias

2 ESTE AREAS DE BIBLIOTECA XVIII Bacterias

3 ESTE AREAS DE BIBLIOTECA XIX Aspergillus spp.
4 ESTE AREAS DE BIBLIOTECA XX Aspergillus spp.
5 ESTE AREAS DE BIBLIOTECA XXI Mucor

6 ESTE AREAS DE BIBLIOTECA XX Dermatofito

7 ESTE AREAS DE BIBLIOTECA XXilI Dermatofito

1 OESTE AREAS DE BIBLIOTECA XXIV Aspergillus spp.
2 OESTE AREAS DE BIBLIOTECA XXV Bacterias

3 OESTE AREAS DE BIBLIOTECA XXVI Bacterias

4 OESTE AREAS DE BIBLIOTECA XXVII Cladosporidium
5 OESTE AREAS DE BIBLIOTECA XXVIII Cladosporidium
6 OESTE AREAS DE BIBLIOTECA XXIX Dermatofito

7 OESTE AREAS DE BIBLIOTECA XXX Bacterias
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VIl DISCUSION

Como sabemos, existen estudios e investigaciones en Cryptococcus neoformans
spp. y teniendo el conocimiento de que existe la presencia de una gran cantidad
de palomas (Columba livia) y a sabiendas de que sus heces son un medio en el
cual pueden persistir este tipo de hongos, aunado a las condiciones climaticas,
tipo de instalaciones y a que la criptococosis es una enfermedad oportunista, es
necesario analizar los resultados obtenidos, para determinar el riesgo que
representa.

En biblioteca tenemos el 30% como resultado de la presencia de Cryptococcus
neoformans spp, Comedor Universitario el 20%, Laboratorio de Anatomia el 20%,
Centro de Investigacion para la Reproduccion Caprina 30%, es importante
mencionar que existen factores predisponentes como la presencia de una gran
cantidad y variedades de especies animales, el humano mismo, las tolvaneras y
presencia de heces el los aparatos de aire, no solo determinamos riesgos en los
animales, también en los humanos (se han reportado casos de criptococosis en
jovenes sin que tengan sus sistema inmune deprimido). Las altas temperaturas de
la Comarca Lagunera favorecen la eliminacién de este tipo de microorganismos.
Se observo que los sitios (biblioteca, comedor universitario y laboratorio de
anatomia), donde habia una alta densidad de palomas se aislé Cryptococcus
neoformans var. spp. con mas frecuencia, quizad como un resultado directo de la
mayor cantidad de excretas, que se pueden acumular en forma rapida y brindar al

hongo las condiciones adecuadas para su crecimiento.
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VIII CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos determinar lo siguiente:

Este estudio corrobora la presencia de Cryptococcus neoformans var. spp. en
heces de paloma (Columba livia).

Se ha demostrado que hay una estrecha relacion entre la paloma y la especie
Cryptococcus neoformans variedad spp. y que esta es la portadora por
excelencia de la levadura. No obstante, el hongo ha podido aislarse de otras
muchas especies de aves. En cualquier caso, la mera presencia de las aves
deben considerarse un riesgo sanitario. Cryptococcus neoformans es un
saprofito del tubo digestivo de un buen namero de especies aviarias, pero
parece que son los excrementos de estos animales los que constituyen un
habitat importante para la levadura patégena. La elevada capacidad de
supervivencia del microorganismo en estos sustratos, aun desecados e
insolados, los convierte en potenciales fuentes de infeccion, aunque deben
existir factores externos, que aun no conocemos bien, que influyen en la

persistencia de Cryptococcus en este ambiente.

Que el porcentaje de Cryptococcus neoformans spp. durante el periodo de
estudio en las diversas areas de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro “UL” fue del 12.5%, con respecto a las 80 muestras representado un

valor significativo, dado que son los primeros resultados obtenidos de la
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universidad estos seran de gran ayuda en investigaciones futuras asi poder

realizar comparaciones e identificar variaciones.

Es evidente que Cryptococcus neoformans spp. esta presente en la

Universidad, solo que se ignoraba por falta de investigacion y porque no se le

ha prestado la importancia indicada a este tipo de microorganismos.
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