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Introduccion

1.- INTRODUCCION

En las Ultimas décadas se ha producido un aumento llamativo de las
infecciones y enfermedades sistémicas causadas por hongos considerados
generalmente saprofitos. Estos hongos causantes de dichas infecciones se
denominan, “hongos oportunistas”, entre los mas importantes se encuentran
distintas especies de candidas y criptococos, especialmente Candida
albicans y Cryptococcus neoformans, existiendo muy poca informacién de su
incidencia en los diferentes grupos de rieégo (enfermos de SIDA, receptofes
de trasplantes o pacientes con cancer) (Xu y cols., 2000; Colom y cols.,
2001).

C. neoformans se encuentra en el suelo y en los excrementos de
aves, especialmente en los de palomas. Las palomas, independientemente
de que vivan en libertad o en cautiverio, pueden actuar como portadoras de
agentes etiolégicos peligrosos para el hombre y los animales. Las heces de
estas aves constituyen un sustrato importante para el desarrollo del agente
responsable de esta enfermedad denominada criptococosis, que puede
afectar al ser humano y a una amplia gama de animales (Frisvald y Samson,
1991). -

El aislamiento de Cryptococcus neoformans a partir de las heces de
palomas muestra que dicho hongo existe como contaminante ambiental. Un
grado de contaminaciéon elevado podria convertirse en un peligro para la
salud publica (Kelley y Mosier, 1977) y mas concretamente para las
personas dedicadas al cuidado, cria y limpieza de las palomas y palomares,
asi como para aquellos que han de remover la tierra contaminada con heces
de paloma y los que alimentan a palomas salvajes o en libertad (Schwarz y
Kauffman, 1977; Glunder, 1989; Nodarse y Brévo, 1999).

Por esta razén, esta levadura se ha convertido en el centro de nuestra
investigacion, si bien, desde el punto de vista epidemiolégico es necesario
tener presente las posibles implicaciones patbgenas que pueden tener para

el hombre y los animales otras especies de criptococos: C. albidus, C.
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laurentii, C. uniguttulatus, C. humicolus y C. curvatus (Krumholz, 1972;
Howard, 1973; Wieser, 1973; Da Cunha y Lusins, 1973; Decostere y cbls.,
2003), existiendo en la actualidad poca informacion de cual es el papel que
juega la paloma como portadora de estas especies citadas. Conocemos
muchisimos datos sobre la criptococosis, no obstante, sigue existiendo un
grah desconocimiento sobre algunos puntos epidemiolégicos, clinicos y
biolégicos (Kwon-Chung, 2000). Es por esta razdn, que en nuestro estudio
investigamos en buche, cloaca y excrementos de palomas, no sélo la
presencia de C. neoformans, sino también la de estas otras especies de
criptococos, sin olvidarnos de C. albicans, esta dltima levadura
frecuentemente aislada de heces de palomas e implicada al igual que las
distintas especies de criptococos citadas como productora de enfermedad

tanto en el hombre como en los animales.

Actualmente, se desconoce en nuestra Comunidad Auténoma el papel
que pueden desempeiiar las palomas como portadoras o fuente de hongos
levaduriformes, especialmente Cryptococcus neoformans, sobre todo en
aquellos lugares en donde se concentran un gran nimero de las mismas y
que constituyen al mismo tiempo un espacio de recreo y ocio para la

sociedad.

Canarias es una de las Comunidades Auténomas con mayor numero
de palomas mensajeras de Espafia, y actualmente tiene un destacadisimo
nombre en la colombofilia mundial, razén por la cual creemos de gran
importancia realizar un estudio epidemioldgico centrado en la paloma cuyos

objetivos principales serian:

o OBJETIVO 1°.- Determinar las especies de criptococos y otras
especies levaduriformes de interés clinico tanto en patologia
humana como veterinaria, aisladas frecuentemente en
muestras de buche, heces y cloaca de las palomas existentes

en los palomares privados de la isla de Gran Canaria.
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o OBJETIVO 2°.- Determinar las especies de criptococos y otras

especies levaduriformes aisladas frecuentemente en heces de
palomas y/o tortolas de las plazas publicas de la isla de Gran

Canaria con una poblacién significativa de las mismas.

OBJETIVO 3°.- Comprobar la relacién existente entre los

aislamientos obtenidos de buche, heces y cloaca en los

palomares muestreados.

OBJETIVO 4°.- Determinar los auxanotipos de C. neoformans

presentes en nuestro estudio, todas de origen aviar, y
comparacion con las cepas aisladas de enfermos humanos
cedidas por el hospital Dr. Negrin de Las Palmas de Gran

Canaria.

OBJETIVO 5°- Determinacién de la prevalencia de las

especies levaduriformes implicadas habitualmente en la salud
publica en la isla de Gran Canaria, tanto por palomares
privados como en la poblacién colombdfila afincada en las

plazas urbanas de la zona centro norte de la isla.
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- LA COLOMBOFILIA

2.1.1.- HISTORIA DE LA COLOMBOFILIA

La fidelidad de las palomas mensajeras, su rapidez y su silencio, son
propiedades altamente valoradas por el hombre. Segin Charles Darwin, el
primer colombéfilo que recuerda la historia, fue el faradn Userkaf de la quinta
dinastia egipcia (3000 A.C.) (Pulido y Thopam, 1999).

En Egipto habia palomares postales y el Gobierno expedia con tal
medio avisos para anunciar los diversos grados de crecimiento del Nilo. En
los tiempos heroicos de Grecia se anunciaban los nombres de los
vencedores de los Juegos Olimpicos por medio de palomas mensajeras.
Estas se criaban en los palomares sacerdotales de los templos para
utilizarlas como medio de comunicacion directa entre los distintos templos.

Los palomares fijjos y moviles constituian un servicio militar de la
mayor importancia. Los romanos empleaban las palomas como estafetas:
eran sus telégrafos. La historia guarda en el recuerdo escenas en las que las
palomas han sido protagonistas. En Bagdad, en el afio 1100 ya funcionaba
un servicio postal de palomas mensajeras (Torres, 2001).

En Europa, el empleo de las palomas mensajeras, toma impulso a
partir del siglo Xlll. La costumbre de adiestrar palomas mensajeras pasa a
Inglaterra a principios del siglo XVIHI. En Francia, hasta la revolucion
francesa, la cria de palomas mensajeras era privilegio de la nobleza,
mientras que el resto de las clases sociales tenia prohibida su posesion bajo

pena de muerte.

En el siglo XIX, entre 1812 y el 1820, las palomas mensajeras son
usadas en ltalia, Francia, Bélgica y en Inglaterra para enviar los niimeros de

la loteria, las cotizaciones de bolsa, las 6rdenes de compra-venta, etc.
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Aunque la paloma es simbolo de paz, ha sido frecuentemente utilizada
durante la guerra, por los ejércitos aleman, francés y belga. El primer
concurso de palomas mensajeras se efectud el 15 de julio de 1820. A partir
de esta época empiezan a implantarse los palomares militares; el primero se
instaur6 en Alemania, siguieron Austria, Rusia, ltalia, Francia, Espafa,

Rumania y Turquia.

Es, en realidad, a mediados del siglo XIX, y en especial en Bélgica,
considerada como la cuna de la colombofilia, donde comienza a
desarrollarse la aficion a la cria y educacion de las palomas mensajeras
(Pulido y Thopam, 1999).

En el afio 1914, la paloma mensajera desempefi® un papel
importantisimo durante la Primera Guerra Mundial. El hilo telefénico era
cortado frecuentemente, las emisoras de radio se estropeaban. La paloma
mensajera era el medio de comunicacién idéneo para cortas distancias. En
ocasiones, las cestas que contenian las palomas eran transportadas por los
propios soldados y en otras eran lanzadas en paracaidas. La vida de
muchos soldados dependia de estas pequefias aves que volaban desde las
posiciones de retaguardia a las de vanguardia sin que nadie las detectase,

aspectos importantes en la estrategia belga.

Fueron los arabes, amantes de la practica de la cetreria, quienes
introdujeron la paloma mensajera en la Peninsula Ibérica. De ahi el origen
de la Colombofilia Espafiola, o lo que es lo mismo, del arte de criar y

entrenar palomas mensajeras (Torres, 2001).

En Espaiia, ilustres y distinguidos ciudadanos de Barcelona formaron
en febrero de 1890 la Sociedad Colombdfila de Catalufia. El 7 de septiembre
de 1894, se funda en Malaga la Federacion Espafiola de Colombofilia
(Pulido y Thopam, 1999).
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2.1.2.- EL PROGRESO CONSTANTE EN CANARIAS

La llegada de las primeras palomas mensajeras a Canarias data de
1882, fecha en que el colombdfilo grancanario D. Francisco Manrique de
Lara hizo construir el primer palomar de Las Palmas de Gran Canaria,
considerado en la actualidad como el mas antiguo de Canarias. El palomar
estaba situado en la azotea de su vivienda en el histérico barrio de Vegueta.
Las palomas mensajeras traidas por marineros de muchos lugares del
mundo, se utilizaban para pedir suministros desde los barcos, ya que no
habia muelle de atraque y eran llevadas a éstos en barcos de remos y
soltadas con notas de pedidos (Sanchez Ramirez, 1992).

Figura 1.- Palomar de D. Francisco Manrique de Lara, construido hace mas de un
siglo en Las Palmas de Gran Canaria (1882) y considerado como el méas antiguo
de nuestra capital para las actividades colombdéfilas

D. Francisco Manrique de Lara fue uno de los pioneros de la
colombofilia en las Islas Canarias, junto a D. Alonso Nava Grimén, VIii
Marqués de Villanueva del Prado. De hecho, ambos trajeron a este
archipiélago los primeros pichones desde Bélgica. Como dato anecdético,
podriamos comentar que estas palomas fueron utilizadas en sus comienzos
para comunicar resultados de los encuentros de lucha canaria, de peleas de
gallos y, en definitiva, de otros certamenes de interés social y deportivo
(Pulido y Thopam, 1999).
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A principios del siglo XX se inicié en las Islas Canarias la-practica de
este interesante deporte, de gran utilidad militar en las transmisiones,
surgiendo la primera sociedad colombéfila en Las Palmas de Gran Canaria
el dia 4 de junio de. 1900, siendo su fundador Santiago Cullén y Verdugo;
militar ilustre y figura fundamental para el desarrollo de la colombofilia en
Canarias. En 1900 escribié un libro titulado “Nbciones de Colombofilia y
estudio de Telegrafia Alada aplicada a las Islas Canarias”, que continua
siendo de inestimable consulta para conocer las claves del apasionante

mundo de la paloma mensajera en nuestras islas (Rivero Gémez, 1990).

El dia 5 de noviembre de 1902 se constituye la segunda sociedad de
las islas, la Real de Tenerife, teniendo como presidente al general Juan
Villavicencio y Gamez. La tercera se cre6 en 1926 bajo la denominacion de
Circulo Colombéfilo, desapareciendo y volviéndose a presentar el 23 de
agosto de 1945. Sucesivamente, siguen formandose nuevos clubes y de

esta forma sigue creciendo el deporte en Canarias (Montesdeoca, 1989).

Transcurridos ciento tres afos, Canarias dispone de 52 clubes
colombéfilos, con mas de 2000 socios federados y un censo de palomas
mensajeras que supera las 170.000 aves (Tabla 1), educadas para los

vuelos maritimos, comunicando en poco tiempo las islas y la costa de Africa.

ISLA PALOMARES PALOMAS CLUB
TENERIFE 950 82.476 25
LA PALMA 145 9.734 3
LA GOMERA 67 4.721 2
GRAN CANARIA 720 59.359 17
FUERTEVENTURA 89 7.442 2
LANZAROTE 99 6.785 3
EL HIERRO 0 0 0
TOTAL 2.070 - 170.517 52

Tabla 1.- Censo de palomas y palomares de las Islas Canarias cedido por el
Batallén de Transmisiones de Servicios Especiales (E! Pardo, Madrid)
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Poco a poco lograron aumentar las distancias, disminuir las pérdidas
de las palomas en las sueltas y mejorar las velocidades. Hoy, debido a una
constante experiencia, estudio y seleccién, la Colombofilia Canaria presenta
al mundo un ejemplo de progreso, que admiran propios y extrafios, y que
explica que las palomas canarias sean calificadas como las mejores del

mundo en vuelos maritimos.

La gran aficion que existe en las Islas Canarias es digna de todo
elogio, pues a pesar de sufrir pérdidas muy crecidas, y ello afo tras ano, los
aficionados de nuestras islas continian mejorando sus estirpes, trabajando
intensamente en su preparacion y cuidado, con objeto de irlas mejorando y
aclimatandolas al vuelo sobre el mar, siempre con miras a resarcirse de los
fracasos habidos. Parece ser que la causa de estos fracasos la constituyen
las profundidades del mar que atraviesan (Ferran Andreu, 1973).

Los vuelos de educaciéon de la paloma mensajera se iniciaron en
1900. En un principio éstos quedaron reducidos a vuelos sobre tierra dentro
de cada isla. Por el afio 1905 se efectuaron los vuelos de educacién sobre
mar en las direcciones Gran Canaria-Tenerife y viceversa. Mas tarde, en
1915 comienzan los vuelos desde las islas de Fuerteventura y Lanzarote. En
1920 se realizaron los viajes desde la costa de Africa occidental espafiola,
Cabo Jubi a Las Palmas de Gran Canaria y Santa Cruz de Tenerife. En 1934
Sidi Ifni, y luego en 1940 Tan-Tan y Aailn en 1941 (Sanchez Ramirez,
1997).

La colombofilia no es solamente un deporte apasionante, es de
utiidad nacional. Canarias tiene actualmente un gran historial y un
destacadisimo nombre en la colombofilia mundial.

En Espana, todas las palomas mensajeras dependen del Ministerio de
Defensa. El Ejército Espafriol tiene su propio servicio colombéfilo dotado de
palomares en diversas provincias componiendo las llamadas lineas militares
de colombofilia. Cada palomar esta atendido por personas especializadas

encargadas del mantenimiento y control de las palomas mensajeras.
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En nuestro pais, el Ministerio de Defensa tiene censadas a todas las
palomas mensajeras, tanto militares como de competicion. Cuando se
realizan maniobras militares es frecuente la participacion de equipos
colombdfilos. Las palomas son lanzadas en paracaidas para ser utilizadas
en el envio de mensajes, pues aun hoy en dia, cuando disponemos de
sofisticados medios de comunicacién, la paloma mensajera es considerada

por el ejército como un fiel agente de transmision.

La paloma mensajera no soélo ha tenido y tiene aplicaciones militares.
La colombofilia es también un deporte con miles de seguidores en todo el
mundo. La nobleza y el asombroso sentido de orientacion hacen que cada
vez, mayor namero de aficionados dediquen su tiempo libre a la

conservacion de estos pequefios y a su vez grandes atletas del aire.

Cuando estamos en el siglo XXI, la naturaleza todavia nos esconde
numerosos secretos. Uno de ellos es el sistema de orientacion que utilizan
las palomas mensajeras. Enviadas y soltadas a cientos de kilbmetros de sus
palomares, son capaces de volver a ellos. Es posible que - su mejor
referencia esté en el sol, pero no es la Unica, ya que en dias nublados

también son capaces de encontrar la ruta que las lleve hasta su morada.
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2.2.- CRIPTOCOCOSIS
2.2.1.- CONSIDERACIONES GENERALES
2.2.1.1.- CONCEPTO Y SINONIMIA DE LA ENFERMEDAD

La criptococosis es una micosis sistémica producida por un hongo
levaduriforme capsulado denominado Cryptococcus neoformans, si bien
existen referencias en la literatura de enfermedad producida en humano_s y
en animales, especialmente en inmunodeprimidos, por otras especies de
criptococos como Cryptococcus laurentii y Cryptococcus albidus (Kamalam y
cols., 1977; Monga y cols., 1983 (cit., Riley y cols., 1992), Horowith y cols.,
1993; lkeda y Shinoda, 2000).

Es una enfermedad de distribucion mundial que cursa de forma
subaguda o crénica y que afecta a animales domeésticos, silvestres y al
hombre, provocando cuadros neumodnicos y/o meningoencefaliticos, a

menudo mortales (Sansinforiano y cols., 2001; Garau y Palacio, 2002).

La criptococosis ha recibido diferentes sinonimias a lo largo de la
historia (Busse, 1895; Rose y Harrison, 1987; Ackerman, 1988; Diamond,
1997). |

% Sacaromicosis hominis
s Enfermedad de Busse y Buschke
+ Blastomicosis europea

% Torulosis

2.2.1.2.- HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

El responsable etiolégico de la criptococosis es un hongo
levaduriforme  capsulado denominado  Cryptococcus  neoformans,
descubierto hace aproximadamente 100 afios por Francesco Sanfelice,

quien aisl6 originalmente al microorganismo en lItalia de un jugo de
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melocotén, en el afio 1894. En esa época, denomind al microorganismo
aislado Saccharomyces neoformans. Establecié asi la prioridad al nombre de
la especie. Ademas, aislé un hongo parecido a una levadura del ganglio
linfatico de un bovino. Al parecer, esto representa el primer dato de infeccién

en un animal por este agente etioldgico.

En 1895, Busse (cit., Jungerman y Schwartzman,- 1977), notificd el
primer caso de criptococosis humana bajo la presentacion de una lesion
O6sea similar a un sarcoma denominando la enfermedad sacaromicosis
hominis o enfermedad de Busse y Buschke.

En 1901, Vuillemin (cit., Jungerman y Schwartzman, 1977) lo aislé de
una lesidn pulmonar porcina. Determiné que la falta de formacion de
ascosporas diferenciaba al microorganismo de las verdaderas levaduras y lo
transfiri6 al género Cryptococcus (Cryptococcus hominis).-

En este mismo ano, Klein (cit., Jungermén y Schwartzman, 1977)
describié .una levadura - patégena que aislé de la leche, de la cual
posteriormente se informd ser idéntica a las cepas de C. neoformans de
origen humano y vegetal. En 1902, Frothingham - (cit., Jungerman vy
Schwartzman, 1977), describid la criptococosis en un caballo. Se encontré
en pulmén una masa mixomatosa después de una persistente descarga

nasal de un afo de duracion.

En 1905, Von Hansemann (cit., Jungerman y Schwartzman, 1977), lo
observo por primera vez asociado con meningitis. Esta forma clinica de la
enfermedad humana y en la cual la afeccion del SNC es caracteristica, fue

reconocida por primera vez en un paciente y reportada por Verse en 1914.

En 1916, Stoddard y Cutler, informaron de casos adicionales y
describieron las diferencias clinicas y patologicas entre la criptococosis (en
esta época conocida como blastomicosis europea), la blastomicosis
norteamericana producida por Blastomyces dermatitidis y otras infecciones

fungicas con las cuales se podia llegar a confundir por esa época.

12
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Denominaron al microorganismo causal Torula histolytica a causa de
una supuesta “accioén histolitica” del microorganismo en formar quistes en los
tejidos, denominando a esta enfermedad como torulosis. Esto no fue

sostenido por ninguna regla taxonémica.

Después de evaluar la patogenicidad de 22 cepas de criptococos
patégenos, Benham en 1935, sugiri6 el nombre de Cryptococcus hominis
anteriormente propuesto por Vuillemin, pero tras un consenso entre los
micologos de la época se acepta que el nombre mas valido, sobre la base de

uso y prioridad sea Cryptococcus neoformans.

A partir de 1950 aumenta el interés sobre las micosis animales, de tal
forma que a partir de entonces comienzan a documentarse con mayor
frecuencia. Antes de esta fecha so6lo se habian documentado casos
esporadicos de criptococosis animal. El primero en informar de la existencia
de criptococosis en el gato fue Holzworth en 1952. Se trataba de un macho
adulto y la necropsia revel6 una infeccion generalizada. Un afio mas tarde
(1953), el mismo autor y Coffin informaron un segundo caso en una hembra
adulta castrada. Ambos tenian historias de desordenes respiratorios
crénicos. El primer caso de criptococosis canina lo describieron Seibold y
cols. en el mismo afo. Wagner y cols. (1968), informaron de un caso de
meningoencefalitis canina por Cypfococcus neoformans en el cual, la

levadura alcanz6 el SNC por extensién de una otitis externa.

Pounden y cols. describen los aspectos clinicos de un brote de
mamitis criptoc6cica bovina en 1952 y en el mismo afio Innes y cols.
muestran que C. neoformans es el agente primario de estas mamitis cuya
via de entrada es la intracanalicular, vehiculado en soluciones antibiéticas

contaminadas.

Barron (1955), observé que al igual que sucede en el caso del ser

humano, en los animales la afeccion del SNC es una manifestaciéon comun.
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Son muy diversos los sustratos de los cuales se:ha aislado a C.
neoformans. En 1951, Emmons lo aisla del suelo y en 1954, Clark y cols. lo
aislan de manzanas. El papel de las aves como portadoras de hongos
patogenos fue establecido por Emmons en 1955; el cual aislé Cryptococcus
neoformans var. neoformans de las excretas de palomas salvajes, Columba
livia, siendo el primero en establecer la relacion existente y actualmente

consolidada entre el microorganismo y las heces de paloma.

Estudios posteriores realizados por el propio Emmons y por otros
investigadores muestran que las excretas viejas de palomas son la fuente

conocida mas abundante de dicho microorganismo.

Tras el descubrimiento de Emmons, una larga lista de investigadores
siguieron sus pasos, adentrandose asi en esta linea de investigacion e
intentando aislar este hongo levaduriforme de gran importancia en patologia

humana y veterinaria. -

El primer caso de criptococosis humana directamente atribuida a la
infeccion por excretas de palomas fue descrito por Littman en el afio 1959.
Muchmore y cols. en 1963 citan tres casos mas de meningitis en humanos
relacionado siempre con aves y dos afios mas tarde, Procknow y cols. (cit.,
Littman y Borok, 1968), observaron criptococosis pulmonar en dos pacientes
tras la exposicion de éstos a heces de palomas presentes en un edificio

abandonado.

Si bien es cierto que C. neoformans var. neoformans ha sido el agente
mayormente implicado tanto en patologia humana como veterinaria, en los
tltimos afios son muchos los autores que describen a la var. gattii en este
proceso (Riley y cols., 1992; Bustamante Rufino y Swinne, 1998). El nombre
de C. neoformans var. gattii fue propuesto en 1970 por Vanbreuseghem y
Takashio, después de que .Gattii y Eeckels (1970) (cit., Sorrell, 2001),
aislaran en el LCR de un chico africano con m:eningiti's,» una cepa de C.

neoformans con morfologia atipica.
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En Espanfa, las primeras descripciones que se tienen afectando a la
especie humana son las de Ledesma y Alguacil en 1952 (cit., Hermoso de
Mendoza, 1984 A) y en 1959 De Gracia Mira describe el primer caso de
criptococosis animal en un brote de mamitis bovina. Aller y cols. (1971),
describieron en Extremadura el primer caso de criptococosis pulmonar en
cabras. Ya desde 1984 fue conocido el papel de las palomas como
portadoras en buche de C. neoformans var. neoformans y C. albidus en

nuestro pais (Hermoso de Mendoza, 1984'A).

Son muchos los autores que han hecho descripciones de esta
patologia en Espafa pero todas ellas debidas a C. neoformans var.
neoformans, sin embargo, la demostracién de que C. neoformans var. gattii
existe en nuestro pais y que es capaz de ocasionar infecciones graves en
animales sin otras patologias previas se debe a Bard y cols. (1998 A),
quienes identificaron como pertenecientes al serotipo B, 13 cepas
previamente aisladas de tejido pulmonar, hepatico y cerebral obtenidos
durante la necropsia de 6 cabras, en el curso de varios episodios de
neumonia cronica caquectizante que tuvieron lugar entre los afios 1990-
1994 en la provincia de Caceres (Extremadura). En Espafia no se ha aislado
a partir del medio ambiente, ni se ha descrito ningiin caso de criptococosis

humana producido por la variedad gattii (Colom y cols., 2001).
2.2.2.- ETIOLOGIA
2.2.2.1.- CLASIFICACION TAXONOMICA DE LOS BASIDIOMICETOS

Cryptococcus neoformans, pertenece a la division Basidiomycota
(Hoog y Guarro, 1995; Diamond, 1997; Boekhout y cols., 1998; Garcia
Rodriguez y Picazo, 1998; Paya, 2002; Quin y cols., 2002). En la siguiente
tabla quedan representados los principales estados anamorficos y
teleomorficos del Género. De acuerdo al Caédigo Internacional de
Nomenclatura Botanica, la nomenclatura correcta para C. neoformans, es

Filobasidiella neoformans, sin embargo, C. neoformans var. neoformansy C.
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neoformans var. gattii son los términos mas comimmente usados (Sorrell,
2001).

TELEOMORFO ANAMORFO PATOGENO

Filobasidiellla neoformans var. neoformans C. neoformans var. neoformans
Filobasidiellla neoformans var. bacillispora C. neoformans var. gattii
Filobasidium uniguttulatum Cryptococcus unigultulatus
Cryptococcus albidus
Cryptococcus laurentii
Cryptococcus humicolus

Cryptococcus curvatus

Tabla 2.- Estados anamoérficos y teleomorficos del Género Cryptococcus.

» LEVADURAS CUYO TELEOMORFO SE ENCUENTRA EN LA .

DIVISION BASIDIOMYCOTA: ESTADO ANAMORFICO
Incluye dos familias con sus correspondientes géneros.

v Familia Cryptococcaceae: Dentro de esta familia existen diez

géneros que se caracterizan porque generalmente asimilan el mio-
inositol y el D-glucuronato y producen compuestos extracelulares
similares al almidén (Boekhout y cols., 1998). El género tipo es
Cryptococcus, otros géneros son: Bullera, Fellomyces,
Kockovaella, Phaffia, Trichosporon, Tsuchiyaea, Udeniomyces,

Hyalodendron y Moniliella.

v Familia___Sporobolomycetaceae: Incluye cinco  géneros:

Bensingtonia, Kurtzmanomyces, Rhodotorula, Sporobolomyces y

Sterigmatomyces.
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> LEVADURAS HETEROBASIDIOMICETAS: ESTADO
TELEOMORFICO

DIVISION: BASIDIOMYCOTA
CLASE: HETEROBASIDIOMICETOS
ORDEN: FILOBASIDIALES

v Familia Filobasidiaceae: Con cinco géneros

a Cystofilobasidium

o Filobasidiella

o Filobasidium

a Mrakia

a Xanthophyllomyces

v' Familia Syzygosporaceae: Incluye dos géneros

o Christiansenia

o Syzygospora

Dentro de la Familia Filobasidiaceae los géneros de interés para
nosotros son Filobasidiella y Filobasidium. En ambos, la reproduccién sexual
es heterotalica y se produce por conjugacién entre las células a y a. Carecen
de basidiocarpos. Las basidiosporas en el Género Filobasidiella se
expanden como largas cadenas uninucleadas, a partir de cuatro puntos del
apice de los basidios (Alexopoulos y Mims, 1985). En el Género Filobasidium
las basidiosporas sésiles se producen en el apéndice terminal del basidio
semejando pétalos que le dan apariencia de flor. En ambos géneros estan

presentes los clamp connections.

Los diferentes ciclos de vida de Filobasidiella y Filobasidium, quedan

expuestos en las Figuras 2 y 3 (Kwon-Chung, 1998 A, B).
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Figura 2.- Ciclo de vida de Filobasidiella
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Figura 3.- Ciclo de vida de Filobasidium
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2.2.2.2.- EL GENERO CRYPTOCOCCUS. CARACTERISTICAS GENERALES

El Género Cryptococcus estd constituido por distintas especies
relacionadas entre si, si bien la especie descrita en la mayoria de los casos
como agente etiol6gico de criptococosis humana y animal es C. neoformans,
aunque también se han documentado infecciones por otras especies de
criptococos como el Cryptococcus albidus y laurenttii (Kamalam y cols.,
1977; Riley y cols., 1992; Horowitz y cols., 1993). Recientemente, estas
especies y C. humicolus y C. curvatus han sido aisladas en pacientes HIV
positivos (Sugita y cols., 2000; lkeda y cols., 2000 y 2002).

Cryptococcus neoformans ha recibido diferentes denominaciones a lo
largo de la historia, no obstante, la denominacién aceptada por los

taxénomos actuales es la de Cryptococcus neoformans (Tabla 3).

Denominacion recibida Autor

Sanfelice (1894)

Saccharomyces neoformans
Cryptococcus hominis Vuillemin (1901); Benham (1935)
Torula histolytica Stoddard y Cutler (1916)

Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin 1901

Tabla 3.- Denominaciones mas relevantes a lo largo de la historia
de C. neoformans

Actualmente, el nimero de especies aceptadas pertenecientes al
Género Cryptococcus es de 34 (Kurtzman y Fell, 1998; Fell y Statzell-
Tallman, 1998).

Cryptococcus aerius; (Saito) Nannizzi (1927).

Cryptococcus albidosimilis; Vishniac & Kurtzman (1992).

Cryptococcus albidus; (Saito) CE. Skinner (1947).

Cryptococcus amylolentus; (Van der Walt, DB. Scott & van der Kiift) Golubev (1981).
Cryptococcus antarcticus; Vishniac & Kurtzman (1992).

Cryptococcus aquaticus; (Jones & Slooff) Rodrigues de Miranda & Weijman (1988)..
Cryptococcus ater; (Castellani ex Cooke) Phaff & Fell (Lodder 1970).

Cryptococcus bhutanensis; S. Goto & Sugiyama (1970).
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Cryptococcus consortionis; Vishniac (1985). ‘

Cryptococcus curvatus; (Diddens & Lodder) Golubev (1981).

Cryptococcus dimennae; Fell & Phaff (1967).

Cryptococcus feraegula; Saéz & Rodrigues de Miranda (1988).
Cryptococcus flavus; (Saito) Phaff & Fell (1970).

Cryptococcus friedmannii; Vishniac (1985).

Cryptococcus fuscescens; Golubev (1984).

Cryptococcus gastricus; Reiersdl & di Menna (1958).

Cryptococcus gilvescens; Chernov & Bab’eva (1988).

Cryptococcus heveanensis; (Groenewege) Baptist & Kurtzman (1976).
Cryptococcus huempii; (Ramirez & Gonzalez) Roijmans, van Eijk & Yarrow (1989).
Cryptococcus humicolus; (Dészewska) Golubev (1981).

Cryptococcus hungaricus; (Zsolt) Phaff & Fell (1970).

Cryptococcus kuetzingii; Fell & Phaff (1967).

Cryptococcus laurentii; (Kufferath) CE. Skinner (1950), (cit. Vishniac, 2002).
Cryptococcus luteolus; (Saito) CE. Skinner (1950).

Cryptococcus macerans; (Frederiksen) Phaff & Fell (1970).

Cryptococcus magnus; (Lodder & Kreger- van Rij) Baptist & Kurtzman (1976).
Cryptococcus marinus; (van Uden & Zobell) Golubev (1981).

Cryptococcus neoformans; (Sanfelice) Vuillemin 1901.

Cryptococcus podzolicus; (Bab'eva & Reshetova) Golubev (1981), (cit. Takashima y cols., 2001).
Cryptococcus skinneri; Phaff & do Carmo- Sousa (1962).

Cryptococcds terréus; Di Menna (1954).

Cryptococcus uniguttulatus; (Zach) Phaff & Fell (1970).

Cryptococcus vishniacii; Vishniac & Hempfling (1979).

Cryptococcus yarrowii; A. Fonseca & van Uden (1991).

2.2.2.2.1.-CARACTERES MORFOLOGICOS Y TINTORIALES DEL
GENERO CRYPTOCOCCUS "

Las especies englobadas dentro del Genero Cryptococcus se
caracteriz_an_ por presentar blastosporas esferoidales u ovoides y a veces
alargadas. Aunque es muy poco comun, pueden desarrdllar hifas o
pseudohifas .(Fell y Statzell-Tallman, 1998). No p,r‘oducen artroconidias,
anéloconidias ni clamidoconidias. La carencié de artroconidias Ids diferencia
de las especies pertenecientes a los Géneros Trichosporon y Geotrichum
que“si las producén, y el hecho de no formar frecuehte‘mente hifas o

pé_eudohifas los diferencia de C. albicans (Larone, 1995).
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Estos caracteres asi como las caracteristicas morfologicas de la capsula
las diferencian de otras levaduras de importancia médica (Erke y Schneidau,
1973; Blackstock y Hall, 1982; Mitchell y Perfect, 1995).

Los criptococos se reproducen mediante gemacién formando de una a
dos células hijas conectadas a la célula madre por una base estrecha. Las
yemas pueden separarse cuando son muy pequefias produciendo una
considerable variabilidad en el tamafio de dichas levaduras. Parte de la
pared materna queda rota por la yema emergente. Excepcionalmente se
observan gemaciones multiples (Davis, 1984).

Poseen una estructura de pared celular muitilaminar, compuesta por
dos capas:
a Externa: Electrénicamente transparente

a Lamelar interna: Electrénicamente densa

La capsula heteropolisacarida formada por D-xylosa, acido
glucurénico y D-manosa, es inmediatamente exterior a la capa transparente,
y contiene particulas de 20 nm. Estas particulas, que no se han observado
en levaduras no encapsuladas, se excretan a la capsula cuando los
criptococos se cultivan in vivo y se cree que intervienen en la formacion y el

transporte de polisacaridos capsulares (Davis, 1984).

De todas las especies de criptococos, C. neoformans, es el agente
principalmente implicado en esta enfermedad. Microscépicamente,
Cryptococcus neoformans es una levadura de morfologia redondeada u
ovalada de aproximadamente 3-7 uym de didametro rodeada de una capsula
gruesa de naturaleza mucopolisacarida que varia en tamafo de 1-30 pm. Es
considerada un importante factor de virulencia y se le atribuyen diversos
efectos sobre la respuesta inmune, principalmente inhibicién de la fagocitosis y
el estimulo en la produccion de linfocitos T supresores. El grosor de la capsula
puede llegar a ser 4 o 5 veces superior al de la levadura (Mir6 y cols., 1995;
Argiiero y cols., 1999; Nelson y Couto, 2000).
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Pared celular
(contiene melanina)

Vacuolas
Microcuerpo o
e Citoplasma
Mitocondria
Reticulo

. endoplasmico
Nucleo ‘% v

Figura 4.- Representacion esquematica de una célula de C. neoformans.
Obsérvese la melanina contenida en la pared celular.

Cryptococcus neoformans puede ser distinguido de otros hongos
levaduriformes y de los artefactos mediante distintas tinciones. Cryptfococcus
neoformans se tifie fuertemente por el método de Gram. La célula retiene el
cristal violeta y su capsula queda ligeramente tefiida con safranina. Esto se
observa especialmente en cultivos jévenes (Euzeby, 1969; Davis, 1984). La
tincion de mucicarmin de Mayer, colorea selectivamente la capsula
criptococica de rojo a rosado, pero no tiie otros hongos que tienen
caracteristicas morfolégicas similares. Este colorante diferencia faciimente a C.
neoformans de Histoplasma capsulatum ya que éste ultimo no posee el
material capsular mucinoso que en el caso de C. neoformans se tifie de rosa a
rojo. En cortes histologicos, el microorganismo casi siempre es incoloro y dificil
de ver con las tinciones de rutina de hematoxilina-eosina en la que la pared
celular y en algunas ocasiones su contenido son visibles, pero la capsula

permanece sin tefirse dando el efecto de un halo claro alrededor de la célula.
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Otras tinciones usadas en histopatologia, como la de metenamina plata
o la del acido periédico de Schiff (PAS), son excelentes para la seleccidon ya
que demarcan claramente al organismo levaduriforme y permiten el
reconocimiento de su tamafo y forma caracteristicos, y su identificacion como
un microorganismo levaduriforme que se reproduce por formacién de brotes de
base angosta. Permiten visualizar la capsula como una aureola no coloreada
que rodea la blastospora redonda en gemécién, intensamente roja. La tincién
negativa o tincion de tinta china, tifie toda la preparacién excepto la capsula y
permite hacer un diagnéstico presuntivo de criptococosis (Jungerman vy
Schwartzman, 1977; Diamond, 1997; Puras y cols., 2000; Martin Mazuelos y
Valverde Conde, 2001).

Kwon-Chung y cols. recomiendan en 1981 la tincion argéntica de
Masson Fontana, que tifie selectivamente de color pardo oscuro o negro la
pared de la célula. Se utiliza como tincién especifica para el diagndstico
histolégico de criptococosis, y puede ser combinada con tincion capsular

utilizando mucicarmin o azul alciano.
2.2.2.2.2.- DESCRIPCION DE LAS ESPECIES Y VARIEDADES

Ya por los aios 50, Evans y Kessel, determinaron tres serotipos para
las cepas de Cryptococcus neoformans en base a reacciones de
aglutinacion, precipitacion y reacciones capsulares. Estos eran el A, By C.
En 1963, Tsuchiya y cols., analizaron varias especies de criptococos y
definieron sus patrones antigénicos, sin embargo, no definieron
completamente las relaciones antigénicas entre los serotipos de C.
neoformans y otras especies de criptococos. En 1968, Wilson y cols. (cit.,

lkeda y cols., 1982) afiadieron un cuarto serotipo, el D.

Tradicionalmente y hasta hace poco tiempo, se reconocian dos
variedades y cuatro serotipos: C. neoformans var. neoformans y C.
neoformans var. gattii. Los serotipos A y D fueron incluidos en la variedad
neoformans, mientras que los serotipos B y C fueron incluidos en la variedad

gatti (Kwon-Chung, 1982 A). Sin embargo, ademas de las diferencias
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fenotipicas existentes, los estudios moleculares realizados por Franzot y
cols. en 1999 han detectado Vvariaciones fenotipicas y genéticas
significativas entre los serotipos A y D, hecho por el cual, han propuesto una

nueva variedad-denominada C. neoformans var. grubii.

Por lo tanto, la clasificacion actual seria la siguiente: C. neoformans
var. grubii (serotipo A); C. neoformans var. neoformans (serotipo D); C.
neoformans var. gattii (serotipos B y C); y el serotipo hibrido AD relacionado
con la variedad neoformans (Casadevall y Perfect, 1998). Queda asi
encuadrado dentro de tres variedades y cinco serotipos (A, D, A/D, B y C),
aunque C. neoformans var. grubii no esta completamente aceptada
(Ordofiez y Castarieda, 2001). |

Estas variedades y sus correspondientes serotipos varian en sus
caracteristicas - morfolégicas y bioquimicas. Estas variaciones - quedan

reflejadas en la Tabla 4:

Caracteristica C. neoformans var. C. neoformans var. Referencia

neoformans gattii

Estado perfecto Filobasidiella neoformans var. Filobasidiella neoformans  Kwon-Chung, 1975, 1976,
- 1982(C)
neoformans var. bacillispora
Cépsula Si Si
Produccion Si Si
fenoloxidasa -
Asimilaciéon malato No Si , Mitchell y Perfect, 1995
Susceptibilidad a la Si No
canavanina .
Asimilacién de glicina 10-20 100
(% de cepas)
Serotipos A,DyAD ByC Bennett y cols., 1984;
Casadevall y Perfect,
1998. -
Casadevall y Perfect,
. . 1998; Kwon-Chung, 1975,
Mating type aand X aand X 1976; Madrenys y cols.,
. 1993.
CGB medio No crece Crece Kwon-Chung, 1982(C)
GCP medio No crece Crece Salkin y Hurd, 1982
CDBT medio Crece (cambio color naranja) Crece (cambio de colora Irokanulo y cols., 1994

azul verdoso)

Tabla 4.- Esquema de las principales caracteristicas etio-epidemioldgicas de
Cryptococcus neoformans
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2.2.2.2.3.- CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS: DEL GENERO
CRYPTOCOCCUS

Bioquimicamente, los miembros del Género Cryptococcus son
incapaces de fermentar los azucares, pero asimilan el inositol y producen
ureasa. Tienen metabolismo estrictamente oxidativo y utilizan varios hidratos
de carbono. La utilizacién del inositol y la habitual ausencia de pigmentos
carotenoides distinguen a este género de Rhodotorula spp. Ambos géneros
pueden tener capsulas, producir compuestos similares al almidén y son

ureasa positivos (Lennette y cols., 1987).

La utilizacidbn de azucares por las distintas especies de criptococos
varia ampliamente de una cepa a otra. Todas las especies utilizan el D-
glucuronato. Presentan Coenzima Q-9 y Q-10. Ademas de las diferencias
existentes en cuanto a la forma de asimilar o no los azicares por parte de
las diferentes especies que constituyen este amplio género, la utilizacion del
nitrato potasico (KNOs3) y la produccién de fenoloxidasa son también criterios
para su diferenciacién (Larone, 1995; Fell y Statzell-Talman, 1998).

2.2.2.2.3.1.- TEST DE UREASA

La ureasa es una metaloenzima que cataliza la hidrolisis de la urea a
amonio y carbamatos. Algunos microorganismos, como C. neoformans, son
capaces de hidrolizar la urea mediante la actividad de esta enzima (Cox y
cols., 2000). Todas las especies pertenecientes al Género Cryptococcus y
Rhodotorula y algunas especies del género Trichosporon muestran esta
reaccion; en realidad todos los heterobasidiomicetos la muestran. Las
especies del género Candida son ureasa negativas aunque cebas

ocasionales de C. krusei son ureasa-positivas.
La actividad de esta enzima se puede detectar en el medio de Agar

Urea de Christensen. El cambio del color ambarino del indicador rojo fenol

del medio a rosado o rojo denota una reaccion positiva debida a la
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alcalinizacion del medio mediante la producciéon de amoniaco con la

molécula dividida de urea (Canteros y cols., 1996; Kurtzman y Fell, 1998).

Generalmente, la gran mayoria de los aislamientos clinicos
pertenecientes a C. neoformans son activos productores de ureasa (Cox y
cols., 2000), aunque se han descrito cepas ureasa negativas capaces de
producir incluso, cuadros de infeccion criptocécica diseminada en pacientes
con SIDA (Ruane y cols., 1988; Li y cols., 1993 A; Bava y cols., 1993;
Fortan, 1995).

En ensayos in vitro, se ha observado que cepas ureasa negativas
conservan intactas otras propiedades de patogenicidad (crecimiento a 37°C,
produccion de melanina y la talla de la capsula) (Cox y cols., 2000).

La actividad ureasa de C. neoformans var. gattii es inhibida por el
acido etilendiamino tetraacético (EDTA), sin embargo, la ureasa de C.

neoformans var. neoformans es resistente al EDTA (Diamond, 1997).
2.2.2.2.3.2.- TESTS DE ASIMILACION

Las pruebas que determinan la capacidad de una levadura para
utilizar un hidrato de carbono como unica fuente de carbono en un medio
quimicamente definido, son desde hace mucho tiempo un importante

instrumento para la identificacion final de éstas.

Las levaduras del Género Cryptococcus se caracterizan por no
fermentar los azucares, hidrolizar el almidén y asimilar el inositol como Unica
fuente de carbono. Aunque no sea lo mas habitual, se han descrito cepas de
Cryptococcus neoformans incapaces de asimilar el inositol (Aeharn, 1998;
Uno y cols.,, 2001), no obstante, aunque la mayoria de las especies
englobadas en este género lo asimilen, existen varias que carecen de tal
capacidad, tales como: C. aquaticus, C. bhutanensis, C. consortionis, C.

friedmannii, C. huempii 'y C. vishniacii (Fell y Statzell-Taliman, 1998).
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C. neoformans es incapaz de asimilar la lactosa. La glucosa es
asimilada pero no fermentada por el hongo. El dulcitol, el inositol, la maltosa,
la galactosa y la sacarosa son asimiladas, pero la lactosa y el nitrato no lo
son (Jennings y cols., 1968). El hecho de que no pueda asimilar el nitrégeno
de los nitratos lo diferencia de C. albidus que si lo asimila (Fell y Statzell-
Tallman, 1998). Las diferencias entre las especies se basa en la asimilacién
de carbohidratos y KNO; tal como muestra la Tabla 5:

Especie KNO; Ino Sac Lac Mel Cel Raf Gal

C.neoformans + - - +Hw +w o+
C. uniguttulatus - + + - - - + v
C. laurentii - + + + + + + +
C.albidus + + + v v + + v
C.curvatus - +/w n + - + + +

Tabla 5.~ Caracteristicas de asimilacion de las especies de Cryptococcus
comammente patégenos (Kurtzman y Fell, 1998 y Garcia Rodriguez y Picazo,
1998)
+/w.~ positivo o déhil; v: variable; n: no datos

C. neoformans puede adquirir nitrégeno de peptonas, urea y
creatinina pero no es capaz de utilizar el de los nitratos ni el de la creatina
(Davis, 1984). El hecho de que muchas cepas de C. neoformans pueden
utilizar creatinina como fuente de nitrégeno, puede explicar parcialmente el
crecimiento del microorganismo en heces de aves ricas en creatinina
(Diamond, 1997). Ademas, C. neoformans var. gattii es menos tolerante que
la variedad neoformans a altas concentraciones de creatinina (Baré y cols.,
1998 A).

Ademas de los tests de asimilacion que diferencian a las especies
entre si, existen pruebas que nos permiten separar las dos variedades
existentes de C. neoformans. Los tests de asimilacién de los acidos L-
malico, fumarico y succinico, permiten diferenciar los serotipos B y C de los
serotipos A y D. En este sentido, Bennett y cols. (1978) establecen uhas

diferencias bioquimicas entre los serotipos de C. neoformans, basandose en
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la mas rapida asimilacién del acido malico por los serotipos B-y C sobre los
serotipos Ay D. .

C. neoformans var. neoformans, a diferené:ia-de C. neoformans var.
gatti, es sensible a la L-canavanina y a bajas concentraciones de
cicloheximida; es incapaz de utilizar la glicina como Unica fuente de carbono
y nitrégeno e incapaz de utilizar la D-prolina y el 'D—triptéfano como fuentes
nitrogenadas (De Melo y cols., 1993; Mitchell y Perfeét, 1995; Sorrell, 2001).
Por esta razon, solo C. neoformans var. gattii crece sobre el medio CGB. La
alcalinizacion del medio resuita del amonio liberado trés la degradacién de la

glicina produciéndose un color azul (Kurtzman y Fell, 1998).

La L-canavanina actia como un inhibidor metabélico de aquellas
enzimas que contienen L-arginina, altera sus estructuras terciarias y
cuaternarias, y por consiguiente la actividad biolégica de tales proteinas. De
esta forma, la L-canavanina resulta toxica para una gran variedad de
microorganismos. Pero la resistencia de C. neoformans var. gattii se ha
atribuido a la presencia de un sistema capaz de degradar la L-canavanina y
convertirla en compuestos no téxicos (Polacheck y Kwon-Chung, 1986;

Fernandez Andreu y cols., 1998).

Sin embargo, en 1998, Nakamura y cols. observaron que 2 cepas de
Cryptococcus neoformans pertenecientes al serotipo A y una perteneciente
al D, aisladas de heces de palomas, eran capaces de crecer en el medio
CGB, de tal forma que muestran la resistencia de las tres cepas

bertenecientes a la variedad neoformans en dicho medio.
2.2.2.2.3.3.- ACTIVIDAD FENOLOXIDASA Y PIGMENTACION

La habilidad para sintetizar pigmentos de coloracion marronacea-
negruzca sobre medios que contengan compuestos difendlicos es una
caracteristica que diferencia a los aislamientos patégenos de Cryptococcus
neoformans de los no patégenos y de otras especies de criptococos

(Buchanan y Murphy, 1998; Canelo y Casquero, 2000).
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Este pigmento, descrito por primera vez por Staib en 1962, es un
compuesto similar a la melanina producido por cepas de Crypfococcus
neoformans con actividad fenoloxidasa. En 1962 Staib describio la
producciéon de melanina in vitro por parte de C. neoformans y asoci6 este

fenémeno con la virulencia del microorganismo.

FENOL DOPAQUINONA
DOPA OXIDASA
. —— 11
OH NH, COOH o NH, COOH

/

~ DOPACROMO
POLIMERIZACION

MELANINA < j:jl

Figura 5.- Melanogénesis. Buchanan y Murphy, 1998

La producciéon de melanina a partir de L-Dopa es realizada por la
enzima difenoloxidasa, 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 autopolimerizacién a melaninas, son espontaneas (Williamson,
1994). La melanina es un polimero que se deposita en la pared celular y que

contribuye a la virulencia (Nosanchuk y Casadevall, 2003).

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 evitar su penetraciéon dentro de la levadura
(Wang y cols., 1995).
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En el afio 2002, Vidotto y cols. observaron que un aumento en la
concentracion de K* inhibe la actividad de la enzima fenoloxidasa tanto en
las cepas de origen humano como en las de origen aviar. Sin embargo, los
cationes Fe®* y Cu®* aumentan la actividad fenoloxidasa de Cryptococcus

neoformans.

Esta enzima permite la produccién de melanina "a partir de los
precursores de las catecolaminas, siendo inhibida en las células de los
mamiferos 'por las concentraciones bajas de glucosa. Sin embargo, la
fenoloxidasa de C. neoformans es dependiente del hierro, lo cual le permite
ser activa en condiciones bajas de glucosa, siendo por tanto el encéfalo el

marco ideal de actuacion (Mir6é y cols., 1995).

Estudios recientes realizados por lkeda y cols; (2002) confirman que
no sélo C. neoformans produce fenoloxidasa, otras especies de criptococos
tales como C. albidus, C. laurentii y C. curvatus, tienen potencial para
expresar esta enzima y por lo tanto sintetizar melanina aunque la actividad

es menor que la de C. neoformans.
2.2.2.2.3.4.- EL SISTEMA COENZIMA Q

Esta coenzima aparece generalmente en levaduras ureasa positivas
con gran contenido de G+C (Davis, 1984). Estudios detallados de las
coenzimas de benzoquinona (coenzima Q,) se han usado como claves
taxonémicas. El tipo de coenzima, se clasifica seglin el nimero de unidades
de isopreno unidas al nticleo de benzoquinona '(Yamada y Kondo, 1973; Fell y
Statzell-Tallman, 1998; Kwon-Chung, 1998 A, B).

El tipo de coenzima Q predominante en el Género Cryptococcus es la
Q10, No obstante algunas especies contienen Qg (C. dimennae, C. gilvescens,
C. humicolus y C. uniguttulatus) o Qg (C. macerans). Candida spp. suelen

presentar Qg y algunas pocas Qs Q7y Qs (Fell y StatzeII-TaIIman, 1998).
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2.2.2.3.- FORMAS PERFECTAS DE CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

Los hongos se reproducen mediante mecanismos sexuales y
asexuales. Asexual es el proceso de reproduccién que no implica la unién de
dos células o individuos. Este tipo de reproduccion tiene mas importancia
que la sexual para la propagacion y supervivencia de la especie, ya que
permite la produccion de nuevos individuos en grandes cantidades, siendo
un proceso que se repite constantemente en la vida de un individuo. La
reproducciéon sexual, sin embargo, es el proceso de formacién de nuevos

individuos que implica la unién de dos células compatibles.

Segun la compatibilidad de este cruzamiento, los hongos pueden ser
homotalicos o heterotalicos. Cryptococcus neoformans se comporta como un
hongo heterotalico (cada talo es sexualmente autoestéril y requiere otro talo

compatible para reproducirse sexualmente).

En la naturaleza encontramos dos tipos de aislamientos: la variedad a
y la variedad a; mas del 95% de los aislamientos clinicos y ambientales
corresponden a la variedad a, la cual tiene mayor virulencia para los ratones
inoculados experimentalmente (Kwon-Chung y cols., 1992; Madrenys, 1993;
Cox y cols., 2000).

El estado perfecto o teleomérfico de Cryptococcus neoformans se
denomina Filobasidiella neoformans. In vivo y en el reservorio tellrico se
encuentra en forma levaduriforme, sin embargo, la forma perfecta sélo se ha
obtenido in vitro (Ellis y Pfeiffer, 1990 B; Levitz, 1991). En su forma sexual o
perfecta, Filobasidiella neoformans, presenta hifas dicaridticas delgadas con
conexiones en gancho (clamp connections) y basidios subglobosos
localizados en el apice de las hifas. Los basidios miden de 10 a 70 um. de
largo por 2.5 a 3.5 pm. de ancho; tienen 4 hileras de basidiosporas
terminales sésiles y encadenadas, marcandose diferencias en la morfologia
de dichas basidiosporas (Ord6fiez y Castafieda, 1992; Kwon-Chung 1998 A).

31

realizada por ULPGC. Bibiinteca Universitaria, 2008

es. Digitalizaci

108 autore

© Del



Revision Bibliografica

o Filobasidiella neoformans var. neoformans: las basidiosporas pueden
ser esféricas, oblongadas o cilindricas y finamente rugosas.
e Filobasidiella neoformans var. bacillispora: produce basidiosporas

lisas, con forma bacilar, con o sin curvatura.

Las cepas apropiadas de los serotipos A y D, que incluyen la gran
mayoria de los aislamientos clinicos de C. neoformans var. neoformans,
pueden ser apareadas para producir el estado perfecto o sexual,
Fillobasidiella neoformans var. neoformans. Los serotipos B y C se clasifican
como C. neoformans var. gattii. Las cepas con los serotipos B y C forman un
estado perfecto distinto, denominado Filobasidiella neoformans var.
bacillispora, aunque se ha demostrado que algunas cepas de los serotipos A
y D pueden aparearse con B y C, pero con una tasa de supervivencia mas
baja (Kwon-Chung, 1975, 1976; Fernandez Andreu y cols., 1998).

Figura 6.- Filobasidiella neoformans
(W. Schell)

2.2.2.4.- RESISTENCIA A LOS AGENTES FiSICOS Y QUIMICOS

A.- AGENTES FiSICOS

La temperatura 6ptima de crecimiento del Género Cryptococcus varia
segln la especie. C. neoformans crece a 37°C mientras que la mayoria de

las especies no patégenas pertenecientes a este género no lo hacen.
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Saez en 1978 y Bohm en el afio 1980, muestran la existencia de
cepas de C. neoformans capaces de multiplicarse a 41 y a 43°C e incluso la
capacidad de sobrevivir durante dias a 45-46°C. No obstante la temperatura
6ptima de crecimiento para ambas variedades de C. neoformans es de 32°C.
Debido a esta causa y a que la variedad gattii crece mas lentamente a 37°C
y por lo tanto es mas sensible a esta temperatura que la variedad
neoformans, su aislamiento primario se debe realizar a una temperatura
comprendida entre los 30-35°C (Bard y cols., 1998 A; Fell y Statzell-Tallman,
1998).

No obstante, algunas cepas de otras especies son capaces de tolerar
la temperatura de 37°C, tales como: C. laurentii, C. albidus y C. terreus
(Lennette y cols., 1987; Fell y Statzell-Tallman, 1998). Por otra parte, Saez
(1978), describe cepas de C. luteolus con crecimiento a 36°C, de C.
uniguttulatus a 37°C y de C. laurentii a 38°C. Por otro lado, C. neoformans
resiste al menos 5 afios a —18°C (Hermoso de Mendoza, 1984 A). La
exposicion directa a la luz solar destruye al hongo o inhibe su crecimiento.
Su permanencia en excretas de palomas a la sombra y desecadas, puede
ser de hasta mas de 2 afios (Davis, 1984; Braude y cols., 1984; Rubio,
1998).

La humedad relativa disminuye la supervivencia de C. neoformans,
pues acelera el fendmeno de la putrefaccion con la consiguiente liberacion
de amoniaco, aumento del pH y de la temperatura, condiciones todas ellas
disgenésicas para el desarrollo de C. neoformans (Ishaq y cols., 1968).
También permite la proliferacion en las heces de las amebas Acanthamoeba
polyphaga, que fagocitan y destruyen al criptocococo.

Respecto al pH, C. neoformans es sensible a los pHs alcalinos,
incluso en medios que contengan extractos de heces de palomo, el pH
optimo para su crecimiento estd comprendido entre 6.2-6.9; sin embargo, la

tolerancia a pH acido es mucho mayor (Hermoso de Mendoza, 1984 A).
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B.- AGENTES QUIMICOS ..

C. neoformans - es sensible a .la accion de los desinfectantes
habituales. Es susceptible al hipoclorito sodico al 1% (lejia comercial al
20%), al yodo y yoduros, a compuestos fenoélicos, glutaraldehido,
formaldehidos etc. La limpieza repetida de los habitats de las palomas a
través de la aplicacién de soluciones de cal hidratada diluida en agua (40g/l)
mas 1.5g/l de NaOH, puede reducir la cantidad de organismos en las areas
contaminadas. La solucién debe aplicarse a una proporcién de 1.361/m?
(Medleau y Barsanti, 1993; Nelson y Couto, 2000).

Las altas concentraciones de amonio en las excretas frescas tienen
un poder inhibitorio sobre el crecimiento de los criptococos, a diferencia de lo
que sucede cuando estas heces estan secas. Eh este sustrato seco,
desfavorable para la mayoria de los microorganismos nos podemos
encontrar una gran cantidad de formas levaduriformes (Sorrell y Ellis, 1997).
Aunque C. neoformans var. gattii pueda utilizar la creatinina, es menos
tolerante que la variedad neoformans a altas concentraciones de ésta (Bar6
y cols, 1998 A; Sorrell, 2001).

2.2.2.5.- MEDIOS DE CULTIVO

Cryptococcus spp. se caracteriza por dar colonias que pueden ir
desde un color blanco a crema sobre medios sélidos, no obstante, algunas
cepas pueden producir pigmentaciéon roja, amarilla o marronacea. C.
neoformans es poco exigente y puede ser aislado en la mayoria de los
medios de rutina tanto micolégicos como bacteriologicos (Agar Glucosado de
Sabouraud, Agar Extracto de malta, Agar Sangre, Agar Chocolate etc),
produciendo colonias de 1 a 3 mm de didametro en una semana (Kenneth,
1994; Mitchell y Perfect, 1995; Fell y Statzell-Tallman, 1998). A temperatura
ambiente y a 37°C en Agar Glucosado de Sabouraud, pueden desarrollar en
36-72 horas colonias mucoides, al principio blancas y de consistencia
cremosa para irse tornando marronaceas a medida que envejecen. El

tamario de la capsula y el tiempo de incubacion van a determinar la aparicion
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de colonias mas o menos mucoides (Jungerman y Schwartzman, 1977,
Garcia Rodriguez y Picazo, 1998). En Agar Extracto de malta, C.
neoformans origina colonias redondas, de aspecto mucoso, de un color que
varia de crema a amarillo-marrén (Paya, 2002). Su crecimiento se puede ver
inhibido cuando al medio se le incorpora cicloheximida (actidiona), razén por
la cual su primoaislamiento deberia realizarse en medios sin esta sustancia
(Diamond, 1997). C. neoformans var. gattii es resistente a una concentracién
de 1.6 pg/ml, concentraciéon que inhibe ei crecimiento de la variedad
neoformans (Kurtzman y Fell, 1998; Sorrell, 2001).

El medio de Agar Semilla de Niger (Guizotia abyssinica), descrito por
Staib en 1962 es uno de los medios mas usados para la deteccién de
Cryptococcus neoformans. Gracias a la enzima fenoloxidasa que produce
esta especie levaduriforme y a los sustratos que posee dicho medio
(difenoles, aminofenocles y diaminobencenos), el crecimiento de C.
neoformans, se detecta a través del desarrollo de colonias color café o pardo
sobre dicho agar. Este excelente medio diferencial permite el aislamiento
primario y la separacién inmediata e identificacion presuntiva de C.
neoformans, aun cuando se presenten colonias de otros hongos, incluso
otras especies pertenecientes al Género. Cryptococcus incapaces de
producir dicha coloracién. Fue modificado posteriormente por otros
investigadores con la finalidad de hacerlo mas selectivo o mas definido
quimicamente.

Entre los mas conocidos y usados se encuentran el medio de Shields
y Ajello (1966) con creatinina y extracto de Guizotia abyssinica; el de
Chaskes y Tyndall (1978) a base de DOPA, el de TOC (Tween-Oxgall-
Cafeico) de Fleming y cols. (1977) que permite distinguir entre C.
neoformans y C. albicans y el medio diferencial Agar semilla de girasol o
medio de Pal, excelente para el estudio dé materiales naturales (Pal y
Baxter, 1985; Pal, 1997). La visualizacion del color marréon oscuro se
observa en un periodo entre 1-5 dias, no obstante esto va a depender del
medio usado y del aislamiento, ya que algunas cepas pueden requerir

incluso hasta 8 dias para mostrar esta pigmentacion caracteristica sobre el
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Agar Semilla de niger (Kwon-Chung, 1998 A). Hermoso de Mendozay cols.
muestran en 1987, la eficacia del medio de TOC en el aislamiento y perfecta
diferenciaciéon de todas las cepas de C. neoformans con respecto a otras

especies levaduriformes, en tan solo 48 y 96 horas respectivamente.

Debido a que la identificacion de las variedades de C. neoformans
puede convertirse en una util herramienta para conocer las posibles fuentes
de infeccic’m, varios ‘autores elaboraron uha serie de medios para tal fin.
Salkin y Hurd (1982), describen el uso del Agar GIicina-Ciclohexilmida;Rojo
fenol (GCP) para la diferenciacién de los cultivos. de cepas de C. neoformané
en sus dos variedades. Kwon-Chung y cols. (1982 A), propusieron un medio
de cultivo que permitia la diferenciacion de ambas variedades con alta
especificidad; se basaba en la capacidad de la variedad gattii de resistir y
crecer en presencia de L-canavanina y utilizar la glicina como una tnica
fuente de carbono. Desde entonces, este medio de cultivo, conocido como
CGB (Canavanina-Glicina-Azul bromotimol), ha sido empleado por diferentes
autores para la diferenciaciéon sencilla y especifica de las 2 variedades
(Kwon-Chung yﬂco}ls., 1994; Speed y Dunt, 1995; Ellis 'y cols., 1996).

. Kwon-Chung y cols. (1982 A) probaron en los medios CGB, GCP y
CDB (Ceatinina-Dextrosa-Azul de bromotimol) un total de 213 cepas de C.
neoformans, concluyendo que el medio CGB fue superior al GCP y CDB en
el quinto dia de incubacién y el 100% de C. neoformans var. neoformané

pudo diferenciarse de la variedad gattii.

El medio CGB emplea glicina como unica fuente de carbono y
nitrégeno; la sustancia que ayuda a la 'tipiﬁcacién de ambas variedades es el
sulfato de L-canavanina y el indicador de pH es el azul de bromotimol
sodico. La diferenciacion bioquimica de C. neoformans por variedades
mediante el uso del medlo CGB se debe a que de un 28 a 33% de las cepas
serotipo A es sensible a concentracionessdmg/l de canavamna y el 100%
del serotlpo D es sensible a esta concentracwn De Ios alslamlentos del

serotipo A resistentes a la canavanina, de un 10 a 20% son capaces de
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asimilar la glicina; sin embargo, éstos no crecen cuando son cultivados sobre

el medio que contiene ambos compuestos.

Solamente el 11% de los aislamientos pertenecientes al serotipd D
utilizan la glicina, pero todos son sensibles a la canavanina; en cambio, el
100% de las cepas de C. neoformans var. gattii (serotipos B y C) resisten la
canavanina hasta o excediendo los 960 mg/L y asimilan la glicina
(concentracion de canavanina en el medio CGB:30mg/l). Tras el
metabolismo de este componente, se forma amonio, el cual alcaliniza' el
medio haciendo virar el indicador hacia un color azul cobalto (Canelo y cols.,
1999).

2.2.3.- EPIDEMIOLOGIA

2.2.3.1.- ESPECIES SENSIBLES Y RECEPTIVAS A CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS E IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA

Existe multitud de especies sensibles a esta enfermedad. Se han
descrito casos afectando tanto al hombre como a los animales domésticos:
gatos (Pal, 1991), perros (Corazza y cols., 1991; Acosta y cols., 1999),
caballos (Riley y cols., 1992; Chandna y cols., 1992), cabras (Aller y cols.,
1971; Hermoso de Mendoza y cols., 1991, 1994) ovejas, vacas (De Gracia
Mira, 1959; Chapman y cols., 1990; Faggi y cols., 1993), etc. Las especies
salvajes son también susceptibles de enfermar, tal como sucede con los
koalas en Australia (Walker y cols., 1995; Malik y cols., 1995), hurones,
delfines (Malik y cols., 2002), serpientes (McNamara y cols., 1994), entre

otros.

Resultan especialmente sensibles al padecimiento de esta patologia
los animales y humanos que presentan inmunodepresion, observandose en
el caso del hombre una mayor casuistica en individuos afectados por el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), receptores de trasplantes
de 6rganos, afectos de linfomas y sarcoidosis entre otras patologias (Speed

y Dunt, 1995; Abadi y cols., 1999). Asimismo, en éste Gltimo, ha sido
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descrita afectando a- individuos de todas las edades, no- obstante, se
presenta con mayor frecuencia en adultos jévenes y personas de mediana
edad, afectando de. forma- especial a individuos del sexo masculino
(Rozembaum y Goncalves, 1994). Se han realizado estudios serologicos en
individuos aparentemente sanos que demuestran la presencia de
anticuerpos contra el polisacarido capsular de C. neoformans en un 5% y un
69%, en nifios y adultos respectivamente. Quizas la causa de esto se deba a
la menor exposicion de los primeros a las fuentes ambientales (Casadevall y
Perfect, 1998). El grado de exposicion de la- poblacion en general es
desconocido, ya que no existen pruebas intradérmicas desarrolladas para
estudios de tamizaje; sin embargo, con la busqueda de anticuerpos se ha
encontrado muchos individuos saludables que presentan inmunogiobulina G

especifica contra el Cryptococcus (Pérez Cardenas, 2003).

Kelley y Mosier, como Schwarz y Kauffman en 1977 y Glunder en
1989 opinaron que un alto grado de contaminacibn ambiental por
Cryptococcus neoformans, podria convertirse en un peligro para la salud
publica y mas concretamente para las personas dedicadas al cuidado, cria y
limpieza de las palomas y/o palomares, asi como para aquellos que han de
remover la-tierra contaminada con heces de paloma. Al respecto, se han
realizado estudios seroepidemiolégicos en la especie humana y mientras
gue la enfermedad clinica no es comun, la infeccién subclinica autolimitante
es mucho mas prevalente. Un. 20% de la poblacion adulta presenta
anticuerpos contra los antigenos capsulares de C..neoformans (Malik y cols.,
1997), sin embargo, ya Walter y Atchison en 1966 y Fink y cols. en 1968
(cit., Littman y Borok, 1968 y cit., Mitchell y Perfect, 1995), observaron que el
nivel de anticuerpos en el suero de los criadores de palomas era

significativamente mayor al presente en el grupo control.

- Speed y Dunt en 1995, observaron una asociacion entre. el estado
inmune usual del hospedador infectado y la variedad de -C. neoformans
implicada en el proceso. Todos los pacientes que tuvieron infeccién por C.
neoformans var. gattii eran personas aparentemente sanas, de tal forma que

dicha variedad muestra una marcada predileccién por el huésped
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inmunocompetente y el 90% de los infectados por C. neoformans var.
neoformans estaban inmunodeprimidos. Estos mismos autores, sefialan el
verdadero caracter patégeno de C. neoformans var. gattii, mas que como un

patégeno oportunista.

Entre las especies domésticas anteriormente citadas, el gato y el
perro resultan especiaimente sensibles. Al contrario de lo que sucede en
otras micosis sistémicas, la criptococosis en gatos se presenta con mayor

casuistica que en perros (Medleau y Barsanti, 1993).

En el gato, la edad, raza o sexo no actitan como factores
predisponentes de enfermedad, si bien en la mayoria de los estudios
realizados, han estado especialmente representados los gatos machos, de
las razas siamés y abisinio y el limite de edad ha estado comprendido entre
los 6 meses y los 16 afos de edad (Medleau y Barsanti, 1993; Ramos Vara 'y
cols., 1994; Davies y Troy, 1996; Gerds-Grogan y Dayrell-Hart, 1997; Nelson
y Couto, 2000).

Algunas razas caninas, como el doberman pinscher, gran danés y
cocker spaniel son mas susceptibles al padecimiento de esta infeccion,
siendo diagnosticada con mayor asiduidad en ejemplares de razas puras y
en edades comprendidas entre 1 y 7 afios (Malik y cols., 1995; Acosta y
cols., 1999; Nelson y Couto, 2000; Larsson, 2000). No se ha podido poner
de manifiesto que el sexo en esta especie animal actie como factor

predisponente.

Las personas y animales pueden tener la misma exposiciéon ambiental
al C. neoformans, pero la transferencia zoonética es improbable a partir del
contacto con los animales infectados (Nelson y Couto, 2000). No existen
datos exactos de prevalencia de esta enfermedad en los animales de
compaiiia pero Malik y cols. en 1997, basandose en su propia experiencia
afirmaron que la prevalencia de la enfermedad en estos animales es

comparable o mayor a la obtenida en los casos de humanos. Estos autores
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han podido aislar al microorganismo de las fosas nasales de perros y gatos

asintomaticos.

2.2.3.2.- ECOLOGIA Y DISTRIBUCION

Son muy diversos los sustratos de los cuales se ha podido aislar a C.
neoformans. En 1951, Emmons lo aisla del suelo y en 1954, Clark y cols. lo
aislan de manzanas. En este mismo afio, Emmons establece la asociacion
saprofita de C. neoformans con las excretas viejas de palomas. Estudios
posteriores realizados por el propio Emmons y por otros investigadores
muestran que las excretas viejas de palomas son la fuente conocida mas
abundante de dicho microorganismo. Ademas, el aislamiento de ésta y otras
especies levaduriformes de muestras procedentes de palomas y otras aves
de corral, patégenas para el hombre y los animales, nos demuestra que los
excrementos de estas aves representan una fuente de infeccién importante
en la salud publica (Mangiarotti y cols., 1993; Pollock, 2003). Gugnani y cols.
(1976) estudian la prevalencia de Cryptococcus neoformans en excretas
aviares en la India, obteniendo resultados interesantes ya que se aisla el
hongo en heces de paloma desecadas (10.06%) pero no en las excretas
frescas. Aislaron ademas a C. fropicalis, C. albicans, C. guilliermondii y G.
Candidum. En 1975, Swinne-Desgain determina la presencia de
Cryptococcus neoformans en un 45% de las muestras de heces de paloma
analizadas y descubre la existencia de portadores en buche en un
porcentaje altamente significativo (50%) en un estudio realizado en Bélgica.
Ademas, aisla esta especie levaduriforme de otras fuentes tales como agua
potable, ambiente y en un 19% de muestras recogidas de heces de pajaros

canarios.

Las razones por las cuales los criptococos no compiten bien con otros
microorganismos en el suelo son desconocidas, pero pueden estar
involucrados mecanismos biolégicos de control. Acanthamoeba polyphaga,
una ameba de vida libre, puede fagocitar y matar hasta el 99% de C.
neoformans en cultivos mixtos (Bunting y cols., 1979). La supervivencia de

esta levadura en la tierra puede verse afectada por diversos factores
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biolégicos: amebas, bacterias de la tierra y acaros o cochinillas entre otros,
capaces de inhibir o destruir a estos hongos (Ruiz y cols., 1982; Rubio,
1998).

2.2.3.21.- RELACION EXISTENTE ENTRE LA PALOMA Y
CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

En 1976, Swinne-Desgain realiz6 un estudio con 10 palomas a las que
les suministré células levaduriformes via oral. Previamente habia comprobado
que los animales estaban libres del microorganismo en buche y excretas. Pudo
observar que un dia después de la inoculacién, la levadura se recupero de las
heces de 9 de las 10 palomas y que a los 22 dias tras la ingestion todavia
existia una muestra positiva. Asimismo, observé que las muestras de buche
resultaron ser positivas durante un periodo de tiempo mas largo ya que dos de
las palomas todavia eran positivas en el dia 86 postinoculacién. Estos
resultados y otros obtenidos previamente indican que la paloma puede portar a
C. neoformans en su buche y que es posible que Cryptococcus neoformans
sobreviva en el buche de las palomas y ocasionalmente pase a heces donde

se multiplica.

Posteriormente, multitud de autores confirman el aislamiento de C.
neoformans en buche y heces de palomas en diversos lugares del mundo:
Khan y cols. en 1978, Refai y cols. en 1983, Hermoso de Mendoza en 1984
A, Yilmaz y cols. y Stenderup y cols. en 1989, Weber y Schéfer en 1991, Liy
cols. (1993 B), Castafén Olivares y Lépez Martinez (1994), Ordoinez y
Castafieda (1994), Khosravi (1997), Pal en el afio 1997, Yildiran y cols.
(1998), Kielstein y cols. (2000 B) y Yimtubezenash y cols. (2001). No
obstante, otros estudios sostienen que la paloma en si actia como un
portador de C. neoformans mas que como un reservorio (Khan y cols.,
1978). Este mismo afio Abou-Gabal y Atia confirman que la paloma no juega
un papel biolégico activo en la diseminacién de C. neoformans en la
naturaleza porque las condiciones existentes en el buche no favorecen la
replicacion de esta levadura. Estos Ultimos, observaron el efecto inhibitorio

de las bacterias presentes en el contenido intestinal de palomas sanas
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(Pseudomona. -aeruginosa, .-Bacillus ~subtilis, = Staphylococcus- - albus,
Streptococcus faecalis,” Escherichia coli, Proteus. mirabilis y- Klebsiella

aerogenes), sobre el crecimiento de C. neoformans.

Es importante recalcar el papel que juega las heces de paloma como
reservorio no sbélo de C. neoformans, sino de otras especies levaduriformes
implicadas directamente en la salud publica. Estudios realizados por Vidotto
y Gallo en 1985 y Gallo y cols. en 1989, indican que la paloma es un vector
importante de patdégenos para el hombre y los animales domésticos,
representando un serio problema higiénico sanitario. Estos autores
demostraron que la carga fangica presente en éstas era elevada, aislando:
Candida albicans, C. krusei, C. guillermondii, C. intermedia, C. lusitaniae, C.
parapsilosis, ‘C. pseudotropicalis, C. .rugosa, C. tropicalis, C. humicola, C.
lypolitica, C. lambica, C. zeylanoides, Cryptococcus albidus, C. laurentii, C.
neoformans, C. terreus, Pichia membranaefaciens, Hansenula anomala,
Geotrichum sp, Kloekera apiculata, Rhodoforula rubra, R. glutinis
Saccharomyces cerevisiae, S. oleaginosus, S. telluris, Torulopsis candida,
Torula glabrata, Trichosporon cutaneum, T. beigeli, T. capitatum y T.
pullulans, muchas de las cuales se consideran patégenas (Hoog y Guarro,
1995). Caicedo y cols. en 1996 encontraron diferencias significativas entre el
aislamiento de C. neoformans y el sistema de nidacién. Ademas,
determinaron que un nimero mayor de 15 palomas influye significativamente
en el aislamiento del hongo y que la probabilidad de encontrarlo es mayor
cuando las excretas estan acumuladas. Por la obtencién de dichos
resultados, subrayan la importancia de emprender campafnas que eviten la

acumulacion de excrementos de paiomas.

- ‘Con todo lo anteriormente expuesto, ha quedado reflejado- que C.
neoformans, especie patégena por excelencia dentro de dicho género, ha
sido aislada de heces aviares, principalmente de palomas, evidenciando la
relacion ecologica existente entre el C. neoformans y las heces y/o buches
de paloma. Sin embargo, referencias bibliograficas sobre el papel que juega
la paloma y sus deyecciones como reservorios de otras especies de

criptococos implicados también en esta patologia son escasas.
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Cryptococcus albidus, aunque no con tanta frecuencia como C.
neoformans, se ha aislado de buches (Hermoso de Mendoza, 1984 A) y de
heces de paloma (Jen, 1992; Maldonado y cols., 2001). En 1997, Colom y
cols. en un estudio realizado en las ciudades de Alicante y“Santa Pola en
Espaia, determinan la presencia de Cryptocbccus laurentii y Cryptococcus
albidus en excretas de palomas urbanas y C. /aurentii de heces de palomas

en cautiverio.

En Suecia, Mattsson y cols. (1999) aislan a Debaryomyces hansenii
var. hansenii, Cryptococcus laurentii y Cryptococcus uniguttulatus de
muestras de heces frescas y de cloacas de palomas salvajes, no habiendo
aislado al patdégeno por excelencia (C. neoformans var. neoformans) de
ninguna de las muestras mencionadas, al igual que Kielstein y cols. (2000 A)
que aislan a C. albidus en un alto porcentaje de las muestras de excreta y

sin embargo, no aislaron a C. neoformans de ninguna de ellas.
2.2.3.2.2.- CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

C. neoformans es un hongo de distribucion cosmopolita y saprofito en
la naturaleza y no muestra ningin area endémica definida (Diamond, 1997;
Forbes y cols., 1998; Paya, 2002; Cano Rangel y cols., 2002). Como ya
comentamos anteriormente, C. neoformans incluye dos variedades: C.
neoformans var. neoformans, serotipos A, D y AD (teleomorfo Filobasidiella
neoformans var. neoformans) y C. neoformans var. gattii, serotipos By C
(teleomorfo F. neoformans var. bacillispora) (Kwon-Chung, 1976). La primera
tiene distribucion geografica mundial y la distribucién de la segunda esta
restringida a regiones con clima tropical o subtropical (Ellis y Pfeifer, 1990
A), ademas presentan diferencias ecolégicas y epidemiolégicas (Bennett y
cols., 1978; Kwon-Chung y Bennett, 1984, Ellis y Pfeifer, 1990 B).
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Caracteristica C. neoformans var. C. neoformans var. gattii Referencia

neoformans

Estado perfecto Filobasidiella neoformans var. Filobasidiella neoformans Kwon-Chung,
neoformans var. bacillispora 1975,1976,1982(C)
Ecologia Suelo y heces aviares Eucaliptos Xuy cols., 2000
Principal Distribucion  Mundial (predominante en Zonas tropicales y Bennett y cols., 1984;
geografica Noreste de Europa) subtropicales ) Dromer y cols., 1996 (B)

Sureste California, Africa, y Casadevall y Perfect,
Australia y sureste asiatico 1998

Tabla 6.- Principales diferencias ecolégicas y epidemioiégicas de las dos -
variedades de C. neoformans

2.2.3.2.2.1.- Cryptococcus neoformans variedad neoformans

‘ C. neoformans var. neoformans tiene su habitat en el suelo
contaminado con material fecal de aves. Esta variedad tiene como principal
vector y reservorio a la paloma urbana (Columba livia), aunque también se
ha aislado de nidos de otros pajaros y de guano de otras aves: canarios,
loros y periquitos (Criseo y cols. 1995; Sorrell y Ellis, 1997). Este hecho
también ha sido puesto de manifiesto por Staib y Schulz-Dieterich en 1984
que analizaron excrementos procedentes de 142 especies de aves
consiguiendo el aislamiento de C. neoformans en tan solo 4 de todas las
especies estudiadas: Probosciger aterrimus (cacatia de las palmas), Ara
militaris (guacamaya verde), Psiftacus erithacus (loro gris africano) y
Podargus strigoides (podargo castano). En 1983, Wegener y Staib
comunicaron la presencia de una paciente de 69 afios, aficionada a las aves
a la que se le diagnosticé postmortem una criptococosis que afectaba al
SNC y sugirieron que el material fecal de un periquito (Melopsittacus
undulatus) fuera la posible fuente de infeccion. No obstante, Mancianti y
cols. (2002) analizaron 325 muestras de heces desec?das y frescas de aves

pertenecientes a la familia de las psitacidas, no obteniendo el aislamiento de
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C. neoformans en ninguna de ellas. Las especies aviares examinadas fueron
entre otras: Pionites melanocephalus (perico calzoncito), Psittacula eupatria
(cotorra alejandrina), Psittacula krameri (cotorra de Kramer), Cacatua alba
(cacatha blanca), Cacatua tenuirostris (cacatia picofino), Nestor notabilis
(kea), Agapornis nigrigenis (Inseparable de mejillas negras), A. personatus
(inseparable cabecinegro), A. pullarius (inseparable carirrojo), Aratinga
solstitialis (conuro del sol), A. pertinax (conuro de garganta bruha),
Melopsittacus undulatus (periquito), Amazona aestiva (amazona de frente
azul), A. amazonica (amazona de alas naranjas), A. aumtumnalis (amazona
de frente roja), A. xanthops (amazona de cara amarilla) etc. Tokojima y cols.
relacionaron en el afio 2001 un caso de criptococosis humana de una sefiora
aficionada a los pajaros y sugirieron el posible contagio a partir de las heces

de un loro.

Mangiarotti y cols. (1993) lo aislan de las excretas de gallinas

enfermas.

Puede aislarse también, aunque con menor frecuencia de otras
fuentes como: cascaras y jugos de frutas, leche y sus derivados, suelo,
madera y vegetales en estado de desComposicién (Davis, 1984; Pal y
Mehrotra, 1984; Sorrell y Ellis, 1997).

En un estudio realizado por Littman y Borok en 1968, se puede
observar que la concentracién de criptococos en el pico, buche, patas y
muestras rectales es baja, por lo que afirman que es poco probable que la

paloma sea la principal fuente de criptococos en la naturaleza.

La identificacion de las variedades de C. neoformans puede
convertirse en una herramienta util para“ conocer las posibles fuentes de
infeccion. El habitat natural de C. neoformans var. neoformans desde hace
muchos afios ha estado asociado con palomares y otros lugares donde haya
acumulacién de excretas de aves. Sin embargo, recientemente se ha podido
confirmar la presencia de esta variedad en huecos de troncos de arboles con

evidente degradaciéon de la lignina; ésto podria ampliar los conocimientos
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actuales. sobre la epidemiologia de esta micosis (Lazera “y-cols., ~1996 'y
2000).

No suele aislarse en deyecciones recientes, pero si.en las
acumuladas y secas existentes en palomares, aleros de edificios, aticos o
balcones de casas abandonadas donde duerm'en las palomas. Su
prevalencia en este habitat urbano ecolégicamente restrictiyo, desecado,
alcalino, rico en sales y nitrégeno es muy frecuente en nuestro medio cultural
(Rubio, 1998). Se sugiere que la alta concentracién de creatinina en dicho
estiércol favorece el crecimiento de los criptococos; sin embargo, las heces
de pichon brindan un ambiente alcalino, hiperosmolar, rico en muchos
compuestos nitrogenados ademas de la creatinina (Medleau y Barsanti,
1993).

Las palomas con C. neoformans en su tracto intestinal pueden
excretar el organismo durante varios meses sin desarrollar la enfermedad
(Quiny cols., 2002). '

Los crlptococos pueden alcanzar un ndmero de 5 x10” en heces de
paloma y pueden recuperarse en gran cantidad en la acumulacién de
excrementos en sus nidos, altillos, cornisas, etc. A menudo es el
microorganismo predommante en este medio aIcaImo hlperosmolar con su
rico contenido de creatinina y otros compuestos que contienen mtrogeno,
pero puede desaparecer cuando los detritos de estas aves se mezclan con
el suelo (Davis, 1984). Pocas veces se aisla de suelos organicamente

enriquecidos (Emmons, 1960).

La alta concentracion de esta levadura en este sustrato puede estar
relacionada con su habilidad para asimilar la xantiné, urea, écido urico y
creatinina, compuestos abundantes en los excrementos de estas aves (Ruiz
y cols., 1981). Su permanencia en este sustrato a la sombra, puede ser de
hasta mas de 2 aﬁos; pero la eprsici()n directa al sbl destruye al hongo o
inhibe su cremmnento (Davis, 1984; Rubio, 1998) En este habltat saprof to el
polvo vehlcula Ievaduras de sélo 1 -2 mlcras de dlametro y acapsuladas Io
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que les permite alcanzar facilmente el espacio alveolar al ser inhaladas

(Garcia Rodriguez y Picazo, 1998).

C. neoformans variedad neoformans esta ampliamente distribuido por
el globo terraqueo, habiendo sido aislado en: Bélgica (Swinne-Desgain,
1975), en la India (Gugnani y cols., 1976;. Khan y cols., 1978), Egipto
(Yimtubezenash y cols., 2001), Italia (Vidotto y Gallo., 1985; Gallo y cols.,
1989), Turquia (Yilmaz y cols., 1989; Yildiran y cols., 1998), Dinamarca
(Stenderup y cols., 1989), Alemania (Weber y Schafer., 1991; Kielstein y
cols., 2000 B), China (Li y cols., 1993 B), México (Castaridén Olivares y Lépez
Martinez, 1994), Colombia (Ordéfiez y Castafieda, 1994; Caicedo y cols.,
1996), Iran (Khosravi, 1997) Nepal (Pal, 1997), Taiwan (Jen, 1992), Suecia
(Mattsson y cols., 1999), Austria (Kielstein y cols., 2000 A).

En Espafia ha sido aislado repetidamente en distintas provincias:
Cadiz, Sevilla y Ledn (Pérez Ramos, 1980); Cérdoba (Hermoso de Mendoza,
1984 A y 1987); Santa Pola, Alicante (Colom y cols., 1997).

Existe un predominio importante del serotipo A en Espana y en el
continente europeo en general. Sin embargo, es importante destacar que el
serotipo D muestra una elevada incidencia con respecto a otras zonas del
mundo (Dromer y cols., 1996 A; Casadevall y Perfect, 1998).

2.2.3.2.2.2.- Cryptococcus neoformans variedad gattii

A diferencia de la variedad neoformans, la variedad gattii no se ha
aislado de heces de aves, quizas por la menor tolerancia de ésta ultima a
altos niveles de creatinina (Staib y Heissenhuber, 1989; Baré y cols., 1998
A).

El primer aislamiento ambiental se describié6 en 1990 (A) por Ellis y
Pfeiffer en Australia quienes lo encontraron en muestras de corteza, hojas y
restos vegetales depositados bajo la clpula del Eucalyptus camaldulensis en

floracion, concluyendo que existe una asociacién especifica entre C.

47

ersitaria, 2008

realizada por ULPGC. Biblinteca Unive

108 af

© Del



Revision Bibliografica

neoformans var. gattii y..E. camaldulensis, y que.la :dispersion-de las
particulas infectantes de esta variedad parece ocurrir al final de la primavera

concordando con la floracién del arbol.

Pfeiffer y Ellis en 1991, aislaron e identifiéaron C. neoformans. var.
gattii a partir de E. camaldulensis en los Estados Unidos; éste es el primer
aislamiento ambiental reportado fuera de Australia y apoya la hipotesis de
gue el hongo ha sido exportado de Australia a otros paises probablemente a
través de semillas infectadas o por plantas jovenes de Eucalyptus spp.
Observaron que la incidencia de infecciones por C. neoformans var. gattii en
pacientes con SIDA se incrementaba si éstos se exponian a particulas

aerotransportadas durante el florecimiento de E. camaldulensis.

En 1992 consiguieron aislar a este criptococo de Eucalyptus
tereticornis, el cual presenta una distribucion global similar a la de E.
camaldulensis, ambas especies son frecuentemente confundidas y sélo
distinguibles por la forma y el tamafo del opérculo (Pfeifer y Ellis., 1992).
Estudios posteriores han relacionado a esta variedad con otras especies de
eucaliptos, como Eucalyptus blakelyi, E. gomphocephala y E. rudis (Ellis y
Pfeiffer, 1994). Argliero y cols. (1996), lo aislan en México del E. tereticomis.

Otros autores han mostrado la existencia de C. neoformans var. gattii
de otros arboles tropicales, como Moquilea tomentosa (Lazera y cols., 1998)

y Guettarda spp. (Cabral Passoni, 1999).

Los aislamientos de la variedad gafti en E. tereticomis y E.
camaldulensis han sido caracterizados como serotipos B; el serotipo C
nunca ha sido aislado de eucaliptos (Pfeifer y Ellis, 1992; Sorrell, 2001). Los
aislamientos ambientales de C. neoformans var. gattii han estado casi
siempre relacionados con los eucaliptos, no obstante, en Sudamérica, el
serotipo B se ha podido poner de manifiesto en otras fuentes ambientales de
tal forma que Gezuele y cols. (1993) lo aislan a partir de un trozo de panal
de avispas (Polybia occidentales) deshabitado en Uruguay. En Brasil, se

consigue este aislamiento del guano de murciélago (Lazera y cols., 1993).
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El primer aislamiento ambiental en Colombia del serotipo C, ha sido
encontrado en detritos de almendros (Terminalia catappa) (Callejas y cols.,
1998). Huérfano y cols. (2001), infectan plantulas de almendros con C.
neoformans var. gattii y evaluaron que la supervivencia de dicha variedad

era superior a los tres meses.

En Europa, el aislamiento de C. neoformans var. gattii es casi
excepcional. Entre los paises en los que se ha podido aislar nos
encontramos con Alemania, Italia y Portugal (Kohl y cols., 1985; Martins y
cols., 1996; Montagna y cols., 1997) y mas recientemente Espafa (Bard y
cols., 1998 A), distribuyéndose normalmente por zonas con climas tropicales
y subtropicales: Australia, Brasil, Camboya, Hawaii, sur de California,
México, Paraguay, Tailandia, Vietnam, Nepal y Africa central (Kwon-Chung y
Bennett, 1984; Sorrell, 2001). Pfeiffer y Ellis en 1991 sugieren que la cuna
de esta variedad se encuentra en Australia y que ha sido exportada a otros
paises a través de semillas infectadas o plantas jévenes de Eucalyptus sp.

2.2.3.2.3.- LA PALOMA Y OTRAS AVES COMO PORTADORAS DE
OTRAS ESPECIES DE CRIPTOCOCOS

C. laurentii ha sido aislado de excretas de diferentes especies aviares
tales como lechuzas, martin pescador, loros y gallinas enfermas y sanas
(Magiarotti y cols., 1993); éste ultimo llega a la conclusion de que el
confinamiento de estas aves puede ser una potencial fuente de contagio
para el personal relacionado con la industria avicola que presente alterado
su sistema inmune. Mattsson y cols. en 1999 y Rosario y cols. en 2002, lo
aislan de excretas y cloacas de palomas y Maldonado y cols. en el afio 2001
lo aisla de excretas. Rosario y cols. (2002) consiguen también el aislamiento

de esta especie de criptococo a partir de las muestras de buche.

Pocas son las referencias existentes sobre el aislamiento de otros

criptococos patégenos (C. albidus, C. laurentii, C. humicolus y C. curvatus).
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C. ‘uniguttulatus - ha -podido ponerse - de manifiesto - en :excretas
(Mattsson y cols.,- 1999; Maldonado y cols., 2001; Rosario y cols.; 2002) y
muestras de cloaca de paloma (Mattsson y cols., 1999; Rosario y cols;,
2002). Estos' ultimos autores consiguen también el aislamiento de esta

especie de criptococo a partir de las muestras de buche.

C. albidus ha sido aislado recientemente por Rosario y cols. en el afio
2002 a partir de muestras de cloaca y por Jen (1992), Maldonado y cols.
(2001) y Rosario y cols. (2002) de excrementos de palomas. Hermoso de
Mendoza (1984 A) y Rosario y cols. (2002) aislan de muestras de buche a

dicha especie de criptococo.
2.2.3.2.4.- ESTUDIOS REALIZADOS EN ESPANA

La mayoria de los estudios realizados en Espafia demuestran que C.
neoformans var neoformans es con respecto a la variedad gattii el que con

mayor frecuencia se aisla en nuestro pais.

En 1980, Pérez Ramos aisla a partir de muestras de heces de
palomas recolectadas en las provincias de Cadiz, Sevilla y Leén, un 27.58%
de levaduras pertenecientes al Género Crypfococcus, aislando
principalmente C. neoformans y en menor proporcion C. uniguttulatus y C.
albidus.

En Cordoba, segin estudios realizados por Hermoso de Mendoza
(1984 A), en muestras de buche analizadas, obtuvo una frecuencia de
palomas portadoras de C. neoformans en buche del 8.2%, y la frecuencia

media de infeccion por palomar del 36.8%, aislando también C. albidus.

En un estudio realizado en las ciudades de Alicante y Santa Pola
(Esparia) en 1997 por Colom y cols. se aisla C. neoformans var.
neoformans, C. laurentii y C. albidus de heces de palomas urbanas y C.
laurentii de heces de palomas en cautiverio, asimismo aislan éste Gltimo de

flores de Eucalyptus camaldulensis .
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En Barcelona, Baro y cols. (1998 B), detectan en muestras de polvo
procedentes del domicilio de personas sanas, VIH positivas y pacientes
afectados de SIDA con criptococosis C. laurentii y C. albidus. En este
estudio no se puso de manifiesto la presencia de C. neoformans var.

neoformans.

En Espaia no se ha aislado a partir del medio ambiente, ni se ha
descrito ningln caso de criptococosis humana producido por la variedad
gattii (Colom y cols., 2001). Sin embargo, C. neoformans var. gattii, si ha
sido aislado como agente causal de enfermedad en el ganado caprino, lo
cual demuestra que su distribucidn geografica es mas amplia que la
supuesta inicialmente (Torres Rodriguez y cols., 1997; Bar6 y cols., 1998 A).

La demostraciéon de que C. neoformans var. gattii existe en nuestro
pais y que es capaz de ocasionar infecciones graves en animales sin otras

patologias previas se debe a estos Ultimos autores.

El estudio de la distribucion de variedades y serotipos de aislamientos
clinicos y ambientales en distintas zonas geograficas de Espafia, corre a
cargo de Baré y cols. en el afio 1999. Observaron que la mayor parte de los
aislamientos de origen humano y ambiental pertenecian al serotipo A y que
los aislamientos obtenidos de cabras eran los Gnicos pertenecientes al
serotipo B. No detectaron el serotipo C en ninguna de las muestras
analizadas. Después del serotipo A, predominaron el D y AD

respectivamente.

El origen geografico y la distribucion de los diferentes serotipos de
origen clinico, se muestran en el siguiente mapa en el que se observa una
distribucién irregular del serotipo D con una mayor prevalencia en la zona
este (Valencia) y central (Madrid) de Espafia. La presencia de dichos
serotipos fue ratificada en el afio 2001 por Colom y cols.
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Figura 7.- Distribucion de los serotipos de origen clinico aislados en Espaiia.
Bar6 y cols., 1999

2.2.3.3.- CONTAGIO: FORMAS Y ViAS DE CONTAGIO

La criptococosis no es una enfermedad contagiosa, no habiéndose
documentado la transmision de animales a personas y viceversa (Levitz,
1991). Tampoco ha sido posible demostrar la transmisiéon entre animales ni
entre humanos (Braude y cols., 1984; Faggi y cols., 1993; Cabral Passoni,
1999). No obstante, si se ha documentado el contagio a través de
trasplantes de tejidos obtenidos de donantes con criptococosis activa. Asi,
Gottesdiener en 1989 y Levitz en 1991 han mostrado casos en individuos
trasplantados: infeccion sistémica tras trasplante de rifién, endoftalmitis tras
un trasplante corneano y un caso de criptococosis cutanea tras la
inoculacién intradérmica accidental de sangre de un paciente con SIDA y

criptococosis.

La mayoria de los autores coinciden por lo tanto en no considerarla
una zoonosis ya que consideran al suelo contaminado por heces aviares y

no a las aves como el principal reservorio de dicha enfermedad.

52

i6n realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2006

los autores. Digitali:

© Del



Revisidén Bibliografica

No obstante, otros la consideran como una antropozoonosis (Pham,
1997; Nosanchuk y cols., 2000), término que Blaschke-Hellmessen (2000)
no considera correcto debido a que la infeccibn procede de fuentes
ambientales y no de animales que estén padeciendo directamente. la
enfermedad.

El descubrimiento de Emmons en 1955 de la existencia de C.
neoformans como saprofito frecuente en el excremento de palomas a la
intemperie, apoy6 la validez de la teoria naciente de que la enfermedad se
adquiria por inhalacién del polvo cargado del hongo y que por lo tanto, la
exposicion del hombre y de los animales a las excretas de palomas podria

explicar adecuadamente la epidemiologia de la criptococosis.

La forma mas usual de contagio de C. neoformans es la via
inhalatoria a partir de blastosporas desecadas dispersas en el medio
ambiente o de basidiosporas, las cuales son lo suficientemente pequerias
(<3 um) para ser depositadas en los alveolos pulmonares tras la inhalacion
(Sorrell y Ellis, 1997).

Wilson y Plunkett (1965), relatan que la criptococosis es casi siempre
adquirida por la inhalacién de esporas (células) del hongo junto con polvo.
Maddy en el afio 1967 sefala que quizas la mayor parte de los casos de
criptococosis resultan de la inhalacién del hongo, el cual determina una
lesién pulmonar que generalmente sana. Probablemente, esta sea la
terminacion de la mayoria de las infecciones, sin embargo, la diseminacion

al SNC puede ocurrir y las consecuencias son generalmente graves.

El intervalo de tiempo transcurrido entre la inhalacion de C.
neoformans y la expresion de la enfermedad es adn desconocido, aunque en
algunos casos la manifestacion clinica puede deberse a la reactivaciéon de un
foco latente mas que a la exposicién a una fuente saprofitica en la que esté
presente el hongo (Cabral Passoni, 1999).:
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Newberry y.cols. en 1967, mostraron.que personas' sanas:que habian
tenido contactos con palomas daban con mayor frecuencia positivas a la
prueba intradérmica realizada con antigeno criptocococico con respecto-a

las que no habian tenido contacto previo:

En 1968, Atkinson y Bennett, demostraron la alta incidencia de
reacciones cutaneas positivas a la criptococcina en los trabajadores de
laboratorio que estan con frecuencia expuestos a los aerosoles del
microorganismo; sin embargo, nunca se han descrito casos de criptococosis

pulmonar ni diseminada adquirida en el laboratorio.

Si bien es cierto que C. neoformans ha podido ser aislado de piel,
mucosas e incluso heces de individuos sanos (Howard, 1973; Cabral
Passoni,-1999), éste no se considera parte de la flora normal de humanos ni
de animales (Duperval y cols., 1977). Cabral Passoni (1999) no apoya el
concepto de una posible infeccién endégena.

Aunque la mayoria de los autores coincidan en considerar la via
inhalatoria como la principal via de contagio, también se ha descrito el
contagio por inoculacién directa de C. neoformans a través de la piel dando

lugar a criptococosis cutanea primaria (Bartralot-Soler y cols., 1995).

" 'Hasta el momento, no ha sido descrito el contagio transplacentario
(Castanon Olivares y cols., 2000). Asimismo, el contagio sexual de esta

enfermedad nunca ha sido probado (La Rocco y Burgert, 1997).

Aunque Green y Bulmer (1979) han demostrado que un pequefio
nimero de ratones podia infectarse por inoculacion gastroihtestinal, la
ingeStién de criptococos nunca habia sido comunicada como puerta de
entrada en infecciones humanas, ni siquiera después de la exposicién a un
gran namero de criptococos en leche no pasteurizada de vacas con mastitis
ériptocC>cécica. ‘No obstante, Lynch y Naftolin (1987) describen el primer
caso de infeccion oral por Cryptococcus neoformans en un paciente con
SIDA.
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Wagner y cols. (1968) informaron de un caso de meningoencefalitis
canina por Cryptococcus neoformans en el cual la levadura alcanz6 el SNC
por extension de otitis externa. Algunos autores coinciden en sefalar que
este tipo de invasion es posible; sin embargo, muchos consideran que el

foco primario comun esta en los pulmones.

2.2.4.- PATOGENIA DE LA CRIPTOCOCOSIS

El desarrollo patogénico de esta enfermedad depende de distintos
factores, principalmente del estado del sistema inmune y del desarrollo de
patologias primarias que tienen como agentes etiolégicos bacterias, virus y
parasitos; y también predisponen a esta enfermedad el padecimiento de
enfermedades metabdlicas. La dosis infectiva es factor importante en el
desarrollo patogénico, no obstante, en el caso de la criptococosis la dosis
infectiva necesaria para contraer la infeccion es adn desconocida (Garcia
Salas y cols., 2003).

2.2.4.1.- DETERMINANTES DE LA ENFERMEDAD DEPENDIENTES DEL
HOSPEDADOR

El papel que juegan los factores de inmunodepresién en la patogenia
de la criptococosis es indudable, y ha sido reconocido tanto en medicina

humana como veterinaria por muy diversos autores.

La mayoria de los casos de criptococosis humana han sido descritos
en pacientes con alguna alteracién en el sistema inmune, tomando especial
relevancia en individuos afectos de SIDA. Esta ultima esta considerada en la
actualidad como el principal factor de riesgo para el desarrollo de la
criptococosis. Por lo general, la variedad implicada en los individuos
afectados por SIDA es la neoformans, sin embargo la variedad gattii,
muestra una marcada predileccion por el huésped inmunocompetente, por lo
qgue ha sido sefialado su caracter de verdadero patégeno mas que de un
patégeno oportunista (Speed y Dunt, 1995; Abadi y cols., 1999).
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El hecho de que la variedad gattii afecte con mayor frecuencia a fos
individuos inmunocompetentes no tiene una explicacion clara. -Se han
considerado la virulencia de la var. gattii y la respuesta del hospedador. Se
han estudiado los mecanismos de defensa, entre ellos el sistema  del
complemento y especialmente, la via alterna: los neutréfilos, los monocitos y
la inmunidad celular. En presencia de altas concentraciones séricas del
polisacarido capsular del hongo, se activa la via alterna del complemento, lo
que conduce al depésito de opsoninas, facilitandose también la quimiotaxis
de las células fagociticas.. Asimismo, los componentes de la capsula ejercen
propiedades inmunomoduladoras sobre el hospedador. .La composicion
quimica y la estructura de los polisacaridos de la capsula marcan las
diferencias entre las dos variedades de C. neoformans y probablemente
éstas estén implicadas en la capacidad de union al complemento y los
efectos variables sobre la migracion de los polimorfonucleares. Sin embargo,
las diferencias descritas, no explican completamente por qué las infecciones
por C. neoformans var. gatti son tan raras en hospedadores
inmunocomprometidos (Peachey y cols., 1998; Lizarazo y cols., 2000). Hay
autores que plantean que estos pacientes en realidad no estan sanos sino
que también tienen trastornos inmunolégicos, pero que sé6lo son detectados
con la realizacion de investigaciones mas profundas; otros investigadores
han llegado a la conclusion de que existe alguna entidad inmunoldgica que
no ha podido ser descubierta hasta la fecha y que propicia la infeccion por C.
neoformans var. gattii (Casadevall y Perfect, 1998).

Se han informado muy pocos casos de SIDA asociados a
criptococcosis causada por la var. gattii: en Zaire '(Kapenda., 1987), Canada
(Germain y cols., 1988), Estados Unidos (Clancy y cols., 1990) y Brasil
(Rozenbaum, 1990). En 1990 B, Ellis y Pfeiffer intentan explicar este hecho
planteando la posibilidad de que los pacientes con SIDA quizas no estén tan
expuestos a esta variedad por no estar en contacto con arboles del Género
Eucalyptus. |
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En general, no sélo las enfermedades sino también los tratamientos
con sustancias que deterioran los mecanismos inmunes del hospedador
predisponen a la infeccidn diseminada por C. neoformans. Antes del
surgimiento del SIDA los mayores factores de riesgo eran la tera}pia
inmunosupresora relacionada con los trasplantes de érganos, pacientes con
neoplasias malignas, particularmente los desoérdenes linfoproliferativos
(infoma de Hodgkin), leucemias, enfermedades colageno vasculares
(principalmente el lupus eritematoso sistémico) y la sarcoidosis. Se
describen otros de menor importancia como la dialisis peritoneal, la diabetes
mellitus insulinodependiente, [a cirrosis hepatica, artritis reumatoide y el
alcoholismo (Zuger y cols., 1986; Chuck y Sénde, 1989; Leggiadro y cols.,
1992; Mir6é y cols., 1997; Singh, 1997; Sanchetee, 1998; Casadevall y
Perfect, 1998; Hajjeh y cols., 1999; Kariniemi, 1999; Husain y cols., 2001;
Paterson y Singh, 2002).

Aunque estas enfermedades anteriormente citadas no han perdido
valor en la actualidad, desde el afo 1981, la enfermedad de riesgo mas
comun es la producida por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
hasta el punto de que entre estos pacientes la prevalencia de la
criptococosis a escala mundial es de aproximadamente de un 5-10% y en
algunos paises de Africa Central (Africa Subsahariana) ésta puede llegar al
30% (Casadevall y Perfect, 1998).

Desde el afio 1989, y de forma esporadica, han aparecido en la
literatura médica casos de deplecion de linfocitos T-CD4 sin relacion alguna
con otros estados de inmunosupresion anteriormente mencionados (Pankhurst
y Peakman 1989; Gatenby, 1989). A este sindrome se le conoce como
linfocitopenia T-CD4 idiopatica y los pacientes portadores de este defecto
estin mas predispuestos a desarrollar infecciones oportunistas.
Recientemente, Nlfez Fernandez y cols. (1999), describen un caso de
criptococosis encefalica diseminada en un paciente sin evidencia de infeccién

por el VIH y con dicho sindrome.
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En el gato, la criptococosis es la micosis sistémica mas frecuente. En
esta especie, las enfermedades viricas juegan un papel importante en el
desarrollo de la criptococosis, tal es el caso de infecciones por el virus de la
leucemia felina y el de la inmunodeficiencia felina,‘enf.ermedades ambas que
cursan con alteraciones en el sistema inmune (Ramos Vara y cols., 1994). El
virus de la inmunodeficiencia felina tiene un tropismo especifico por los
linfocitos T (CD4 y CD8), lo cual trae como consecuencia una serie de
desdrdenes en el sistema inmunitario de caracter progresivo. Esto
predispone a los animales infectados a un estado de inmunosupresion,
causa esencial para el desarrollo de esta patologia (Brown y cols., 1991;
Bennet y Smith, 1992).

En la especie canina, las condiciones potenciaimente
inmunosupresoras se identifican en menos del 10% de los perros con
criptococosis: administracion de corticosteroides, ehrlichiosis, filariosis y
neoplasias (Nelson y Couto, 2000).

2.24.2.- FACTORES DE PATOGENICIDAD DE CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS Y RESPUESTA INMUNOLOGICA DEL HUESPED

Los principales factores de virulencia reconocidos en Cryptococcus
neoformans incluyen: la capsula polisacérida, la produccién de melanina y la
capacidad de crecimiento a 37°C. Su habilidad para crecer a temperaturas
fisiologicas, contribuye a su supervivencia en el hospedador (Mitchell y
Perfect, 1995).

La habilidad que posee C. neoformans para pasar desapercibido a las
defensas del hospedador y causar enfermedad esta estrechamente asociado
con la produccién y secrecion del polisacarido c_apsular, el cual le confiere
actividad antifagocitica (Rodrigues y cols., 1999), inhibe el prdceso
inflamatorio e inhibe la inmunidad tanto celular como humoral (Breen, 1982,
Rodrigues y cols., 1999). Es conocido también que el glucuroxilomanano,
compuesto principal de la capsula, activa la via alterna del complemento

produciendo opsoninas que se depositan en la capsula, lo cual puede llevar
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a la fagocitosis, no obstante, hay sitios del organismo en los que el sistema
del complemento no llega bien tales como el SNC y los bronquios y como

consecuencia el hongo pasa desapercibido a esta via alterna (Levitz, 1998).

Sin embargo, la capsula no es un .factor definitivo dentro de la
virulencia del hongo, pues se han aislado especies de Cryptococcus
deficientes en capsula productoras de enfermedad. Ademas, en los
pacientes con SIDA el tamafo de la capsula es menor lo cual esta
relacionado con el alto poder de virulencia del hongo para producir la
enfermedad en este grupo de pacientes; las levaduras con capsulas grandes
son mas facilmente destruidas por monocitos y macréfagos (Miller y Mitchell,
1991), ain cuando el grado de fagocitosis es inversamente proporcional al

tamano de la capsula.

La enzima difenil oxidasa es otro factor de patogenicidad. Funciona
como antioxidante, ya que protege e incrementa la supervivencia de la
levadura dentro del huésped por medio de la produccién de melanina, que
actua bloqueando los oxidantes liberados al fagolisosoma en el proceso de
digestion en la fagocitosis (Polacheck y cols., 1982; Rhodes y cols., 1982;
Wang y Casadevall, 1994 B; Casadevall y cols., 2000), ademés,. la
predileccion del hongo por el SNC se debe a la utilizacién por parte del
mismo de catecolaminas como substrato de esta enzima, lo cual produce
consumo de epinefrina evitando que se activen también los mecanismos

oxidativos dependientes de ella (Polacheck, 1990; Jacobson, 1994).

La importancia de la producciéon de melanina en la virulencia de C.
neoformans ha sido demostrada por primera vez en el afio 1982 por Kwon
Chung y cols. (B), éstos relataron que las cepas carentes de melanina
resultaron menos virulentas para el ratén que las que producian este

sustrato.

La produccién de pigmentos similares a la melanina pueden servir
ademas para proteger al hongo de las radiaciones ionizantes y las células

capaces de producir dicho pigmento son mas resistentes y por lo tanto
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tienen una mayor viabilidad que las no pigmentadas a los .efectos fungicidas
de los rayos UV (Wang y Casadevall, 1994 A; Hamilton y Gémez, 2002). . .

La habilidad de C. neoformans de sintetizar melanina a partir de la
actividad fenoloxidasa (lacasa), esta asociada con su virulencia, pero el
papel especifico de la melanina en la patogénesis de la infeccién no esta del
todo claro (Williamson, 1997; Doering y cols., 1999; Vi.dotto y cols., 2002).

La patogenicidad a nivel del SNC no sélo esta relacionada con el uso
de las catecolaminas sino que también hay uniones receptor-ligando
presentes en las neuronas que son sensibles a la tripsina, y que pueden ser
inhibidas por aminoazucares o disacaridos, pero no por los carbohidratos

que son componentes de la capsula.

‘ La utilizacion de macrofagos, aunque solo sea en circunstancias
extremas, ya que C. neoformans no es un parasito intracelular obligado, ha
sido descrita por Levitz en el afio 1998, notificando la posible reactivacion de
la criptococosis a partir de focos latentes presentes en el interior de los

macro6fagos.

El papel de la ureasa en la patogénesis de la criptococosis es aun
desconocido. Existen estudios de patogénesis realizados con bacterias,
donde esta enzima parece tener un papel en la alteracion de la funcion
inmunitaria del hospedador y también aumenta el pH microambiental en el
lugar de la infeccion. Sin embargo, en la patogénesis de la criptococosis

estas causas no juegan un papel significativo (Levitz y cols., 1999).

Otro factor claramente relacionado con la patogenicidad es el
manitol, la produccion local de manitol por el microorganismo puede
contribuir al edema cerebral e inhibir la funcién'fagocitica (Wong y cols.,
1990). Datos recientes sugieren que la fosfolipasa B también puede actuar
como factor de virulencia (Ghannoum, 2000). C. neoformans var. gattii
produce esta enzima tanto in vitro como in vivo, invadiendo los tejidos.

Recientemente, Sorrell (2001) ha confirmado que la produccién de dicha
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enzima también puede jugar un papel importante en la virulencia del serotipo

A de esta especie levaduriforme.

La manoproteina producida por el hongo modula la respuesta
inmune al inducir los linfocitos T supresores y linfocitos T ayudadores
especificos en ratones (Hoy, 1989). También se han descrito proteinasas
que contribuyen a la ruptura de los tejidos del huésped o de algunas
proteinas humorales (Brueske, 1986; Chen y cols., 1996).

2.2.4.3.- ACCION PATOGENA EN LA ESPECIE HUMANA

La via de infeccion habitual es la inhalatoria, y raramente por
inoculacion, de forma que la principal puerta de entrada es la respiratoria. La
infeccion se adquiere por inhalacion de blastosporas desecadas (< 3 um)
existentes en la naturaleza, aunque también se ha comprobado
experimentalmente que la infeccién puede iniciarse inhalando basidiosporas
(1 a 3 ym) (Ellis y Pfeiffer, 1990 B; Sukroongreung y cols., 1998).

En la mayor parte de los casos, la inhalacién del hongo produce una
infeccién pulmonar asintomatica autolimitada, ya que cuando el criptococo
llega a los alveolos pulmonares se desencadena una respuesta de la
inmunidad celular o humoral del huésped, que en condiciones normales es
suficiente para controlar la infeccién. Segun los modelos experimentales, la
resistencia a la infeccion parece depender de la activacion de los
macréfagos y neutréfilos por los linfocitos mas sensibilizados, siendo
ademas necesaria una buena respuesta humoral con anticuerpos
opsonizantes. Debido a que los pacientes mas susceptibles a la infeccién
por este hongo presentan una alteracién de la inmunidad celular o humoral,
el microorganismo no es eliminado por los mecanismos de defensa
apropiados cuando penetra en las vias respiratorias. Asi, la infeccién
progresa en el pulmdén y se disemina por via hematdégena hacia otros
organos, siendo el SNC el principal foco en la diseminacion a partir del
pulmén, produciendo cuadros de meningitis 0 meningoencefalitis. Sin

embargo, puede haber diseminacion hematégena hacia otros érganos tales
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como higado, riiién, bazo; ganglios linfaticos y glandulas .suprarrenales
(Sabetta y Andriole, 1985; Banerjee y cols., 1997; Hirch y cols., 2001;
Santamaria y Zubero, 2002; Garau y Palacio, 2002).

Otras localizaciones menos frecuentes son la miocardica,
gastrointestinal, hepatica, esplénica, prostatica, glandulas suprarrenales
cutanea, 6sea y articular (Torres Rodriguez, 1994; Cordero y cols., 1996;
Jeany cols., 2002). |

Se ha demostrado que la préstata puede ser un nicho ecolégico de C.
neoformans y constituir la causa de las recidivas de pacientes
aparentemente tratados con éxito con anfotericina B (Larsen y cols., 1989;

Bozzette y cols., 1991).

La localizacién cutanea debida al dermatotropismo de C. neoformans
segun Dromer y cols. (1996 A), es mas frecuente cuando el agente etiolégico
implicado es la var. grubii y menos para la var. neoformans, no habiendo

sido determinada para la variedad gatftii.

Criptococosis

Puerta de entrada: inhalatoria
(Asintomatica)

Diseminacion hematégena 1

]
| - | ]

Piel Sistema Nervioso Central Otros Organos

Figura 8.- Esquema patogénico de la criptococosis

‘Varios autores intentan dar una exphcacnon de este troplsmo del

hongo por el SNC, como se detalla a continuacion:

o Que el LCR es un buen medio de crecimiento para el

microorganismo debido a la presencia de urea, acido urico y
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creatinina y por no poseer los factores de inhibicion presentes

en sangre (McNamara y cols., 1994; Lépez, 2002).

@ Que el alto nivel de dopamina en el SNC puede promover la
virulencia del criptococo al servir como un substrato para la
produccién de melanina por el microorganismo (Kwon-Chung y
Rhodes, 1989). |

ua La ausencia en el liquido cefalorraquideo (LCR), de los
componentes de la via alternativa del complemento, presentes
en el suero que se unen a la capsula de carbohidratos y
facilitan la fagocitosis y la destruccion por las células

polimorfonucleares (Taylor y cols., 2002; lkeda y cols., 2002).

2.2.4.4.- ACCION PATOGENA ANIMAL

La mayoria de los autores coinciden en que la criptococosis animal se
desarrolla practicamente siguiendo el mismo esquema que la criptococosis
humana. El criptococo entra por via respiratoria y después de algan tiempo
se disemina a tejidos, teniendo cierta predileccién por el cerebro (Cano
Rangel y cols., 2002).

En las aves, se supone que la alta temperatura corporal (42°C) las
protege de la infeccion e inhibe la multiplicacion de dichos criptococos
(Medleau y Barsanti, 1993; Mitchell y Perfect, 1995; Sorrell y Ellis, 1997,
Nelson y Couto, 2000). La criptococosis aviar espontanea es bastante rara,
no obstante, en 1965, Littman y cols. consiguen infectar palomos via
parenteral (inoculacién intracerebral) y en 1968 y 1984 B, Weiland y cols. y
Hermoso de Mendoza y cols. observaron casos de infeccion natural en estas

aves.
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Las palomas con C. neoformans en su tracto intestinal pueden
excretar el organismo durante varios meses sin desarrollar la enfermedad
(Quin y cols., 2002).

En la especie felina, normalmente el microorganismo coloniza el tracto
respiratorio superior provocando una infecciéon de la cavidad nasal y senos
nasales y eventualmente los pulmones. Desde aqui, se puede diseminar
hacia la piel, produciendo lesiones cutaneas granulomatosas y menos
frecuentemente se disemina al SNC provocando meningoencefalitis y
lesiones oculares (corioretinitis, desprendimiento de retina, neuritis 6ptica y
uveitis anterior) (Ramos Vara y cols., 1994), mientras que en la especie
canina, la afectaciéon mas frecuente es a nivel del SNC, ocular y en menor

medida hay afectacién cutanea.

2.2.5.- CLINICA DE LA ENFERMEDAD

La criptococosis es una enfermedad polimorfa, no existiendo sintomas
o signos especificos. La variabilidad en sus manifestaciones clinicas va
‘asociada con el grado de inmunosupresion; por lo que pueden existir
dificultades en el diagnéstico clinico, que conlleva a un retraso en el
comienzo de un tratamiento adecuado, dependiendo su pronéstico de los

factores anteriormente citados (Pérez Cardenas, 2003).

Las manifestaciones clinicas presentadas por un determinado

paciente van a depender fundamentalmente de tres factores:

Las defensas del huésped, estado del sistema inmune

La virulencia de la cepa infectante

La dosis infectiva

Estado general del individuo (padecirhiento de enfermedades

0O 0o 6 O

bacterianas y/o viricas, parasitosis, estado nutricional, etc.)

© Del documenta, los autores. Digitalizacion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008



Revisién Bibliografica

2.2.5.1.- MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA CRIPTOCOCOSIS
HUMANA

La meningoencefalitis producida por Cryptococcus neoformans,
representa la manifestacion clinica mas frecuente de la criptococosis,
especialmente en el grupo de individuos HIV positivos (Mitchell y Perfect,
1995; Kwon-Chung y cols., 2000). Cryptococcus neoformans, agente
etiolégico de la criptococosis presenta dos va__riedades (neoformans y gatti),

las cuales causan diferentes formas clinicas, especificas para la variedad.

Speed y Dunt observan en 1995 que las infecciones por la var. gattii
son mas insidiosas que las producidas por la var. neoformans y la duracién
promedio de los sintomas antes de la evaluacion inicial fue mas larga en los

pacientes con var. gattii que en los pacientes con var. neoformans.

Ademas, el desarrolio de criptocoéomas en pulmén y cerebro esta
mas asociado a la infecciéon producida por la var. gattii. La diferencia en la
presentaciébn clinica se debe predominantemente al efecto de
inmunodepresién subyacente en los pacientes infectados por C. neoformans

var. neoformans (Sorrell, 2001).

Respecto a la localizacibn pulmonar, en los pacientes no
inmunodeprimidos la afectacidn puede progresar, regresar espontaneamente
o0 permanecer estable durante largos periodos de tiempo, siendo raro que
haya sintomas. Suele aparecer sola, aunque puede coexistir con otras
manifestaciones extrapulmonares. En los pacientes inmunodeprimidos, la
afectacion puede ser desde asintomatica a grave. Sélo el 5-25% de los
enfermos de SIDA presenta tos y disnea, y en pocas ocasiones existe dolor
pleural y alteraciones radioldgicas. La mortalidad puede llegar al 42% en
este tipo de paciente (Martin Mazuelos y Valverde Conde, 2001).
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2.2.5.1.1.-FORMA PULMONAR . .. = . .~ pooe g oo s

La criptococosis pulmonar no presenta manifestaciones tipicas y en la
mayoria de los casos resulta asintomatica y pueden remitir sin tratamiento
(Kakeya y cols., 1998). Cuando aparecen sintomas, estos incluyen: tos con
expectoracion escasa y mucoide, fiebre moderada, dolor pleural, malestar
general y pérdida de peso. Al examen fisico se auscultan estertores.:

2.2.5.1.2.-FORMAS DISEMINADAS
2.2.5.1.2.1.- AFECCION DEL SNC: MANIFESTACIONES NERVIOSAS

El padecimiento de meningitis y meningoencefalitis por-C. neoformans
es apoyada por Wendisch y cols. en 1996, Abraham y cols. en 1997 y

Karstaedt y cols. en el afio 2002.

Aproximadamente un 10% de estos pacientes con meningitis
criptocécica, desarrollan la enfermedad sin signos o sintomas clinicos

(Banerjee y cols., 1997).

La hidrocefalia, complicacion de la menihgitis criptocécica, se
presenta con mayor frecuencia en los individuos afectados por la variedad
gattii, en los cuales las complicaciones encefalicas son mas frecuentes
(Mitchell y Perfect, 1995; Speed y Dunt, 1995). Esto se puede manifestar
como un deterioro clinico temprano o tardio de hipertension intracraneana o
por una recrudescencia de las anomalias después de la mejoria inicial
(Diamond, 1997). '

2.2.5.1.2.2.- MANIFESTACIONES CUTANEAS
La afectacion dermocutanea aparece en un 1-15% de los casos y

salvo aquellas excepciones de inoculacion traumatica que pueden conducir a

una criptococosis primaria, esta forma clinica es siempre secundaria a la
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diseminacion de C. neoformans a través de la sangre o linfa, por lo que

algunos autores la han denominado “centinela de la diseminacion”.

Existen dos formas clinicas de las manifestaciones cutaneas, la forma
diseminada y la forma localizada. En la forma diseminada, las lesiones son
el resultado de una diseminacion hematogena de C. neoformans a través de
la sangre o linfa, mientras que la forma cutanea primaria en si, se debe a la
inoculacién transcutdnea del microorganismo. Ambas formas suellen
acontecer en individuos inmunodeprimidos y el agente causal responsable
es el C. neoformans var. neoformans. Las lesiones cutaneas producidas por
C. neoformans var. gattii son raras, sin embargo se han descrito algunos
casos (Severo y cols., 2001). En 1993, Mascar6é describe un caso de un
paciente con SIDA que desarrollé una infeccién diseminada a partir de una
criptococosis cutanea primaria, de forma paralela al descenso de linfocitos
CD4.

En 1985, Baes y Van Cutsem describieron un caso de criptococosis
cutanea localizada como una masa de crecimiento rapido localizada en la
mano de un criador de palomas afectado de asma. Dos afios mas tarde,
Granier y cols. observaron el mismo cuadro en una mujer de 27 afios de
edad con tratamiento sistémico con esteroides y que desarrollé lesiones
cutaneas progresivas. Goonetillete y cols. en 1995, describieron un caso de
criptococosis cutanea primaria en un criador de palomas
inmunocomprometido en Inglaterra y Micalizzi y cols., en 1997 citaron un
caso en ltalia de un criador de palomas en perfecto estado de salud e
inmunitario, al que se le diagnostico una lesién primaria cutanea por
Cryptococcus. En Bélgica, Vandersmissen y cols. también diagnostican
criptococosis cutanea en dos pacientes tratados con corticosteroides y sin
SIDA en el afio 1996.

2.2.5.1.2.3.- OTRAS MANIFESTACIONES

La afectacién 6sea es poco frecuente, y raramente se aprecia de

forma aislada, sino en el curso de formas diseminadas. Algunos autores han
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estimado que la frecuencia de afectacion 6sea en criptococosis diseminada
se sitia en torno al 10%. Los huesos mayormente afectados son los del
craneo, pelvis, costillas, epifisis de huesos largos o vértebras (Behrman y
cols.;, - 1990). La artritis criptococica es por lo tanto, una entidad
extremadamente rara y Gnicamente se han descrito casos aislados (Busse,
1894, Italiano y cols., 2001).

La criptococosis ocular es rara pero muy severa, ya que casi siempre
conduce. a la pérdida de la vision como :consecuencia de una endoftalmitis.
Pueden presentarse manifestaciones clinicas que expresen afectacién de la
retina, dafo al nervio Optico (neuritis) y paralisis ocular (Mitchell y Perfect,
1995; Custis y cols., 1995; Park y cols., 1999). La pérdida de vision es uno
de los principales problemas de la criptococosis ocasionada por la var. gatti,
complicacién que es ‘infrecuente con la var. neoformans. En Papua, Nueva
Guinea, se ha descrito que la pérdida total de la visién ocurre en 31% de los
pacientes afectados con la var. gattii, mientras que ella sélo se presenta-en
1,1% de pacientes con SIDA y criptococosis por var. neoformans (Lizarazo y
cols., 2000).

La prostata siempre ha sido reconocida como un sitio de-infeccién
criptocococica, aunque usualmente no hay sintomas de prostatitis: En
repetidas ocasiones, se han obtenido cultivos positivos de C. neoformans a
partir de la orina y liquido seminal de pacientes con SIDA, después de haber
concluido la terapia anticriptococécica, por lo que este 6rgano puede
constituir un. reservorio para este hongo, y ser hasta cierto punto
responsable de la recidivas en este tipo de paciente (Mitchell y Perfect,
1995; Yip y cols., 1998). Este microorganismo ha llegado a causar Ulceras
en el pene y en la vulva, pero .no ha sido reconocido como responsable de

una enfermedad de transmisién sexual (La Rocco y Burgert, 1997).
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2.2.5.1.3.- CUADROS CLIiNICOS DESCRITOS EN MEDICINA HUMANA
POR OTRAS ESPECIES DE CRIPTOCOCOS

C. laurentii ha sido descrito como agente causal de queratitis,
infecciones pulmonares, fungemia e infecciones cutaneas en pacientes
inmunocomprometidos e inmunocompetentes (Kamalam y cols.,, 1977;
Sinnott y cols., 1989; Krcmery y cols., 1997; Ritterband y cols., 1998;
Johnson y cols., 1998; Cheng y cols., 2001). C. curvatus ha sido aislado de
pacientes con SIDA con mieloradiculitis (Dromer y cols., 1995). McCurdy y
Morrow (2001), describieron un caso de ventriculitis en una mujer anciana

cuyo agente causal es C. uniguttulatus.

En 1993, Chen y cols. reportaron un caso de criptococosis vaginal en
una mujer de 72 afos de edad. La citologia presenté una marcada displasia,
proveniente de una masa papilar, sin margenes elevados ni capilares,
localizada en la pared de la vagina. La paciente no presenté6 titulos de
antigeno de Cryptococcus en suero o en liquido cefalorraquideo, razén por la

cual se cree que la lesidn era primaria.

Desde el punto de vista epidemiolégico es necesario tener presente
las posibles implicaciones patégenas que pueden tener para el hombre las
especies C. albidus y C. uniguttulatus. Estos organismos han sido
considerados como saprofitos y no patégenos para el hombre, habiéndose
aislado a partir de diverso material humano e incluso de la piel (Howard,
1973). Se han descrito casos de criptococosis pulmonar (Krumholz, 1972),
criptococosis benignas atipicas (Wieser, 1973) e incluso meningitis (Da
Cunha y Lusins, 1973) debidas todas ellas a C. albidus, lo cual obliga a

considerar esta especie como potencialmente patégena.
Ademas del patdgeno por excelencia (Cryptococcus neoformans), se

ha podido aislar C. albidus de endocarditis de origen polimicrobiano
(Banerjee y cols., 1997; Vazquez y cols., 2001).

69

ersitaria, 2006

realizada por ULPGC. Biblioteca Unive

los a

©Del



Revision Bibliografica

2.2.5.2.- MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA CRIPTOCOCOSIS EN
ANIMALES DOMESTICOS : ,

-La criptococosis en animales domésticos es relativamente rara, no

obstante la bibliografia cita casos esporadicos.

Por lo general, en el gato, los signos clinicos de criptococosis se
localizan en cavidad nasal y/o en la piel y se trata de la enfermedad micética
sistémica mas frecuente en el gato. Los signos mas caracteristicos incluyen:
estornudos, estertores, descarga nasal cronica serosa, seropurulenta y
hemorragica unilateral o bilateral. Se puede observar deformidad
acompaiiada de lisis de los huesos del tabique nasal y en un 70% de estos
casos es visible una masa parecida a un pélipo o a una tumefaccion

subcutanea en el puente de la nariz.

Es posible que haya signos sistémicos como fiebre, adelgazamiento y
anorexia. En los pocos casos de diseminacion -sistémica puede afectar a
diversos - 6rganos y provocar osteomielitis, insuficiencia renal,
bronconeumonia y nédulos pulmonares con signos clinicos asociados. En
ocasiones se aprecian Ullceras o lesiones proliferativas en la cavidad oral
junto con infecciones de vias respiratorias superiores, mientras que los
signos respiratorios inferiores aparecen raras veces (Ramos Vara y cols.,
1994).

Las lesiones cutaneas se caracterizan por papulas, lesiones
nodulares fluctuantes o firmes a la palpaciéon cuyo diametro varia de 1 a 10
mm. Las lesiones mas grandes tienden a ulcerarse, formando una superficie
descarnada con exudado seroso, observandose también linfadenomegalia

periférica (Ackerman, 1988).

Los signos neurolégicos son variables y dependen del sitio de la
lesion e incluyen: depresion, cambios del temperamento, torneo, presion de
la cabeza, ceguera, ataxia, pérdida aparente del olfato, paresia, paralisis y
convulsiones si esta afectado el SNC. Estos trastornos puedén ser
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consecuencia directa de masas (granulomas) o meningoencefalitis. Los
gatos que presentan signos nerviosos pueden presentar anormalidades
oculares. Los signos oftalmicos mas comunes son: pupilas dilatadas no
reactivas y ceguera provocada por desprendimiento exudativo de retina,
coriorretinitis granulomatosa, panoftalmitis o neuritis 6ptica. En algunos

gatos se puede desarrollar uveitis anterior (Medleau y Barsanti, 1993).

En el caso del perro es una patologia poco frecuente, describiéndose
con menor casuistica que en la especie felina. Se caracteriza clinicamente
por cursar con formas diseminadas que terminan localizandose a nivel ocular
y del SNC, dando signos oculares y neurolégicos. Entre los signos nerviosos
estan: el sindrome vestibular, cabeza inclinada, nistagmo, paralisis facial,
dolor en el cuello, convulsiones, alteraciones de la marcha, paresia,
parapejia o tetraplejia. Las anormalidades oculares mas comunes son:
coriorretinitis granulomatosa exudativa y neuritis éptica acompariadas de
midriasis y ceguera (Jergens y cols., 1986; Malik y cols., 1997). También se
han observado casos de afeccién cutanea relacionados con la forma
sistémica de la enfermedad. Estas lesiones ulcerosas afectan a nariz,
lengua, encias, paladar duro, labios o matriz de las ufas (Medleau y
Barsanti, 1993).

Ocasionalmente se han descrito casos de linfoadenomegalia (Malik,
1995), no obstante, en 1999, Acosta y cols. describen un caso de
criptococosis canina, que se manifesté con un sindrome febril, vémitos y

diarreas y linfadenitis bilateral en ganglios superficiales.

En caballos, es infrecuente y los signos clinicos incluyen granulomas
nasales y sinusitis (Scott y cols., 1974), neumonia (Hilbert y cols., 1980),
meningoencefalitis y aborto (Blanchard y Filkins, 1992). Los trastornos
respiratorios en el caballo, se caracterizan por una inflamacién obstructiva de
los senos nasales. Es un proceso bastante raro, pero cuando ocurre, esta
localizada principalmente en las cavidades nasales y los pulmones de esta
especie animal. Cuando afecta a los pulmones, su curso no muestra

sintomas especificos, como ocurre con la mayoria de otras micosis

71

itn realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

. los autores. Digitali

©Del



Revisién Bibiiogréfica

pulmonares. Tan sélo se observa una bronquitis leve, fiebre ligera y tos. La
enfermedad esta asociada a menudo a la tuberculosis. C. neoformans puede

atacar también, aunque raramente a los intestinos, huesos y meninges (Van
Cutsem y Rochette, 1993).

En el ganado de leche es poco comun, presentandose algin caso
esporadico de mastitis (De Gracia Mira, 1959), probablemente relacionados
con tratamientos antibiéticos y en el caso del ganado ovino y caprino,
posiblemente en relacién de infeccion a través de la piel. Por lo general, la
criptococosis aparece en el ganado afectando a la ubre sin producir lesiones
en SNC, signo caracteristico de la afectacion humana (Faggi y cols., 1993),
no obstante, recientemente se han descrito casos en el ganado caprino de

neumonia crénica caquectizante por C. neoformans var. gattii (Baré y cols.,
1998 A).

Los trastornos de las ubres pueden tener como agentes etiologicos a
distintos géneros - de levaduras (Candida, Crypfococcus, Torulopsis o
Trichosporon). Raramente aparece una infecciébn por criptococos, pero
puede causar mastitis grave, con importantes pérdidas econdémicas. Los
sintomas clinicos varian desde una ligera inflamacién de uno o mas
cuarterones a una inflamaciéon grave y una dilatacibn de las glandulas
mamarias afectadas. Es muy posible que la leche no muestre signos visibles
de anomalia durante los primeros dias después de que el animal haya
contraido una infeccién por Cryptococcus, ya que en esta fase Unicamente
aparecen pequefios copos blancos en la leche. En las infecciones graves,
sin embargo, se segrega un suero acuoso que contiene los copos. La leche

es blanco grisacea, altamente viscosa y mucosa (Van Cutsem y Rochette,
1993).

Se ha visto compromiso de SNC en ciertas especies como: caballos,
zorros, cerdo, hurones, entre otros (Faggi y cols., 1993) (Tabla 7).
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HOSPEDADOR CONDICION CLINICA
GATOS Respiratorio, cutaneo, neural e infecciones oculares
PERROS Enfermedad diseminada con signos neurolégicos y oculares
GANADO Mastitis, granulomas nasales
CABALLOS Granulomas nasales, sinusitis, lesiones cutaneas, neumonia,

meningoencefalitis y aborto

Tabla 7. - Cuadros clinicos mas carcteristicos de las principales
esnecies domésticas

Oftras especies de criptococos se han visto implicadas aunque con
baja casuistica en patologia veterinaria. Crypfococcus laurentii, se ha
relacionado también como productor directo de enfermedad en aves, y mas
concretamente de un estornino bronceado verde, que exhibia pérdida de
plumaje en la parte trasera y en el area del pico (Decostere y cols., 2003).

2.2.6.- LESIONES

Algunos autores han relacionado las caracteristicas de la respuesta
tisular con la patocronia de la infeccion criptococécica describiendo lesiones
"gelatinosas" o "no reactivas" y lesiones "granulomatosas". Actualmente se
piensa que la morfopatologia de la lesion se relaciona con el estado de los

mecanismos de defensa, tanto celulares como humorales.

El tipo granulomatoso (criptococoma o granuloma criptocécico), esta
caracterizado por la presencia de pocos organismos, cierta necrosis, y un
infiltrado inflamatorio intenso formado por linfocitos, células mononucleares y
celulas gigantes. En contraste, el tipo gelatinoso esta caracterizado por la
visualizacién de multiples criptococos, asociado con poca o ninguna reaccion
inflamatoria (Radentz y Elewski, 1992).
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En la forma granulomatosa, existe una respuesta inflamatoria en la
que participan células multinucleadas gigantes (con decenas de criptococos
fagocitados), macréfagos (con o sin fagocitosis de elementos micéticos),
linfocitos; células plasmaticas y leucocitos neutréfilos que tipicamente son
poco numerosos, ya que salvo en los abscesos, las lesiones no suelen ser

supurativas.

~ Enlaforma gelatinosa, no existe respuesta inflamatoria acompafiante
y las lesiones son susceptibles de alcanzar un tamaiio capaz de provocar un
efecto de masa (Nielsen y Davis, 1988).

Las lesiones en el caso de la criptococosis pulmonar, pueden
des_arrollarse en cualquier parte del pulmén, y con frecuencia son bilaterales.
Radiolégicamente se traducen en lesiones pseudotumorales constituidas por
masas o0 nédulos pulmonares uUnicos o multiples con tumefaccién hiliar,
infiltrado parenquimatoso difuso, infiltrado peribronquial extenso y lesiones
miliares difusas. Rara vez hay formacién de cavernas (Inui y cols., 1998).
También se han descrito neumonias segmentarias con derrame pleural y

una form.a pulmbnrar fulminante (Santamaria y Zubero, 1995).

Las principales alteraciones anatomopatolégicas en el SNC se
localizan en las meninges, sustancia gris cortical y nucleos basales. La
respuesta tisular es extremadamente variable. En pacientes
inmunodeprimidos, los microorganismos no inducen practicamente reaccion
inflamatoria por lo que las masas gelatinosas de hongos crecen en las
meninges o en pequefios quistes dentro de la sustancia gris como si fuera

un medio de cultivo (Cordero y cols., 1996; Jean y cols., 2002).
\ La presencia de criptococomas pulmonares y cerebrales es mas
caracteristica cuando la afectacién es por la variedad gattii (Speed y Dunt,

1995).

Las manifestaciones cutaneas se caracterizan por su polimorfismo y

se han descrito como nédulos subcutaneos (Manrique y cols., 1992), dlceras
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(Schupbach y cols., 1976), celulitis (Gauder, 1987), purpura palpable
(Greene, 1978), ulceras parecidas a pioderma gangrenoso (Massa y Doyle,
1981), lesiones herpetiformes (Borton y Wintroub, 1984), lesiones
semejantes a sarcoma de Kaposi (Blauvelt y Kerdel, 1992) y simulando a
molluscum contagiosum (Concus y cols., 1988; Ricchi y cols., 1991), que es
la manifestacion clinica mas frecuente, de un tamafio menor de 3 mm y
ligeramente sobrelevadas, de localizacién en la extremidad cefalica, cuello y
extremidades. Pueden presentar costra central, de aspecto varioliforme.
Estas lesiones, en un contexto de fiebre y cuadro meningeo, deben hacer
pensar en una criptococosis (Durden y Elewski, 1994). En el caso de
criptococosis cutanea primaria se observan lesiones de tipo nodular, tumoral
o pseudoverrugosa, con posterior abscedacién y ulceraciéon, que suele
localizarse en zonas descubiertas (brazos, piernas y cara) (Bartralot-Soler y
cols., 1995).

2.2.7.- DIAGNOSTICO

Basandonos en los signos y sintomas clinicos, asi como en la
recogida de datos epidemiolégicos, podriamos presumir que nos
encontramos ante un caso de criptococosis, no obstante, debido a la
inespecificidad de sus sintomas (Pérez Cardenas., 2003), ésta podria ser
confundida con otras patologias, principalmente con la producida por
Coccidioides immitis ya que ambas cursan con una meningoencefalitis de
evolucién crénica. También podria confundirse con la tuberculosis ya que en
ambas existe el desarrollo de granulomas pulmonares (Cano Rangel y cols.,
2002). Es por esta razén por lo que para realizar un diagnéstico certero de
esta enfermedad hemos de recurrir a distintas pruebas laboratoriales en
base al cultivo del hongo, que es la técnica de referencia que permite
razonablemente establecer el diagnéstico (Figueroa, 1999; Matee y Matre,
2001). |
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2.2.7.1.- FROTISY CULTIVO L R

A temperatura ambiente y a 37°C en Agar Sabouraud glucosado,
podemos observar en un periodo de 36-72 horas el desarrollo de colonias
mucoides al principio blanquecinas, que se van tornando marronaceas con el
paso del tiempo. El tamafio de la capsula y el tiempo de incubacién
determina la cantidad de mucopolisacarido producido (Garcia Rodriguez y
Picazo, 1998).

C. neoformans crece en el medio de Sabouraud, pero sin
cicloheximida (actidiona), ya que inhibe su crecimiento. Crece a 37 °C, pero
lo hace mas rapidamente a temperaturas menores, como 30 °C (Diamond,
1997). También puede crecer en cultivos de agar-sangre o agar-chocolate,
pudiéndose obtener un cultivo positivo en 24-72 h (Bartralot Soler y cols.,
1995).

El tiempo de crecimiento en muestras de LCR varia desde 24-48
horas hasta mas de una semana, dependiendo de la densidad de

microorganismos presentes en la muestra.

El hemocultivo es una buena técnica de diagnédstico en estos
pacientes; el sistema de lisis-centrifugacion es el mas sensible y el mas
rapido en detectar crecimiento pero también son sensibles y rapidos los
sistemas de hemocultivq con agitacién y monitorizacién continua. El C.
neoformans también se puede cultivar del sedimento urinario, especialmente
tras masaje prostatico, de muestras respiratorias y de material de biopsia
(Berenguer, 1996).

2.2.7.2.- HALLAZGOS EN SANGRE Y LCR

En los pacientes sin SIDA, la concentraciéon de glucosa en el LCR
esta disminuida en la mitad de los casos, los niveles de proteina suelen ser
altos y es frecuente encontrar pleocitosis linfocitaria. No obstante, las
alteraciones del LCR son menos notorias en los pacientes con SIDA, y en
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estadios de deterioro importante de la inmunidad, éste puede ser normal
(Diamond, 1995; Carrada Bravo, 2003).

El hongo puede también aislarse en sangre periférica, lo que ocurre
hasta en el 50% de los casos (Kisha y cols., 1994; Simpson y Berger, 1997).

Las levaduras encapsuladas pueden visualizarse en el LCR con
preparaciones de tinta china y resulta positivo con mayor frecuencia en los

pacientes con SIDA (Karstaedt y cols., 2002).

2.2.7.3.- TINCION NEGATIVA

La capsula del hongo puede ponerse de manifiesto al mezclar la
suspension de levaduras con tinta china o nigrosina. Esta técnica es valida
para el examen directo del LCR, sedimento de orina, lavado broncoalveolar,
exudados de heridas e improntas de biopsias. La sensibilidad diagnéstica del
examen directo del LCR con tinta china es muy alta en pacientes infectados
por el VIH (Berenguer, 1996).

2.2.7.4.- DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Histopatoloégicamente, C. neoformans tiene un diametro mayor de 7
pm, pero la capsula mucoide que le rodea puede estar por encima de 30 um.
Esta capsula mucoide es una estructura caracteristica en los tejidos. El
microorganismo casi siempre es incoloro y dificil de observar tinciones
rutinarias con hematoxilina y eosina (H-E). Las tinciones de metenamina
plata o del acido periédico de Schiff (PAS) demarcan claramente el
microorganismo y permiten el reconocimiento de su tamafo y formas
caracteristicas y su identificacibn como un microorganismo levaduriforme
que se reproduce por formaciéon de brotes de base angosta. C. neoformans
también puede ser distinguido de otros hongos levaduriformes y de los
artefactos mediante la tinciébn de mucicarmin de Mayer, que colorea la
capsula criptocécica de rojo o rosado, pero no tifie otros hongos que tienen

caracteristicas morfolégicas similares. La capsula puede también tefiirse con
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azul alcian. También puede utilizarse la tincion argéntica de Masson-Fontana
para melanina como tincién especifica para el diagnéstico - histolégico de
criptococosis (Kwon-Chung y cols., 1981; Pérez y Carrasco, 2000). Con la
tincion de Gram se muestra una capsula de color rojo (Nelson y Couto,
2000).

2.2.7.5.- PRUEBAS DE DETECCION DEL ANTIGENO CAPSULAR.
PRUEBA DE LATEX

Entre las técnicas basadas en la deteccion de componentes flngicos,
esta la deteccion del antigeno capsular del C. neoformans por la técnica de
aglutinacién de particulas de latex, que es util en las muestras de suero,
LCR, orina e incluso en muestras respiratorias. Es una prueba que tiene alta
sensibilidad y especificidad y esta comercializada, pero hay que ser cautos
en su interpretacion. Se han descrito resultados falsos positivos debidos a la
presencia de factor reumatoide, Trychophyton beigelii, Capnocytophaga
canimorsus, y en el suero de enfermos con septicemia o neoplasias. Las
placas donde se realiza la prueba deben estar libres de restos de
desinfectantes y detergentes. También se conocen falsos negativos, a veces
por el fenébmeno de prozona, que se puede corregir diluyendo la muestra o
tratandola con pronasa. La sensibilidad es superior al 90%, en los pacientes
con SIDA es incluso mayor. Sin embargo, en este tipo de enfermos, se han
descrito cepas de C. neoformans con poca capsula en los que la
concentraciéon de antigeno puede ser anormalmente baja. La cuantificacion
del antigeno del C. neoformans es util para controlar la evoluciéon de la
enfermedad, ya que el titulo desciende si la respuesta terapéutica es buena
y aumenta dias antes de que se produzca una recaida, especialmente en el
LCR (Powderly y cols., 1994; Pontén, 2002; Cano Rangel y cols., 2002).

2.2.7.6.- TOMOGRAFIA Y RESONANCIA MAGNETICA
El congiomefado de los hongos y el material ge|atinoso que prqduce

conforman lo que se conoce como pseudoquistes gelatinosos, pero que en

efecto corresponden a los criptococomas que se ven en la TAC (Tomografia
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axial computerizada) y en la RM (resonancia magnética) en los ganglios de
la base, talamo y mesencéfalo. Los criptococomas se ven en la RM como

masas redondas e hipointensas (Provenzale y Jinkins, 1997).

2.2.7.7.- DIAGNOSTICO MEDIANTE TECNICAS DE BIOLOGIA
MOLECULAR

Es una alternativa valida para el diagnéstico de las infecciones
fungicas, especialmente para aquellas cuyo diagnéstico es dificil con las
técnicas convencionales. Estudios recientes muestran que la PCR (reaccion
en cadena de la polimerasa) es una técnica sensible y especifica en

muestras pulmonares y de LCR en medicina humana.

En veterinaria, en las dltimas décadas la tecnologia genético-
molecular, también ha experimentado un espectacular crecimiento. La
RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA - Polymerase Chain
Reaction), consiste basicamente en la amplificacion al azar de ADN
polimérfico mediante el uso de cebadores de secuencia arbitraria y el uso de
la PCR. Con esta técnica se ha podido diferenciar los diferentes serotipos de
C. neoformans var. neoformans y C. neoformans var. gatti, asi como
distintas especies de candidas, procedentes de aislamientos de muestras
clinicas y/o ambientales (Torres Rodriguez y cols., 1999; Sansinforiano y
cols., 2001).

2.2.8.- TRATAMIENTO

El descubrimiento de la Anfotericina B {(AFB), en 1956, proporcioné la
primera quimioterapia con buenos resultados (Pitisuttithum y cols., 2001), no
obstante, la mayor dificultad con el uso de AFB es su perfil de toxicidad. La
afectacion renal es la reaccion adversa mas frecuente tras el uso de este
medicamento y se puede observar en el 80% de los casos que la utilizan;
ademas esta reaccion se incrementa coh la terapia concurrente con otras

drogas nefrotéxicas (Carlson y Condon, 1994).
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.Existen-diversas combinaciones posibles en relacion al tratamiento de
esta enfermedad, no obstante, actualmente, el tratamiento de eleccion es la
anfotericina B a dosis de 0.7-1 mg/kg/dia durante 2 semanas o hasta
alcanzar una dosis acumulada de 1 6 2 g seguido de fluconazol 400 mg al
dia durante 6-8 semanas. El tratamiento combinado con 5-fluorocitosina no
ha demostrado beneficio clinico afiadido. No sé ha demostrado que la
combinacién anfotericina B liposdmica y anfotericina B complejo lipidico sea
de mayor eficacia pero si su menor nefrotoxicidad con respecto a la
anfotericina B. Otra alternativa terapéutica es el tratamiento combinado de
fluconazol y 5-fluorocitosina, donde se han observado tasas de curaciéon
elevadas (60-80%). El tratamiento de la criptococosis y la quimioprofilaxis
secundaria son a menudo imposibles en los paises en desarrollo o
subdesarrollados debido al elevado costo y la escasa disponibilidad de los
farmacos requeridos, y a la necesidad de tratamiento hospitalario y

monitorizacion (Miller, 1999; Santamaria y Zubero, 2002).

~ Los pacientes infectados por C. neoformans var. gattii requieren
tratamientos mas prolongados pues son mas resistentes a la terapla
convencional. También necesitan mas terapia intratecal, procedlmlentos
quirargicos y/o resecciones pulmonares (Speed y Dunt, 1995). La mayor
duracnon de la terapla para hospedadores no mmunosupnmldos con
mfecmones por var. gaftii parece estar relacionada con una alta tasa de
complicaciones, respuesta lenta y anormalidades clinicas persistentes
(Casadevall y Perfect, 1998).

La curacién completa de la criptococosis en un paciente infectado por
el VIH es muy dificil, ya que a pesar de la curacic’m clinica el criptococo
persiste en el LCR, plasma o préstata, por lo que el objetivo en estos
pacientes debe ser controlar la infeccion y mantener la profilaxis secundaria
de por vida para evitar recidivas (Dismukes, 1993), pues la frecuencia de
recurrencia llega al 70% (lfiigo Garcia y cols., 1996). El itraconazol puede
ser una alternativa aunque se considera que el fluconazol es mas efectivo en

la prevencion de las recaidas.
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~ Sin embargo, a partir de 1990 la frecuencia de esta enfermedad ha
ido disminuyendo en Europa y América tras el advenimiento de la terapia
antirretroviral de gran actividad (TARGA) y los tratamientos profilacticos
disefiados para prevenir las infecciones flungicas, de‘; taI' forma que la
inmunosupresion originada por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), necesaria para que Cryptococcus neoformans infecte, se retrasa
indefinidamente (Kwon-Chung y cols., 2000; Manfredi, 2000; Quindds, 2002;
Shelburne y Hamill, 2003). Al respecto, en nuestro pais, la incidencia actual
de esta enfermedad tras la introduccibn de estos tratamientos
antirretrovirales ha disminuido desde 0.67 casos por millén de habitantes en
1998 a 0.35 casos por millén de habitantes en 1999 (Colom y cols., 2001).

En patologia veterinaria, la respuesta al tratamiento de Ila
criptococosis nasal, respiratoria y cutanea es buena, especialmente si se
detecta en los estadios iniciales de la enfermedad. Los gatos responden mal
a la terapia cuando manifiestan sintomas nerviosos. Se recomienda el uso
de imidazoles durante al menos 30 dias. El itraconazol es el mas efectivo y
menos téxico, el fluconazol también ha dado buenos resultados, no obstante,
el inconveniente es el alto coste de ambos. Recientemente se ha ampliado el
uso de la flucitosina y el de la anfotericina B. Cuando se administra esta
tltima, debe valorarse la funcion renal dada su nefrotoxicidad y disminuir la
dosificacién si se observan signos de insuficiencia renal. Se debe administrar
en infusiones lentas intravenosas respetando la dosis de 0.5-0.8 mg/Kg, de 2
a 3 veces por semana diluida en solucién salina de dextrosa, a razén de 400
ml para gatos y 500 ml para los perros. La duracion del tratamiento es de
aproximadamente 4-6 semanas en el caso de los gatos y de 6 a 8 para los
perros. El ketoconazol es menos caro que el itraconazol y el fluconazol, pero
su principal problema es que no penetra en el SNC. Dentro de los efectos
adversos que se pueden presentar por el uso del ketoconazol es la
hepatotoxicidad que produce y la anorexia. En un principio se puede usar
una combinacion de anfotericina B y flucitosina o anfotericina B con
ketoconazol para seguir posteriormente con la administracion de ketoconazol

sblo. Para evaluar la eficacia del tratamiento, se puede usar el test que
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detecta el antigeno polisacarido capsular (Legendre y Berthelin, 1995;
Hungerford y cols., 1998).

2.2.9.- PROFILAXIS

Prevenir la exposiciéon a Cryptococcus neoformans es una utopia. Ya
que no se puede evitar el contacto con el hongo, es aconsejable, sobre todo
en los pacientes en riesgo, evitar los lugares potencialmente contaminados
por el hongo, en particular aquellos con abundantes deyecciones de
palomas, aunque ninguna evidencia clara sustenta esta recomendacion. En
los enfermos con un recuento de linfocitos CD4 <100/ml, la administracion
profilactica de fluconazol disminuye la morbilidad de micosis sistémicas,
entre ellas la criptococosis (Powderly y cols., 1995). Sin embargo, la
aparicién de resistencias, la escasa frecuencia de la criptococosis, los
efectos adversos de la medicacién y su utilidad en el tratamiento de otras
micosis, hacen que no se recomiende rutinariamente la profilaxis primaria de

la criptococosis (Ifigo Garcia y cols., 1996).

Es recomendable que estos pacientes eviten el contacto con este tipo
de ambientes y que nunca realicen personalmente la limpieza de palomares,
gallineros o desvanes, para evitar la inhalacion de este hongo (Blaschke-
Hellmessen, 2000).
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- DETERMINACION DE LAS ESPECIES LEVADURIFORMES DE
INTERES CLINICO AISLADAS MAS FRECUENTEMENTE EN
PALOMARES DE LA ISLA DE GRAN CANARIA.

3.1.1.- MUESTREO

La isla de Gran Canaria cuenta con una gran poblacion colombdfila.
Solo en esta isla, la poblacion de palomas mensajeras existente a fecha 31 de
Diciembre de 1.999 era de 59.359 animales, distribuidas en 17 sociedades
colombéfilas por los diferentes municipios de la isla, con una media de 42
palomares por club. El nimero total de palomares oficialmente reconocidos
existentes en la isla de Gran Canaria es de 720. A continuacién se detallan
dichos datos en la Tabla 8.

CLUB COLOMBOFILO PALOMARES PALOMAS
LA PALOMA MENSAJERA 72 5.149
ALAS DEL NUBLO 71 5.521
CIUDAD ALTA 33 3.062
FONDO GUANARTEME 68 5.879
ARUCAS 27 2.250
NOROESTE 35 3.010
LAS PALMAS 25 2.318
GRUPO GRAN CANARIA 79 7.814
VICT. MENS. COLORADAS 18 1.439
SAN JOSE 103 7.838
DORAMAS 37 3.771
REAL DE GRAN CANARIA 50 3.666
RECREATIVO LA PAZ 33 2.058
LA LUZ 23 1.517
UNION DEL RISCO 15 1.131
ANSITE 11 888
GUAYADEQUE 20 2.048
TOTALES 720 59.359

Tabla 8.- N° de palomares y palomas existentes en cada uno de los clubes
colombéfilos de la isla de Gran Canaria
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Para poder realizar los estudios estadisticos. -oportunos,
necesitdbamos conocer un censo fiable de palomas controladas existentes
en la isla de Gran Canaria. En Esparia, todas las ‘palomas mensajeras
dependen del Ministerio de Defensa, que tiene Censadas a todas las
palomas, tanto militares como de competicién. El Ejército Espanol tiene su
propio servicio colombdéfilo dotado de palomares en diversas provincias,
componiendo las llamadas lineas militares de colombofilia. Por esta razon y
debido a la urgencia de comenzar el presente estudio, acudimos a esta
fuente de informacién para obtener un censo de palomas y de palomares
totalmente fiable. Concretamente nos fue facilitado por el Batallén de
Transmisiones de Servicios Especiales (El Pardo, Médrid). Posteriormente,
estos datos fueron corroborados por la Real Federacidon Espafola de

Colombofilia.

Canarias es una de las Comunidades Autbnomas con mayor niumero
de palomas mensajeras de Espana. El censo de palomas y palomares en
nuestra Comunidad Auténoma se distribuye tal como indica la Tabla 9. Gran
Canaria ocupa el segundo puesto dentro de la colombofilia de nuestra

Comunidad Auténoma.

ISLA PALOMARES PALOMAS CLUB

TENERIFE 950 82.476 25
LA PALMA 145 9.734 3
LA GOMERA 67 4.721 2
GRAN CANARIA 720 59.359 17
FUERTEVENTURA 89 7.442 2
LANZAROTE 99 6.785 3
EL HIERRO 0 0 0
TOTAL 2.070 170.517 52

Tabla 9.- Nimero de palomares y de palomas existentes en cada una de las Islas
Canarias, asi como el nimero de clubes colombdéfilos con los que cuenta cada una
de elias.

Para establecer el tamafio de la muestra del presente estudio, se realizé
un muestreo probabilistico en el que la seleccion de la muestra fue realizada

mediante un proceso aleatorio a dos niveles, conocido como muestreo
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multiestadio, lo que permite que cada grupo (palomar) y cada unidad del grupo
(paloma), tenga la misma probabilidad de ser seleccionado, y por tanto nos
evitara que exista un sesgo de seleccion. Se trabaj6é a partir de los 17 clubes
colombdfilos reconocidos oficialmente en la isla de Gran Canaria, que engloba
un total de 720 palomares. Para estimar . la prevalencia de la infeccién en
palomares con una cota de error maximo del 10% y para una probabilidad
del 95% hemos tomado una muestra de 86 palomares. En el disefo inicial
de la muestra, para estimar la prevalencia de la infeccion en palomas (buche
y cloaca), con un error maximo del 6% para una probabilidad del 95%,
debian tomarse 3 palomas por palomar. No obstante, durante el muestro fue
posible aumentar el tamafio muestral tomando de 3 a 5 palomas en cada
palomar, contabilizandose finalmente un tamafio muestral de 331 palomas,
lo que nos permite estimar la prevalencia de la infeccién en la poblacion de
palomas con un error maximo del 5.4% con una probabilidad del 95%. De
cada paloma se obtuvo una muestra de buche y otra de cloaca. La
distribucién por clubes del presente estudio ha sido realizada tal como se

expone a continuacion:

. Club colombéfilo La Paloma Mensajera con un total de 72
palomares: se han muestreado 9 palomares, el tamafio muestral
minimo requerido de palomas segun el estudio estadistico ha sido de
27.

o Club colombdfilo Alas del Nublo con un total de 71 palomares:
se han muestreado 9 palomares, el tamafio muestral minimo
requerido de palomas segun el estudio estadistico ha sido de 27.

. Club colombéfilo Ciudad Alta con un total de 33 palomares: se
han muestreado 9 palomares, el tamafio muestral minimo requerido
de palomas segun el estudio estadistico ha sido de 27.

o Club colombdfilo Fondc Guanarteme con un total de 68
palomares: se han muestreado 5 palomares, el tamafio muestral
minimo requerido de palomas segun el estudio estadistico ha sido de
15.
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- o Club colombdfilo Arucas con un total de 27 palomares: se han

muestreado 3 palomares, el tamafio muestral minimo requerido de
palomas segun el estudio estadistico ha sido de 9.

e  Club colombdfilo Noroeste con un total de 35 palomares: se
han muestreado 4 palomares, el tamafio muestral minimo requerido
de palomas segun el estudio estadistico ha sido de 12.

) Club colombéfilo Las Palmas con un total de 25 palomares: se
han muestreado 10 palomares, el tamafio muestral minimo requerido
de palomas segtin el estudio estadistico ha sido de 30.

. Club colombdfilo Grupo Gran Canaria con un total de 79
palomares: se han muestreado 5 palomares, el tamafo muestral
minimo requerido de palomas segun el estudio estadistico ha sido de
15. '

. Club colombéfilo Victorias Mensajeras con un total de 18
palomares: se ha muestreado 1 palomar, el tamafo muestral minimo
requerido de palomas segun el estudio estadistico ha sido de 3.

o Club colombéfilo San José con un total de 103 palomares: se
han muestreado 12 palomares, el tamafio muestral minimo requerido
de palomas segun el estudio estadistico ha sido de 36.

. Club colombéfilo Doramas con un total de 37 palomares: se
han muestreado 5 palomares, el tamafio muestral minimo requerido
de palomas segun el estudio estadistico ha sido de 15.

. Club colombéfilo Guayadeque con un total de 20 palomares: se
han muestreado 2 palomares, el tamafio muestral minimo requerido
de palomas segun el estudio estadistico ha sido de 6.

. Club colombéfilo Real de Gran Canaria con un total de 50
palomares: se han muestreado 6 palomares, el tamafio muestral
minimo requerido de palomas segun el estudio estadistico ha sido de
18.

e Club colombéfilo Recreativo de La Paz con un total de 33

palomares: No se ha muestreado.
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e . Club colombdfilo La L.uz con un total de 23 palomares: se han
muestreado 3 palomares, el tamafo muestral minimo requerido de
palomas segun el estudio estadistico ha sido de 9.

. Club colombdfilo  Unién del Risco con un total de 15
palomares: se ha muestreado 1 palomar, el tamafio muestral minimo
requerido de palomas segun el estudio estadistico ha sido de 3.

. Club colombéfilo Ansite con un total de 11 palomares: se han
muestreado 2 palomares, el tamafio muestral minimo requerido de

palomas segun el estudio estadistico ha sido de 6.

El nimero de muestras recogidas en los diferentes palomares queda
reflejado en la Tabla 10. Para completar el estudio, hemos analizado
muestras de excrementos que se recogieron en localizaciones elegidas al
azar en el interior de los palomares y que posteriormente fueron

homogeneizadas de forma conjunta como muestra representativa de un solo

palomar (Tabla 10).

cLuB N° MUESTRAS DE  N°DE MUESTRAS N°DE MUESTRAS N° PALOMARES
COLOMBOFILO BUCHE DE CLOACA DE HECES MUESTREADOS
LA PALOMA
MENSAJERA
ALAS DEL NUBLO 36 36 15 9
CIUDAD ALTA 26 26 26 9
FONDO 20 20 11 5
GUANARTEME
ARUCAS 12 12 3 3
NOROESTE 16 16 7 4
C. LAS PALMAS 39 39 10 10
GRUPO GRAN 26 26 9 5
CANARIA
VICTORIAS 4 4 1 1
MENSAJERAS
SAN JOSE 40 40 19 12
DORAMAS 20 20 17 5
GUAYADEQUE 12 12 4 2
REAL DE GRAN 22 22 6 6
CANARIA
RECREATIVO DE LA 0 0 0 0
PAZ
LALUZ 11 11 3 3
UNION DEL RISCO 5 5 2 1
ANSITE 10 10 9 2
TOTAL 331 331 174 86

Tabla 10.- N° total de muestras de buche, heces y cloaca recogidas por club, asi
como el n° total de palomares muestreados.
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En la Figura 9 queda reflejada la distribuciébn de los palomares

muestreados por municipios.
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Figura 9.- Distribuciéon por municipios de los de palomares muestreados en
la isla de Gran Canaria

De los 86 palomares, 67 estaban localizados en el municipio de Las
Palmas de Gran Canaria. En él, se concentra la mayor parte de la actividad
colombofila de la isla. Los 19 palomares restantes se localizaron en el resto
de municipios. Los nueve distritos con los que cuenta el municipio de Las
Palmas de Gran Canaria han sido agrupados en 4 zonas debido a su
proximidad geografica y similitud climatica; estas zonas han sido

denominadas 1, 2, 3 y 4 tal y como se observa en la Figura 10:
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Figura 10.- Plano de los diferentes distritos de la ciudad de Las Palmas de
Gran Canaria.

Dicha distribucién queda reflejada en la Tabla 11.

LOCALIZACION N° DE PALOMARES DISTRITOS

MUESTREADOS

1 Santa Catalina-Isleta 17 IV+V

2 Tamaraceite-Tafira 16 VIHI+IX

3 Vegueta-Triana 21 1+

4 Arenales-Schamann- 13 H+VI+VI
Escaleritas

Tabla 11.- Palomares muestreados en las diferentes zonas que agrupan los distintos
distritos del municipio de Las Palmas de Gran Canaria
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3.1.2.- TOMA Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS EN PALOMARES

Se analizaron tres tipos de muestras (heces, buche y cloaca).

3.1.2.1.- MUESTRAS DE HECES

Se recolectaron y analizaron un total de 174 muestras de
excrementos de palomas (Columba livia), procedentes de 83 de los 86
palomares totales incluidos en el muestreo de la isla de Gran Canaria. No
pudimos recoger muestras de excretas en 3 de los palomares. La recogida

de las muestras se llevé a cabo entre los afios 1999 y 2001.

En la recogida de muestras se preferian las heces antiguas y secas o
moderadamente secas, desechandose las recientes. El lugar de predileccién
para la recogida lo constituia, en cada caso, el interior del habitaculo del ave,
donde Ilos rayos solares no incidiesen directamente. Las heces
seleccionadas para el estudio, fueron recogidas con la ayuda de espatulas
de madera estériles y fueron contenidas en recipientes estériles tal y como
describen Mangiarotti y cols. en 1993 y posteriormente fueron transportadas
al laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Veterinaria de
la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (U.L.P.G.C.), procesandose
en un plazo maximo de 8 horas. El peso de cada muestra, no superaba los
20-30 gr. Todo el material colectado se mantuvo en condiciones de

refrigeracion hasta su procesado en el laboratorio.

Figura 11.- Excrementos
acumulados en un nalomar
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Las excretas se sembraron empleando diluciones (102-10?), de 2
gramos de heces en 10 cc de suero fisiolégico estéril. La primera dilucién
(10?) del suero fisiolégico contenia ademas una concentracién de
cloranfenicol de 0.2 mgr/ml (Laboratorios Sigma) y se dejaba decantar
durante 30 minutos, antes del inicio de la segunda y tercera dilucién. Las dos
ultimas diluciones de cada muestra, se sembraron empleando cuatro med_ios
de cultivo diferentes. Tras agitacidn, se sembré una cantidad de 0.2 ml de
cada una de las dos suspensiones en la superficie de cuatro medios de
cultivo por duplicado: Agar Glucosado de Sabouraud (Cultimed) con
cloranfenicol (50 mg/ml) o sin la adiciébn de cloranfenicol, Agar Malta
(Cultimed) y Agar de Staib (Agar Guizotia abyssinica-Creatinina o Agar
semilla de Niger) (Ver Apdo. 3.4).

Figura 12.- Heces en
solucion salina estéril

3.1.2.2.- MUESTRAS DE BUCHE

En nuestro estudio, se analizaron un total de 331 muestras de buche,
procedentes de 82 de los 86 palomares totales incluidos en el muestreo de
la isla de Gran Canaria. La recogida de las muestras se llevé a cabo entre
los afios 1999 y 2001. Cuatro colombéfilos no nos permitieron analizar

muestras de buche de sus palomas.

Las muestras de buche se obtuvieron in vivo y fueron recogidas con

hisopos de algodén estériles, entubados que llevaban incorporados un
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medio de transporte para su mejor conservacion (Eurotubo®, Rubi). El hisopo
fue introducido via oral hasta el buche del ave, frotandose contra la mucosa

y posteriormente fue introducido en el tubo que porta el medio de transporte,

manteniéndose en refrigeracion hasta el momento de su procesado en el .

laboratorio.

Figura 13.- Recogida de muestra de
buche

Una vez en el laboratorio, las muestras se sembraron en los mismos
medios de cultivo utilizados para la siembra de las heces (Ver Apdo 3.1.2.1)
por duplicado. Posteriormente, las placas se observaron diariamente hasta

observar crecimiento levaduriforme durante un periodo de 3 a 7 dias.

3.1.2.3.- MUESTRAS DE CLOACA

Se analizaron un total de 331 muestras de cloaca, procedentes de 82
de los 86 palomares totales incluidos en el muestreo de la isla de Gran
Canaria; en este caso, 4 colomboéfilos no nos permitieron tomar muestras de
las cloacas de sus palomas. La recogida de las muestras se llevé a cabo
entre los afios 1999 y 2001. Se trataba de las mismas palomas utilizadas en

la recogida de muestras de buche.
Las muestras fueron tomadas con la ayuda de hisopos de algodon

estériles, entubados con un medio de transporte (Eurotubo®, Rubi), los

cuales fueron introducidos en la cloaca del animal (Mattsson y cols., 1999),

)
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previa limpieza de la zona. Se gira el hisopo, poniéndolo en contacto con la
mucosa intestinal o cloacal. Posteriormente, las muestras fueron

conservadas en refrigeracion hasta su procesado en el laboratorio.

s

Figura 14.- Recogida de
muestra de cloaca

Una vez en el laboratorio, las muestras se sembraron en los mismos
medios utilizados para la siembra de las heces (Ver Apdo 3.1.2.1) por
duplicado. Posteriormente las placas se fueron observando diariamente

hasta observar crecimiento levaduriforme durante un periodo de 3 a 7 dias.

3.2.- DETERMINACION DE LAS ESPECIES LEVADURIFORMES
AISLADAS MAS FRECUENTEMENTE DE LAS PLAZAS PUBLICAS DE
LA ISLA DE GRAN CANARIA CON UNA POBLACION SIGNIFICATIVA DE
PALOMAS Y/O TORTOLAS

3.2.1.- MUESTREO .

Para nuestro estudio hemos realizado un muestreo de conveniencia
basandonos en los municipios cuyo clima fuera el mas adecuado para el
desarrollo y viabilidad en condiciones ambientales de Cryptococcus spp.
(género levaduriforme en el que se centra nuestro estudio), asi como la
presencia de palomas y/o tértolas en sus plazas publicas. Por lo tanto,
teniendo presente estas caracteristicas, hemos centrado nuestro estudio en
la zona centro-norte de la isla de Gran Canaria y en el municipio de Telde,

considerando este ultimo de interés, por ser tras el municipio de Las Palmas
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de Gran Canaria, el que mayor poblacién colombofila presenta en la isia,
adecuandose también su clima para el posible desarrollo de estas especies
levaduriformes. Los municipios que han entrado a formar parte del presente

estudio son los siguientes: Agaete, Arucas, Firgas, Galdar, Moya, Las -

Palmas de Gran Canaria, Santa M? de Guia, Telde y Teror. No obstante, el
municipio de Moya, adn encontrandose en la zona de estudio no pudo ser
muestreado por carecer de plazas publicas con una poblacion minima de

palomas o tértolas.

Para la realizacién del presente estudio muestreamos un total de 17
plazas publicas distribuidas por los distintos municipios anteriormente
nombrados: 9 en el municipio de Las Palmas de Granb Canaria, 2 en Telde, 1
en Arucas, 1 en Firgas, 1 en Teror, 1 en Agaete, 1 en Guia y 1 en Galdar
(Figura 15).

| GRAN CANARIA
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; S & . 9’ .

/ Gamar ‘Giiia | Mcya gmm’ N

4;' } .ﬁ
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Figura 15.- Plano de los diferentes municipios de la isla de Gran
Canaria. N°de plazas publicas muestreadas en los diferentes
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3.2.2.- TOMA Y PROCESADO DE LAS MUESTRAS EN PLAZAS
PUBLICAS

3.2.2.1.- MUESTRAS DE HECES

Se recolectaron y analizaron un total de 17 muestras de excretas de
palomas (Columba livia) ylo tértolas (Streptopelia turtur) de 17 plazas
publicas de la isla de Gran Canaria. La recogida de las muestras se llevo a
cabo exactamente igual que en el caso descrito en el apartado 3.1.2.1,
teniendo en cuenta que en este caso se seleccionaron las excretas que

estaban situadas en zonas umbrias.

3.3.- ESTUDIO MICROBIOLOGICO DE LAS CEPAS OBTENIDAS EN 3.1 Y
3.2.

Se procedi6 a estudiar todas las muestras recogidas para el desarrollo
del trabajo (excretas de palomas de plazas y palomares, y muestras de buche
y cloaca de palomas existentes en los palomares). En todos los casos, estas
muestras se obtuvieron con las maximas condiciones de asepsia, en
recipientes estériles, y fueron conservadas en refrigeracion hasta su

procesamiento.
3.3.1.- AISLAMIENTO

Tras la siembra en los diferentes medios de cultivo (Ver Apdo 3.1.2.1),
la incubacién se realizé a 30°C y 37°C. Diariamente, se realiz6é un control del
crecimiento de las placas. Aquellas en las que no se observd crecimiento
durante el mes y medio siguiente a la fecha de la siembra, se consideraron

negativos.

Las colonias levaduriformes se estudiaron observando en primer lugar
su morfologia microscépica, utilizando para ello la tincion de Gram (Carter,
1969) para observar la forma, tamarfo y tipo de gemacion. Posteriormente

fueron identificadas mediante el uso del sistema comercial APl 20 C AUX
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(BioMérieux, Madrid, Espafia). La galeria APl 20 C AUX, se compone de 20
cupulas con sustratos deshidratados que permiten realizar 19 -tests de
asimilacion. Los sustratos a los que se enfrentaron las cepas problemas, son
los siguientes: Glucosa, Glicerol, 2—Ceto-D—GIuconato, L-Arabinosa, D-Xylosa,
Ado’nitol, Xylitol, Galactosa, Inositol, Sorbitol, a-Metil-D-Glucosido, N-Acetil-D-
Glucosamina, Celobiosa, Lactosa, Maltosa, Sacarosa, Trehalosa, Melezitosa y
Rafinosa. La inoculacion de dicha galeria se realizd segun protocolo y la
interpretacién y lectura de los resultados medianfte el Programa informatico
APILAB Plus V3.3.3.

Asimismo, todas las cepas fueron sembradas en el medio de Agar
Harina de maiz (Oxoid) al que le fue adicionado Tween 80 a una
concentracion final de 0.02% para reducir la tensién superficial y aumentar la
formacion de pseudohifas y blastoconidias. La inoculacién se realizé segun

la técnica de Dalmau descrita por Koneman y cols. (1999).

" Las cepas identificadas como Cryptococcus neoformans se

sometieron a las siguientes pruebas de identificacion y biotipificacion:

<> Identificacion morfolégica (Tinta china)
<& Capacidad de crecimiento a 37°C
< Identificacion de Crypfococcus neoformans por métodos
enzimaticos
. Deteccion de ureasa
. Actividad fenoloxidasa
. Asimilacién del nitrégeno del nitrato potasico

» Test de resistencia a la actidiona o cicloheximida (GCP)

<> Siembra en Canavanina Glicina Azul de bromotimol (CGB)
< Produccién de amiloides en medio de Aschner (Hermoso
de Mendoza., 1984 A)

< Pruebas de termotolerancia
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Las cepas identificadas como C. albicans fueron confirmadas mediante

la utilizacion del medio de cultivo conocido como Candida ID (Biomérieux ).
3.3.2.- IDENTIFICACION

Para la identificacion de las cepas hemos empleado los siguientes

criterios:;

< Identificacion morfolégica

Las distintas cepas de criptococos fueron sometidas a una tincion de
tinta china (Carter, 1969), intentando evidenciar la capsula de C. neoformans,
como un halo claro y bien delimitado, de 2 a 10 um, que rodea completamente
a la célula fangica, la cual destaca por la refringencia de su pared. Para esta
tincion, llevamos un asa de las levaduras a una gota de agua destilada con
tinta china en un portaobjeto. La experiencia indica la cantidad de tinta china
que debe usarse. Cubrimos con un cubreobjeto y examinamos la preparacion.
La presencia de formas redondas rodeadas de un halo grande y transparente,

indican la presencia de C. neoformans.

Figura 16.- Capsulas de
Cryptococcus neoformas. Tinta
china

Figura 17.- Tincién de Gram.
Cryptococcus neoformans
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<> Capacidad de crecimiento a 37°C

La capacidad de crecimiento a 37°C se demuestra a través del
aislamiento de las cepas a dicha temperatura tras su incubacién en la estufa
durante 24-48 horas.

Figura 18.- Cryptococcus neoformans en
Sabouraud con cloranfenicol

o Identificacion de Cryptococcus neoformans por métodos

enzimaticos
= Deteccion de ureasa

A todas las cepas identificadas como C. neoformans y Cryptococcus
spp. se les realiz6 la prueba de la ureasa. Para ello, usamos el medio de agar
urea de Christensen. Las cepas ureasa positivas hacen virar en pocos dias el
indicador de pH, adquiriendo el medio de cultivo un color rojizo. Se efectua la
siembra a partir de un crecimiento de 48 horas de Agar Glucosado de
Sabouraud transfiriendo con un asa estérii una parte de la colonia
levaduriforme purificada al Agar Urea de Christensen. Se incuba a una
temperatura de 25°C durante 48 horas. Se consideraron positivas aquellas
placas que mostraron una coloraciéon rosa-rojo en dicho tiempo. Usamos la

cepa 1001 de C. albicans de la CECT (Coleccion Esparola de Cultivos Tipo)

como control negativo.
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Figura 19.- Prueba de la ureasa

= Actividad fenoloxidasa

Los cultivos en medio Agar Guizotia se observaron diariamente en
busca de colonias capaces de producir pigmento castafo, criterio inicial en la
identificacion (Staib y cols., 1987).

El desarrollo de una pigmentaciéon marrdn oscura alrededor del
crecimiento es caracteristico de Cryptococcus neoformans. Podemos observar
dicha capacidad sobre el medio de Agar Guizotia abyssinica en las Figuras 20
y 21.

Figura 20 y 21.- Cryptococcus neoformans en Agar Guizotia abyssinica

Se emple6 como control positivo la cepa de referencia de C.
neoformans var. neoformans (CECT 1078) y como control negativo la cepa
CECT 1001 de C. albicans.
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" - Asimilacion del nitrégeno del nitrato potasico .- .-, . -

Sembramos en la superficie del medio inclinado con asa de siembra a
partir de una suspension de turbidez equivalente al 2 de Mc Farland todas
aquellas cepas obtenidas en nuestro estudio y que fueron identificadas como
C. neoformans y Cly‘ptocbccus spp. Usamos cultivos de 48 horas en Agar
Glucosado de Sabouraud e incubamos a 30°C para posteriormente leer a las
96 horas. Todas las cepas que asimilaron el nitrato crecieron en dicho
medio. Como control positivo se empleé C. albidus CECT 1072 y como

control negativo C. neoformans CECT 1078.

P Test de resistencia a la actidiona o cicloheximida (GCP)

-,

Evaluamos la resistencia o no a la cicloheximida de todas las cepas
identificadas como C. neoformans sobre el medio GCP (glicina cicloheximida
rojo de fenol) de Salkin y Hurd (1982). Para ello, sembramos en dicho medio a
partir de una suspension con una turbidez equivalente al nimero 2 de la escala
de Mc Farland de cultivos de 48 horas en Agar glucosado de Sabouraud.

Incubamos a 25°C, de 5 a 7 dias.

La variedad gatti tolera el nivel de cicloheximida incorporado en este
medio y crece utilizando la glicina como fuente de carbono. Esta
decarboxilacién alcaliniza el medio virando a rojo. Sin embargo, la variedad
neoformans no tolera la cicloheximida y por lo tanto no crece ni altera el
medio. Se emple6 como control negativo una cepa de referencia de C.
neoformans var. neoformans (CECT 1078) y como control positivo una cepa
de referencia de C. neoformans var. gattii cedida por‘el Dr. Miguel Hermoso

de Mendoza Salcedo (Facultad de Veterinaria de la UEX, Caceres).

> Siembra en Canavanina_@liciné Azul de bromotimol (CGB)

Con la finalidad de determinar la variedad a la que pertenecen todos
los aislamientos identificados como C. neoformans, realizamos la siembra de
todas las cepas identificadas como tales sobre el medio CGB, el cual fue
preparado tal y como describen Kwon-Chung y cols. en 1982. Sembramos
en estria a partir de suspensiones preparadas equivalentes al 2 de la escala
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de Mc Farland, de cultivos de 48 horas en Agar Glucosado de Sabouraud.
Tras la siembra, incubamos a 25°C, de 5 a 7 dias.

La prueba se considerara positiva si se produce un cambio de color
de amarillo (pH 5,8) a azul intenso (pH > 7,0) en el periodo de tiempo
previamente descrito. Se emple6 como control negativo una cepa de
referencia de C. neoformans var. neoformans (CECT 1078) y como control

positivo una cepa de referencia de C. neoformans var. gattii.

Figura 22.- Medio de canavanina glicina

azul de bromotimol

C. neoformans var. gattii tolera la L-canavanina hasta concentraciones
de 960 mcg/ml, y por lo tanto puede crecer utilizando la glicina como fuente
de carbono, lo que alcaliniza el medio, virando a azul cobalto. Sin embargo,
la variedad neoformans es sensible a la L-canavanina y es incapaz de
utilizar la glicina como unica fuente de carbono y por lo tanto ni crece ni
produce alteraciones en dicho medio (Hermoso de Mendoza, 1984; Mitchell
y Perfect, 1995).

<> Produccién de amiloides en medio de Aschner

Sembramos con asa de siembra, a partir de cultivos de 48 horas en
Agar Glucosado de Sabouraud, en medio de Aschner e incubamos a 30°C
durante un periodo de 14 dias. Todas las levaduras del Género Cryptococcus,
producen sustancias analogas al almidén en menos de 14 dias. Pasado dicho
tiempo, adicionamos unas gotas de lugol al medio, de tal forma que la
presencia de compuestos analogos al almidén, tifien el medio de un color azul
profundo (Hermoso y cols., 1984 A). Como control negativo empleamos la
cepa CECT 1001 de C. albicans.
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Figura 23.- Color azul profundo en el medio de Aschner.
Control negativo: C. albicans

<> Pruebas de termotolerancia

La tolerancia térmica se realizé a las distintas especies de criptococos
y se determiné mediante la exposicion de los cultivos obtenidos a 37, 39 y
42°C durante 48 horas, en un ambiente himedo. Para ello, usamos el medio
Glucosado de Sabouraud (Cultimed) en tubo inclinado, sembrando con un
asa una suspension previamente preparada equivalente al 2 de la escala de
Mc Farland. Se cuantifico el crecimiento por turbidimetria (escala de Mc
Farland) de una suspensién del cultivo en 10 ml de agua destilada estéril.
Una turbidez igual o superior a 2 se consider6 como crecimiento, una
turbidez de 1 significo la supervivencia de la levadura y la ausencia de

turbidez determiné efectos letales para la misma.
3.4.- Medios de cultivo

3.4.1.- AGAR DE STAIB (Guizotia abyssinica o Agar semillas de Niger)

Medio utilizado para aislar Cryptococcus neoformans por ser la unica
especie del Género que al metabolizar la Guizotia abyssinica (negrilla),
produce melanina originando un color marrén oscuro. El cloranfenicol
adicionado al medio lo convierte en un medio selectivo. Se utilizé la variante,
propuesta por Swinne- Desgain en 1975, al medio original de Shields y Ajello

en 1966 con los siguientes componentes:
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- Glucosa (PANREAC) 20¢g

- Creatinina (SIGMA) 19

- KH2PO4 (MERCK) 19

- Mg SO4 (MERCK) 05¢g

- Cloranfenicol (SIGMA) 19

- Difenilo (SIGMA) 19

- Agar (PANREAC) 15¢g

- Extracto acuoso de Guizotia abyssinica 1000 g

La elaboracién del medio se prepara como se describe a continuacion:
Molemos 50 gramos de semilla de negrilla (comprada en un establecimiento
especializado en alimentacion de aves), a la cual le afadimos 1.000 ml de
agua destilada (Figura 24). Se somete a ebullicién durante 20 minutos y a
continuaciéon colamos Yy filtramos para eliminar los residuos mas groseros. Se
reconstituye el volumen perdido hasta el original con agua destilada. Tras esto,
ajustamos el pH hasta un valor de 6.0 y se afiaden el resto de componentes a
excepcion del difenilo. Disolvemos por ebullicion y esterilizamos a 110° C
durante 15 minutos. El difenilo es insoluble en el agua y por lo tanto lo
debemos disolver en 5 ml de alcohol etilico para afiadirlo al medio fundido.
Este paso lo debemos realizar previo a la esterilizacion. Una vez hecho,

debemos conservarlo en condiciones de refrigeracion (4°C).

Figura 24.- Semilla de Niger en agitacion
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3.4.2.- NITRATO POTASICO
Se empled el método descrito por Van Breuseghem en 1966.

- Bacto Yeast Carbon Base (DIFCO) 11.7¢g

- NO3K (MERCK) 19
- Bacto Agar (DIFCO) 2049
- Agua destilada . 1000 ml

Se funde por ebullicion y se reparte 5 ml por tubo. Esterilizamos a
120°C durante 15 minutos y posteriormente dejamos enfriar en posicién

inclinada.
3.4.3.- MEDIO GCP (GLICINA CICLOHEXIMIDA ROJO DE FENOL)

La composicion del medio es la descrita por Salkin y Hurd en 1982.

SOLUCION A:

- Glicina (SIGMA) 109

- Cicloheximida (SIGMA) 1,6 mg
- Yeast Nitrogen Base (DIFCO) 69

- Agua destilada 200 mi

Disolver, ajustar pH a 5,6 y esterilizar por filtracion (MILLIPORE 0,45

pm).

SOLUCION B:

- Rojo Fenol, sol. 0,5 % (PANREAC) 30 ml
- Bacto Agar (DIFCO) 204g

- Agua destilada 70 ml
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Disolver por ebullicion y esterilizar a 120°C durante 15 minutos. Para
preparar el medio completo, licuar la fase soélida B, manteniendo su
temperatura a 45°C, y afadir la solucién A. Mezclar y verter en placas de Petri,

a 10 ml por placa.

3.4.4.- MEDIO CGB (CANAVANINA-GLICINA-AZUL DE BROMOTIMOL)

La composicion del medio es la descrita por Kwon-Chung y cols. (1982).

SOLUCION A:

- L-Canavanina sulfato (SIGMA) 30 mg
- Glicina (SIGMA) 10 mg
- KH,PO4 (MERCK) 19

- Mg SO4 (SIGMA) 19

- Tiamina HCI (SIGMA) 1mg

- Agua destilada 100 ml

Disolvemos y ajustamos el pH a 5.6, para posteriormente esterilizar por
filtracion (MILLIPORE, 0.45 um).

SOLUCION B:

- Azul de bromotimol (PANREAC) 04g
- Na OH (PANREAC) Solucién 0.01 N 64 mi
- H>O destilada 36 mi

A continuacion, disolvemos 20 gramos de agar y 20 mi de la solucién B
en 880 ml de agua destilada y esterilizamos 15 minutos a 121°C. Se deja
enfriar a 45°C y afiadimos 100 ml de la solucién A. Se mezcla todo bien y

luego vertemos en placas de Petri.

Un test positivo en el medio CGB indica un cambio del pH de 5.8 + 0.1

(amarillo verdoso) hasta al menos 7.0 (azul cobalto).
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3.4.5.- MEDIO DE ASCHNER

Se elabora tal y como describe Hermoso de Mendoza (1984 A). La

composicion es la siguiente:

- D(+) Glucosa (PANREAC) 10g

- SO4(NH,), (SIGMA) 19

- 804 Mg. 7H,0 (SIGMA) : 05g

- PO4s HK (SIGMA) 19

- Tiamina (SIGMA) 100 mcg
- Bacto Agar (DIFCO) 25¢

- Agua destilada : 1.000 ml

El pH se ajusta a 4.5 con Cl H diluido, disolvemos por ebullicién y
servimos en placas de Petri. La esterilizacion se efectia a 120°C durante 15

minutos.

3.4.6.- AGAR UREA DE CHRISTENSEN

Composicion:

- Peptona (PANREAC) 19

- Glucosa (PANREAC) 19

- CINa (PANREAC) 59

- PO4 KH2 (MERCK) 29

- Rojo fenol (PANREAC) 12mg
- Bacto Agar (DIFCO) 20g

- Agua destilada 900 ml

Esterilizar los 900 ml de agar a 121°C durante 15 minutos. Se afiaden
100 ml de solucién de urea (20% en agua, esterilizamos por filtracién) a los
900 ml del medio enfriado a 50°C. Dispensar en placas y dejar que se
solidifique. El pH final debe ser 6.8 + 0.2 (Peman y cols., 2001). |
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3.4.7.- CANDIDA ID (BIOMERIEUX, ESPANA)

Medio selectivo y cromogénico que ha sido utilizado para el aislamiento
de levaduras e identificacion inmediata de C. albicans. Permite el cultivo y el
aislamiento de levaduras, la identificacion de C. albicans y la orientacion en la

identificacion sobre otras especies de levaduras.

El color azul que caracteriza las Colonias de Candida albicans esta
ligado a la hidrolisis especifica de un substrato cromogénico de
hexosaminidasa en presencia de un inductor de la enzima. Una segunda
actividad enzimatica (sin interferencia con la actividad hexosaminidasa)
permite diferenciar mejor los cultivos mixtos y orientar sobre la identificacion de
otras especies de candidas (Tabla 12). Las colonias que hidrolizan este
substrato se pigmentan en rosa. La inhibicién de la flora bacteriana se obtiene
por adiciébn de una mezcla selectiva no dada a conocer por Laboratorios
BioMérieux. La lectura se realiza después de 24 a 48 horas de incubacion. A
las 24 horas, en caso de ausencia de crecimiento o en caso de presencia de

colonias blancas, reincubar hasta 48 horas.

Candida albicans C. tropicalis Otras levaduras

C. lusitaniae
C. guilliermondii
C. kefyr

Coloracién de las Azul palido o azul Rosa* Blanco crema
colonias oscuro

Tamaiio de las 0.25a3 mm 0.25a3 mm 0.25a3 mm
colonias

Tabla 12.- Caracteristicas cromogénicas de Candida spp. coloracion después de 48
horas

La coloracién de C. guilliermondii aparece normalmente después de 72
horas. La identificacién de C. albicans con este medio es sencilla. Las colonias
son redondeadas, ligeramente convexas, lisas, de borde neto y de color azul
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(palido u oscuro en funciéon del tiempo de incubacion). Esta coloracion no

difunde al medio.

Las colonias de C. fropicalis, C. lusitaniae, C. guilliermondiiy C. kefyr se .

colorean de color rosa después de 48 horas. Ciertas especies como: C.
famata, C. humicola y Cryptococcus neoformans, pueden en algunos casos
dar colonias rosas mas o menos intensas. Las colonias de otras especies de
levaduras son de color blanco-crema y se realizara una identificacion

bioquimica en caso necesario.

Figura 25.- Candida albicans en Agar Glucosado de Sabouraud
(izquierda) y en Candida ID (derecha).

3.5.- ANALISIS ESTADISTICO

3.51.- VALORACION ESTADISTICA DE LAS CEPAS DE
CRYPTOCOCCUS SPP OBTENIDAS DE BUCHE, HECES Y CLOACA EN

PALOMARES.

Las distintas cepas de Cryptococcus spp y C. albicans obtenidas de
los estudios realizados en plazas publicas y palomares fueron procesadas
utilizando dos programas estadisticos: SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) version 11.0 para Windows y el programa R (version 1.8.0).
Todos los datos fueron analizados bajo la supervision del Dr. Angelo
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Santana del Pino, Profesor Titular de la U.L.P.G.C. en el area de Estadistica

e Investigacion Operativa.

Se buscaron relaciones epidemioldgicas utilizando diferentes
parametros. Para ello, realizamos un contraste de asociacién utilizando el
anadlisis estadistico del test de probabilidades exacto de Fisher para
determinar la presencia-ausencia de C. neoformans, C. uniguttulatus, C.
laurentii, C. albidus y Candida albicans en buche-cloaca. También se utiliz6
este método para evaluar la asociacién entre la presencia-ausencia de
levaduras en las heces depositadas en cada palomar y la presencia-
ausencia de esas mismas levaduras en los buches y cloacas de la palomas

que habitan en ese palomar.

Comparamos los aislamientos de las distintas especies de criptococos
en heces clasificando los palomares como positivos o negativos a los
mismos y relacionandolos posteriormente con la presencia o ausencia de
palomas infectadas en buche y/o cloaca utilizando el test exacto de Fisher.

Hemos utilizado el método estadistico de la Chi cuadrado (x°) de
Pearson para determinar la existencia de diferencias significativas entre las
zonas en las que hemos englobado los distritos del municipio de Las Palmas

de Gran Canaria.

3.5.2.- AUXANOTIPOS DE ORIGEN HUMANO Y ANIMAL

Por la importancia de Cryptococcus neoformans en la salud publica,
hemos querido determinar la posible similitud de los auxanotipos de cepas
de C. neoformans aisladas de enfermos humanos con las obtenidas en

nuestro estudio, todas de origen animal.

Con el objeto de recolectar cepas pertenecientes al Género
Cryptococcus aisladas en patologia humana, nos hemos puesto en contacto
con el personal sanitario del laboratorio de Microbiologia del Hospital Doctor

Negrin de Las Palmas de Gran Canaria. Hemos recolectado un total de 9
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cepas pertenecientes a Cryptococcus neoformans de pacientes' con SIDA
cuyos aislamientos fueron obtenidos en el periodo comprendido entre los
anos 1995-1999. No poseian datos ni cepas de otras especies de
criptococos tales como Cryptococcus albidus, Cryptococcus uniguttulatus ni

Cryptococcus laurentii.

Hemos aplicado la prueba de la Chi cuadrado de Pearson para
determinar si existian o no diferencias significativas en la asimilacion de los

distintos azucares entre los aislamientos de origen animal y humano.

3.6.- ESTUDIO DE PREVALENCIA Y FRECUENCIA MEDIA DE
INFECCION

Realizamos el estudio de la prevalencia en los palomares tomando
como dato para dicho estudio la presencia de cada una de las distintas
especies levaduriformes presentes en cada palomar de la isla de Gran
Canaria independientemente de la muestra (heces, buche y cloaca) de la
cual haya sido aislada. Para lo cual hemos utilizado una prevalencia
esperada del 50%, aunque realmente este valor es muy superior a la
prevalencia realmente esperada, pero al no existir datos previos a nuestro
estudio nos vemos obligados a trabajar con una muestra grande.

Hemos calculado la prevalencia (P), segun M. Thrusfield (1990), la
cual mide la cantidad de infeccion presente durante un periodo de tiempo
determinado, sin distinguir los casos nuevos de los antiguos. Es una
proporcion que representa la probabilidad de que cada grup'o (palomar),

tenga una infeccién especifica en un momento dado.

Numero de palomares infectados en un periodo de tiempo concreto

|:’palomares=

Numero de palomares en riesgo durante ese mismo periodo de
tiempo
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Asimismo, hemos determinado la frecuencia media (Fy) de infeccién
(por distintas especies de criptococos y C. albicans) en heces, buches y

cloacas, tanto por palomas como por palomar.

Numero de palomas infectadas en un periodo de tiempo concreto

FM cloaca =

Numero de palomas en riesgo durante ese mismo periodo de tiempo

Numero de palomas infectadas en un periodo de tiempo concreto

FM buche =

Numero de palomas en riesgo durante ese mismo periodo de tiempo

También hemos querido calcular el indice de contaminacién por las
distintas especies levaduriformes aisladas en las plazas de la zona centro-
norte de la isla, si bien somos conscientes que nuestro muestreo en este
caso es de conveniencia y que sus datos no pueden extrapolarse, siendo

validos Unicamente en nuestro trabajo.

111

i0n realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

ios autores. Digitali

© Del



Resultados

r\i\* r~ £
A e




Resulitados

4. RESULTADOS

4.1.- RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

4.1.1.- RESULTADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO MICROBIOLOGICO
DE LAS CEPAS DE C. NEOFORMANS DE ORIGEN AVIAR Y DE ORIGEN
HUMANO, CRYPTOCOCCUS SPP.Y CANDIDA ALBICANS

Pruebas comunes a Crypfococcus spp:

Termotolerancia, deteccion de ureasa, actividad feniloxidasa,
asimilacion del nitrégeno del nitrato potasico y produccién de amiloides en

medio de Aschner.

Todas las cepas identificadas como C. neoformans,
independientemente de su origen, crecieron a 37°C y a 39°C mostrando
todas ellas una turbidez superior al 2 de Mc Farland, pero tan sélo un 10%
de las mismas fueron capaces de crecera 42°C. Un 30% sobrevivid al ser

expuestas a dicha temperatura.

Un 70% de las cepas de C. albidus fueron capaces de crecer a 37°C y

de éstas, un 45% sobrevivié a 39°C.

Respecto a la termotolerancia de C. laurentii no se consiguio
crecimiento ni supervivencia a 37°C. Los mismos resultados fueron
obtenidos para C. uniguttulatus.

Todas hidrolizaron la urea en menos de 48 horas, pero hemos
observado que las identificadas como C. neoformans lo hacian con mayor
intensidad y rapidez que el resto de criptococos. Ademas, sélo las cepas
identificadas como C. neoformans, produjeron pigmentacion color café en

agar Guizotia abyssinica.
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El 100% de las cepas identificadas como C. albidus asimilaron el
NOs;K (nitrato potasico) en 96 horas, mientras que las cepas identificadas

como C. neoformans, C. laurentiiy C. uniguttulatus no lo hicieron.

C. neoformans, C. laurentii, C. uniguttulatus y C. albidus produjeron

sustancias analogas al almidén en menos de 2 semanas.

Pruebas comunes a Cryptococcus neoformans:

Test de resistencia a la actidiona o cicloheximida (GCP) y siembra en
Canavanina Glicina Azul de bromotimol (CGB).

Ninguna cepa fue capaz de crecer ni de producir cambio de coloracion
sobre estos dos medios, correspondiendo dichos aislamientos a C.
neoformans var. neoformans o C. neoformans var. grubii, 0 sea, serotipos D

o A respectivamente.

Asimilaciéon de azlcares.

Aungue hemos aplicado la prueba de la X2 para determinar si existian
o no diferencias significativas en la asimilacion de los distintos azUcares
entre los aislamientos de C. neoformans de origen aviar y humano, estos
resultados van a ser meramente descriptivos, pues el nimero de cepas
humanas incluidas en el estudio ha sido muy inferior (debido a que el hospital
Dr. Negrin de Las Palmas de Gran Canaria no disponia de mas casos
diagnosticados) al nimero de cepas de C. neoformans obtenidas en el
presente trabajo, de origen aviar (97 cepas aisladas en palomares frente a 2

cepas aisladas en plazas publicas y a 9 aislamientos de origen humano).

El comportamiento de las 108 cepas identificadas como C.
neoformans fue variable frente a 9 de los 19 azlicares evaluados utilizando
el APl 20 C AUX: glicerol, L-arabinosa, D-xilosa, adonitol, xilitol, inositol,

celobiosa, trehalosa y rafinosa.
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Sin embargo, el comportamiento de las cepas al resto de azlcares fue
constante, de tal forma que el 100% asimilé glucosa, 2-ceto-D-gluconato,
galactosa, sorbitol, a-metil-D-glucésido, N-acetil-D-glucosamina, maltosa,
sacarosa y melezitosa. Ninguna de las 108 cepas fue capaz de asimilar la

lactosa y ninguna produjo hifas o pseudohifas.

La Tabla 13 muestra los diferentes patrones de asimilacion de

azucares de las 108 cepas identificadas como C. neoformans.

AZUCAR ESTUDIADO % DE % DE NO
ASIMILACION ASIMILACION
N= 108 cepas N= 108 cepas
Glucosa 100 0
2-Ceto-D-Gluconato 100 0
Galactosa 100 0
Sorbitol 100 0
a-Metil-D-Glucésido 100 0
N-Acetil-D-Glucosamina 100 0
Maltosa 100 0
Sacarosa 100 4]
Melezitosa 100 0
Lactosa 0 100
D-Xylosa 99.1 0.9
Inositol 99.1 0.9
Rafinosa 99.1 0.9
Trehalosa 95.4 4.6
Adonitol 67.6 32.4
Celobiosa 56.5 43.5
L-Arabinosa 4.6 95.4
Glicerol 2.8 97.2
Xylitol 0.9 99.1

Tabla 13.- Patron de asimilacion de aziicares de las 108 cepas totales
identificadas como C. neoformans
Dependiendo de la asimilacion o no de los azticares, hemos obtenido
diferentes perfiles los cuales hemos numerado del 1 al 14, basandonos en si
las cepas utilizan o no el azlicar en cuestidbn para los cuales obtuvimos
variabilidad, es decir, en orden serian los azlcares que a continuaciéon se

detallan: glicerol, L- arabinosa, D-xilosa, adonitol, xilitol, inositol, celobiosa,
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trehalosa y rafinosa. Hemos asignado el valor cero cuando no-asimilan el

azucar y el valor 1 cuando lo asimilan.

En la Tabla 14, se reflejan las posibles combinaciones obtenidas vy el

porcentaje de aparicion de cada uno de ellos.

PERFILES COMBINACION Frecuencia Porcentaje
POSIBLES Gly Ara Xyl Ado Xit Ino Cel Tre Raf
2 o(o|1|0|0fj0|0]|0]|1 1 0.9
3 o o|1|0(0[1[0[0]1 4 3.7
4 ojo |10 |o0fl1|0]|1]1 20 18.5
5 olo |10 0|11 ]|1]1 7 6.5
6 o/o0o 1|1 ]|0]1]0]|1]1 16 14.8
7 o/o|1]1]0|1|1]1]0 1 0.9
8 o o1 |1 |o|1]|1]1]n1 49 454
9 oo 1|1 |[1]|1]|1]|1]1 1 0.9
10 loef{1{1]o0o|o|l1]|0}|1]1 1 0.9
" o(1 (1|1 ]0]1]0]|1]1 2 1.9
12 o1 (1|1 ]0o}1]1]|1]1 2 1.9
13 1010 |0|1]|0]|1]1 1 0.9
14 11011 (01|01 2 1.9
Total 108 100.0

Tabla 14.- Perfiles posibles de asimilacién de aziicares de las 108 cepas identificadas
como C. neoformans, frecuencia y porcentaje de aislamiento

Si desglosamos estos resultados segln la procedencia de las 108
cepas totales, los porcentajes de aislamiento son los que se muestran en la
altima columna de la Tabla 15. En la misma tabla podemos observar los

porcentajes relativos segln la procedencia de las cepas (humano o aviar).

116

ion realizada por ULPGEC. Biblioteca Universitaria, 2008

los autores. Digitali

© Del



Resuitados

Observamos que el perfil mas frecuentemente encontrado (perfil 8),
es el mismo para las cepas de origen humano y para las de origen aviar
(Tabla 15 y Figura 26). No se obtuvo esta combinacién en las dos cepas de

C. neoformans obtenidas de las plazas publicas.

PERFILES

COMBINACIONES PROCEDENCIA % sobre el
Total de
cepas
Humanos Palomas
1 000001111 1(1%) 1(0.9%)
2 001000001 1(1%) 1(0.9%)
3 001001001 4(4.0%) 4 (3.7%)
4 001001011 20(20.2%) 20(18.5%)
5 001001111 7(7.1%) 7(6.5%)
6 001101011 1(11.1%) 15(15.2%) 16(14.8%)
7 001101110 1(11.1%) 1(0.9%)
8 001101111 6(66.7%) 43(43.4%) 49(45.9%)
9 001111111 1(11.1%) 1(0.9%)
10 011001011 1(1%) 1(0.9%)
11 011101011 2(2%) 2(1.9%)
12 011101111 2(2%) 2(1.9%)
13 101001011 1(1%) 1(0.9%)
14 101101011 2(2%) 2(1.9%)
Total 9 99 108
100% 100% 100%

Tabla 15.- Niimero de cepas y porcentajes de aislamiento de los diferentes perfiles

obtenidos segiin origen de éstas
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Figura 26.- Representacion de los porcentajes de aparicion de
los diferentes perfiles segiin su procedencia

El glicerol fue utilizado por tres de las cepas aisladas en palomares,
mientras que las cepas de parques puUblicos y las de origen humano no lo
asimilaron. La L- arabinosa fue asimilada por 5 cepas también procedentes
de palomares. La D-Xylosa fue asimilada por todas las cepas a excepcion de
una procedente de plazas publicas. El adonitol fue utilizado por todas las
cepas de origen humano, por 64 de las cepas aisladas en palomares y por
ninguna de las dos cepas aisladas en las plazas publicas. El xylitol no fue
asimilado por ninguna de las cepas a excepciéon de una de las aisladas en
humanos. 107 cepas asimilaron el inositol y una procedente de un palomar no
lo asimil6. Algo similar sucede en el caso de la rafinosa, en la que todas las
cepas estudiadas la asimilaron a excepcion de una cepa de origen humano. La
celobiosa fue utilizada por 61 cepas y no fue asimilada por 47. De las 61
cepas que lo asimilaron, 50 procedian de aislamientos realizados en
palomares, 9 de origen humano y 2 de plazas publicas.

Las cepas de origen humano y de parques publicos asimilaron la
trehalosa. Sin embargo, 5 cepas procedentes de los palomares no lo hicieron.

Los datos anteriormente citados quedan expuestos en la Tabla 16.
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PERFILES COMBINACIONES HUMANO PLAZAS PALOMARES

Humanos Plazas Heces Cloacas Buches
Palomas Palomas Palomas
1 000001111 1 1
2 001000001 1 1
3 001001001 4 4
4 001001011 10 10 20
5 001001111 1 5 1 7
6 001101011 1 11 1 3 16
7 001101110 1 1
8 001101111 6 24 2 17 49
9 001111111 1 1
10 011001011 1 1
1" 011101011 2 2
12 011101111 1 1 2
13 101001011 1 1
14 101101011 2 2
Total 9 2 59 6 32 108

Tabla 16.- Combinaciones obtenidas en las cepas aisladas de humanos, plazas
y palomares

Resultados microbioldgicos de Candida albicans:

Crecimiento a 37°C, formacién de pseudohifas y crecimiento en
Candida ID.

Todas las cepas crecieron a 37°C, produjeron pigmentacion turquesa
sin difusion al medio en el medio de Candida ID, y al examen microscopico,
en todas las cepas, observamos la formacién de pseudohifas.

En el presente estudio se muestran los resultados obtenidos por

palomares, por palomas (buche y cloaca) y por muestras de excretas
recolectadas.
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4.2.- RESULTADOS OBTENIDOS EN EL MUESTREO DE “PALOMARES”

4.2.1.- RESULTADOS PRELIMINARES

Nuestro estudio va encaminado a conocer el porcentaje de
aislamiento de especies levaduriformes directamente implicadas en la salud
publica tales como Cryptococcus spp. y Candida albicans. No obstante,
hemos considerado interesante dar a conocer la existencia de otras especies
de levaduras con menor impacto en la salud puablica pero que son aisladas
frecuentemente en buche, cloaca o heces de palomas. Debido a la magnitud
de este estudio y el tiempo que requeriria el profundizar en cada una de las
especies levaduriformes aisladas, nos hemos visto obligados a profundizar
unicamente en Cryptococcus spp. y Candida albicans, pensando que el resto

de las especies podrian ser analizadas en estudios posteriores.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, en el presente
estudio, se han aislado un total de 18 especies levaduriformes diferentes
pertenecientes a 5 géneros distintos (Cryptococcus, Candida,
Saccharomyces, Trichosporon, Rhodotorula) y una cepa de un alga

unicelular perteneciente al Género Prototheca.

Ademas de Cryptococcus neoformans, levadura mas relevante en
nuestro estudio, se aislé una gran variedad de hongos levaduriformes tales
como: Cryptococcus uniguttulatus, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus
élbidus,'Candida albicans, Céndida quilliermondii, Candida famata, Candida
lusitaniae, Candida rugosa, Candida parapsilosis, Candida | pellic:.:llosal,
Candida kefyr, Candida zeylanoides, Saccharomyces cerevisiae,
Trichosporon asahii, Trichosporon mucoides, Rhodotorula glutinis 'y
Rhodotorula mucilaginosa. Algunas de éstas han sido aisladas en buche,
cloaca y heces, otras sélo en buche y heces, otras en buche y cloaca y otras
sbélo en buche, sélo en cloaca o sdlo en heces. Estos datos quedan

reflejados en la Tabla 17.
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AISLAMIENTOS HECES BUCHE CLOACA

C. neoformans
C. uniguttulatus
C. laurentii

C. albidus

C. albicans

C. guilliermondii
C. famata

S. cerevisiae

T. asahii

C. rugosa

C. pelliculosa

T. mucoides

R. glutinis

R. mucilaginosa
C. lusitaniae

C. parapsilosis
C. kefyr

C. zeylanoides
P. wickerhamii - + -
Total 16 spp 17 spp 10 spp

+ + + + + o+ + o+ o+

+ + + + + o+ + o+ o+ o+ o+

+ + 4+ + F F o+ o+ F o+ o+ o+ o+

1)
+ +
+

Tabla 17.- Aislamiento en heces, buche y cloaca.

De los 86 palomares pertenecientes a los diferentes municipios de la
isla de Gran Canaria, hemos de considerar una serie de datos perdidos y
otros validos, de tal forma que en el muestreo realizado hemos tomado como
datos validos 82 palomares muestreados de buche, 82 de cloaca y 83 de
heces. Los datos perdidos son considerados como tales debido a la falta de
cooperacién de algunos colombéfilos en el momento de la toma de las

muestras. Estos datos quedan detallados en la Tabla 18.

PALOMARES CLOACA

VALIDOS 82 82 83
PERDIDOS 4 4 3
PALOMARES TOTALES 86 86 86
N° DE MUESTRAS 331 331 174
ANALIZADAS

Tabla 18.- Nuimero total de palomares muestreados para cada una de las
muestras analizadas en este estudio
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Los datos anteriormente citados han sido procesados
estadisticamente con los programas SPSS y el programa R con el fin de
obtener los porcentajes de aislamiento de las levaduras aisladas en buche,
cloaca y heces.

De las 18 especies aisladas, 16 se aislaron de muestras de heces, 17
de buche y 10 de cloaca, observando que la mayor variabilidad en cuanto a

especies aisladas lo ofrecieron las muestras de buche (Figura 27).

B C. neoformans
B C. uniguttulatus
OC. laurentii

OC. albidus

B C. albicans
OC. guilliermondii
B C. famata

B S. cerevisiae
OT. asahii

HBC. rugosa

B C. pelliculosa
B T. mucoides

B R. glutinis

Cloaca |

B R mucilaginosa

' B 1T H BC lusitaniae
Buche I ll

OC. parapsilosis
OC. kefyr

OC. zeylanoides
0 P. wickerhamii

Figura 27.- Aislamientos obtenidos en buche, cloaca y heces
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4.2.2.- PRESENCIA DE LEVADURAS DEL GENERO CRYPTOCOCCUS
EN MUESTRAS DE HECES, BUCHE Y CLLOACA DE PALOMARES

4.2.2.1.- AISLAMIENTO DE CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS

Esta especie levaduriforme se aislé en 97 ocasiones (32 en muestras
de buche, 6 en cloaca y 59 en muestras de excrementos), sobre un total de
331 muestras de buche, 331 de cloaca y 174 de excrementos analizados en

nuestro estudio.

De las 331 muestras de BUCHE procesadas en nuestro muestreo, se
aislaron un total de 32 cepas de Cryptococcus neoformans, lo que supone
una frecuencia media de palomas portadoras de un 9.66%. Estas cepas
fueron aisladas de 19 palomares distintos de un total de 82 (palomares
validos en muestrec de buche), obteniéndose una frecuencia media de
infecciéon por palomares del 23.17%. En un 76.8% de los palomares no

logramos identificar a C. neoformans.

De las 331 muestras de CLOACA procesadas, obtuvimos un total de
6 cepas de Cryptococcus neoformans, lo que supone una frecuencia media
de palomas portadoras de un 1.81%. Estas cepas fueron aisladas de 5
palomares distintos de un total de 82 (palomares validos en muestreo de
cloaca), obteniéndose una frecuencia media de infeccién por palomares del
6.09%. En un 93.9% de los palomares no se detect6 el microorganismo en

esta localizacion.

La mayor tasa de aislamiento se obtuvo en las muestras de HECES
analizadas. De las 174 muestras totales recogidas, 59 resultaron positivas
(33.9%) al aislamiento de C. neoformans. Estas cepas fueron aisladas de 46
palomares diferentes de un total de 83 muestreados (palomares validos en
muestreo de heces) obteniéndose una frecuencia media de infeccion por
palomares del 55.42% mientras que un 44.6% de los palomares

muestreados dieron resultado negativo al aislamiento de C. neoformans.
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4.2.2.2.- AISLAMIENTO DE CRYPTOCOCCUS UNIGUTTULATUS

De las 331 muestras de BUCHE Aprocesadas en el estudio, se'aivs.l'ar’o.n
un total de 24 cepas de Cryptococcus uniguttulatus, lo que representa una
frecuencia media de palomas portadoras del 7.25%. Estas cepas fueron
aisladas de 19 palomares diferentes del total de 82, obteniéndose una
frecuencia media de infeccion por C. uniguttulatus en palomares del 23.17%.

De las 331 muestras de CLOACA procesadas, se aislaron un total de
11 cepas de Cryptococcus uniguttulatus, lo que supone una frecuencia
media de portadores del 3.32%. Estas cepas fueron aisladas de 10
palomares de los 82 muestreados, representando una frecuencia media de
infeccion por C. uniguttulatus en palomares del 12.19%.

De las 174 muestras de HECES totales recogidas, 9 resultaron
positivas (5.17%). Estas cepas fueron aisladas de 9 palomares diferentes del
total de 83 muestreados, obteniéndose una frecuencia media de infeccion
por palomares del 10.84%.

4.2.2.3.- AISLAMIENTO DE CRYPTOCOCCUS LAURENTII

De las 331 muestras de BUCHE procesadas en el estudio, se aislaron

un total de 2 cepas de Cryptococcus laurentii, representando una frecuencia
media de palomas portadoras del 0.60%. Estas cepas fueron aisladas de 2
palomares diferentes de un total de 82, obteniéndose una frecuencia media
de infeccion por palomares del 2.43%.

De las 331 muestras de CLOACA procesadas, se aislaron un total de
7 cepas de Cryptococcus laurentii, lo que supone una frecuencia media de
palomas portadoras de un 2.11%. Estas cepas fueron aisladas de 6
palomares distintos de un total de 82, obteniéndose una frecuencia media de
infeccion por C. laurentii en palomares del 7.31%.
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Se aisl6 en 8 de las 174 muestras de HECES totales (4.59%) vy la

frecuencia media de infeccién por palomares fue del 6.02%.

4.2.2.4.- AISLAMIENTO DE CRYPTOCOCCUS ALBIDUS

De las 331 muestras de BUCHE procesadas en el estudio, se aislaron
un total de 23 cepas de Cryptococcus albidus, lo que supone una frecuencia
media de palomas portadoras de un 6.94%. Estas cepas fueron aisladas de
17 palomares distintos de un total de 82, obteniéndose una frecuencia media
de infeccion por C. albidus en los palomares muestreados del 20.7%.

De las 331 muestras de CLOACA brocesadas, se aislaron un total de
3 cepas de Cryptococcus albidus, 10 que supone una frecuencia media de
palomas portadoras de un 0.90%. Estas cepas fueron aisladas de 3
palomares distintos de un total de 82, obteniéndose una frecuencia media de

infeccidon por C. albidus en los palomares muestreados del 3.65%.

De las 174 muestras de HECES totales recogidas, 6 resultaron
positivas (3.44%). Estas cepas fueron aisladas de 6 palomares diferentes de
un total de 83 muestreados, obteniéndose una frecuencia media de infeccion

por C. albidus en los palomares muestreados del 7.22%.

Los resultados anteriormente citados quedan encuadrados en las

Tablas 19 y 20 y en las Figuras 28 y 29.
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ESPECIE % AISLAMIENTO % AISLAMIENTO % AISLAMIENTO

LEVADURIFORME BUCHE CLOACA HECES
n=82 n=82 n=83

C. neoformans 23.17 6.09 55.42
C. unigufttulatus 23.17 12.19 10.84
C. laurentii 2.43 7.31 6.02
C. albidus 20.7 3.65 7.22

Tabla 19.- Porcentaje de palomares positivos a Cryptococcus spp. n= N° de
palomares analizados

OBuche
HCloaca
OHeces

C. neoformans C. uniguttulatus C. laurentii C. albidus

Figura 28.- Porcentaje de palomares positivos a Cryptococcus spp.
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ESPECIE % AISLAMIENTO % AISLAMIENTO % AISLAMIENTO

LEVADURIFORME BUCHE CLOACA HECES
n=331 n=331 n=174

C. neoformans 9.66 1.81 33.9
C. uniguttulatus 7.25 3.32 517
C. laurentii 0.60 2.11 4.59
C. albidus 6.94 0.90 3.44

Tabla 20.- Porcentaje de aislamientos positivos a Cryptococcus spp por palomas y por
muestras de heces analizadas. n= N° total de palomas y de muestras de heces analizadas

Buche
HECloaca
OHeces

C. neoformans C. uniguttulatus C. laurentii C. albidus

Figura 29.- Porcentaje de aislamientos positivos a Cryptococcus spp por palomas
y del total de las muestras de heces analizadas.
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4.2.3.- EVALUACION TOTAL . DE LEVADURAS - AISLADAS EN
PALOMARES - ‘ L

C. neoformans, C. uniguttulatus, C. laurentii y C. albidus han estado
presentes en los palomares de la isla de Gran Canaria, en las tres
localizaciones tomadas en consideraciéon en el presente estudio (buche,

cloaca y excretas).

Mediante el uso del sistema APl 20 C AUX no se logré identificar con
certeza a un grupo de levaduras cuyas lecturas dejaron a las mismas
encuadradas de forma incierta: Candida guilliermondii o famata, Candida
famata o guilliermondii, Candida spp. y Trichosporon spp. Teniendo en
cuenta que nuestro estudio iba encaminado principalmente como
comentabamos en el apartado de resultados preliminares a Cryptococcus
spp. y Candida albicans, hemos considerado oportuno dejarlas tal y como
refleja la lectura obtenida por el API 20 C AUX (BioMérieux).

Considerando la totalidad de las especies levaduriformes identificadas
en nuestro estudio y desglosando los resultados segtn la localizacién en la
que se han aislado, obtenemos que Candida spp.ha sido la especie aislada
con mayor frecuencia en los palomares donde muestreamos el buche
(28.04%). En un 23.17% de los palomares hallamos a C. neoformans y C
uniguttulatus y con un porcentaje menor a C. albidus (20.7%). El criptococo

aislado con menor frecuencia fue el C. laurentii (2.43%).

La levadura aislada con mayor frecuencia con respecto a las muestras
de cloaca fue la C. guilliermondii o famata con un 17.07%. En esta
localizacioén, los criptococos aislados con mayor frecuencia fueron el C.

uniguttulatus y el C. laurentii con un 12.19% y 7.31%, respectivamente.
Teniendo en consideracion las muestras recolectadas de heces,

debemos hacer mencion especial a C. neoformans, el cual destaca sobre el

resto de las levaduras obtenidas en el estudio por haberse aislado en las
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muestras recolectadas de heces con un porcentaje mayor del 50 % en los

palomares muestreados en la isla de Gran Canaria.

Otro dato que nos parece importante mencionar es el aislamiento de

Candida albicans en un porcentaje elevado en los tres puntos de toma de

muestra. Los porcentajes de ésta, y del resto de especies levaduriformes no

comentadas anteriormente quedan expuestos en la Tabla 21 y Figura 30.

AISLAMIENTOS

Candida spp
C. neoformans

C. uniguttulatus

C. guilliermondii o

famata
C. albidus

C. albicans
C. famata

C. kefyr

S. cerevisiae

T. asahii

R. mucilaginosa
C. laurentii
C. guilliermondii

Trichosporon spp
C. pelliculosa

C. famata o
guilliermondii
C. rugosa

C. zeylanoides
T. mucoides
R. glutinis

P. wickerhamii
C. parapsilosis
C. lusitaniae

2317

2317
21.95

20.7
13.41
4.87
3.65
3.65
3.65

3.65
243
243

2.43
2.43
1.21

1.21
1.21
1.21
1.21
1.21

LEVADURA

C. guilliermondii
o famata

C. uniguttulatus
Candida spp

C. laurentii

C. neoformans
C. famata

C. albidus

C. albicans

S. cerevisiae

C. famata o
guilliermondii
C. guilliermondii

C. kefyr
T. asahii

C. lusitaniae
C. rugosa
C. parapsilosis

C. pelliculosa

C. zeylanoides
Trichosporon spp
T. mucoides

R. glutinis

R. mucilaginosa
P. wickerhamii

CLOACA

N=82
(%)

12.19

10.97
7.31

6.09
4.87
3.65
3.65
243
1.21

1.21
1.21
1.21

O O O OO0 O O O o

LEVADURA

C. neoformans

C. guilliermondii
o famata
Candida spp

C. albicans

T. asahii

C. albidus

C. famata

C. guilliermondii
R. mucilaginosa
C. laurentii

Trichosporon spp
C. uniguttulatus

C. famata o
guilliermondii
S. cerevisiae

C. lusitaniae
C. rugosa

C. parapsilosis
C. pelliculosa
T. mucoides
R. glutinis

C. zeylanoides
C. kefyr

P. wickerhamii

32.53

21.68
15.66

9.63
7.22
7.22
7.22
7.22
6.02

6.02
5.17
2.40

1.20
1.20
1.20

1.20
1.20
1.20
1.20
0
0
0

Tabla 21.- Porcentaje de palomares positivos a las distintas especies de levaduras

segiin su procedencia: buche, cloaca y heces. N= n° total de palomares vélidos
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P. wickerhamii
R. glutinis
R. mucilaginosa

T. mucoides

T. asabhii
Trichosporon spp
S. cerevisiae

C. lusitaneae

C parapsilosis

C. zeylanoides

C. rugosa

C. guilliermondii
C. famata o guilliermondii
C. pelliculosa

C. kefyr

C. famata

C. guilliermondii o famata

'ul’“[l’l"ul_'u g

W Heces
HECloaca
OBuche

Candida spp

C. albicans

C. albidus

C. neoformans

C. laurentii t
C. uniguttulatus

0

Figura 30.- Porcentaje de palomares positivos a las distintas especies de

levaduras segun su procedencia: buche, cloaca y heces.
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4.2.4.- FRECUENCIA DE PALOMAS PORTADORAS EN BUCHE Y EN
CLOACA DE LAS DISTINTAS ESPECIES LEVADURIFORMES AISLADAS
EN EL ESTUDIO

BUCHE: En el 9.66% de las 331 palomas examinadas, detectamos la
presencia de C. neoformans y Candida spp. C. uniguttulatus ha sido aislado
en un 7.25% y le sigue en orden decreciente C. albidus con una frecuencia
de aislamiento del 6.94% y Candida albicans con un 3.92%. C. lusitaniae y
C. parapsilosis no se detectaron en ninguna de las muestras de buche
analizadas. El resto de especies levaduriformes y P. wickerhamii han sido
aislados con un porcentaje <1.51% tal y como exponemos en la Tabla 22 en
la que también mostramos los intervalos de confianza al 95% y en la Figura
31.

Aislamiento intervalo de Intervalo de
confianza confianza
95% 95%
Limite inferior  Limite superior
C. neoformans 13.37
Candida spp 9.66 6.70 13.37
C. guilliermondii o famata 9.36 6.45 13.02
C. uniguttulatus 7.25 4.70 10.59
C. albidus 6.94 4.45 10.24
C. albicans 3.92 2.10 6.62
S. cerevisiae 1.51 0.49 3.48
C. famata 1.20 0.32 3.06
T. asahii 1.20 0.32 3.06
C. guilliermondii 0.90 0.18 2.62
C. kefyr 0.90 0.18 262
R. mucilaginosa 0.90 0.18 2.62
C. laurentii 0.60 0.07 2.16
C. pelliculosa 0.60 0.07 2.16
Trichosporon spp 0.60 0.07 2.16
C. famata o guilliermondii 0.30 0.007 1.67
C. rugosa 0.30 0.007 1.67
C. zeylanoides 0.30 0.007 1.67
T. mucoides 0.30 0.007 1.67
R. glutinis 0.30 0.007 1.67
P. wickerhamii 0.30 0.007 1.67
C. lusitaniae 0 0 0.90
C. parapsilosis 0 0 0.90

Tabla 22.- Porcentaje de palomas positivas a las diferentes especies
levaduriformes en buche.
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Figura 31.- Porcentaje de palomas positivas (buche) a cada especie
levaduriforme

% de aislamiento

Especie levaduriforme

B C. neoformans B Candida spp O C. guilliermondii o famata O C. uniguttulatus B C. albidus

BC. albicans B S. cerevisiae OC. famata B T. asahii B C. guilliermondii
OC. kefyr B R. mucilaginosa B C. laurentii B C. pelliculosa B Trichosporon spp
B C. famata o guilliermondii BC. rugosa OC. zeylanoides O T. mucoides OR. glutinis

O P. wickerhamii OC. lusitaniae O C. parapsilosis

CLOACA: En esta localizacion hemos aislado un namero inferior de
especies levaduriformes. Hemos determinado la presencia de levaduras de
importancia patdgena para el ser humano y para los animales tales como C.
guilliermondii o famata, C. uniguttulatus y C. laurentii, especies aisladas con
mayor frecuencia en esta localizaciéon. En la Tabla 23 y Figura 32 se detallan
los porcentajes de aislamientos de las diferentes especies levaduriformes
obtenidos en nuestro estudio.
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Aislamiento

C. guilliermondii o famata
C. uniguttulatus
Candida spp

C. laurentii

C. neoformans
C. famata

C. albidus

C. albicans

S. cerevisiae

C. famata o guilliermondii
C. guilliermondii
C. kefyr

T. asahii

C. lusitaniae

C. rugosa

C. parapsilosis
C. pelliculosa

C. zeylanoides
Trichosporon spp
T. mucoides

R. glutinis

R. mucilaginosa
P. wickerhamii

Cloaca
WERKY]
(%)

3.32
3.02
2.1
1.81
1.20
0.90
0.90
0.90
0.30
0.30
0.30
0.30

o

© O 0O 0 0O 0O O O o

Intervato de
confianza
95%

Limite inferior

1.67
1.45
0.85
0.66
0.32
0.18
0.18
0.18
0.007
0.007
0.007
0.007

(o]

o O O O 0 O O O °©

Intervalo de

confianza
95%

Limite superior

7.36
5.86
5.48
4.30
3.90
3.06
2.62
262
2,62
1.67
1.67
1.67
1.67
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90
0.90

Tabla 23.- Porcentaje de palomas positivas a las diferentes especies

levaduriformes en cloaca.
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Figura 32.- Porcentaje de palomas positivas (cloaca) a cada especie
levaduriforme

-
o

% de aislamiento
o -t N w L) (4] (-] ~ [- -} [[-]

Especie levaduriforme

C. guitliermondii o famata B C. uniguttuiatus O Candida spp O C. laurentii B C. neoformans

B C. famata W C. albidus OC. albicans M S. cerevisiae B C. famata o guilliermondii
O C. guilliermondii BC. kefyr B 7. asahii W C. lusitaniae B C. rugosa

W C. parapsilosis B C. pelliculosa OC. zeylanoides L Trichosporon spp OT. mucoides

AR glutinis OR. mucilaginosa O P. Wickerhamii

4.2.5.- FRECUENCIA DE AISLAMIENTO EN MUESTRAS DE EXCRETAS

HECES:

En términos globales, considerando la totalidad de las muestras de
heces de palomas estudiadas (174), C. neoformans estuvo presente en un
elevado porcentaje de las mismas (33.9%). C. kefyr, C. zeylanoides y P.
wickerhamii no se aislaron en ninguna de las muestras y los porcentajes de

aislamiento del resto de especies levaduriformes quedan expuestos en la

Tabla 24 y Figura 33.
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Aislamiento Excretas Intervalo de Intervalo de
confianza LU ELVE]
N=174 95% 95%
(%) Limite inferior  Limite superior
C. neoformans 41.45
C. guilliermondii o famata 15.51 10.48 21.76
Candida spp 12.06 7.62 17.85
C. albicans 7.47 4.03 12.43
C. uniguttulatus 517 2.39 9.59
T. asabhii 5.17 2.39 9.59
C. laurentii 4.59 20 8.85
Trichosporon spp 4.02 1.63 8.11
C. albidus 3.44 1.27 7.35
C. famata 3.44 1.27 7.35
C. guilliermondii 3.4 1.27 7.35
R. mucilaginosa 3.44 1.27 7.35
C. parapsilosis 1.1 4 0.13 4.08
C. famata o guilliermondii 1.14 0.13 4.08
C. lusitaniae 0.57 0.01 3.16
C. rugosa 0.57 0.01 3.16
C. pelliculosa 0.57 0.01 3.16
S. cerevisiae 0.57 0.01 3.16
T. mucoides 0.57 0.01 3.16
R. glutinis 0.57 0.01 3.16
C. kefyr 0 o] 1.70
C. zeylanoides 0 0 1.70
P. wickerhamii 0 0 1.70

Tabla 24.- Porcentaje de muestras de excretas positivas a las diferentes
especies levaduriformes. N= nimero total de excretas analizadas
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% de aislamiento

40-

Figura 33.- Porcentaje de muestras de excretas positivas a cada
especie levaduriforme

Especie levaduriforme

B C. neoformans B C. guilliermondii o famata [0 Candida spp OC. albicans B C. uniguttulatus
BT. asahii W C. laurentii 0 Trichosporon spp W C. albidus BC. famata

O C. guilliermondii B R. mucilaginosa W C. parapsilosis B C. famata o guilliermondii BC. lusitaniae

B C. rugosa B C. peliiculosa OS. cerevisiae O T. mucoides OR. glutinis

OC. kefyr OC. zeylanoides O P. Wickerhamii
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4.2.6.- PREVALENCIA DE LAS DISTINTAS ESPECIES
LEVADURIFORMES POR PALOMAR INDEPENDIENTEMENTE DE LA
MUESTRA EN LA QUE SE HAYA AISLADO DICHA LEVADURA.

AISLAMIENTO N° PALOMARES POSITIVOS PREVALENCIA
N=86 (%)
C. neoformans 49 56.97
C. guilliermondii o famata 45 52.32
Candida spp 37 43.02
C. uniguftulatus 28 32.55
C. albidus 22 25.58
C. albicans 20 23.25
C. famala 13 15.11
C. laurentii 10 11.62
T. asahii 10 11.62
R. mucilaginosa 9 10.46
C. guilliermondii 7 8.13
Trichosporon spp 7 8.13
S. cerevisiae 5 5.81
C. kefyr 4 4.65
C. famata o guilliermondii 3 348
C. pelliculosa 3 3.48
C. rugosa 2 2.32
T. mucoides 2 2.32
R. glutinis 2 2.32
C. lusitaniae 1 1.16
C. parapsilosis 1 1.16
C. zeylanoides 1 1.16
P. wickerhamii 1 1.16

Tabla 25.- Prevalencia por palomares

4.2.7.- CORRELACION DE AISLAMIENTOS LEVADURIFORMES MAS
RELEVANTES DE NUESTRO ESTUDIO: C. NEOFORMANS, C.
UNIGUTTULATUS, C. LAURENTII, C. ALBIDUS Y CANDIDA ALBICANS.

A continuaciéon se exponen los datos estadisticos referentes a los
aislamientos levaduriformes mas relevantes de nuestro estudio y su posible
correlacion presencia-ausencia de la misma levadura en buche y en cloaca

de un animal determinado. La finalidad del estudio es determinar la
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existencia o no de significacion estadistica en estos aislamientos. También
hemos querido establecer en nuestro estudio las posibles asociaciones que
pudieran existir entré la presencia de palomares positvos o no a
Cryptococcus spp. Yy _Candida albicans con la presencia de palomas

infectadas o no con estos microorganismos en sus buches o cloacas.

Para ello, realizamos un contraste de asociacion utilizando el analisis
estadistico del test de probabilidades exacto de Fisher para determinar la
presencia-ausencia de C. neoformans, C. uniguttulatus, C. laurentii, C.
albidus y Candida albicans en buche- cloaca. En todos los casos se
considerd que las diferencias eran estadisticamente significativas cuando p <
0.05.

4.2.7.1.- ASOCIACIONES BUCHE-CLOACA (PALOMAS)

4.2.7.1.1.- Cryptococcus neoformans

No encontramos asociacion significativa entre la presencia de C.
neoformans en buche y su presencia en cloaca (p=0.106). De las 32
palomas positivas a esta especie levaduriforme en buche, s6lo 2 también la
presentaron en su cloaca, de un total de 6 palomas positivas en esta
localizacion. 295 palomas no presentaron la levadura ni en el buche ni en la
cloaca (Tabla 26).

R 1
. C. neoformans en @ Total
Cloaca

"Ausente Presente:

C. neoformans Ausente Recuento 295 4 299

en buche % de C. neoformans
' en Buche 98.7% 1.3 100.0%

Presente Recuento

% de C. neoformans 30 2 32

en Buche 93.8% | 63% | 100.0%
Total Recuento 325 6 331

% de C. neoformans

en Buche 98.2% 1.8% | 100.0%

Tabla 26.- Tabla de contingencia Cryptococus neoformans en buche *
Cryptococus neoformans en cloaca. Estadistico exacto de Fisher p = 0.106
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4.2.7.1.2.- Cryptococcus uniguttulatus

C. uniguttulatus se aislo en 23 buches de diferentes palomas. Una
sola de éstas lo presentd también en cloaca de un total de 11 palomas
positivas en esta localizacién, no encontrandose ninguna relaciéon entre la
presencia de esta levadura en el buche y la cloaca. La p de Fisher toma un
valor de 0.553 (Tabla 27).

C. uniguttulatus en  Total
Cloaca

Ausente Presente

.C. uniguttulatus Ausente  Recuento . 2908 | 10 i 308
en buche % de C. uniguttulatus ] |
en Buche 96.8% @ 3.2%  100.0%

Presente Recuento

% de C. uniguttulatus’ 22 | T 23

en Buche 95.7% | 4.3% : 100.0% |
. o i

Total Recuento © o320 0 11 331
| % de C. uniguttulatus | : i !
i en Buche . 967% | 33% 100.0% |

Tabla 27.- Tabla de contingenéia Crypfbcéé(};&higuttulréius en buche *
Cryptococus uniguttulatus en cloaca. Estadistico exacto de Fisher p = 0.553

4.2.7.1.3.- Cryptococcus laurentii

Sin embargo, en el caso del C. laurentii si se ha detectado asociacion

significativa entre su aislamiento en buche y en cloaca (p=0.042) (Tabla 28).

C. laurentii en Total
Cloaca

Ausente Presente

C laurentii Ausente Recuento . 323 6 . 329

en buche % de C. laurentii ? 3

i en Buche 982% ' 1.8%  100.0%
)

Presente Recuento

1T 12 |
% de C. laurentii ‘ i

|
|
1
1
|
|
|
1
i
-
!
{
l
i
|

en Buche | 500% | 50.0% | 100.0% |
| R - ‘ | .
Total Recuento 24 . 7 331
! % de C. laurentii ; !

97.9% | 21%  100.0%

en Buche

Tabla 28.-Tabla de contingencia Cryptococus laurentii en buche *
Crvptococus laurentii en cloaca Estadistico exacto de Fisher o = 0.042
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4.2.7.1.4.- Cryptococcus albidus

Hemos detectado que de 23 muestras de buche positivas a C.
albidus, una lo presentd también en cloaca, sobre un total de 3 palomas
positivas en esta ultima localizacidon. 306 palomas no presentaron el
criptococo en cuestion ni en buche ni en cloaca. El valor de p obtenido ha

sido igual a 0.195, no existiendo ninguna diferencia estadisticamente
significativa en este caso (Tabla 29).

C. albidus en Cloaca  Total

Ausente Presente

C. albidus Ausente Recuento 306 2 308
en buche % de C. albidus
en Buche 99.4% 0.6% | 100.0%
Presente Recuento 22 1 23
% de C. albidus
en Buche 95.7% 4.3% 100.0%
Total Recuento 328 3 331
% de C. albidus
en Buche 99.1% 09% | 100.0%

Tabla 29.- Tabla de contingencia Cryptococus albidus en buche *
Cryptococus aibidus en cloaca. Estadistico exacto de Fisher p = 0.195

4.27.1.5.- Candida albicans

Existe asociacion significativa entre la presencia de C. albicans en el
buche y en la cloaca. La levadura en cuestiéon sigue un curso distinto al
resto. L_as palomas que no presentaron C. albicans en su buche, tampoco lo
presentaron en cloaca. No obstante, de las 13 palomas positivas al
microorganismo en buche, detectamos 3 palorhas que también lo
presentaban en cloaca. Hemos obtenido que el valor estadistico exacto de
Fisher es de p=0, existiendo por lo tanto asociacién estadisticamente

significativa entre las dos localizaciones. Estos datos quedan expuestos en
la Tabla 30.
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Candida albicans en  Total
Cloaca

Ausente Presente

; . ; ‘
Candida Ausente Recuento . 318 | 318 l
albicans % de Candida | | | ;
en buche albicans en Buche = 100.0% | - 100.0% |
Presente  Recuento ' 10 : 3 13

% de Candida . ‘
albicansen Buche ' 76.9% = 23.1%  100.0%

Total Recuento 328 3 331
; % de Candida ‘ ‘
‘ albicansenBuche ! 99.1% | .9% ' 100.0%

Tabla 30.- Tabla de contingencia C. albicans en buche * C. albicans en cloaca.
Estadistico exacto de Fisherp=0

4.2.7.2.- ASOCIACIONES HECES-BUCHE (PALOMARES)

Para el analisis de este apartado, hemos tomado como numero total
de palomares validos 79, ya que hemos tenido en cuenta que no todos los
colombdfilos nos han permitido la recoleccion de los tres tipos de muestras

(buche, cloaca y heces).

Hemos comparado los aislamientos de palomares positivos y
negativos en heces a cada uno de los criptococos y a Candida albicans, con
la presencia o no de palomas infectadas en buche a través del test exacto de
Fisher, obteniendo diferencias significativas en todos los casos analizados a
excepcion de la relacidn realizada para C. albidus. A continuacién

exponemos los datos:

4.2.7.2.1.- Cryptococcus neoformans

C. neoformans no ha estado presente en las excretas de 35
palomares. 33 de éstos tampoco lo presentaron en el buche de sus palomas
y sbélo 2 palomares que no estaban infectados por esta especie
levaduriforme en sus heces presentaron palomas infectadas en el buche. De
los 44 palomares en los que logramos la identificacion de C. neoformans a

partir de las heces recolectadas, 17 también lo estaban en el buche de sus
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palomas, habiéndose obtenido una gran diferencia estadisticamente
significativa entre la presencia-ausencia de palomares infectados por dicha
levadura en excretas con la presencia-ausencia de palomas con C.
neoformans en sus buches (valor p=0.001). Los porcentajes se detallan en la -

Tabla 31 y la representacioén grafica de estos datos en la Figura 34.

C. neoformans en | Total
Buche

' Negativo | Positivo

C. neoformans Negativo Recuento | 33 sl 35
en heces % de C neoformans | § ‘
en Heces | 943% | 57% | 100.0% |
Positivo Recuento oo iy L M
% de C. neoformans : ;
en Heces | 614%  386% 100.0%
Total Recuento L B 79
‘ % de C. neoformans

en Heces . 759% | 241%  100.0%
Tabla 31.- Tabla de contingencia C. neoformans en heces * C. neoformans en
buche. Estadistico exacto de Fisher p = 0.001

40

301

204

N° de palomares

C. neoformans buche

Bl\ecatvo

Erosmvo

NEGATIVO POSITIVO

C. neoformans en Heces

Figura 34.- Representacion grafica del nimero de palomares
positivos y negativos en heces y buche
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4.2.7.2.2.- Cryptococcus uniguttulatus

De los 9 palomares infectados por C. uniguttulatus en sus excretas, 5
lo estaban también en buche. 57 palomares no presentaron C. uniguttulatus
ni en las heces ni en el buche de las palomas que habitaban en ellos. El
estadistico exacto de Fisher nos indica que existen diferencias
estadisticamente significativas entre la presencia-ausencia de palomares
infectados por C. uniguttulatus en heces con la presencia-ausencia de aves
portadoras de C. uniguttulatus en sus buches (valor p=0.025). Los
porcentajes se detallan en la Tabla 32 y la representacién grafica de estos

datos en la Figura 35.

C. uniguttulatus en | Total
__Buche = |

| Negativo | Positivo |

C. uniguttulatus Negativo Recuento Bz 4 18 D
en heces % de C uniguttulatus
" en Heces . 81.4% | 186% | 100.0% |
Positivo Recuento 4 -5 14
% de ? f ; ,
(C.uniguttulatus | 444% | 55.6% | 100.0% |
Total Recuento By | 18 79
| © dg |
\C.uniguttulatus | 772% | 22.8% | 100.0% |
en Heces | | |

Tabla 32.- Tabla de contingencia C. unigutulattus en heces * C. unigutulattus en
buche Estadistico exacto de Fisher p = 0.025

60
50
» 401
ol
©
£
o
= 309
=
[0)]
©
o
Z 20
C. unigutulat. buche
10 4
Blecatvo
0] Elrosmvo

NEGATIVO POSITIVO

C. unigutulattus en Heces

Figura 35.- Representacion grafica del nimero de palomares positivos
y negativos en heces y buche a C. uniguttulatus
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4.2.7.2.3.- Cryptococcus laurentii

De los 79 palomares totales, C. laurentii no ha estado presente en las

excretas de una gran parte de ellos (72), de los que a su vez, en ninguno se

pudo detectar la levadura en el buche de sus aves. 7 palomares presentaron

el microorganismo en sus heces y sélo 2 de éstos también lo presentaron en

el buche. Obtuvimos diferencias estadisticamente significativas entre la

presencia-ausencia de esta levadura en las heces presentes en los

palomares con la presencia-ausencia de palomas con C. laurentii en sus

buches (valor p=0.007). Los porcentajes se detallan en la Tabla 33 y la

representacion grafica de estos datos en la Figura 36.

C. laurentii en
Buche

1

Total

* Negativo ' Positivo:

C. laurentii Negativo Recuento 72 72
en heces % de C. laurentii
en Heces 100.0% 100.0%
Positivo Recuento 5 2 7
% de C. laurentii
en Heces 71.4% 28.6% | 100.0%
Total Recuento 77 2 79
% de C. laurentii
en Heces 97.5% 2.5% 100.0%

Tabla 33.- Tabla de contingencia C. laurentii en heces * C. Jaurentii en

buche Estadistico exacto de Fisher p = 0.007
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Figura 36.- Representacion grafica del nimero de palomares
positivos y negativos en heces y buche a C. laurentii

4.2.7.2.4.- Cryptococcus albidus

La existencia o ausencia de esta levadura en las excretas de los
palomares muestreados, no parece interferir en la presencia o ausencia en
el buche de sus palomas. En este caso, no obtuvimos diferencias
estadisticamente significativas (p de Fisher=0.292). Los porcentajes se
detallan en la Tabla 34 y la representaciéon grafica de estos datos en la
Figura 37.

C. albidus en [ Total
Buche

Negativo Positivo

C. albidus Negativo  Recuento G e
en heces % de C. albidus t
ﬁ en Heces | 79.7% ) 20.3% | 100.0% |
Positivo  Recuento JEF- SR 5
% de C. albidus .
en Heces . 60.0% | 40.0% | 100.0%
Total Recuento 62 | 17 | 79

% de C. albidus

en Heces | 785% | 215%  100.0%

Tabla 34.- Tabla de contingencia C. albidus en heces * C. albidus en buche
Estadistico exacto de Fisher p = 0.292
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Figura 37.- Representacion grafica del nimero de palomares
positivos y negativos en heces y buche a C. albidus

4.2.7.2.5.- Candida albicans

De los 79 palomares totales, C. albicans s6lo ha estado presente en
las excretas de 12. 4 de éstos a su vez, presentaron también palomas que
portaban la levadura en buche. 67 palomares estaban libres del
microorganismo en las excretas, de los cuales 6 lo presentaron en el buche.
Obtuvimos diferencias estadisticamente significativas entre la presencia-
ausencia de esta levadura en las heces presentes en los palomares con la
presencia-ausencia de palomas con C. albicans en sus buches (valor
p=0.040). Los porcentajes se detallan en la Tabla 35 y la representacion
grafica de estos datos en la Figura 38.

C. albicansen | Total
. -Bushe - . 4

Negativo  Positivo

C albicans Negativo Recuento 61 6 | 67
ien heces % de C. albicans j ‘ ;
* en Heces - 91.0% | 9.0% | 100.0%
Positivo Recuento 5 8 4| 12
% de C. albicans :1 ‘
en Heces . 66.7% | 33.3%  100.0%
2:Total Recuento 69 10 79
;‘ % de C. albicans | %
en Heces | 873% | 12.7% | 100.0%

Tabla 35.- Tabla de contingencia C. albicans en heces * C. albicans en buche.
Estadistico exacto de Fisher p = 0.040
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Figura 38.- Representacion grafica del namero de palomares
positivos y negativos en heces y buche a C. albicans

4.2.7.3.- ASOCIACIONES HECES-CLOACA (PALOMARES)

Comparamos los aislamientos de palomares positivos y negativos en
heces a cada uno de los criptococos, con la presencia o no de palomas
infectadas en cloaca a través del test exacto de Fisher, no obteniendo
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los casos
analizados tal y como queda reflejado en las Tablas (36 a 40) y Figuras (39 a
43).

4.2.7.3.1.- Cryptococcus neoformans

C. neoformans en | Total
__Cloaca_

' Negativo | Positivo

|C. neoformans Negativo Recuento 34 ‘ 1 35
en heces % de C. neoformans ’ ‘ ‘
' en Heces  971% | 29% | 100.0% |
Positivo Recuento 40 4 44
% de C. neoformans| ~ |
en Heces - 909% | 9.1%  100.0%
Total Recuento 74 | 5 | 79
% de C. neoformans ; . '
en Heces - 937% | 63% | 100.0%

Tabla 36.- Tabla de contingencia C. neoformans en heces * C. neoformans en
cloaca Estadistico exacto de Fisher p = 0.259
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Figura 39.- Representacion grafica del nimero de palomares

positivos y negativos en heces y cloaca a C. neoformans

4.2.7.3.2.- Cryptococcus uniguttulatus

C. uniguttulatus en |
Cloaca

C uniguttulatus Negativo Recuento ; 60

10

- 14.3%

T

| 12.7%

en heces % de C uniguttulatus,

¥ en Heces . 85.7%
\ Positivo Recuento 9

% de
C.uniguttulatus ' 100.0%
enHeces |
Total Recuento I 69

,: % de
\C.uniguttulatus | 87.3%

| Negativo | Positivo |

70

£ 100.0% |

9

1 100.0% |

' 100.0% |

Tabla 37.- Tabla de contingencia C. unigutulattus en heces * C. unigutulattus en

148

cloaca Estadistico exacto de Fisher p = 0.275
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Figura 40.- Representacién grafica del nimero de palomares
positivos y negativos en heces y cloaca a C. uniguttulatus

4.2.7.3.3.- Cryptococcus laurentii

C. laurentii en . Total
Cloaca.

Negativo |Positivo

C. laurentii Negativo Recuento Fooer | Bad T2
en heces % de C. laurentii | ;
3 en Heces . 931% | 6.9% | 100.0%
Positivo Recuento | 6 S I R ¢
% de C. laurentii ‘ 3 |
) en Heces - 857% | 14.3%  100.0%
Total Recuento 73 6 79
' % de C. laurentii | ; ;
en Heces . 924% | 76% | 100.0%

Tabla 38.- Tabla de contingencia C. laurentii en heces * C. laurentii en
cloaca. Estadistico exacto de Fisher p = 0.438
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Figura 41.- Representacion grafica del nimero de palomares
positivos y negativos en heces y cloaca a C. Jaurentii

4.2.7.3.4.- Cryptococcus albidus

C albidus

en heces

150

Negativo Recuento ol 2 74
% de C. albidus 4 E ;
en Heces | 97.3% | 2.7% | 100.0% |
Positivo Recuento 4 1 5 |
% de C. albidus ‘ ;
en Heces . 80.0% | 20.0% @ 100.0% |
Recuento liogs a1 a9

C. albidusen | Total
~_ Cloaca |

| Negativo | Positivo |

% de C. albidus

Tabla 39.- Tabla de contingencia C. albidus en heces * C. albidus en cloaca.

Estadistico exacto de Fisher p = 0.180

en Heces  962% | 38%  100.0%
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Figura 42.- Representacion grafica del nimero de palomares
positivos y negativos en heces y cloaca a C. albidus

4.2.7.3.5.- Candida albicans

C. albicans en
Cloaca

Negativo  Positivo

C albicans Negativo Recuento , 64 Lo d o qunbl
en heces % de C. albicans | ; j %
1‘ en Heces . 955% | 4.5% | 100.0%
Positivo Recuento | siwage o L= 12
% de C. albicans j \
‘ en Heces . 100% | + 100.0% |
Total Recuento | 768 | 3 79

% de C. albicans

en Heces | 96.2% | 3.8% | 100.0%

Tabla 40.- Tabla de contingencia C. albicans en heces * C. albicans en cloaca
Estadistico exacto de Fisher p = 0.606
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Figura 43.- Representacion grafica del nimero de palomares
positivos y negativos en heces y cloaca a C. albicans

4.2.8.- ESTUDIO DISTRITOS

Para determinar la presencia de diferencias estadisticamente
significativas en el aislamiento de C. neoformans, C. uniguttulatus, C.
laurentii, C. albidus y C. albicans entre las diferentes zonas del municipio de
Las Palmas de Gran Canaria, utilizamos el método estadistico de la Chi
cuadrado de Pearson con el programa estadistico SPSS. No encontramos
diferencias significativas en el aislamiento de las cepas pertenecientes al
Género Cryptococcus ni en el caso de C. albicans entre las diferentes zonas.
En las Tablas (41 a 45) se muestran los porcentajes de aislamiento de estas

especies levaduriformes en cada una de las zonas estudiadas.
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4.2.8.1.- Cryptococcus neoformans

AUSENCIA-PRESENCIA Total palomares

C. NEOFORMANS
SECTOR ESTUDIADO muestreados

Recuento 8 9 17
ZONA 1 % de P-A
C. neoformans 47.1% 52.9% 100%
Recuento 9 7 16
% de P-A
ZONA 2 C. n:,aoformans 56.3% 43.8% 100%
Recuento 9 12 21
ZONA % de P-A
ONA3 o eoformans 42.9% 57.1% 100%
Recuento 4 9 13
ZONA 4 % de P-A
C. neoformans 30.8% 69.2% 100%
Recuento 30 37 67
% de P-A
Total C. nzofo,-mans 44.8% 55.2% 100.0%

Tabla 41.- Porcentajes de aislamiento de C. neoformans en los diferentes distritos
del municipio de L.as Palmas de Gran Canaria. P-A: Presencia-ausencia. 0=
ausencia; 1= presencia
Chi-cuadrado de Pearson., p valor: 0.583
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4.2.8.2.- Cryptococcus uniguttulatus

SECTOR ESTUDIADO

ZONA 1

ZONA 2

ZONA 3

ZONA 4

Total

Recuento

% de P-A
C. uniguttulatus

Recuento

% de P-A
C. uniguttulatus

Recuento

% de P-A
C. uniguttulatus

Recuento

% de P-A
C. uniguttulatus

Recuento

% de P-A
C. uniguttulatus

AUSENCIA-PRESENCIA
C. UNIGUTTULATUS

12 |
70.6%
1
68.8%
12

57.1%

69.2%
44

65.7%

30.8%
23
34.3%

Total palomares
muestreados

17

100%
16
100%
21

100%

13

100%
67
100.0%

- 154

Tabla 42.- Porcentajes de aislamiento de C. uniguttulatus en los diferentes
distritos del municipio de Las Palmas de Gran Canaria. P-A: Presencia-
ausencia. 0= ausencia; 1= presencia

Chi-cuadrado de Pearson., p valor: 0.801
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4.2.8.3.- Cryptococcus laurentii

AUSENCIA-PRESENCIA
C. LAURENTII

Total palomares
muestreados

SECTOR ESTUDIADO

Recuento 14 3 17
ZONA 1 % de P-A
C. laurentii 82.4% 17.6% 100%
Recuento 14 2 16
% de P-A
ZONA 2 C.olaurentii 87.5% 12.5% 100%
Recuento 18 3 21
ZONA % de P-A
ONA3 c,olau,enﬁ,- 85.7% 14.3% 100%
Recuento 12 1 13
ZONA 4 % de P-A
C. laurentii 92.3% 7.7% 100%
Recuento 58 9 67
% de P-A
Total C. laurentii 86.6% 13.4% 100.0%

Tabla 43.- Porcentajes de aislamiento de C. laurentii en los diferentes distritos
del municipio de Las Palmas de Gran Canaria. P-A: Presencia-ausencia. 0=
ausencia; 1= presencia
Chi-cuadrado de Pearson., p vaior: 0.884
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4.2.8.4.- Cryptococcus albidus

AUSENCIA-PRESENCIA Total palomares
C. ALBIDUS muestreados

SECTOR ESTUDIADO

Recuento 12 5 17
ZONA 1 % de P-A
' C. albidus 70.6% 29.4% 100%
Recuento 12 4 16
N % de P-A
ZONA2 Cf) albidus 75% 25% 100%
Recuento 15 6 21
ZON % de P-A
ONA3 ¢ albidus 71.4% 28.6% 100%
Recuento 8 5 13
ZONA 4 % de P-A
C. albidus 61.5% 38.5% 100%
Recuento 47 20 67
% de P-A
Total ¢, albidus 70.1% 29.9% 100.0%

Tabia 44.- Porcentajes de aislamiento de C. albidus en los diferentes distritos del
municipio de Las Palmas de Gran Canaria. P-A: Presencia-ausencia. 0= ausencia;
1= presencia
Chi-cuadrado de Pearson., p valor: 0.883
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4.2.8.5.- Candida albicans

AUSENCIA-PRESENCIA
C. ALBICANS

Total palomares
muestreados

SECTOR ESTUDIADO

Recuento 16 1 17
ZONA 1 % de P-A
C. albicans 94.1% 5.9% 100%
Recuento 10 6 16
% de P-A
ZONA 2 C. albicans 62.5% 37.5% 100%
Recuento 17 4 21
ZONA % de P-A
ONAS3 C.oalbicans 81% 19% 100%
Recuento 12 1 13
ZONA 4 % de P-A
C. albicans 92.3% 7.7% 100%
Recuento 55 12 67
% de P-A
Total C. oalbicans 82.1% 17.9% 100.0%

Tabla 45.- Porcentajes de aislamiento de C. albicans en los diferentes distritos
del municipio de L.as Palmas de Gran Canaria y ei resto de municipios. P-A:
Presencia-ausencia. 0= ausencia; 1= presencia
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Chi-cuadrado de Pearson., p valor: 0.079
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4.3.- AISLAMIENTOS LEVADURIFORMES OBTENIDOS EN EL
MUESTREO DE LAS PLAZAS PUBLICAS

De las muestras de excretas analizadas en las 17 plazas publicas
muestreadas en la isla de Gran Canaria, C. Jaurentii estuvo presente en 4 de
ellas, lo que representa el 23.52%, C. albidus en 3 (17.64%), C. neoformans
en 2 (11.76%) y C. unigufttulatus en 1 (5.88%), de lo que obtenemos que el
criptococo que mayor porcentaje de aislamiento presenté fue el C. faurentii
con el 23.52% y el de menor frecuencia de aislamiento fue el C.
uniguttulatus, siendo unicamente en el municipio de Agaete donde se
aislaron de forma conjunta a C. laurentii y C. uniguttdlatus. Sin embargo, la
levadura aislada con mayor frecuencia ha sido C. albicans, la cual se detecto
en 5 de ellas (29%). Candida spp. estuvo presente en 4 plazas (23.52%), C.
kruseifinconspicua en 3 (17.64%), C. guilliermondii y C. famata en 2
(11.76%) y C. lusitaniae, C. glabrata y C. pelliculosa en una plaza,
representando estas ultimas especies las que se aislaron con menor
frecuencia (5.88%). En la Tabla 46 se detallan las especies levaduriformes

aisladas en cada una de las plazas muestreadas en nuestro estudio.
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Resultados

MUNICIPIO

Las Palmas
Canaria

Telde

Agaete

Arucas

Firgas

Galdar

Santa M? de Guia

Teror

de

Gran

PLAZAS

Santa Ana

San Telmo

Santa Catalina
Ingeniero Manuel Becerra

El muelle Grande
Argentina

Escaleritas

Schamann
Plaza de la Feria
San Juan

San Gregorio

La Concepcién

San Juan

Santiago de los Caballeros

Basilica de Ntra Sra del Pino

AISLAMIENTOS
OBTENIDOS

C. albicans

C. albidus,

C. krusei/finconspicua,
Candida spp

Candida spp

C. laurentii, C. albicans,

C. famata, R. mucilaginosa
C. albidus, Candida glabrata

R. mucilaginosa, C.
lusitaniae, C. famata,
Candida spp

C. pelliculosa

C. kruseifinconspicua

C. laurentii, C. guilliermondii
R. mucilaginosa

C. uniguttulatus, C. laurentii
C. guilliermondii

C. neoformans

C. albicans

T. asahii

R. mucilaginosa

C. laurentii

C. albicans

R. mucilaginosa

C. albidus

C. albicans

T. asahii

C. neoformans

C. kruseifinconspicua
Candida spp

Tabla 46.- Especies levaduriformes aisladas en las plazas publicas

muestreadas en nuestro estudio.
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Discusién

El agar Guizotia abyssinica es un excelente medio diferencial para el
aislamiento primario, separacion inmediata e identificacién presuntiva de C.
neoformans, aian cuando se presenten colonias de otros hongos o incluso
otras especies pertenecientes al Género Crypfococcus incapaces de
producir dicha coloracion. EI 100% de las cepas identificadas como C.
neoformans en nuestro estudio, produjeron pigmentacién color cafe.
Estudios recientes realizados por lkeda y cols. (2002) confirman que no sélo
C. neoformans produce fenoloxidasa sino que otras especies de criptococos
tales como C. albidus, C. laurentii y C. curvatus, tienen potencial para
expresar esta enzima y por lo tanto sintetizar melanina, aunque esta
actividad es menor que la de C. neoformans. Staib (1999), observa que otros
criptococos pueden dar en este medio tonalidades marrén (C. gastricus, C.
neoformans var. neoformans), colonias marrén claro (C. dimennae, C.
terreus y C. albidus) e incluso coloracioén verde (C. neoformans var. gattii y
C. laurentii), ésta ultima parece estar relacionada con la actividad letal que
ejercen estos criptococos al producir una toxina denominada mycocina. En
nuestro estudio, ninguna de las cepas identificadas como C. laurentii, C.
uniguttulatus y C. albidus produjo coloraciéon alguna en este medio. La
mayoria de los autores han usado este medio obteniendo buenos resultados
para la identificacién de C. neoformans (Weber y Schéfer., 1991 y Bar6é y
cols., 1998 A y B) Recientemente, han surgido modificaciones del mismo
que utilizan como sustrato semillas distintas a la negrilla tales como alpiste y
semilla de girasol (Colom y cols., 1997; Diamond, 1997; Pal, 1997).

No obstante, tras observar esta coloracion en el medio y dada la
posibilidad anteriormente descrita de otras especies de criptococos capaces
de producir coloraciéon en el mismo, se estudi6 la asimilacion de azicares de
todas las cepas utilizando APl 20 C AUX, ya descrito previamente por
diversos autores como un buen sistema para la identificacién de distintas
especies de criptococos (Hermoso de Mendoza., 1984 A; Baré y cols., 1998
Ay B; Smith y cols., 1999; Koh y cols., 2002).

Desde que en 1982 A, Kwon-Chung y cols. proponen el medio de

cultivo conocido como CGB (Canavanina-Glicina-Azul bromotimol), que
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permitia. la diferenciacion de ambas variedades con alta especificidad, éste
ha sido empleado por diferentes autores para la diferenciacion sencilla y
especifica.de las 2 variedades (Hermoso de Mendoza., 1987; Kwon-Chung y
cols., 1994, Speed y Dunt, 1995; Ellis y cols., 1996; Colom y cols., 1997;
Baré y cols., 1999; Colom y cols., 2001). La capacidad de la variedad gattii
de resistir y crecer en presencia de L-canavanina y utilizar la glicina como
una unica fuente de carbono, ocasiona un viraje del medio de amarillo
dorado a un azul intenso, propiedad que no presenta la variedad

neoformans.

C. neoformans var. gattii jamas ha sido aislado de heces aviares,
(Baré y cols., 1998 A); y nuestros resultados ponen de manifiesto una vez
mas que C. neoformans var. neoformans ha sido la variedad aislada de esta
fuente ambiental (heces de paloma) y que el medio CGB permite la correcta
identificacibn y separacion de ambas variedades de esta especie
levaduriforme. Igualmente, mediante el uso de este medio pudimos confirmar
que el 100% de las cepas identificadas en huestro. estudio como C.
neoformans (aislados clinicos humanos y ambientales), pertenecian a la
variedad neoformans al no producirse ningiin cambio-de color en el medio,
resultados que se .corresponden con los observados en -otros estudios
llevados a cabo en Espana por Hermoso de Mendoza en 1984 A, Colom y
cols. en el afio 1997, Bar6 y cols. en 1999 y Colom y cols. en el afio 2001 y
en otros paises (Caicedo y cols., 1996; Fernandez Andreu y cols., 1998;
Castanoén Olivares y cols., 2000; Kielstein y cols., 2000 A).

- Es escasa la bibliografia que existe cuando se trata de entender el
papel -que juega la paloma como -portadora de C. neoformans var.
neoformans en cloaca, dato de especial importancia en la epidemiologia de
la criptococosis. Mas escasa resulta cuando el agente etiolégico de esta
patologia es una especie distinta de la habitual como C. laurentii, C. albidus
o C. uniguttulatus. La mayoria de los estudios realizados con palomas se
han centrado - en. el. aislamiento de C. neoformans var. neoformans,
despreocupandose.de estas otras especies-anteriormente citadas que toman

dia a dia una mayor significacion clinica.:
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Nuestros resultados coinciden con los expuestos por Mattsson y cols.
en 1999, que aislaron C. uniguttulatus y C. laurentii de la cloaca de dichas
aves. Sin embargo, no lograron aislar C. neoformans var. neoformans ni C.
albidus en ninguna de las muestras a-naliiadas. Todos ellos han sido
referidos como responsables etiologicos de criptococosis clinica (Gugnani y
cols., 1989; Custis y cols., 1995; Krcmery y cols., 1997; Johnson y cols.,
1998; Kordossis y cols., 1998; Ritterband y cols., 1998; Cheng y cols.,
2001). Existe cierta controversia en el aislamiento de distintas especies de
criptococos de cloaca de palomas, basada principaimente en la alta
temperatura corporal de estas aves. En 1965, Littman y cols. consiguen
infectar palomos via parenteral y Weiland y cols. y Hermoso de Mendoza y
cols. en 1968 y 1984 B respectivamente, observaron casos de infeccién
natural en estas aves. Ademas, Littman en 1968 mostré6 que C. neoformans
era capaz de sobrevivir al pasaje gastrointestinal apareciendo
posteriormente en heces frescas (dichas palomas eran instiladas con una
suspension de C. neoformans en buche). Otros trabajos muestran la
existencia de cepas de C. neoformans capaces de multiplicarse a 41 y a
43°C e incluso la capacidad de sobrevivir durante dias a la exposicion de 45-
46°C (Saez, 1978; Bohm, 1980). Todo lo anteriormente expuesto apoya la
viabilidad de nuestros aislamientos de C. neoformans en la cloaca de estas

aves.

Nuestros aislamientos en cloaca de paloma de C. albidus, C. laurentii
y C. uniguttulatus se encuentran apoyados no sélo por los aislamientos de
Mattsson y cols. sino también por otras referencias que los han descrito en
varias ocasiones como especies termotolerantes a 37°C. Van Uden y cols.
en 1957 y Kurtzman y Fell en 1998 describen cepas de C. albidus capaces
de crecer a 37°C y Saez (1978) describe cepas de C. uniguttulatus capaces
de crecer a esta misma temperatura y cepas de C. laurentii capaces de
crecer a 38°C. No obstante, suponemos que dichas especies de criptococos
al igual que C. neoformans no son capaces de replicarse en el tracto
gastrointestinal, sino que el aislamiento en cloaca se debe a la supervivencia
de un pequefio nimero de criptococos localizados inicialmente en buche,

aunque otros autores han demostrado experimentalmente la termotolerancia
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y replicacion de C.- neoformans a 43°C, por lo que ellos -no.descartan. que
esta levadura pueda replicarse en el-tracto gastrointestinal. (Hermoso de

Mendoza y cols., 1987). -

- Respecto al aislamiento en esta localizacion de C. albidus, C. laurentii
y C. uniguttulatus, especies reconocidamente mas termosensibles, cabria
sospechar su origen en una contaminacion exoégena, pero teniendo
presentes la desinfeccién de la zona cloacal previa a la toma de muestras y
la presencia en buche de las mismas especies, asi como el rapido transito
de C. neoformans por el aparato digestivo en estas aves (< 24 h., segln
Littman y cols. 1968), es posible especular que al menos algunas cepas

resistan dicho fransito.

Precisamente nuestros resultados de termotolerancia in vitro
concuerdan con los expuestos por Phaff y Fell en 1970 y Saez en 1978,
difiriendo unicamente en la termotolerancia de C. albidus, aunque en nuestro
estudio el 45% de C. albidus sobrevivié a una temperatura de 39°C.

- Las palomas actiian como portadoras en cloaca de distintas especies
de criptococos, que al ser expulsados pasan directamente a las heces,
sustrato rico en nitrégeno no proteico que favorece su multiplicacion (Littman
y Borok, 1968). Por ello nos atrevemos a sugerir que la paloma mensajera,
en sus largos viajes puede diseminar estos criptococos en puntos lejanos
respecto a los de su origen y contaminar ambientes quizas anteriormente
libres de estos microorganismos, alin teniendo presente que la cantidad de
levaduras existentes en cloaca sea muy inferior en nimero a las existentes

inicialmente en buche.

Nuestros resultados confiman que la 'paloma es también un
importante portador en buche de distintas especies de criptococos: C.
neoformans var. neoformans, C. laurentii, C. albidus y C. uniguttulatus,
todos ellos capaces de desarrollar cuadros clinicos de criptococosis como ya
se ha comentado anteriormente. Efectivamente C. neoformans var.
neoformans y C. albidus, han sido previamente aislados en esta localizacion
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por Swinne-Desgain en 1975 y por Hermoso de Mendoza en 1987. Nuestros
resultados muestran que la frecuencia de portadores en buche de C.
neoformans (9.66%) es similar a los resultados obtenidos por éste ultimo
autor (8.2%) en un estudio realizado en buche, con un tamafio muestral
similar al nuestro, aunque la frecuencia de portadores en buche de C.
albidus obtenida por Hermoso de Mendoza (1987) es significativamente
menor (0.98%) a la nuestra (6.94%). Khan y cols. confirmaron en 1978 la
existencia de Cryptococcus neoformans en el buche de palomas en la India
trabajando con un tamafio muestral similar al nuestro y logrando un

aislamiento de 1.3%, resultado muy inferior al obtenido por nosotros.

No hemos encontrado referencias preVias de aislamientos en buche
de C. laurentii y C. unigufttulatus con las que contrastar nuestros datos, pese
al considerable interés de estas especies desde el punto de vista
epidemiolégico, ya que son citadas en repetidas ocasiones como
responsables de cuadros clinicos (Johnson y cols., 1998; Kordossis y cols.,
1998; Ritterband y cols., 1998; Cheng y cols., 2001; McCurdy y Morrow,
2001). La paloma resulta ser un importante portador en buche no sélo de C.
neoformans var. neoformans ya descrito, sino también de C. laurentii, C.
albidus y C. uniguttulatus (Swinne Desgain, 1976; Khan y cols., 1978 y

Hermoso de Mendoza, 1987).

Otras especies levaduriformes aisladas en muestras de buche han
sido C. albicans, C. guilliermondii, C. zeylanoides, C. famata (sinénimo de T.
candida), S. cerevisiae, R. glutinis y R. mucilaginosa (sinébnimo de R. rubra)
aislamientos que coinciden con los obtenidos por Hermoso de Mendoza en
1987. Sin embargo, este ultimo autor aisla C. tropicalis, no obtenida en
nuestro estudio. Ademas nosotros hemos obtenido C. kefyr, C. pelliculosa,
C. rugosa, T. asahii, T. mucoides y P. wickerhamii, no existiendo referencias

que hagan mencién al aislamiento de estas Gltimas especies levaduriformes.

En repetidas ocasiones C. neoformans var. neoformans ha sido
aislado de heces aviares (Staib y Schulz-Dieterjch, 1984; Mangiarotti y
cols., 1993, Staib, 1994, Colom y cols., 1997, Kielstein y cols., 2000A).
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Mangiarotti y cols. en 1993 pusieron en evidencia la presencia:de C.Jaurentii
en heces de gallinas; Colom y cols. en 1997 y Mattson y-cols. en.1999,
comunicaron la presencia de este criptococo en excrementos-de. palomas,; y
eéste Ultimo aisla también a C. uniguttulatus. Previo a nuestro estudio, pocas
son las referencias que hacen mencién al aislamiento de C. albidus en heces
de paloma (Schonheyder y Stenderup, 1982; Colom y cols., 1997; Kielstein y
cols., 2000A). Tan sélo Maldonado y cols. en el afo 2001, obtienen
resultados similares a los nuestros aislando a C. albidus, C. laurentii; C.
uniguttulatus y C. curvatus (sinébnimo de Candida curvata) pero no a C.
neoformans; 'y Vidotto y Gallo en 1985, y Gallo y cols. en 1989 aislan
Cryptococcus albidus, C. laurentii y C. neoformans pero no C. uniguttulatus,
aunque Vidotto y Gallo én 1985 aislaron C. terreus, no aislado por nosotros.

En nuestro estudio hemos podido aislar de heces de palomas
especies levaduriformes con potencialidad patégena. Ya Staib en 1963 y
Kielstein en el afio 2000 A, determinan que las heces de paloma constituyen
un buen medio: para el crecimiento y la supervivencia de C. neoformans y
otras especies de criptococos, sobre todo por su corhposicién bioquimica y
por su-elevado contenido en acido Urico, xantina, guanina y creatinina, ésta
dltima utilizada especialmente por C. neoformans. De nuestro- estudio se
desprende que [as condiciones climaticas y medioambientales de Gran
Canaria son excelentes para el desarrollo y viabilidad de distintas especies
de criptococos, pues existen pocas referencias que hagan mencion al
aislamiento de tantas especies de criptococos obtenidas -de -una misma
muestra. Aun asi, nos llama la atencion no haber aislado C. humicolus ni C.
curvatus citados también como productores de cuadros clinicos en patologia
humana (Sugita y cols., 2000; Ikeda y cols., 2000 y 2002).

Otras especies levaduriformes aisladas en muestras de excretas han
sido: C. albicans, C. famata, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. rugosa, C.
parapsilosis, R.- glutinis, . R. mucilaginosa (sinénimo de R. rubra) y S.
cerevisiae, las cuales coinciden con las: aisladas anteriormente por Vidotto y
Gallo en 1985 y Gallo y cols. en 1989. Estudios realizados por estos autores,

indican que la paloma es un vector importante de patégenos para el hombre
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y los animales domésticos, representando un serio problema higiénico-
sanitario. Estos autores demostraron que la carga fungica presente en éstas
era elevada, aislando ademas: C. krusei, C. infermedia, C. pseudotropicalis,
C. tropicalis, C. humicola, C. lypolitica, C. lambica, C. zeylanoides, Pichia
membranaefaciens, Pichia anomala (forma sexual de Candida pelliculosa),
Geotrichum sp, Kloeckera apiculata, S. oleaginosus, S. telluris, T. beigelii, T.
capitatum y T. pullulans, muchas de las cuales se consideran patégenas
(Hoog y Guarro,1995). | |

Maldonado y cols. en el afio 2001, aislaron C. famata y otras especies
levaduriformes no presentes en nuestros aislamientos: C. holmii, C. globosa,
C. norvegica, C. colliculosa y Saccharomyces kluyverii. No obstante, hemos
aislado C. pelliculosa, T. asahii, T. mucoides no relacionadas anteriormente

con muestras de heces de paloma.

Comparando nuestros aislamientos de C. neoformans en esta
muestra (33.9% por palomar), con los obtenidos por otros autores en otros
paises independientemente de que sus estudios hayan sido realizados en
zonas urbanas o en palomares, observamos que dicho porcentaje solamente
ha sido superado en China (69.4%) y Colombia (49.6%) (Li y cols., 1993 y
Caicedo y cols.,, 1996). En Espaina, en 1980, Pérez Ramos no aisla C.
neoformans de ninguna de las muestras analizadas en la provincia de Cadiz,
sin embargo, aisla esta especie en un porcentaje mayor (68%) al obtenido
por nosotros en la provincia de Leén, y en la provincia de Sevilla aisla dicha
especie levaduriforme en un porcentaje de 3.03%.

Estudios realizados en otros paises del mundo han mostrado un
porcentaje de aislamiento muy inferior al nuestro: Alemania (18.6%) (Weber
Albert y Renate Schéafer, 1991), Suecia (0%) (Mattsson y cols., 1999),
Austria (0%) (Kielstein y cols., 2000 A), Etiopia (4.7%) (Yimtubezenash y
cols., 2001), Egipto (15%) (Refai y cols., 1983), Iran (17.8%) (Khosravi,
1997), Turquia (13.9% y 4.6%) (Yilmaz y cols., 1989 y Yildiran y cols., 1998),
en Nepal (25%) (Pal, 1997) y en México (20.7%) (Castanédn Olivares y Lépez
Martinez, 1994).
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Con respecto al aislamiento de C. laurentii en-excrementos, Mattsson
y cols. (1999) lo aislan:en un porcentaje muy superior(68.57%) al nuestro
(4.59%) sobre un muestreo significativamente menor (35 muestras) y Pérez
‘Ramos (1980) no aisla esta especie ‘levaduriforme.en ninguna de las 116
muestras de heces de palomas estudiadas en las provincias de Cadiz,

Sevillay Leon.

Respecto a C. albidus, éste ha sido aislado recientemente en Austria
en un porcentaje muy superior (60%) al nuestro (3.44%) por Kielstein y cols.
(2000). En Gran-Canaria el porcentaje de aislamiento de este criptococo en
excrementos de palomas de palomares es similar al conseguido por Pérez
Ramos en la provincia de Cadiz (3.45%), inferior al conseguido en Sevilla
(12.12%) y superior al de Ledn (0%).

Este ultimo autor también ha aislado a C. uniguttulatus de la provincia
de Sevilla en un 24.24% de las muestras de excretas analizadas, porcentaje
superior al-obtenido por nosotros (56.17%) y por Mattsson y cols. en 1999
(11.43%) en un estudio realizado en Suecia. En Espaiia, los Unicos estudios
existentes al respecto corresponden a Pérez Ramos en el afno 1980
trabajando en las provincias de Cadiz y Ledn no mostrando la presencia de

esta levadura en dichas provincias.

Si comparamos los porcentajes de aislamiento de las distintas
especies levaduriformes obtenidas en heces en palomar con las obtenidas
en las excretas muestreadas de las plazas publicas, observamos que en
esta Ultima, el criptococo mayormente aislado corresponde a C. laurenttii
(23.52%) frente a los palomares privados (4.59%), en el caso de C. albidus,
en plazas publicas representa el 17.64% frente a 3.44% en palomares, C.
neoformans supone un 11.76% de los aislamientos y en palomares 33.9%,
C. uniguttulatus en plazas publicas de un 5.88% frente a un 5.17% en
palomares. C. albicans supuso un 29% en plazas publicas y Candida spp.-un
23.52%, C. kruseifinconspicua 17.64% respecto a los aislados en palomares
y por el mismo orden en donde C. albicans supuso un 7.47%. Candida spp.
12.06%, C. kruseifinconspicua 0%. Al analizar estos datos comprobamos
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que las siguientes especies levaduriformes que citamos por orden de
frecuencia de aislamiento: Candida spp., C. laurentii, C. albidus, C. albicans
y C. uniguttulatus se aislan con mayor frecuencia en las plazas ptblicas que
en los palomares privados y el unico aislédo con mayor frecuencia en

palomares con respecto a las plazas publicas es el C. neoformans.

Estos datos llaman nuestra atencién pues en un principio pensamos
que en las plazas publicas, debido a una mayor incidencia directa de la luz
solar y por lo tanto de los rayos ultravioletas, asi como la falta de aciimulo de
excretas en estos lugares iban a representar un menor porcentaje de
aislamientos respecto al obtenido en los pélomares, maxime si tenemos
presente los resultados obtenidos por Caicedo y cols. en el afio 1996 que
apuntaban que la probabilidad de encontrarlo en excretas acumuladas es
mucho mayor, llegando incluso a observar que una alta densidad de
palomas constituia también un factor importante en el porcentaje de
aislamiento obtenido. Los resultados obtenidos nos hacen pensar que
realmente las condiciones necesarias para la replicacién y viabilidad de C.
neoformans y otros Cryptococcus spp. sean distintas. Colom, en 1997,
obtuvo resultados muy similares a los nuestros en C. neoformans, C.
laurentii y C. albidus, mostrando el aislamiento de C. neoformans y C.
laurentii tanto en zonas urbanas como en palomares, no obstante, C.
neoformans es mayormente aislado en palomares y C. laurentiiy C. albidus

en zonas urbanas.

Hasta la fecha, no existian estudios sobre el papel que podria
representar la paloma como reservorio de hongos levaduriformes con impacto
en la salud publica en las plazas de nuestra Comunidad Auténoma. Estos
espacios de recreo y ocio concentran de forma habitual a un gran nimero de
personas, principalmente nifios y ancianos, asi como individuos marginados y
afectos de SIDA que toman asiento en ellas de forma asidua. Estudios
realizados por Littman y Borok en 1968 ponian de manifiesto que las palomas
salvajes podian ser portadoras -de C. neoformans var. neoformans y
diseminarlo en el medio ambiente. Ademas, Matsson y cols. en 1999 sugieren

que las palomas salvajes pueden ser portadoras de hongos patégenos
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incluyendo a C. neoformans var. neoformans. El hecho de.que éstas abunden
en muchas ciudades y se asocien a altas edificaciones tales como -hospitales,
aumenta la probabilidad de que algunos pacientes susceptibles tomen
contacto. con ellas y sus ‘excretas, pudiendo dar lugar a infecciones
nosocomiales.

Los resultados anteriormente expuestos confirman que realmente las
excretas de paloma localizadas en plazas publicas, suponen un reservorio
de estos agentes infectivos para el hombre y los animales. Caicedo y cols.,
en 1996 ya recalcaban la importancia de emprender Campaﬁas que eviten la
acumulacion de excretas de paloma en estas éréas ya que si el grado de
contaminacioén es elevado podria convertirse en un peligro. para la salud
publica. En el ano 1987, Hermoso de Mendoza y cols. emitieron la hipétesis,
dado sus resultados, de que el riesgo para la poblacién en general que
suponian las aves de vida libre, nidificantes en parques, edificios puablicos y
jardines era minimo ya que en ninguno de sus dos colectivos muestreados
habian detectado portador alguno. Apunté en dicho estudio que estos datos
deberian ser sometidos a un exhaustivo estudio pues resultaba paradéjico
que la infeccion criptococécica fuera mas frecuente en - palomares
domésticos de aves deportivas y ornamentales, a menudo de gran valor y
objeto de' mayores cuidados y mejor higiene que los puramente utilitarios de
zuritos 0 que las aves de vida libre. Nuestro estudio reafirma la hipétesis
planteada por Hermoso de Mendoza y cols. (1987) con respecto a especies
de criptococos distintas a C. neoformans, ya que realmente nuestro estudio
reafirma que C. neoformans esta primordialmente presente en los palomares
privados y se encuentra en un bajo porcentaje en las zonas urbanas,
suponiendo -un riesgo. escaso para la- poblacion: general.. Reaimente fas
personas dedicadas a la colombofilia y aquellas que viven colindantes a
estos palomares, tienen un mayor riesgo de infeccion.

.. . Hermos intentado estudiar la prevalencia', de las distintas especies
levaduriformes por palomar, considerando: que la verdadera prevalencia de
estas levaduras debe de ser dada estudiando la presencia de las mismas en

varias localizaciones, maxime si tenemos en cuenta la influencia que ejerce
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la temperatura en estos aislamientos. Por lo tanto, hemos querido establecer
la prevalencia de infeccion por palomar para las distintas especies
levaduriformes obtenidas en nuestro estudio independientemente de la
muestra de la que hayan sido aisladas, estos resultados quedaron expuestos
en el apartado de resultados 4.2.6. Tal y como pensabamos C. neoformans
se encuentra presente en nuestros palomares con una alta prevalencia
(66.97%). No obstante, nunca pensamos que se encontrara en una mayor
proporcion con respecto a C. albicans, levadura que se considera flora
habitual del tracto digestivo de estas aves, habiendo observado para esta
altima una prevalencia de infeccion por palomar en la isla de Gran Canaria
de un 23.25%. Otras especies de criptococbs han obtenido también una
mayor prevalencia que la de C. albicans, tal es el caso de C. uniguttulatus
(32.55%) y C. albidus (25.58%). C. laurentii tiene una baja prevalencia en
nuestros palomares (11.62%). No hemos encontrado referencias en otros
paises o ciudades que calculen la prevalencia de infeccidbn en palomares
usando simultaneamente aislamientos procedentes de distintas muestras.
Sin embargo, teniendo sé6lo en cuenta las muestras de buche, la frecuencia
media de infeccién por palomares a C. neoformans obtenida por Hermoso de
Mendoza en 1984 A es superior a la obtenida por nosotros en esta
localizacion (36.8% frente a un 23.17%), m.ientras que en el caso de C.
albidus la frecuencia media de infeccion por palomares obtenida por
nosotros fue superior a la obtenida por este autor (20.7% frente a un 2.63%).
Kielstein y cols. (2000 A), analizando muestras de excretas obtienen una
frecuencia de infeccion por palomares del 40.5%, porcentaje inferior al

obtenido por nosotros en esta misma localizacién (55.42%).

Solo existen suposiciones o0 inoculaciones experimentales
encaminadas a demostrar que C. neofomans es capaz de sobrevivir al
transito gastrointestinal de las palomas. Nadie anteriormente ha relacionado
aislamientos de distintas especies de criptococos y C. albicans en excretas,
buche y cloaca. Para determinar si existe relacion entre los aislamientos
procedentes en estas localizaciones hemos aplicado el test exacto de
Fisher.
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Al relacionar los aislamientos de heces con los obtenidos de.buche,
dicho test- mostré diferencias significativas para C.. neoformans; C.
uniguttulatus, C. laurentii y -C. albicans. No hemos - obtenido - diferencias
significativas respecto a C. albidus, pensamos que éste ultimo resultado sea
debido a que la proporcién con la que se-aisla dicha especie de criptococo
en heces es la menor del estudio. Por lo tanto,_opi}namos que palomares
infectados por distintas especies de criptococos con'lleva a la infeccion en
buche de sus palomas, no obstante, no de todos los palomares infectados se
ha conseguido el aislamiento de dichas especies de criptococos en buche,
por lo que suponemos que la dosis infectiva necesaria para conseguir el
-aislamiento de dichas especies levaduriformes en buche ha de ser grande,
considerando que una gran proporcidon de dicha dosis infectiva puede morir
debido-a la elevada temperatura (42°C) de estas aves, ya que distintos
autores, han observado la variabilidad en la termotolerancia de las levaduras
anteriormente citadas. De 100 palomares infectados en- heces por C.
neoformans tan solo 38.6 presentan palomas infectadas en sus buches, de
C. unigufttulatus tan solo 18.6, C. laurentii 28.6, C. albidus 40 y C. albicans
33.3, con lo que aportamos que de 100 palomares infectados en heces por
distintas especies de criptococos y C. albicans, el rango de infeccion de sus
palomas en buche, oscila entre 18.6% y 40%. Observamos: también -la
existencia de palomares que en nuestro estudio se mostraron libres: en
heces de distintas especies de criptococos y de C. albicans consiguiéndose
el aislamiento en buche de estas especies levaduriformes. Pensamos que
esto podria.deberse a la contaminacion por bacterias y hongos filamentosos
obtenidas durante nuestro estudio al procesar las muestras de heces que
podrian haber enmascarado la presencia de dichos criptococos en esta
muestra, con lo que concluimos que realmente aquellos palomares cuyas
palomas se mostraron infectadas en buche siendo negativas en heces
podrian ser realmente falsos negativos, maxime si tenemos en cuenta el
bajo porcentaje con el que este fenébmeno se observé durante nuestra
experiencia. Para C. neoformans un 5.7% de infectados en buche de
palomares libres en heces, para C. uniguttulatus 18.6%, para C. laurentii 0%,
C. albidus 20.3% y para C. albicans 9%.
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Al correlacionar los aislamientos obtenidos de heces-cloaca, el test de
Fisher no ha mostrado diferencias significativas para ninguna de las
levaduras estudiadas. Realmente al analizar detenidamente los aislamientos
procedentes de estas dos muestras, observamos que el porcentaje de
aislamiento de estas especies levaduriformes en cloaca es minimo respecto
a los palomares infectados en heces por las mismas. De un total de 79
palomares estudiados, 44 eran positivos al aislamiento de C. neoformans en
heces y tan solo 4 palomares mostraron palomas infectadas en cloaca lo que
supone un 9.1%. Respecto a C. uniguttulatus en el mismo estudio de 9
palomares infectados en heces, ninguno mostré palomas infectadas en
cloaca lo que implica un 0% de aislamiento. 7 palomares infectados en
heces por C. laurentii y tan solo 1 infectado en cloaca, para C. albidus de 5
palomares infectados en heces 1 solo infectado en cloaca y por Gltimo de 12
palomares infectados en heces por C. albicans, ningin aislamiento de dicha
levadura en cloaca. Realmente estos datos apoyaria al test exacto de Fisher
que afirma que no existe relacion entre dichos aislados.

Si estos resultados los comparamos con los obtenidos de buche,
observamos para C. neoformans de 100 palomares infectados en heces un
38.6 infectados en buche, 9.1 infectados en cloaca. C. uniguttulatus, de 100
palomares infectados en heces, 55.6 en buche y 0 en cloaca, C. Iauréntii
para el mismo numero de palomares infectados en heces 28.6 en buche y
14.3 en cloacas, C. albidus 40 infectados en buche y 20 en cloaca y por
ultimo de 100 palomares infectados en heces por C. albicans 33.3 en buche
y 0 en cloaca, con lo que se demuestra realmente que un alto porcentaje de
dichas especies levaduriformes mueren en el pasaje gastrointestinal,
debiéndose la baja proporcién de aislamientos en cloaca a este fenémeno y
existiendo realmente una correlaciéon entre palomares infectados en buche y

la presencia de dichas levaduras en cloaca.
Se observa también en este apartado de nuestro estudio el

aislamiento de estas levaduras en cloaca de palomas de los palomares

negativos al aislamiento de los mismos, opinando que dicho fenébmeno es
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explicado de la misma ‘manera que hemos :expuesto -en .el caso.de ‘los
aislamientos heces-buche.

Por ditimo, al analizar las posibles relaciones entre los aislamientos
obtenidos de buche y cloaca, observamos tal como adelantabamos en el
apartado anterior que el porcentaje de aislamiento de las distintas especies
de criptococos y C. albicans obtenidas de cloaca respecto a las de buche es
mucho menor, por lo que aln existiendo desde el punto de vista -cientifico
una relacion entre animales infectados en cloaca y buche, al aplicar el test
de Fisher, éste afirma que dicha relacion no existe.

Estos resultados estarian aclarados tal como exponiamos por la
termotolerancia de dichas especies levaduriformes (Saez, 1978; Lennette y
cols., 1987 y Fell y Statzell-Tallman, 1998), si bien es verdad que existen
autores que obtienen para C. neoformans una alta termotolerancia, de tal
forma que a una temperatura de 41°C, Hermoso de Mendoza (1984 A)
observa que el 100% de las cepas crecen, sin embargo a 43°C soélo
crecieron dos sobre el total de cepas estudiadaé y el resto sobrevivié. A
45°C no crecié  ni sobrevivid ninguna cepa. En nuestro caso la
termotolerancia para dicha especie a 42°C ha sido de un 30%. Teniendo en
cuenta que ya Littman y cols en 1968 realizaron estudios sobre. la
termorregulacidon de éstas aves y que establecieron unos rangos de
temperatura en cloaca entre 41°C-43°C y observaron que la temperatura
rectal era tres décimas superior a la existente en buche, correspondiendo
una temperatura rectal de 43.1°C a una temperatura en buche de 42.8°C y
una- temperatura corporal tomada debajo del ala de 42.7°C. Estos datos

vienen a apoyar el menor porcentaje de aislamientos obtenidos en cloaca
respecto a buche.

También observamos con estos datos que realmente |la
termotolerancia in vivo no. se corresponde con la obtenida por otros autores
in. vitro (Hermoso- de Mendoza., 1984 A) ya que esta disminucion del

porcentaje. . de “aislamiento "de cloaca con respecto a los inicialmente
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obtenidos en buche hace pensar que muchas de estas levaduras quedan en

el transito gastrointestinal sin replicarse y sin sobrevivir a 42°C.

Es por esta razén por la que pensamos que los resultados obtenidos
con el test exacto de Fisher para C. neoformans, C. uniguttulatus y C.
albidus serian erréneos, acertando dicho test en el caso de C. laurentiiy C.
albicans. Pensamos que en el caso de C. laurentii dicho test se muestra
efectivo debido al bajisima proporcién con la que dicha levadura aparece en
buche, de 331 palomas muestreadas, tan solo dos se mostraron infectadas
por este criptococo en dicha localizacion. En el caso de C. albicans
pensamos que dicho test se ha mostrado también efectivo debido a que no
se ha conseguido ningun aislamiento de ;esta levadura en cloaca de
animales libres en buche. Cerrando este apartado, y al no existir estudios
similares al nuestro, lo cual nos ha impedido contrastar nuestros resultados,
pensamos que el test exacto de Fisher no es apto en este tipo de estudio
pues existen factores como la temperatura que interfieren en los resultados

de este test.

Para la identificacion de géneros y especies nos ha resultado de vital
importancia la utilizacidon de medios actualizados, observando que el uso del
APl 20 C AUX era actualizado en géneros y datos bioguimicos de las
distintas especies de forma periddica. Asi, llegamos a detectar géneros
nombrados por otros autores a los trabajos en heces principalmente que
habian sido renombrados y reclasificados respecto a las nuestras. Para la
adaptacion de la nomenclatura y bioquimica nos hemos ayudado también
del libro The yeasts: A taxonomic study de Kurtzman y Fell (1998).
Recomendamos siempre la actualizacion de los sistemas de lectura de los
codigos del sistema API para poder llegar a una identificacién correcta tanto
de la especie como del género. Nuestra gran sorpresa surgié cuando en el
intento de identificar distintas especies, utilizamos distintos textos de
microbiologia observando en ellos un gran desfase en las cuestiones
anteriormente mencionadas (Jungerman y Schwartzman, 1977; Braude y
cols., 1984; Lennette y cols., 1987; Diamond, 1997; Garcia Rodriguez y
Picazo., 1998).
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En la: actualidad se han observado variaciones en la asimilacion.de
azucares que estas referencias citan como negativas o positivas.y que en la
actualidad han sido referidos como variables. La ultima ha sido Ila
variabilidad de - C.. neoformans en la asimilacién del - inositol, iazlicar
reconocido hasta la fecha como asimilado por todas las cepas de C.
neoformans. Entre nuestros aislados, ha sido identificada una cepa de C.
neoformans que no asimilé este azlcar correspondiendo al siguiente perfil
(001000001). Aeharn en 1998 y Uno y cols. en el afio 2001, muestran esta
posible variabilidad. Este ultimo autor describe el caso de una cepa
identificada como C. neoformans aislada del liquido'cefalorraquideo de un

paciente con SIDA que no mostré la asimilaciéon de este azicar.

Nos sorprende observar que dicha variabilidad se encuentra recogida
en el Apilab plus version 3.3.3. El estudio de IoS-auxanotipos ha sido
empleado por Nosanchuk y cols. en el afio 2000, con el fin de buscar una
posible relaciéon entre la infeccion humana y la fuente de origen, ya que la
cadena de infeccion entre las excretas aviares como reservorio de
Cryptococcus y la existencia de enfermedades humanas causadas por C.
neoformans no ha sido claramente demostrada, debido a la escasa
caracterizacion de las cepas de C neoformans de origen humano 'y animal
(Kielstein y cols., 2000 A).

Nosanchuk 'y cols. en el afio 2000 sugieren que las heces de una
cacatia eran la posible fuente de la infeccion criptocécica contraida por su
duefio, tras la realizacion del estudio paralelo de las tres cepas mediante
técnicas moleculares y de asimilaciéon. de azicares (APl 20 C AUX), las
cuales demostraron la similitud existente entre dichés~cepas. Si son pocos
los datos existentes que muestren que las heces de paloma son fuentes de
infeccion para el hombre, estudios similares que hagan referencia a las
heces como fuente de infeccién de otras especies de criptococos son aun

mas escasos (Kielstein y cols., 2000 A).

- Dentro de esta variabilidad, en el presente estudio hemos obtenido tal
como muestran nuestros resultados, .una serie de perfiles segin la

asimilacién o no de dichos azicares. Es por esta razén por lo que
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consideramos interesante comparar los auxanotipos obtenidos de distintas

fuentes en nuestra Isla y su comparacion por los obtenidos por otros autores.

Llama nuestra atencién al analizar y comparar distintos perfiles que el
numero 8, el cual se corresponde al 001101111, es el que mas se repite
tanto en los aislados de origen humano como en los de paloma procedentes
de palomares. Ninguna de las cepas aisladas de plazas publicas
presentaron dicho perfil. Otros estudios similares a los nuestros realizados
por Hermoso de Mendoza en 1987 sobre muestras de buche de palomas,
han llamado nuestra atencidon al comprobar que el auxanotipo aislado
mayoritariamente por este autor se corresponde al aislado mayoritariamente
por nosotros, correspondiendo éste al perfil nimero 8 (001101111), teniendo
ambos procedencia aviar y ademas tanto en nuestro estudio como en el de
Hermoso de Mendoza en 1987, es el mas aislado en muestras de buche de
paloma. El porcentaje de aislamiento que presentdé dicho auxanotipo en
nuestro estudio es de un 43.4% frente a un 72% obtenido por Hermoso de
Mendoza en 1987.

El perfil nimero 6 (001101011) de procedencia de paloma Y que ha
sido aislado tanto de cepas de humana como de heces, buche y cloaca, ha
sido también observado en buche por Hermoso de Mendoza (1987)
suponiendo un 15.2% para nuestro estudio respecto a un 12% para el autor

anteriormente citado.

El perfil numero 4 (001001011) fue el segundo perfil mayoritariamente
obtenido de palomas, no observandose el mismo en los C. neoformans de
procedencia humana, aislandose de muestras de heces y buches de
palomas pertenecientes a los palomares privados muestreados de nuestra
isla. Llama nuestra atencién que no existan aislamientos de cloacas con

dicho perfil. Quizas podria tratarse de cepas con poca termotolerancia.

Los perfiles 7 y 9 obtenidos a partir de cepas de C. neoformans. de
origen humano, no se obtienen de muestras de heces, buche y cloaca

recogidas en palomares ni en las muestras de heces de las plazas publicas.
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Por lo tanto, podria. tratarse- de una infecciéon -que tuviera una
procedencia distinta-a la de paloma. Los perfiles 10 y 13 obtenidos. de
cloaca, no se ha obtenido de las muestras de heces ni de buche, si
realmente el auxanotipo hace referencia a- la . fuente de- infeccion,
desconocemos cual ha sido dicha fuente en este caso debido a lo
anteriormente expuesto. El perfil nimero 3, 11 y 14 fueron aislados
exclusivamente de heces. Nosanchuk y cols. en el afio 2000, utiliz6 este
método entre otros para ver la posible relacion existente entre un aislado de
humano y las heces de una cacatua, obteniendo el perfil correspondiente a
nuestro perfil numero 11 (011101011), aislando también el mismo perfil en el
cuidador de dicho animal enfermo de criptococosis y llega a la conclusion de
que la infeccion humana podria tener su fuente en las heces de la cacatia.
Dicho perfil fue también obtenido por Hermoso de Mendoza en 1987 en
muestras de buche en 4% de sus aislados frente a un 2% obtenido por

nosotros.

Pensamos que no es fruto de la casualidad que de las 9 cepas de C.
neoformans var. neoformans de origen humano analiiadas, 6 presentasen el
perfii mas frecuentemente obtenido de aislados de paloma (001101111)
correspondiendo con el auxanotipo anteriormente mencionado obtenido mas
frecuentemente por Hermoso de Mendoza (1987) en aislados de buche y
que a la par correspondia con el mayormente aislado en esta misma

localizacién por nosotros.

Creemos también que existe una fuente distinta a las heces de
paloma que actian como responsable de la criptococosis humana y que las
palomas localizadas en las plazas publicas suponen un riesgo nulo o infimo
en la salud publica en caso de la criptococosis debida a C. neoformans, si
bien segun datos cedidos por el Hospital Dr. Negrin, no se han observado
casos de criptococosis humana por especies de criptococos distintos al
mismo. Desconocemos si estos 6 enfermos de criptococosis pudieran vivir
en zonas cercanas a palomares, y que en su condicién de inmunodeprimidos

hayan adquirido dicha enfermedad.
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Debido al gran numero de palomares existentes en el municipio de
Las Palmas de Gran Canaria y conociendo la diversidad de microclimas
existentes en nuestra isla y en dicho municipio al abarcar tanto zonas
costeras como de montafia, hemos querido estudiar si el aislamiento de las
distintas especies de criptococos se haya influenciado por este factor.
Alguien escribié sobre el clima de Gran Canaria: En una sola jornada, con
suaves temperaturas los doce meses del anio, es posible pasar de la costa
calida a zonas templadas de medianias, atravesar valles y bosques
subtropicales o alcanzar las cumbres donde, en ocasiones, cae la nieve sin

merma del sol costero.

Ademas como ya hemos dicho en repetidas ocasiones, la accién o no
de factores como la temperatura, humedad y luz pueden condicionar la
presencia o ausencia de Cryptococcus spp. Estos factores anteriormente
citados no parecen influir en la distribuciéon de las distintas especies de
criptococos aislados de nuestra capital, al haber obtenido que estas
especies se presentan en proporcion similar en las distintas zonas

climaticas.
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6.- CONCLUSIONES

PRIMERA.- Cryptococcus neoformans se encuentra presente en la
poblaciéon colombéfila en cautividad de la isla de Gran Canaria con una
prevalencia en los palomares de un 56.97%, por lo que opinamos que
realmente la cria en cautividad de estas aves, si no se extreman ‘Ias
condiciones higiénicas, suponen un riesgo real para el colombicultor y

habitantes colindantes.

SEGUNDA.- La prevalencia de Cryptococcus neoformans en las
plazas publicas de la zona centro norte de Gran Canaria es baja, no
representando dicha levadura un gran riesgo para la salud de los cuidadanos
que se recrean en ellas. El peligro de estas areas podria estar representado
por otras especies de criptococos menos patdgenos para los que se ha
obtenido una mayor prevalencia, considerando que los individuos
inmunodeprimidos y nifios estarian mas predispuestos a contraer una

infeccién por estas levaduras.

TERCERA.- Las infecciones humanas o animales producidas por el
auxanotipo 0011001111, podrian tener su origen en las heces de palomas,
no obstante esta hipétesis necesita su confirmaciéon mediante la utilizacién

de técnicas genéticas.

CUARTA.- La presencia en muestras humanas de auxanotipos que
no se obtienen de aislados de heces de palomas nos induce a suponer que

la fuente de infeccion se deba a las excretas de otras aves.

QUINTA.- No sélo C. neoformans sino también C. albidus, C.
uniguttulatus 'y C. laurentii son capaces de sobrevivir al transito
gastrointestinal, apareciendo en cloaca y heces frescas.

SEXTA.- La paloma porta en cloaca a distintas especies de
criptococos pudiendo diseminar estas levaduras hacia zonas anteriormente

libres de estos microorganismos.
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SEPTIMA.- El test exacto de Fisher no resulta apto cuando existen

factores que determinan el valor de la variable dicotémica en estudio.
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7.- RESUMEN

El papel que desempefian las palomas como portadoras de hongos
levaduriformes en la isla de Gran Canaria, ha sido la incégnita que ha
movido el desarrollo del presente trabajo, maxime si tenemos en cuenta que
Canarias es una de las Comunidades Auténomas con mayor nimero de

palomas mensajeras de Espafia.

Para la realizaciéon del presente trabajo nos hemos planteado estudiar
el papel que juega la paloma como portadora de levaduras con impacto en la
Salud Pdblica: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus  albidus,
Cryptococcus laurentii, Cryptococcus uniguttulatus, Cryptococcus humicolus,
Cryptococcus curvatus y Candida albicans. Para ello, hemos trabajado con
palomas en libertad y en cautiverio recolectando muestras de excrementos
localizados en plazas publicas y muestras de excretas, buche y cloaca de

palomas localizadas en palomares privados.

Hemos constatado que el clima de Gran Canaria es excelente para el
desarrollo de distintas especies de criptococos y otras levaduras patégenas
para el hombre y los animales. Hemos obtenido que tanto en plazas publicas
como en palomares privados se encuentran presentes Cryptococcus
neoformans, Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus
uniguttulatus y Candida albicans, no aislandose Cryptococcus humicolus ni

Cryptococcus curvatus en ninguno de los casos.

A modo general, el porcentaje de aislamiento de cada especie, a partir
del numero total de palomares muestreados ha sido, en orden decreciente,
de un 56.97% en el caso de Cryptococcus neoformans, de un 32.55%
(Cryptococcus uniguttulatus), de un 25.58% (Cryptococcus albidus), de un
23.25% (Candida albicans), y finalmente de un 11.62% en el caso de

Cryptococcus laurentii, la especie aislada con menor frecuencia.

Refiriendo los resultados solamente a las muestras de excretas

analizadas recogidas en dichos palomares, los porcentajes obtenidos para
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cada especie han sido: 33.9% para Cryptococcus neoformans, 7.47% para
Candida albicans, 5.17% para Cryptococcus uniguttulatus, 4.59% para
Cryptococcus laurentii, y 3.44% para Cryptococcus albidus.

Los valores de prevalencia de la infecci()n.en buche han sido de un
9.66% para Cryptococcus neoformans, 7.25% en el caso de Cryptococcus
laurentii, 6.94% para Cryptococcus albidus, 3.92% para Candida albicans y
por ultimo, tan sélo de un 0.60% en el caso de Cryptococcus uniguttulatus.

Finalmente y respecto a la prevalencia de la infeccidn en cloaca,
hemos obtenido los siguientes porcentajes: Cryptococcus neoformans
(1.81%), Cryptococcus uniguttulatus (3.32%), Cryptococcus laurentii
(2.11%), Cryptococcus albidus (0.90%) y finalmente Candida albicans,
también con un 0.90%. |

De las muestras de excretas analizadas en las 17 plazas publicas
muestreadas, hemos observado que el criptococo aislado con mayor
frecuencia ha sido Cryptococcus laurentii (23.52%) y el de menor frecuencia
ha sido C. uniguttulatus. Sin embargo, Candida albicans ha sido la especie

presente en un mayor niumero de plazas, un total de 5 (29%).

El auxanotipo de C. neoformans aislado mas frecuentemente a partir
de todas las muestras aviares estudiadas en nuestro trabajo ha sido el
001101111, correspondiéndose al que con mayor frecuencia se obtuvo
también del analisis de las cepas de origen humano de dicha especie
cedidas por el Hospital Dr. Negrin de Las Palmas de Gran Canaria.
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8.- SUMMARY

The role that pigeons carry out as yeast form fungus carriers on the
Island of Gran Canaria has been the unknown fact that moved us to carry out
this work, especially if we keep in mind that the Canaries is one of the

Spanish Autonomic Communities with a greater number of carrier pigeons.

For the development of this work we have planned to study the role
the pigeon plays as a carrier of yeasts héving any impact on public health:
Cryptococcus neoformans, Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurenti,
Cryptococcus uniguttulatus, Cryptococcus humicolus, Cryptococcus curvatus
and Candida albicans. To do so, we have worked with free pigeons and
captive ones, collecting excrement samples located in public squares, and
excreta, crop and cloaca samples from pigeons housed in private pigeon

lofts.

We have confirmed that the Gran Canaria climate is excellent for the
development of different species of cryptococcus and other yeasts that are
pathogenic for human beings and animals. Our findings have been that
Cryptococcus neoformans, Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii,
Cryptococcus uniguttulatus and Candida albicans are present in public
squares, as well as in private pigeon lofts, while neither Cryptococcus
humicolus nor Cryptococcus curvatus has been isolated in any case.

Generally, each specie’s isolation percentage, starting from the total
number of sampled lofts, has been, in a decreasing order. 56.97% in the
case of Cryptococcus neoformans, 32.55% for Cryptococcus uniguttulatus,
25.58% for Cryptococcus albidus, 23.25% for Candida albicans and finally
11.62% in the case of Cryptococcus laurentii, the least frequently isolated

species.
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With the results only being based on analyzed excreta samples
~ collected in the previously mentioned pigeons lofts, the percentages obtained
for each species were: 33.9% for Cryptococcus neoformans, 7.47% for
Candida albicans, 5.17% for Cryptococcus uniguttulatus, 4.59% for

Cryptococcus laurentii and 3.44% for Cryptococcus‘albidus.

Prevalence values of infection in crop have been 9.66% for
Cryptococcus neoformans, 7.25% in the case of Cryptococcus laurenti,
6.94% for Cryptococcus albidus, 3.92% for Candida albicans and finally,
only 0.60% in the case of Cryptococcus uniguttulatus.

Lastly, regarding prevalence of infection in cloaca, we have obtained
the following percentages: Cryptococcus neoformans (1.81%), Cryptococcus
uniguttulatus (3.32%), Cryptococcus laurentii (2.11%), Cryptococcus albidus
(0.90%) and finally Candida albicans, also with 0.90%.

From the analyzed excreta samples collected in 17 public squares, we
have observed that the most frequently isolated cryptococcus has been
Cryptococcus laurentii (23.52%), and the least frequently isolated one has
been C. uniguttulatus. However, Candida albicans has been the species

found in a greater number of public squares, in a total of 5 (29%).

The auxanotype C. neoformans most frequently isolated in all the
avian samples studied in our work has been 001101111, corresponding to
the one also obtained with greater frequency from the analysis of human
origin strains provided by Dr Negrin Hospital in Las Palmas de Gran Canaria.
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Abreviaturas

10.- ABREVIATURAS

ADN
AFB
cc
cDB
CDBT
CECT
CcGB
EDTA
G+C
GCP
gr

Kg

LCR

mg
min
ml
mm
NaOH

nm

Acido desoxirribonucleico

Anfotericina B

Centimetros cubicos

Creatinina Dextrosa Azul de Bromotimol
Creatinina-Dextrosa-Azul de bromotimol-Tiamina
Coleccién Espaniola de cultivos tipo
Canavanina-Glicina-Azul de bromotimol
Acido etilendiamino-tetraacético
Guanina+Citosina
Glicina-Cicloheximida-rojo fenol

Gramo

kilogramo

litro

Liquido cefalorraquideo

Microgramo

Microlitro

Micrémetro

Metro cuadrado

Miligramo

Minuto

Mililitro

Mlimetro

Hidréxido sédico

Nanometro
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Abreviaturas

PCR
RM
SIDA
SNC
Spp.
TAC
TARGA
Var.

VIH
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Reaccién en cadena de la polimerasa
Resonancia Magnética

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
Sistema Nervioso Central

Especie

Tomografia Axial Computerizada

Terapia antirretroviral de gran actividad
Variedad

Virus de la inmunodeficiencia humana
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