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|. INTRODUCCION

La criptococosis es una micosis sistémica de curso subagudo o crénico y de
amplia distribuciéon mundial. EI agente etiologico es el hongo levaduriforme
capsulado Cryptococcus neoformans, capaz de afectar la piel, sistema respiratorio

y sistema nervioso central, tanto de humanos como de animales.

La inmunosupresion celular es un factor predisponente fundamental para la
presentacion de esta enfermedad y debido al aumento del nimero de individuos
con alteraciones inmunitarias la incidencia de criptococosis humana se ha
incrementado, especialmente con la aparicion de la pandemia del SIDA (sindrome
de inmunodeficiencia adquirida). No obstante, también se ha descrito la

criptococosis en pacientes aparentemente inmunocompetentes.

La transmision de la criptococosis se realiza por la inhalacion de esporas a
partir de fuentes ambientales o bien por la contaminacion de heridas de donde

pueden diseminarse por via hematdégena hacia otros érganos y sistemas.

El hongo se encuentra en el suelo y heces de aves, especialmente en los
de paloma, donde alcanza concentraciones elevadas debido a las condiciones
sustentables que éstas ofrecen. Las palomas no se encuentran infectadas ya que
el hongo coloniza las heces tras ser eliminadas y rara vez son atacadas

clinicamente.

En Guatemala se dispone de muy poca informacién respecto a la incidencia
y prevalencia de esta levadura en nuestro entorno, habiendo Unicamente un

estudio sobre el aislamiento de Cryptococcus neoformans en el afio de 1971.



Por estas razones, toda contribuciobn a conocer mas sobre la ecologia y
epidemiologia de la criptococosis representa un aporte de interés, este estudio
pretende ser una de ellas. A través del analisis de heces de paloma en espacios
publicos urbanos se pretende determinar si los mismos son un riesgo potencial

para la salud.



. OBJETIVOS

2.1 General:

Determinar la presencia Cryptococcus neoformans en heces de paloma en
areas publicas de la ciudad de Antigua Guatemala.

2.2 Especificos:

e Aislar e identificar Cryptococcus neoformans en heces de paloma en areas

publicas de la ciudad de Antigua Guatemala.

e Conocer la prevalencia de Cryptococcus neoformans en areas publicas de
la ciudad de Antigua Guatemala.



lIl. REVISION DE LITERATURA

3.1 CRIPTOCOCOSIS

La criptococosis, también llamada torulosis, blastomicosis europea y
enfermedad de Busse-Buschke es una infeccion causada por una levadura

llamada Cryptococcus neoformans. (14)

Es una de las principales enfermedades micéticas sistémicas que se
generan cuando hay un debilitamiento del sistema inmune, de curso generalmente
subagudo o crénico, cuyo foco primario es pulmonar, pero sus manifestaciones
estan generalmente asociadas con el sistema nervioso central. El hongo puede
diseminarse produciendo lesiones que se pueden manifestar simultaneamente en
el parénquima cerebral, médula espinal, piel, rifones, proéstata, higado y huesos.
(13)

3.2 ETIOLOGIA

Los criptococos son levaduras redondas u ovales (3,5-8 pm), que se
reproducen por gemacion unica, con un cuello estrecho entre la célula madre y la
hija. (8)

La caracteristica morfolégica mas llamativa de este hongo es la presencia
de una gran capsula mucoide cuyo grosor puede ser el doble que el diametro de la
célula. Esta capsula esta compuesta de polisacaridos e impide la fagocitosis por
los macrofagos tisulares. Excepcionalmente, se observa gemacion mudltiple,

formas alargadas y pseudohifas. (8)

El Cryptococcus neoformans, tiene diferentes variedades y serotipos, dentro



de los cuales estan:

Cryptococcus neoformans
var. neoformans serotipo A, Dy AD

var. gattii serotipo By C (14)

Los serotipos A, D y AD corresponden a la variedad neoformans, en tanto

que los serotipos B y C corresponden a la variedad gattii. (15)

Existen diferencias entre las dos variedades, tanto desde el punto de vista
patogénico como de distribucion geogréfica, de tal forma que C. neoformans var.
neoformans se ha relacionado con la infeccion en los pacientes inmunodeprimi-
dos, siendo de distribucién mundial, mientras que el C. neoformans var. gattii se
ha descrito en infecciones de pacientes inmunocompetentes y su distribucion esta

mas restringida a paises tropicales y subtropicales. (8)

La distribucion en la naturaleza es asimismo diferente: C. neoformans var
neoformans se asocia con las deyecciones de palomas y otros pajaros, mientras
que los C. neoformans var gatti se han encontrado en distintas especies de
eucaliptos (Eucaliptus camaldulensis, Eucaliptus rudis, etc.) y en los koalas de
Australia. (8)

3.3 EPIDEMIOLOGIA

En cuanto a frecuencia, la criptococosis es esporadica y aun cuando puede
ocurrir en pacientes aparentemente inmunocompetentes, su presencia esta

intimamente ligada a personas con deficiencias en el sistema inmunitario. (5)

No se han observado diferencias en la incidencia de la enfermedad en tér-



minos de raza, ocupacion o edad. (5)

No existen factores predisponentes relacionados con raza u ocupacion,
pero si con fallas en la inmunidad celular, dado que ella constituye el mayor
mecanismo de defensa contra la enfermedad. Por tal razén, la presencia de
enfermedades como el virus de la inmunodeficiencia humana, la existencia de
linfomas, neoplasias, sarcoidosis, asi como tratamientos con corticosteroides,

antineoplasicos y otros inmunosupresores son factores de riesgo. (1)

La criptococosis tiene una distribucion geografica amplia. Los casos
causados por var. neoformans predominan en lugares de clima templado: el
serotipo A principalmente en Estados Unidos (excluyendo sur de California y

Hawai) y Japoén; el serotipo D, en Europa. (5)

3.4 ECOLOGIA

El papel de la paloma como portadora de hongos patégenos fue establecido
por Emmons en 1955, el cual aisl6 C. neoformans de las excreciones de palomas
urbanas (Columba livia), siendo el primero en establecer la relacion existente, y

actualmente consolidada entre el microorganismo y las heces de estas aves. (2)

Tras el descubrimiento de Emmons, investigadores de casi todo el mundo
han demostrado que las deposiciones de paloma son un importante reservorio de

C. neoformans. (3)

Segun algunos autores, este hongo no suele aislarse en deyecciones
recientes, pero si en aquellas acumuladas y secas. Por otro lado, otros estudios
no muestran diferencias significativas en la frecuencia de aislamiento entre los

excrementos secos Y los frescos, o incluso aislan el microorganismo con mas faci-



lidad en heces frescas. (3)

Parece que la alta concentracion de creatinina en el estiércol de paloma
favorece el crecimiento de los criptococos, pero ademas las heces le brindan un
ambiente alcalino, hiperosmolar y rico en muchos compuestos nitrogenados. Las
concentraciones de C. neoformans en las heces de paloma a menudo exceden
10° organismos viables por gramo, su alta concentracién también puede estar
relacionada con su habilidad para asimilar no sélo la creatinina, sino también la
xantina, la urea, y el &cido Urico. Aun asi, la levadura puede desaparecer cuando

los detritos de estas aves se mezclan con el suelo. (3)

3.5 PATOGENESIS

La puerta de entrada habitual de C. neoformans al organismo humano es a
través de la via respiratoria, con la inhalacion de blastoconidias no encapsuladas
presentes en el ambiente y que, por su reducido tamario, pueden llegar hasta los

alvéolos pulmonares en donde se encapsulan. (15)

La reaccion inflamatoria contra las blastoconidias inhaladas produce un
complejo ganglionar pulmonar primario, compuesto por macréfagos y células

gigantes, el cual, generalmente, impide la diseminacién del hongo. (15)

El hongo puede permanecer latente en el parénquima o en los ganglios
linfaticos pulmonares por largos periodos después de la infeccidon y reactivarse
solo cuando las defensas del organismo se debilitan. Al evadir la respuesta
inmunologica del hospedero, el organismo se multiplica produciendo la
enfermedad sintoméatica del pulmén y la diseminacién por via sanguinea a otros
organos, especialmente, al sistema nervioso central (SNC). Igualmente, durante

la infeccion primaria las blastoconidias se pueden diseminar a otros érganos en los



pacientes inmunosuprimidos. (15)

La diseminacion hematégena silenciosa permite que el hongo aparezca en
el cerebro y forme racimos de criptococos en las meninges, las areas
perivasculares de la sustancia gris cortical, en los ganglios basales y, en menor
grado, en otras zonas del sistema nervioso central. La respuesta inflamatoria es
extremadamente variable; en pacientes inmunodeprimidos, los hongos no
despiertan la reaccién inflamatoria y las masas de levaduras gelatinosas crecen en
quistes pequefos dentro de la sustancia gris formando las lesiones clasicas “en
burbujas de jabon”. En pacientes inmunocompetentes, las levaduras forman

granulomas con presencia de macréfagos, linfocitos y células gigantes. (4)

Las caracteristicas fenotipicas de C. neoformans asociadas con la invasion
del sistema nervioso central son las siguientes: produccién de melanina que
debido a su efecto antioxidante lo protege de la lisis, presencia de una capsula
polisacéarida que lo protege de la fagocitosis y la capacidad de sobrevivir a la

temperatura corporal del hombre. (14)

Otras puertas de entrada potenciales son la piel y las mucosas nasal y
rectal. En estos casos suele haber el antecedente de erosiones o heridas
cutdneomucosas, que favorecerian la entrada del hongo y la presencia de
palomas en el entorno de los individuos infectados. Estas formas meramente
cutaneas suelen tener un curso mas leve que las sistémicas, salvo en personas
con alteraciones importantes en sus defensas inmunes, en las que se puede

producir una diseminacion visceral a partir del foco cutaneo. (15)



Cuadro No. 1 Ciclo de Transmision de la Criptococosis

Esporas ..

Encapsulamiento
en alvéolos
pulmonares

Inhalacion
de blasto-
conidias

Diseminacion al
Sistema Nervioso {7,
Central =

Fuente: (Hull, C. 2007)

3.6

MANIFESTACIONES CLINICAS

Las siguientes son las diversas manifestaciones clinicas de la criptococosis,

aunqgue la mas frecuente e importante es la del sistema nervioso central. (14)

3.6.1 CRIPTOCOCOSIS PULMONAR

Se puede manifestar de diferentes formas y tiene un curso impredecible.

Es necesario distinguir entre el portador asintomatico, la criptococosis pulmonar y

la criptococosis diseminada, debido a su importancia diagndstica y terapéutica; sin

embargo, a veces no es facil hacer la diferenciacién. (14)

La colonizacién asintomatica de

| arbol bronquial por C. neoformans es poco

frecuente; los sujetos previamente normales pueden experimentar una neumonia



autolimitada de inicio indolente y los sintomas, presentes Unicamente en la mitad
de los casos, son tos seca, dolor toracico y a veces fiebre de baja intensidad.
Ocasionalmente, en algunos pacientes la enfermedad no se resuelve,
convirtiéndose en una neumonia crénica que progresa lentamente por varios afos.
(14)

Rara vez los pacientes desarrollan severo compromiso pulmonar que los
lleva a la dificultad respiratoria y a la necesidad de soporte ventilatorio. Esta

ltima presentacion tiene una alta mortalidad a pesar del manejo 6ptimo. (14)

El desenlace mas temido no es la cronicidad de la lesion pulmonar sino la

diseminacioén silenciosa al sistema nervioso central. (14)

3.6.2 CRIPTOCOCOSIS CUTANEA

Las formas cutdneas por diseminacion o por inoculacién percutanea se
observan mas en cara, cuello y extremidades superiores, y las lesiones son
nodulares, granulomatosas, papulares y ulceraciones, acompafadas de prurito y
dolor. (16)

3.6.3 CRIPTOCOCOSIS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Esta se presenta como meningitis, meningoencefalitis y lesiones
pseudotumorales. La meningitis es, usualmente, de curso subagudo y crénico se
caracteriza por cefalea de gran intensidad acompafada de nauseas y vomitos.
Los sintomas son variables, pero con frecuencia se observa fiebre y alteracion del
estado general. Son también frecuentes las alteraciones visuales (oscurecimientos

visuales, pérdida de la visién) y rigidez de la nuca. (14)
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En algunos pacientes se pueden evidenciar cambios en la conducta que

sugieren patologias siquiatricas. (14)

La forma meningoencefalitica, especialmente asociada con el sida, es de
curso rapido y muchas veces fulminante. Se acompafa de diseminacion sistémica

de la micosis. (14)

Los criptococomas pueden producir signos de masa cerebral que se
expande. Algunos pacientes sufren cambios de personalidad. Los trastornos
mentales pueden ser importantes: irritabilidadad, confusion, agitacion vy

alucinaciones. (2)

3.6.4 CRIPTOCOCOSIS DE OTROS ORGANOS

Otras localizaciones son la 0sea, tracto genital y urinario. Se ha propuesto
gue la prostata es importante en el mantenimiento de la infeccion, ya que actla

como reservorio de las levaduras y da origen a reinfecciones. (2)
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Cuadro No. 2 Manifestaciones Clinicas de la Criptococosis en Organos
Diferentes al Pulmdén y Sistema Nervioso Central.

Organo

Manifestaciéon Clinica

Papulas, vesiculas, placas, abscesos,
celulitis, purpura, Ulceras, lesiones

Piel herpetiformes, infeccion conco-
mitante.
Queratitis, coroiditis, endoftalmitis.

Ojo

Tracto genitourinario

Prostatitis,  pielonefritis,  lesiones
genitales.

Huesos y articulaciones

Osteomilitis crénica, artritis aguda y
cronica.

Miositis.
Mdusculo

Endocarditis, aneurisma micético,
Corazon miocarditis, pericarditis.

Tracto gastrointestinal

Esofagitis,  colangitis,  duodenitis,
colitis, hepatitis, peritonitis,
pancreatitis.

Mamas

Mastitis.

Ganglios linfaticos

Linfoadenopatia.

Glandula tiroides

Tiroiditis, masa tiroidea.

Glandula suprarrenal

Insuficiencia suprarrenal, sindrome de
Cushing, masa suprarrenal.

Cabezay cuello

Gingivitis, adenitis salivar, laringitis,
masa cervical.

Fuente: (Restrepo, A. 2003)
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3.7 DIAGNOSTICO

El diagnostico se basa en poner en evidencia a la levadura por examen
directo, estudio histopatoldgico, aislamiento por cultivo del hongo, o por pruebas

seroldgicas que permitan la busqueda de antigenos en los liquidos biolégicos. (2)

3.7.1 PROCEDIMIENTOS PARA EL DIAGNOSTICO MICOLOGICO

Se describen basicamente tres tipos de estudios: el examen directo, el

cultivo y las pruebas mediante criterios bioquimicos y enzimaticos. (10)

Para asegurar una recuperacion del hongo a partir de muestras clinicas,
éstas deben de procesarse de inmediato mediante su inoculacién sobre medios de
cultivo. (10)

3.7.1.1 IDENTIFICACION MEDIANTE EL EXAMEN DIRECTO

Este procedimiento no sustituye al cultivo. Brinda informacién preliminar o
presuntiva al ser una técnica rapida que puede ser util al clinico y en algunos

casos llegar a ser diagnostica. (10)

3.7.1.1.1 TINTA CHINA

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

alrededor de la levadura. (10)

A partir de las muestras se realiza un frotis, fijando al calor, agregando y

extendiendo una gota de tinta china. (11)
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Mediante este examen en fresco, Cryptococcus se presenta como
levaduras redondas o ligeramente ovaladas, rodeadas por una gran capsula
polisacéarida; las levaduras pueden observarse uni o0 multigemando. Existen
artefactos (hematies, burbujas de aire, leucocitos, gotas de grasa y particulas de

talco) que pueden interferir y confundir al analista. (12) (10)

3.7.1.1.2 COLORACION DE GRAM

Es util para observar blastoconidias y pseudomicelios de las especies del
género Cryptococcus, las cuales son Gram positivas con variaciones en la

intensidad de la coloracién. (11)

3.7.1.2 IDENTIFICACION MEDIANTE EL CULTIVO

Para el primoaislamiento las siembras se realizan en agar de Sabouraud y/o
agar de “alpiste negro” (agar de Niger, agar Guizotia abyssinica, Agar de Staib).
Otros medios de cultivo utilizados son extracto de levadura y agar BHI, no se debe
sembrar en medios conteniendo cicloheximida, ya que esta inhibe el crecimiento

de C. neoformans. (11)

3.7.1.2.1 MORFOLOGIA DE LAS COLONIAS

En agar de Sabouraud las colonias pueden ser lustrosas, brillantes y
escurrentes (lo que orientard acerca de la presencia de capsula en las levaduras),
pero también pueden presentarse colonias secas, opacas y nho escurrentes

(conformadas generalmente por levaduras acapsuladas). (10)

Por otro lado, en agar “alpiste negro” Guizotia abyssinica generan colonias
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con pigmento café-marrén, que se distinguen de otros géneros y especies. (12)
(10)

3.7.1.3 IDENTIFICACION MEDIANTE CRITERIOS BIOQUIMICOS Y ENZIMA-
TICOS:

3.7.1.3.1 PRODUCCION DE UREASA

La identificacion taxondmica a nivel de género, se efectia a través de la
siembra en agar urea de Christensen. Esta prueba se basa en la capacidad de
producir la enzima ureasa, la cual desdobla la urea en dioxido de carbono y
amonio, incrementando el pH del medio y produciendo un cambio de color. (12)
(10)

La prueba se considera positiva cuando se alcaliniza el medio lo que
produce un cambio de color original (amarillo) a rosa o rojo. Una reaccion positiva
a la prueba ureasa es sugestiva de pertenecer al género Cryptococcus, las cepas

de C. neoformans son productoras de ureasa. (10)

3.7.1.3.2 ASIMILIACION DEL INOSITOL

El género Cryptococcus es la Unica levadura que da positiva la prueba, y
aunqgue el hongo del género Trichosporum también asimila el inositol, la diferencia

morfoldgica es tan marcada que permite diferenciarlo facilmente. (11)

3.7.1.3.3 PRUEBA DE LA FENOLOXIDASA

Esta prueba detecta la capacidad de C. neoformans de formar un pigmento

café o negro, denominado melanina, a partir de compuestos difenélicos. (10.)
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El medio o agar de “alpiste negro” Guizotia abyssinica es un método
definitivo para la deteccion de la produccion de fenoloxidasa. La mayoria de los
aislamientos de Cryptococcus neoformas producen fenoloxidasa con facilidad. En
este medio de cultivo diferencial las colonias de Cryptococcus neoformans
adquieren una coloracion café alrededor del tercer dia de incubacion que se
intensifica con el tiempo, no asi las colonias de otros hongos levaduriformes, por lo
que se le ha dado al agar de “alpiste negro” Guizotia abyssinica la calidad de
medio selectivo. La coloracion café es atribuida a la accién de la fenoloxidasa de
este hongo, sobre los compuestos orto-, di- o para-fendélicos que posee la semilla
de Guizotia abyssinica. (9) (12)

Para elaborar el agar de “alpiste negro” Guizotia abyssinica (Niger) dentro
del laboratorio se aconseja cualquiera de los siguientes dos: agar Staib, que por
sSu composicion se recomienda para muestras contaminadas; o el Niger
modificado para muestras no contaminadas como muestras de liquido

cefalorraquideo. (12)

3.7.1.3.4 AUXONOGRAMA DEL CARBONO O ASIMILACION DE CARBOHI-
............... DRATOS

Se fundamenta en el empleo de diversos nutrientes hidrocarbonados o
nitrogenados sobre un medio sintético base, para observar el crecimiento selectivo

de una levadura alrededor de los nutrientes necesarios para su desarrollo. (10)

Los patrones de asimilacion para Cryptococcus se obtienen en tablas y

claves de clasificacion. (11)

3.7.1.3.5 ZIMOGRAMA O FERMENTACION DE LOS CARBOHIDRATOS
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Se basa en la produccion de gas a partir de determinados carbohidratos. El
género Cryptococcus no fermenta los azlcares y por lo tanto el resultado es

negativo. (11)

3.7.1.3.6 PRUEBA DE TERMOTOLERANCIA

En esta prueba se inocula la levadura en medio o agar de Sabouraud y se
incuba a 37°C durante tres dias, tiempo en el cual se valora si hubo o no
crecimiento. Cryptococcus neoformans crece a esta temperatura. Esta prueba
ayuda a diferenciar C. neoformans de la mayoria de las otras especies de
Cryptococcus. (11)
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Cuadro No. 3: Caracteristicas Taxonomicas de Cryptococcus neoformans

Ureasa Pelicula Tubos Capsula Clamidos- Nitrato- Hifas,
en caldo | Germina- pora reducta- | Pseudo-
tivos sa hifas
Prueba
+ - - + - - -
Glucosa | Sacarosa | Lactosa | Rafino-sa Maltosa Celobio- Galacto-
Fermen- sa sa
tacion
de:
Glucosa Galacto- Ribosa Xilosa Arabinosa Sacarosa | Maltosa
sa
Asimila-
cion de: + + + + + + +
Celobio- Lactosa Rafinosa Manitol Inositol Sorbitol Glucosa-
sa to
V - V + + + +

Fuente: (Garcia, P. 1994)

Si se utilizan los métodos convencionales hay que emplear todos los

criterios, que incluyen la produccion de ureasa, la visualizacidbn microscopica, y la

prueba de fenoloxidasa, antes de realizar la identificacion final de C. neoformans

(9)
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3.7.2 PROCEDIMIENTOS PARA EL DIAGNOSTICO SEROLOGICO

3.7.2.1 AGLUTINACION EN LATEX

Es la técnica de eleccion, y al agregar suero, liquido cefalorraquideo u orina
con contenido de antigenos circulantes a las particulas de latex sensibilizadas con
anticuerpos anti-Cryptococcus se produce una reaccion de aglutinacion la cual es

de alta especificidad. (11)

3.7.2.2 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Se utiliza para detectar la presencia de anticuerpos en suero. (11)

3.7.2.3 ELISA

Es la técnica mas sensible para la deteccion de anticuerpos, aunque el
namero de falsos positivos es mayor que con la prueba de aglutinaciéon en latex.
(11)

3.7.3 PROCEDIMIENTOS PARA EL DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

En el examen histopatolégico se observa la presencia de levaduras
capsuladas. Para ello se utilizan una serie de tinciones como el mucicarmin de

Meyer que tifie la cdpsula de color rosado. (2)

Se pueden presentar dos patrones histologicos principales, uno gelatinoso y

otro granulomatoso. Ambos tipos pueden coexistir en la lesion. (2)

19



3.8 TRATAMIENTO

La criptococosis pulmonar y la curacion de las lesiones dérmicas sin una
recurrencia subsecuente tienen buen prondéstico. Por el contrario, la diseminacion
de la criptococosis visceral y cerebro-meningea tiene un pobre prondstico. La
criptococosis del sistema nervioso central es una enfermedad fatal si no es
tratada. (5)

Actualmente, la anfotericina B, la 5-fluorocitosina y el fluconazol son las
Unicas drogas disponibles con eficacia probada. Estan indicadas en todos los
pacientes con criptococosis del sistema nervioso central u otros lugares de

diseminacion. (5)

3.9 CONTROL Y PREVENCION

Entre los patdgenos oportunistas causantes de infecciones graves,
Cryptococcus neoformans es uno de los agentes mas importantes. Antes de la era
VIH (virus de la inmunodeficiencia humana), la criptococosis era una enfermedad
rara, pero actualmente es la causa mas comun de meningitis y que pone en riesgo

la vida de los pacientes. (15)

Debido a que C. neoformans se encuentran distribuidos ampliamente en la
naturaleza y que la via de infeccion es respiratoria, se hace dificil poner en
practica alguna estrategia de control y prevencion, pero tomando en cuenta que el
paciente inmunosuprimido es el mas afectado podrian tomarse algunas medidas

como el evitar el contacto o la convivencia con palomas. (15)

El control de la poblaciéon de palomas quizas podria prevenir una parte de

los casos y la eliminacion de sus excrementos debe ser precedida por la
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descontaminacion quimica o por el humedecimiento con agua para evitar los

aerosoles. (15)

3.10 CRIPTOCOCOSIS EN ANIMALES

La criptococosis ha sido citada en gran variedad de animales domésticos y
a diferencia de otras micosis sistémicas, es mas frecuente en el gato y perro que
en otras especies animales. La infeccion se origina en la cavidad nasal, tras la

inhalacion de la levadura. (6)

En animales domésticos como caballos, ovejas y cabras 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 unas
manifestaciones clinicas muy variadas, predominantemente con afeccion

pulmonar y del sistema nervioso central. (6)

Existen pocos casos descritos de criptococosis en aves, ya que éstas se
suponen resistentes a la infeccion debido a su elevada temperatura corporal (41-
41°C). (6)

3.10.1 CRIPTOCOCOSIS FELINA

La criptococosis es la micosis sistémica mas frecuente en el gato, aunque
su incidencia es baja. No se ha descrito ninguna predisposicion de edad, sexo o
raza, aungue algunos estudios apuntan a que esta enfermedad es mas frecuente
en gatos machos de dos a tres afios de edad y de raza siamesa. Se han citado
algunos factores predisponentes tales como una infeccién previa por el virus de

leucemia felina (FeLV) o por el virus de la inmunodeficiencia felina (FIV). (6)
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Los gatos con FeLV o FIV suelen tener una afeccion mas generalizada y
frecuentemente desarrollan sintomatologia neurolégica y ocular. Otros factores
predisponentes serian las neoplasias, diabetes, intervenciones quirdrgicas y
tratamientos con glucocorticoides. (6)

La via de infeccibn més frecuente es la inhalatoria, afectando inicialmente
las vias respiratorias altas, principalmente la cavidad nasal. En la mayoria de los
gatos la sintomatologia mas frecuente es la rinitis. Los sintomas suelen ser
cronicos y la cavidad nasal puede llegar a deformarse. También puede verse

afectada la nasofaringe, produciendo estertores y disnea. (6)

En algunos casos la infeccion se disemina al sistema nervioso central,
produciendo sintomas neurolégicos tales como depresion, ataxia e incoordinacion.
Incluso, pueden producir alteraciones oculares como la ceguera y retinitis. En
casos mas avanzados pueden aparecer lesiones cutaneas que suelen afectar la

cara, cabeza y cuello. (6)

3.10.2 CRIPTOCOCOSIS CANINA

La criptococosis canina suele afectar a perros de menos de cuatro afios,
siendo mas frecuente en la raza déberman, déberman pinscher, pastor aleman,
cocker spaniel americano, gran danés y labrador. Se cree que los pastores
alemanes tienen una disposicidon genética que los hace susceptibles no solo a la

criptococosis, sino también a otras micosis sistémicas. (6)

En los perros, la via de infeccion también es la inhalatoria. Generalmente,
los perros suelen presentar afeccién de la vias respiratorias altas, pero suele ser
subclinica. La diseminacién multiorganica es mas frecuente en perros que en

gatos y se produce una rapida diseminacion al sistema nervioso central, por lo que
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la sintomatologia nerviosa es frecuente. Los sintomas neuroldgicos incluyen
inclinacion de la cabeza, nistagmus, paralisis facial, paresia, paraplejia o tetraplejia
y ataxia entre otros. También suelen aparecer alteraciones oculares que
consisten en neuritis Optica, corioretinitis y hemorragia de la pupila asociada a

pupilas dilatadas y ceguera. (6)

3.11 TRATAMIENTO

El tratamiento de eleccion en gatos y perros con afeccion del sistema

nervioso central es la anfotericina B en combinacion con la 5-fluorocitosina. (6)

En los gatos y perros sin sintomatologia nerviosa, el fluconazol es el

antifangico de eleccion. (6)
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. MATERIALES

4.1.1 RECURSOS HUMANOS

e Asesores de la investigacion.
e Estudiante investigador.
e Personal de apoyo del laboratorio de microbiologia, Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia, Universidad de San Carlos de Guatemala.

4.1.2 RECURSOS DE CAMPO

e Bolsas plasticas.

e Depresores de madera.
e Camara fotogréfica.

e Vehiculo y gasolina.

e Boletas de registro.

e Boligrafos.

e Computadora.

e Impresora.

4.1.3 RECURSOS DE LABORATORIO

e Laminas portaobjetos.
e Laminas cubreobjetos.
e Asas bacteriologicas.

e Beakers.
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Tubos de ensayo.

Placas de Petri.

Recipientes de vidrio estériles.
Bandejas.

Guantes quirdrgicos no estériles.
Removedores plasticos.

Agar Sabouraud Dextrosa con cloranfenicol.
Agar.

Semillas de “alpiste negro” Guizotia abyssinica.
Creatinina.

Glucosa.

Difenil.

Cloranfenicol.

Solucion salina estéril al 85%.
Medio liquido de urea.

Agua destilada estéril.

Cristal violeta.

Lugol.

Alcohol acetona.

Safranina.

Tinta china.

Aceite mineral.

Papel absorbente.

Mechero.

Esterilizador de asas.

Campana de flujo laminar.
Incubadora.

Microscopio.

Balanza digital.
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4.1.4 RECURSOS BIOLOGICOS

e Muestras coproldgicas de palomas (Columba livia).

4.1.5 CENTROS DE REFERENCIA

e Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
¢ Biblioteca del Departamento de Microbiologia FMVZ-USAC.
e Biblioteca del INCAP.

e Documentos electrénicos de internet.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 LOCALIZACION

El estudio se llevd a cabo en areas publicas con presencia de palomas en la
ciudad de Antigua Guatemala, que es cabecera del municipio homénimo y del
departamento de Sacatepéquez que se encuentra a 45 kildmetros de la ciudad

capital de Guatemala.

Se encuentra a una altitud de 1,530 metros sobre el nivel del mar y posee
un clima templado y semifrio con una temperatura méaxima 25°C y una minima de
13°C. Ademas, el departamento de Sacatepéquez posee una precipitacion pluvial

anual acumulada de 952,50 mm.

4.2.2 TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo de corte transversal.
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4.2.3 METODOLOGIA
Procedimiento para el muestreo:

En la primera fase del estudio se delimitaron los espacios a estudiar.

De manera habitual suele definirse un area publica a aquellos espacios que
no son propiedad privada. La constitucion politica de la republica reconoce como
bienes del estado aquellos de dominio publico (Art.121, a) “... incluyendo los del
municipio y de las entidades descentralizadas o autbnomas” (Art.121, c), asi como
‘los monumentos y las reliquias arqueolégicas” (Art.121, f). En este sentido, el
Caodigo Civil también define como bienes nacionales de uso publico coman, “las
calles, parques, plazas, caminos y puentes que no sean de propiedad privada”
(Art. 458, 1°) (6)

Identificados los espacios publicos, se determinaron los sitios de muestreo
mediante una busqueda activa por la ciudad de Antigua Guatemala de aquellos
lugares con presencia de palomas. Los sitios de muestreo fueron: la Iglesia y
Hospital San Pedro, Iglesia de La Merced, Iglesia San Francisco, Parque y Tanque
la Union, 32 Avenida Sur y 62 Calle Oriente, Ruinas del Convento Santa Clara,
Parque San Sebastian, Parque Central y Calle del Palacio de los Capitanes.

Para obtener una muestra homogénea y representativa, en cada sitio de
muestreo se definieron los siguientes puntos: suelo al abrigo del sol, suelo con
exposicion al sol, paredes al abrigo del sol, paredes con exposicion al sol.

Para la toma de muestras se siguieron los siguientes pasos:

1. Con la ayuda de un depresor de madera, se recolectaron 15 muestras de

heces por cada sitio de muestreo.

27



2. Posteriormente fueron colocadas en bolsas plasticas previamente

identificadas.
3. Para su traslado, y en un lapso no superior a tres horas, las muestras
colectadas fueron llevadas al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala para su procesamiento.

Este procedimiento se repitié la semana siguiente.

Procedimiento de laboratorio:

Para la realizacion del cultivo se trabajé bajo una campana bacteriol6gica
de flujo laminar para mantener el medio libre de contaminacion. El proceso que se
realizé con cada muestra fue el siguiente:

1. Homogeneizacion de la muestra con ayuda de una bolsa plastica.

2. Luego se pesaron 5 gramos de heces y se le afiadieron 30 miligramos de
solucién salina estéril al 85% y se homogeneizaron agitandolas vigorosamente
por 5 minutos.

3. Después se dejaron sedimentar por 10 minutos.

4. A partir del sobrenadante se obtuvo una asada y se sembr6é sobre agar de

“alpiste negro” Guizotia abyssinica.

5. La muestra se incubd en un medio aerobio a 27°C de tres a siete dias.

28



6. Transcurrido este tiempo, se examind durante cinco dias cada muestra para
identificar aquellas colonias con la presencia de un pigmento oscuro, indicativo

de la fenoloxidasa producida.

En los medios donde se identifico la presencia de Cryptococcus se realizé
un subcultivo en agar de “alpiste negro” Guizotia abyssinica y agar Sabouraud sin
cicloheximida para aislar las cepas obtenidas. Posteriormente, fueron identificadas

con base a criterios microscépicos y bioquimicos de la siguiente manera:

e Por medio de la tincion de Gram para la observacién de levaduras Gram

(+).
e Tincién con tinta china:
1. En el centro de un portaobjetos, se coloc6 una gota de agua destilada estéril,
una gota de tinta china y unas gotas de la cepa aislada luego se mezclaron

suavemente.

2. Se coloc6 un cubreobjetos sobre la suspension y se presiond suavemente para

evitar que quedaran burbujas.

3. Una vez finalizada la tincién, se observé al microscopio buscando la capsula

del hongo, la cual se observé como una estructura clara alrededor de la célula.

e Prueba de ureasa

1. Se tomod una asada del cultivo fresco.

2. Luego se inoculé 1-1.5 ml. del medio liquido de urea.
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3. Seincubaron a 35°C por 24 horas.

4. Se considero positivo el cambio del indicador rojo fenol del amarillo al rosado,

por otro lado las cepas ureasa negativas no produjeron cambio alguno.

4.2.4 ANALISIS DE DATOS

Se utilizé estadistica descriptiva (porcentual) para conocer el grado de

muestras positivas respecto al total de lugares muestreados.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Se recolectaron muestras de heces de paloma presentes en los suelos y
paredes de los siguientes espacios publicos de la ciudad de Antigua Guatemala:

1. Iglesia y Hospital San Pedro

2. lglesia de La Merced.

3. Iglesia San Francisco.

4. Parque y Tanque la Union.

5. 32 Avenida Sur y 62 Calle Oriente.

6. Ruinas del Convento Santa Clara.

7. Parque San Sebastian.

8. Parque Central.

9. Calle del Palacio de los Capitanes

En cada lugar se obtuvieron 15 muestras de heces, repitiéendose dicho
procedimiento la siguiente semana para sumar un total de 270 muestras.

Las heces fueron homogeneizadas para conformar dos muestras por
espacio publico y de esta manera fueron inoculadas en placas individuales de
Agar de “alpiste negro” Guizotia abyssinica. Transcurridos 5 dias de incubacion
se revel6 la presencia de placas sospechosas provenientes de tres areas
publicas, las cuales fueron trasladadas a nuevas placas del mismo agar para la

obtencion de cultivos puros.
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Posteriormente, se realizo la identificacion micro morfolégica de las colonias
aisladas por medio de la tincion de Gram y tincién de tinta china donde se observo
la presencia de estructuras levaduriformes capsuladas y gram positivas,
compatibles con Cryptococcus neoformans. Ademas, se efectud la identificacién
macro morfolégica mediante la realizacién de subcultivos en agar Sabouraud y se
verificd el crecimiento de colonias mucosas, blanco amarillentas, caracteristicas

también de Cryptococcus neoformans.

Por ultimo, las tres cepas fueron identificadas bioguimicamente por medio
de la prueba de ureasa, donde todas produjeron un cambio de color del amarillo al
rosado indicando ser ureasa positivas y asi pertenecer al género Cryptococcus.

De esta forma, todas las pruebas realizadas confirman el diagnéstico de la
presencia de Cryptoccoccus neoformans en tres de las nueve areas publicas
muestreadas con presencia de palomas de la ciudad de Antigua Guatemala, lo
qgue equivale a un 33.33%. Las areas publicas positivas a la presencia de dicha
levadura son: la Iglesia y Hospital San Pedro, Iglesia de La Merced y Ruinas del
Convento Santa Clara.

Respecto a los lugares que se encontraron positivos, se observan
similitudes respecto al nimero de palomas que habitan en cada lugar (mas de 15
palomas) y la presencia de heces acumuladas. También, es importante tomar en
cuenta que la acumulacién de heces en dichos lugares puede verse favorecida no
solamente por la alta densidad de aves, sino también por la falta de limpieza de

los mismos.
Es importante sefalar que los lugares positivos a Cryptococcus neoformans

representan una fuente potencial de infeccion ya que son sitios turisticos

diariamente visitados por gran cantidad de personas.
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Ademas, la Iglesia y Hospital San Pedro representa un mayor riesgo debido
a la presencia de personas enfermas e inmunosuprimidas las cuales son

mas susceptibles a padecer criptococosis.

Por otra parte, no fue posible identificar la presencia de Cryptococcus
neoformans en todas las areas muestreadas, probablemente debido al escaso
namero de palomas circundantes y por ello baja cantidad de heces. Ademas de la
dificultad de su aislamiento por la gran cantidad de bacterias presentes en las
heces, que aun en medios de cultivos especificos, dificultan el crecimiento del

hongo y en consecuencia su aislamiento.
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1.

3.

VI. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio confirman que las heces de palomas son una

importante fuente ambiental y de diseminacion de C. neoformans.

El 33.33% de los espacios publicos estudiados con presencia de palomas de
la ciudad de Antigua Guatemala resultaron positivos a la presencia de
Cryptococcus neoformans. Estos lugares, transitados cotidianamente por un
namero importante de personas de todas las edades, representan un riesgo

potencial en salud publica especialmente a personas inmunodeprimidas.

Ademas de las caracteristicas propias de las heces de paloma, la acumulacién
de éstas constituye un elemento importante para la presencia de Cryptococcus

neoformans.

El agar de “alpiste negro” Guizotia abyssinica es un medio ideal para el
aislamiento e identificacion de Cryptococcus neoformans, pues favorece el
crecimiento de este microorganismo en especifico, y ademas produce

melanina que origina un pigmento caracteristico en el cultivo.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se considera importante realizar estudios adicionales que cubran otras areas
de la republica de Guatemala y con mayor nimero de muestras con el fin de
investigar la distribucion geogréafica de C. neoformans presente en las heces de

paloma.

Realizar estudios que evalluen la susceptibilidad antifingica de las cepas
ambientales de Cryptococcus neoformans.

Evitar la exposicién del hombre y animales a grandes cantidades de palomas,
asi como informar a la poblacion sobre el modo de contagio y riesgos de la

enfermedad especialmente a personas con problemas de inmunidad.

Implementar métodos de control que eviten la acumulacion de heces de
paloma en areas publicas mediante la limpieza periddica de las mismas, en
especial en zonas aledafias a hospitales. En estos casos, evitar la exposicion a
material contaminado mediante el uso de mascarillas, asi como realizar la
limpieza con ayuda de agua en lugar de barrer las heces lo que provocaria la
dispersion de polvo fecal.
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VIll. RESUMEN

La criptococosis es una enfermedad micética oportunista producida por
Cryptococcus neoformans un hongo levaduriforme encapsulado. La infeccién
ocurre por la inhalacion del microorganismo presente en las heces principalmente
de paloma. Produce una infecciébn pulmonar inicial desde donde se disemina a
otros 6rganos sobre todo al sistema nervioso central. La criptococosis puede
presentarse en personas sanas pero afecta con mayor frecuencia a personas

inmunosuprimidas.

Con el objetivo de determinar la presencia de Cryptococcus neoformans en
heces de palomas en lugares publicos de la ciudad de Antigua Guatemala, se
recolectaron muestras de heces de paloma provenientes de nueve areas publicas.
Para el aislamiento e identificacion de la levadura se llevaron a cabo métodos
convencionales: siembra en Agar “alpiste negro” Guizotia abyssinica,
determinaciéon de la presencia de capsula, prueba de la ureasa, produccion de

fenoloxidasa y caracteristicas micro y macro morfoldgicas de las colonias.

Todas las pruebas realizadas confirmaron la presencia C. neoformans,
siendo aislado en tres de los nueve espacios publicos con presencia de palomas
de la ciudad de Antigua Guatemala lo que representa un 33.33%. De esta
manera, fue determinada la presencia de un hongo patdgeno oportunista en
lugares transitados por muchas personas lo que supone un riesgo potencial para

la poblacion.
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IX. SUMMARY

Cryptococcosis is a fungal opportunistic infection caused by Cryptococcus
neoformans a capsulated yeast. Infection occurs when the microorganism present
especially in pigeon droppings is inhaled. It causes a primary pulmonary infection
from where it may then disseminate to other organs especially to the central
nervous system. The infection can be present in immunocompetent individuals, but

mainly affects immunosuppressed patients.

In order to determine the presence of Cryptococcus neoformans in pigeon
droppings from public places of Antigua Guatemala, pigeon fecal samples were
collected from nine public places. For the isolation and identification of
Cryptococcus neofromans conventional methods were performed:  Guizotia
abyssinica “black seed” culture, presence of capsule, ureasa test, phenoloxidase

test and micro and macro morphologic characteristics of the colonies.

All tests confirmed the presence of C. neoformans, being isolated from
three of the nine public places with pigeon population from the city of Antigua
Guatemala, which represents a 33.33%. This way was determined the presence of

a pathogenic fungi in public places, which result in a potential risk to the population
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ANEXO 1. FICHA DE CONTROL DE DATOS DEL MUESTREO

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

Determinacion de la presencia de Cryptoccus neoformans
en heces de paloma (Columba livia) en areas publicas

de la ciudad de Antigua Guatemala, Sacatepéquez, Guatemala.

FICHA DE CONTROL

Ubicacion: Fecha:

NUmero de palomas aproximado:

Lugar de recoleccion:

Pared
Pared con sombra

Suelo

g

Suelo con sombra
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ANEXO 2. FICHA DE CONTROL DE RESULTADOS DE LABORATORIO

UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

Determinacion de la presencia de Cryptoccus neoformans
en heces de paloma (Columba livia) en areas publicas

de la ciudad de Antigua Guatemala, Sacatepéquez, Guatemala.

RESULTADOS DE LABORATORIO

Resultado al
No. Muestra aislamiento
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ANEXO 3. TABLA DE RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE HECES
DE PALOMA PROVENIENTES DE LAS AREAS PUBLICAS DE LA CIUDAD DE
ANTIGUA GUATEMALA CON PRESENCIA DE PALOMAS.

SITIO DE MUESTREO | NUMERO DE PALOMAS Cryptococcus
neoformans

Iglesia y Hospital San 25 +
Pedro
Iglesia de La Merced 50 +
Iglesia San Francisco 10 -
Parque y Tanque la Unién 15 -
32 Avenida Sur y 62 Calle 15 -
Oriente
Ruinas del Convento 20 +
Santa Clara
Parque San Sebastian 10 -
Parque Central 10 -
Calle del Palacio de los 10 -
Capitanes
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ANEXO 4. GRAFICA DE LA PRESENCIA DE CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS EN AREAS PUBLICAS CON PRESENCIA DE PALOMAS DE
LA CIUDAD DE ANTIGUA GUATEMALA.

ONegativos

BPositivos

ANEXO 5. FIGURA DE LAS AREAS DE RECOLECCION DE MUESTRAS DE
HECES DE PALOMA EN LA CIUDAD DE ANTIGUA GUATEMALA.

Area publica negativa a C.
- neoformans

@  Areapublica positivaa C.
neoformas
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ANEXO 6. CRECIMIENTO DE Cryptococcus neoformans EN AGAR “ALPISTE
NEGRO” Guizotia abyssinica.

Fotografia: Valery Maul.

ANEXO 7. CRECIMIENTO DE Cryptococcus neoformans EN PLACAS DE
AGAR SABOURAUD.

Fotografia: Valery Maul.
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ANEXO 8. MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Cryptococcus neoformans EN
TINCION DE GRAM.

Fotografia: Valery Maul.

ANEXO 9. TINCION DE CAPSULAS DE C. neoformans CON TINTA CHINA.

Fotografia: Valery Maul
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ANEXO 10. PRUEBA DE UREASA

Fotografia: Valery Maul.
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