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ABSTRACT

The purpose of this investigation was to determine the prevalence and distribution of the
yeast C. n. var. neoformans and var. gattii, C in the Atlantic Department, Colombia, S.A.
A total of 250 of feces samples from different pigeons (Columba livia) were collected
from 13 areas of the Atlantic Departament. Additionally, 34 samples of almond trees
(Terminalia catappa) detritus were collected from Barranquilla, Colombia. Serial
dilutions (1/10) were performed from initial mixtures using sterile saline with antibiotics
and then inoculated on to Niger Seed Agar plates and incubated at 28 °C for 7 days.
Yeasts were identified by: urease, capsule; phenoloxidase production; carbohydrate
assimilation and growth at 37 °C. The yeast variety was determined using the canavanine-
glycine-bromothymol blue medium incubated at 28 °C for 5 days. The serotyping of the
gattii variety was performed using rabbit monoclonal antibodies. The variety neoformans
was isolated from 19.4 % of the pigeon droppings collected within the nests. The
prevalence of the variety neoformans in Atlantic Deparment was of 12 %; however in the
south area of the department was isolated in 26,2 %. The gattii variety, serotiype C was
recovered from 17. 6 % of almond trees detritus samples from the city of Barranquilla. It
is recomended that a sanitary campaign be implemented to prevent the accumulation of
pigeon feces and that the inmunosupressed population be informed of the risk of

acquiring pigeon feces and detritus—borne yeast infections.
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RESUMEN

El propoésito de esta investigacion fue determinar la prevalencia y distribucion de la
levadura C. n. var. neoformans y var. gattii en el departamento del Atlantico, Colombia,
S.A. Se procesaron 250 muestras de excretas de paloma (Columba livia) recogidas en
trece areas del departamento del Atlantico y 34 muestras de detritos de almendro
(Terminalia catappa) recolectadas en Barranquilla, Colombia. Se realizaron diluciones
1/10 a partir de las mezclas iniciales preparadas en solucién salina conteniendo
antibioticos antibacterianos. Dichas mezclas se inocularon en platos Petri con el medio de
cultivo Niger Seed Agar (NSA) y se incubaron a 28 °C por 7 d. Las levaduras se
identificaron mediante las pruebas de ureasa, produccion de fenoloxidasa, capsula,
asimilacion de carbohidratos y crecimiento a 37 °C. La variedad se determin6 usando el
medio de canavanina-glicina-azul de bromotimol incubando a 28 °C por 5 dias. La
serotipificacion de la variedad gattii, se realiz6 con anticuerpos monoclonales de conejo.
La variedad neoformans se aisl6 en un 19.4 % a partir de las muestras de excretas de
paloma recolectadas dentro de los nidos. La prevalencia de la variedad neoformans en el
departamento del Atlantico fue de un 12 %; no obstante, en el area sur del departamento
la levadura se aislé en un 26.2 %. La variedad gattii, serotipo C se recuperd en un 17. 6
% en la ciudad de Barranquilla a partir de detritos de almendro. Se recomienda
emprender una campafia sanitaria que evite la acumulacion de excretas de paloma e
informar a la poblacion inmunosuprimidas sobre los riesgos de contraer infecciones por

levaduras en excretas de paloma y de detritos de almendro.
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INTRODUCCION

Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin es una levadura encapsulada y
mucoide, la cual puede ocasionar criptococosis principalmente a pacientes
inmunocompetentes e inmunocomprometidos (Kwon-Chung, 1976; Mitchell y Perfect.,

1995).

La criptococosis es una infeccion fingica que se adquiere habitualmente por via
inhalatoria. Se inicia como una infeccion pulmonar capaz de diseminarse hasta el
sistema nervioso central (SNC) por el cual presenta gran tropismo (Kurokawa et al.,
1998); puede ser ocasionada por Cryptococcus neoformans var. neoformans (serotipos
A, Dy AD) y C. neoformans var. gattii (serotipos B y C) (Mitchell y Perfect., 1995).
Las preferencias de las dos variedades por sus respectivos hospederos estan
relacionadas con el estado inmune de éste (Mitchell y Perfect, 1995; Mitchell et al.,
1995). Cryptococcus neoformans var. neoformans tiene predileccion por individuos
inmunosuprimidos y C. neoformans var. gattii afecta a hospederos normales o
inmunocompetentes (Mitchell y Perfect, 1995). La diseminacién hematogena del hongo
causa lesiones en el corazén, higado, tubo digestivo, prostata, rifiones, glandulas

suprarrenales, tiroides, ojos, huesos, piel, articulaciones y SNC (Staib, 1987).

Se ha sefialado que los pacientes VIH positivos son mas susceptibles a ésta y a
otras infecciones que la poblacion inmunocompetente (Mitchell y Perfect, 1995;

Bunting et al., 1979); sin embargo, existen otras condiciones que pueden alterar la



inmunidad celular como las neoplasias linforeticulares, leucemia, diabetes, enfermedad
Hodking, sarcoidosis y tratamientos prolongados con corticosteroides que predisponen

al desarrollo de la criptococosis (Diamond y Bennett, 1974).

El proposito de esta investigacion fue determinar la prevalencia y frecuencia de
la levadura Cryptococcus neoformans en las excretas de palomas en el departamento del
Atlantico, Colombia, S.A; por ser este el nicho en donde cominmente se puede aislar el
hongo. A su vez se propuso identificar la variedad a la cual pertenecen las cepas
aisladas, analizar que factores inciden en su aislamiento y determinar si la época de
verano es propicia para aislar la levadura. Otro de los objetivos planteados fue verificar
si la variedad gattii, serotipo C podia ser aislada a partir de muestras de arboles de
almendro (Terminalia catappa), porque se ha demostrado que la levadura puede estar
presente en detritos de almendros y que puede también se ha aislado de pacientes VIH
positivos causandole criptococosis. Finalmente se evaluao las siguientes hipodtesis de
investigacion mediante la prueba de Chi cuadrado de pearson y se considero un P < 0.05

como significante.

Ho: La levadura Cryptococcus neoformans puede ser aislada en gran
proporcion a partir de heces fecales de paloma (Columba livia) recolectadas en
cualquiera de los municipios escogidos para realizar el estudio en el departamento del

Atléantico (Colombia) durante época de verano.

Ha: La levadura Cryptococcus neoformans se puede aislar de las excretas de



paloma recolectadas en el departamento del Atlantico pero su frecuencia y distribucion
dependen de la influencia de las condiciones climaticas del area en que sean recogidas y

del lugar donde se encuentren las muestras.

Los resultados de esta investigacion se remitiran a los servicios epidemiologicos
e inmunologicos del departamento del Atlantico para que orienten y capaciten
esencialmente a los personas en especial a los pacientes inmunosuprimidos en la
aplicacion de medidas higiénicas que permitan eliminar la acumulacion de excretas de
paloma y asi evitar un posible contagio. Por otro lado, también se notificardn a la
anterior institucion los logros alcanzados en el estudio realizado con detritos de
almendro porque eventualmente pueden ser otro foco de contagio para personas
inmunocompetentes e inmunocomprometidas, a pesar de que a nivel mundial se hayan

reportado pocos casos de criptococosis ocasionados por la variedad gattii, serotipo C.



REVISION DE LITERATURA

2. 1 Habitat donde puede encontrarse y aislarse la levadura.

Sanfelice (1894) descubrio la levadura Cryptococcus neoformans a partir del

jugo de melocoton o durazno y la llamo inicialmente Sacharomyces neoformans.

Cryptococcus neoformans es una levadura ovalada de distribucion universal,
perteneciente a los basidiomicetos (Rippon, 1982) y se encuentra en altas
concentraciones en las excretas envejecidas y en suelos contaminados con excretas de
aves (Ajello, 1958; Emmons, 1955). El primer aislamiento de la levadura a partir de las

heces fecales de la paloma se debe a Emmons en 1951.

Staib (1963) indico que las excretas de paloma (Columba livia ) favorece el
crecimiento de C. neoformans por el alto contenido de creatinina, acido arico, guanina y
xantina. Sin embargo, el suelo y las excretas pueden ser ambientes hostiles para C.
neoformans cuando estan expuestas a la radiacion solar, temperaturas extremas,
condiciones anaerobias, baja humedad y extrema acidez (Ruiz et al., 1981; Ishaq et al.,
1968). Las altas concentraciones del amoniaco en excretas frescas inhiben el
crecimiento de la levadura, mientras las altas concentraciones de levaduras se
encuentran en las excretas secas de paloma porque es un ambiente desfavorable para el
crecimiento de la mayoria de los otros microorganismos (Litman y Borok, 1968). Se ha

demostrado que en heces fecales de paloma que se encuentren a la sombra, ya sea



himedas o desecadas, la levadura pueden resistir hasta dos afios o mas (Ishaq et al.,

1968).

El habitat natural de Cryptococcus neoformans var. neoformans esta asociado a
palomares u otros lugares donde haya acumulacion de excretas de aves; sin embargo, es
posible que algunas aves ofrezcan mejores condiciones para la supervivencia y
multiplicacion de C. neoformans var. neoformans en sus excretas que otras (Kiestein,
1996). Estudios recientes han demostrado que en las heces fecales de paloma, pueden
haber poblaciones genéticamente heterogéneas de C. neoformans serotipo A y D
(Garcia-Hermos et al., 1997). Esto fue inicialmente informado por Ansheng et al.
(1993) quienes demostraron que en una muestra de excreta de paloma coexistieron
cepas del serotipo A y AD. Las concentraciones de C. n. var. neoformans en excretas de
paloma a menudo exceden de 10° organismos viables por gramo. Su alta concentracion
en este substrato puede estar relacionada a la habilidad de asimilar los compuestos
nitrogenados alli presentes (Ruiz et al., 1981). Las levaduras han sido aisladas
repetidamente de los picos y patas de palomas; esto apoya la teoria de que la paloma
puede actuar como un factor mecénico de propagacion (Emmons, 1955; Emmons,

1951).

Cryptococcus neoformans var. neoformans se ha aislado de frutas, productos
lacteos y vegetales (Pal y Mehrotra, 1984). Recientemente se reporto el aislamiento de
esta variedad en los orificios de los troncos de arboles, donde se ha observado evidente

degradacion de lignina.



Los orificios de arboles proveen proteccion ya que las levaduras estdn menos
expuestas a las condiciones climaticas (Lazera, 1996). La levadura se ha aislado de
arboles tropicales como Entandophragma spp, Kinshasa, Zaire (Bauwens et al., 1986);
Syzygium jambolona (Lazera et al., 1993) y de los orificios de los arboles de Cassia
grandis, Senna multifuga y Ficus microcarpa (Lazera et al., 1996). Por otra parte,
Gonzalez et al. (1989) sostienen que los bioproductos de la descomposicion de la
madera, por accion de la fenoloxidasa son esenciales para el crecimiento de las
levaduras, incluyendo a Cryptococcus neoformans. Igualmente, Lazera et al. (1996)
sostienen que la xilosa, la celobiosa y otros productos de la degradacion de la lignina
son fundamentales para el crecimiento de C. neoformans. El crecimiento saprofito de C.
neoformans var. gattii en los arboles de Eucalyptus camaldulensis se debe a que ellos
contienen grandes cantidades de lignina y compuestos polifenoles (Pfeiffer y Ellis,

1993).

Estudios experimentales sostienen que las células levaduriformes bajo
condiciones de privacion de nutrientes y de una baja humedad en el suelo pueden perder
la cépsula o provocar una reducciéon de tamafio de célula (Farhi et al.,, 1970). La
levadura se ha aislado de una variedad de especies de aves como pericos, pollos, loros,
gorriones y en una poca concentracion en muestras de suelo (Littman y Borok, 1968;

Levitz, 1991; Bauwens et al., 1986).

Cryptococcus neoformans var. neoformans se ha aislado de las excretas de loros

y gallinas aprovechando el ambiente salino, alcalino y rico en nitrogeno donde



comparte habitat con Rhodotorula y Geotrichum (Rippon, 1982). En 1995, Hill, reportd
un caso de criptococosis en el ave kiwi (Apteris australis mantelli) producido por cepas
de serotipo B e indico que la infeccion probablemente se debid a la baja temperatura

corporal de su cuerpo, la cual es similar a la de los mamiferos.

Bunting et al. (1979) demostraron que Acanthamoeba polyphaga puede
fagocitar y matar hasta un 99 % de las células de C. neoformans en cultivos mixtos; sin
embargo, algunas cepas de C. neoformans pueden desarrollar pseudohifas para evadir el
efecto letal de la fagocitosis. Resultados similares, usando la especie Acanthamoeba
palestinensis, fueron reportados por Ruiz (1981) y Neilson et al. (1978). Por otro lado,
existen bacterias aisladas en el tracto digestivo intestinal de la paloma que tienen
actividad anticriptococal como: Bacilus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, las cuales inhiben en medios de cultivo el crecimiento de la levadura (Ruiz

et al., 1981; Abou-Gabal y Atia, 1978).

2.2 Caracteristicas de la capsula polisacarida.

Las cepas de Cryptococcus neoformans presentes en el medio ambiente a

menudo no son encapsuladas y estan encogidas o reducidas (Ruiz, 1981). Se ha

demostrado que la hiperosmolaridad es por lo menos uno de los factores que suprimen

la formacion de la capsula (Dykstra et al., 1977).

Farhi et al. (1970) reportaron que las células de C. neoformans aisladas del suelo



son relativamente pequenas y poco encapsuladas. Cuando hay desecacion, se reduce el
tamafio de la cépsula , presentando un didmetro de 1 um, el cual permite que las células
sean facilmente inhaladas y puedan depositarse directamente en los alvéolos
pulmonares (Bulmer, 1990). Existen cepas acapsulares las cuales tienden a producir
colonias con morfologia seca, porque pierden la habilidad de sintetizar la capsula
(Dykstra et al., 1977; Kozel y Cazin, 1971). Sin embargo, estas cepas tienen la

capacidad de sintetizar galactoxilomanano (Van de Moer et al., 1990).

El polisacarido capsular suprime la formacion de anticuerpos (Murphy y Cozad,
1972); inhibe la fagocitosis (Bulmer y Sans, 1967); la migracion de leucocitos (Drouhet
y Segretain, 1951) y suprime la producciéon de linfocitos T supresores (Rippon, 1982).
La céapsula polisacérida es relevante a la taxonomia de la levadura y su deteccion en los
fluidos corporales ha permitido el diagndstico rapido y la evaluacion del pronostico de
la enfermedad (Kozel et al.,, 1991; Kozel, 1989). El tamafio de la capsula estd
determinado por las caracteristicas genotipicas de cada cepa y por las diferentes
condiciones ambientales. La sintesis capsular depende de las altas concentraciones de
dioxido de carbono y la disponibilidad de hierro reducido (Granger et al., 1985); los
medios hipertonicos suprimen la sintesis capsular (Jacobson et al., 1989); asi mismo, las
altas concentraciones de glucosa, cloruro de sodio y tiamina (Jacobson et al., 1989;

Dystra et al., 1977)

El polisacérido capsular es sintetizado en el citoplasma y luego es exportado a la

parte externa de la pared (Sakaguchi et al., 1993; Takeo et al., 1973); se caracteriza por



ser hidrofilico y estar cargado negativamente debido a la presencia de 4cido glucorénico

(Kozel et al., 1980).

Las células encapsuladas se caracterizan por iniciar la activacion del
complemento a través de la via alternativa. La activacion comienza por la deposicion de
fragmentos opsonicos (C3) sobre la superficie celular (Goldstein y Rambo, 1962),
facilitando el proceso de fagocitosis por parte de los macrofagos y neutréfilos (Kozel et
al., 1984). Las cepas encapsuladas no activan la via clasica del complemento, debido a
la ausencia de anticuerpos especificos contra el glucuronoxilomanano en el suero

humano (Houpt et al., 1994).

2.2.1 Componentes de la capsula polisacarida.

Las céapsula polisacarida se caracteriza por estar formada por los siguientes
omponentes: el glucuronoxilomanano es un esqueleto lineal constituido por (1-3) a-D
mananopirano, sustituido por B-D xilopiranosil, adcido B-D glucupiranosiluronico y
grupos 0O-acetilos Cherniak y Sundstrom, 1994). Otros autores sostienen que el
glucuronoxilomanano representa el 88 % del material capsular y estd constituido por
acido glucordnico, xilosa y manosa. Generalmente, se detecta en los fluidos corporales

de la mayoria de los pacientes con criptococosis (Diamond et al., 1974).

El galactoxilomanano esta compuesto de galactosa, glucosa, xilosa y manosa

(James y Cherniak, 1992) y las mananoproteinas estan formadas por manosa, galactosa
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y xilosa (Cherniak y Sundstrom, 1994) y se caracterizan por tienen una carga neutral al

igual que el galactoxilomanano.

James y Cherniak (1992) determinaron que la capsula, esta formada por manosa,
xilosa, acido glucorénico y grupos O-acetil. Los diferentes grados de acetilacion de las
cadenas laterales determinan la presencia de serotipos cuya complejidad estructural
aumenta del serotipo D al A, al B, al C (Ikeda et al., 1991; Cherniak et al., 1994).
Recientemente Cherniak et al. (1995) indicaron recientemente que el
glucuronoxilomanano de los serotipos aislados de especimenes clinicos, pueden

cambiar durante el curso de la infeccion.

La estructura capsular de la levadura es un inmundgeno pobre, tanto en el
hombre como en los modelos experimentales con animales y la producciéon de
anticuerpos especificos ocurre solamente en una parte de los pacientes con criptococosis

y los niveles son usualmente bajos (Kozel et al., 1989; Dromer et al., 1993).

2.3 Principales serotipos de la levadura Cryptococcus neoformans.

Los serotipos se encuentran agrupados en 2 variedades: C. n. var. neoformans
(serotipos A, D y AD) y C. n. var. gattii (serotipos B y C) (Dromer et al., 1993). La
determinacion de los serotipos se realiza con el suero inmune de conejo porque éstos
presentan una fuerte respuesta de anticuerpos frente al polisacéarido capsular (Gordon y

Casadevall, 1995; Gadebush, 1958). Los anticuerpos anticriptococcus en el suero
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reaccionan especificamente con los factores antigénicos presentes en el
glucuronoxilomanano, el principal componente de la cépsula polisacarida de cada

serotipo (Eckert, 1987).

Ikeda et al. (1982) por medio de pruebas de aglutinacion en laminilla con
absorcion reciproca, caracterizaron los patrones antigénicos de cada serotipo y
demostraron que el factor antigénico 1 era comun para los serotipos A, B, C y D,
mientras el determinante antigénico 2 era compartido por los serotipos A, B y D. Por
otra parte, también indicaron que los serotipos A y D poseen un factor comun 3 y los
serotipos B y C poseen un determinante antigénico comun 4. Ademas, sostuvieron que
cada serotipo (A, B, C y D) presentan otro determinante antigénico especifico, los
cuales fueron designados como 7, 6, 5 y 8, respectivamente. Ikeda et al. (1982)
establecieron que el serotipo A posee los factores antigénicos 1, 2, 3 y 7; el serotipo D
los factores antigénicos 1, 2, 3 y 8; el serotipo B presenta los determinantes antigénicos

1,2,4y5, mientras que el serotipo C tiene los determinantes antigénicos 1, 4 y 6.

El serotipo A es el mas aislado en el mundo en pacientes con y sin SIDA; el
serotipo B es mas frecuente que el serotipo C en Estados Unidos, siendo este ultimo
mas frecuente en California y el serotipo D es comun en Francia, Italia y Dinamarca

(Bennett et al., 1984; Dromer et al., 1986).

El serotipo AD es una cepa genotipicamente intermedia entre el serotipo A 'y D

que se diferencia por la composicion quimica de la cépsula polisacarida y por la
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reaccion de aglutinacion con antisuero (Ikeda et al., 1982). A nivel molecular se ha
determinado que cepas de serotipo AD contienen genomas aneuploides o diploides y
que este serotipo es el resultado de un cruce genético entre cepas haploides de serotipos

Ay serotipo D (Lengeler et al., 2001)

Los serotipos A y D presentan diferencias genéticas, pero se ha demostrado que
ellos se pueden cruzar produciendo el estado teleomorfo Filobasidiella neoformans
Kwon-Chung var. neoformans (Kwon-Chung, 1975). El serotipo D se puede diferenciar
del serotipo A empleando un medio que contenga creatinina, dextrosa, bromotimol azul
y timina. El serotipo D metaboliza la timina originando acido-f- butirico el cual causa
un color anaranjado en el medio; mientras las colonias de serotipo A permanecen color
crema porque no utilizan la timina (Irokanulo et al., 1994). Por otra parte, Cleare y
Casadevall (1998) observaron un patron anular de inmunofluorescencia cuando los
anticuerpos monoclonales de inmunoglobulina M (Mab) 13 F1 se acoplan a la cépsula
de las cepas serotipos A y un patréon punteado cuando se adhieren a las cepas de

serotipos D.

El serotipo A contiene mayor cantidad de xilosa en la cépsula polisacarida que
el serotipo D (Cherniak y Sundstrom, 1994); los aislamientos recuperados de
Cryptococcus neoformans a nivel mundial en pacientes con sida son serotipo A; el
serotipo D es mas prevalente en Francia, Italia y Dinamarca (Aulakh et al., 1981;

Bennett et al., 1984).
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Las infecciones ocasionadas por el serotipo D estan relacionadas con el uso de
corticosteroides y pacientes de edad avanzada. Este serotipo se caracteriza por producir
infecciones a nivel de piel (Dromer et al., 1996). Ademads, en los aislamientos clinicos y
ambientales de serotipo A solamente se ha identificado el tipo de acoplamiento “a ™ ;
mientras en el serotipo D aparecen los tipos de acoplamientos “a” y “a” (Franzot et al.,
1999). En 1999, Franzot, apoyados en aspectos clinicos, moleculares y biologicos
indicaron que el serotipo A es significativamente diferente del serotipo D y propusieron
que deberia ser llamado C. neoformans var.grubii. Ademas, Guébo et al. (1993)
también reportaron que las secuencias del dominio D2 de la subunidad larga de r RNA

de los serotipos A y D son significativamente diferentes

Bennett et al. (1978) indicaron que los serotipos B y C asimilan 4cido malico y
acido fumarico, pero que los serotipos A y D no tienen la capacidad de asimilarlos. Esto
se debe a que los serotipos B y C poseen un sistema de transporte que facilita la rapida
utilizacion de algunos intermediarios del ciclo de Krebs en comparacién a los serotipos
Ay D. Los serotipos B y C se diferencian fisiologicamente de los serotipos A, D y AD
porque utilizan los aminodcidos triptéfano y prolina como fuente de nitrégeno
(Mukamurangwa et al., 1995). A pesar que las infecciones con serotipo C son raras,
Bagaerts et al. (1993), notificaron un caso de infeccidon en paciente VIH positivo en
Rwanda, Africa. Por otro lado, otros cuatro casos han sido reportados en Soweto,
Africa (Karstedt et al., 2002). Los pacientes se caracterizaron por presentar meningitis y

contaje de células CD4 menor de 50 células por pL.
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2.4. Caracteristicas de la variedad gattii.

Cryptococcus neoformans var. gattii se aisla frecuentemente en Australia,
Brasil, Cambodia, Hawai, Sur de California, México, Paraguay, Tailandia, Vietnam,
Nepal y paises de Africa (Kwon-Chung y Bennett, 1984); sin embargo, algunos casos
de criptococosis han sido reportados en paises donde los arboles de eucalipto no se han

adaptado a las condiciones ambientales, como en Malasia (Keah et al., 1994).

El nombre de C. n. var. gattii fue propuesto por Vanbreuseghem y Takashio en
1970. La nomenclatura de esta variedad se bas6 en la morfologia atipica de un
aislamiento de la levadura en el fluido cerebroespinal de un nifio con meningitis en
Africa (Gatti y Eeckels, 1970); éste presentd células elongadas y redondas en los tejidos
y en animales en experimentacion (Vanbreuseghem y Takashio, 1970). El primer
aislamiento de la variedad gattii fue realizado en Australia por Ellis y Pfeiffer (1990)
quienes lo aislaron a partir de muestras de corteza, hojas y flores localizados debajo del
arbol Eucalyptus camaldulensis. Concluyeron que existe una asociacion especifica entre
C. n. var. gattii y E. camaldulensis y que la dispersion de las particulas infectantes de C.
n. var. gattii, parece ocurrir al final de la primavera concordando con la floracion del

arbol (Ellis y Pfeiffer, 1990).

El primer aislamiento ambiental de C. n. var. gattii reportado fuera de Australia,
fue realizado por Pfeiffer y Ellis (1991) quienes aislaron la levadura a partir de E.

camaldulensis en Front Point, Estados Unidos. Este aislamiento apoya la hipdtesis de
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que el hongo ha sido exportado de Australia a otros paises, probablemente por semillas

contaminadas por plantas jovenes de Eucalyptus sp.

En 1992, Pfeiffer y Ellis, aislaron la levadura C. n. var. gattii de Eucalyptus
tereticornis, el cual presenta una distribucion global similar a la de Eucalyptus
camaldulensis. Hasta el momento todos los aislamientos de la variedad gattii aislados a
partir de E. camaldulensis y E. tereticornis han sido caracterizados como serotipos B.
Igualmente, C. n. var. gattii se ha relacionado con la presencia de Eucalytus de
diferentes especies: blakelyi, gomphocephala y rudis (Ellis y Pleiffer, 1990). En
Latinoamérica, Cryptococcus neoformans var. gattii se ha aislado en Uruguay a partir
de un panal de avispas, Polybia occidentales (Gezuele et al., 1993); a partir del guano
de murciélago en Brasil (Lazera et al., 1993) y en México a partir de E. tereticornis
(Agtiero et al., 1996). También ha sido aislado de la madera en descomposicion del
arbol Moquilea tomentosa, Brasil (Lazera et al., 2000) y de algunas muestras extraidas
de los orificios de los arboles Guettarda acreana y Erythina jambolanum (Fortes,

1999).

Pfeiffer y Ellis (1991) observaron que la ocurrencia de las infecciones por C. n.
var. gattii en los pacientes con SIDA se desarrollan si estos se exponen a las particulas
aerotransportadas durante el florecimiento de arboles de E. camaldulensis. A nivel
mundial solo se ha informado de cuatro casos de SIDA asociados a criptococosis
causada por la variedad gattii a saber, en Zaire (Kapenda, 1987), Canada (St Germain et

al., 1988), Estados Unidos (Clancy et al., 1990) y Brasil (Rozenbaum, 1992).
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Rozenbaum et al. (1994) sefialaron que los pacientes inmunocompetentes
afectados por la variedad gattii son mas sintomaticos que los pacientes
inmunocomprometidos infectados por la variedad neoformans; en estos pacientes el
liquido cefalorraquideo tiene proteinas de 450 mg/dL y pleocitosis. Ademads, sefialaron
que los papiledemas son més frecuentes en los pacientes inmunocompetentes. Por el
contrario, los niveles del antigeno son altos en el liquido cefalorraquideo (LCR) de

pacientes inmunocompetentes afectados con la variedad gattii (Speed y Dunt, 1995).

2.5 Diferencias entre la variedad neoformans y la variedad gattii.

Cryptococcus neoformans var. neoformans crece bien a 37 °C y sus colonias
llegan a ser viables en un periodo de 2 a 3 dias. Los aislamientos de C. n. var. gattii
crecen pobremente a 37 °C y pueden tomar hasta 4 o 5 dias para formar colonias
visibles (Kwon-Chung et al., 1992). En 1997, Boekhout, sostuvo que la var. gattii y
neoformans difieren en su cariotipo. El tamano estimado del genoma de C. n. var. gattii
es entre 12 y 18 Mb y el de C. n. var. neoformans es entre 15-27 Mb. Asi mismo,
Boekhout et al. (1997) sustentan que C. n. var. neoformans y C. n. var. gattii pueden
ser separados en diferentes especies debido a que se han observado divergencias a
través de tipificacion molecular, como la diferencia en la secuencia de los nucledtidos
en el gen URAS. Sin embargo, Guého et al. (1993) y Fell et al. (2000) indicaron, a
través de un andlisis del r RNA, que entre las dos variedades no hay divergencias ya que

existe un 99 % de homologia en sus secuencias.
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La criptococosis ocasionada por la variedad neoformans ocurre mundialmente,
mientras que la criptococosis ocasionada por la variedad gattii prevalece en las areas
tropicales y subtropicales (Kwon-Chung y Bennet, 1984). La variedad neoformans tiene
fuerte predileccion por individuos inmunosuprimidos, especialmente los pacientes
infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Por el contrario, C. n. var
gattii ataca hospederos normales o inmunocompetentes (Mitchell y Perfect, 1995;
Speed y Dunt, 1995; Rozenbaund et al., 1992). Uno de los principales problemas de la
criptococosis ocasionada por la variedad gattii es la pérdida de la vision. En Papua,
Nueva Guinea, se ha descrito que la perdida total de la visién ocurre en 31 % de los

pacientes afectados con la variedad gattii (Lalloo et al., 1994).

Rex et al. (1993) sostuvieron que la pérdida visual es de 0.8 % en los pacientes
inmunocompetentes y de 1.1 % en los pacientes con SIDA y que la pérdida de la vision
se produce por infiltracion micotica del nervio Optico, desencadendndose una
inflamacion a nivel de los nervios opticos. En 1993, Cohen y Glasgow, propusieron que
la pérdida de la vision en pacientes con SIDA infectados con criptococosis se debe a
una infiltracion micética del nervio Optico, tractos Opticos y quiasma Optico;
aracnoiditis adhesiva, toxicidad por anfotericina B y a la hipertension intracraneana. Por
otro lado demostraron la presencia de blastoconidias en el iris, cuerpo ciliar, coroides,

retina, nervios Opticos, vaina del nervio dptico y tractos opticos.

La presencia de criptococomas pulmonares es otra de las caracteristicas de la

afeccion por la var.gattii (Mitchell et al., 1995). Generalmente, la criptococosis
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pulmonar ocasionada por la var. gattii requiere cirugias y tratamientos prolongados de
terapia antimicotica (Mitchell y Perfect, 1995; Speed y Dunt, 1995). La capacidad de C.
neoformans de utilizar catecolaminas neuroldgicas proporciona una explicacion del

neurotropismo del organismo (Rhodes et al., 1982; Kwon-Chung y Rhodes, 1986).

Cryptococcus neoformans var. neoformans, es sensible a la L-canavanina y a
bajas concentraciones de cicloheximida; es incapaz de utilizar la glicina, D-prolina y D-
triptofano como fuente de nitrogeno (Mitchell y Perfect., 1995). Por otro lado, también
existen importantes diferencias clinicas entre estas dos variedades, relacionadas con la
patogenicidad y la respuesta al tratamiento (Speed y Dunt, 1995). Se ha determinado
que C. n. var. gattii tiene bajos niveles de termotolerancia en comparacion a la variedad
neoformans, posiblemente tenga como vectores de propagacion huéspedes que no
excedan en temperaturas entre 35 °C a 37 °C como los insectos, koalas, murciélagos y
otros animales (Ellis y Pfeiffer, 1990). En 1999, Connolly et al. reportaron la presencia
de C. var. gattii en la cavidad nasal de koalas debido a que las hojas de E.
camaldulensis y E. tereticornis son la principal fuente de alimento de estos animales
(Hindell y Lee, 1990). Datos recientes también sugieren que ambas variedades pueden

pueden colonizar el epitelio respiratorio de perros y gatos (Malik et al., 1997).

2.6 Proceso de reproduccion.

Kwon-Chung (1975) demostro los estados perfectos o sexuales, en los diferentes

serotipos de C. neoformans. Sostiene que este basidiomiceto se reproduce como
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resultado de la conjugacion de células levaduriformes sexuales de tipos “a”y “a” al
ser mezclados en medios de cultivo apropiados a 25-37 °C. Bajo estas condiciones se
forman hifas dicaridticas con conexiones tipo puente, basidias no septadas y
basidiosporas. Las esporas haploides (basidiosporas) se forman en la superficie basal de
las basidias en forma de cadenas basipetales las cuales se originan por sucesivas
divisiones mitoticas. Posteriormente las eventuales basidiosporas pueden germinar
formando células levaduriformes y de esta manera se completa su ciclo de vida (Kwon-

Chung, 1976; Kwon-Chung, 1980).

Estudios realizados demostraron que cepas con el tipo de acoplamiento sexual
“alfa” es aislado con mayor frecuencia que el tipo “a” de muestras clinicas y de excreta
de paloma. También se han reportado que algunas cepas homotalicas de F. neoformans
pueden producir basidiosporas sin apareamiento (Kwon-Chung, 1976; Kwon-Chung,
1980). En 1976, Kwon-Chung, demostr6 que F. bacillispora produce basidiospora
alargadas (1-1.8 x 3.8 um) de pared lisa; mientras las basidiosporas de F. neoformans

son globosas u ovaladas (1.8-3x 2.5 um) de didmetro y de pared aspera.

El estado teleomorfo de la levadura Cryptococcus neoformans ha sido
clasificada en la familia Filobasidiaceae y en el orden Ustilaginales. Sin embargo,
Filobasidiella presenta grandes diferencias con respecto a otros géneros pertenecientes
a los Ustilaginales; no tiene teliosporas, falta septa en el basidio y forma basidiosporas

en cadenas basipetales (Kwon-Chung, 1976).
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La forma perfecta del hongo, presenta hifas dicaridticas delgadas con
conexiones en ganchos y basidios subglobosos sin septas localizados en el &pice de las
hifas. Los basidios miden de 10 a 70 um de ancho y tienen 4 hileras de basidiosporas
terminales sésiles y posicion catenulada. Estas basidiosporas nunca se han encontrado
en aislamientos hechos en excretas ni de arboles de eucaliptos (Ordofiez, 1992). Las
basidiosporas de Filobasidiella neoformans son propagulos infecciosos de 1.8 x 2.5 uym
de didmetro que le permiten ficilmente aerolizarse y depositarse en los pulmones y son

mas resistentes a la desecacion que las células levaduriformes (Wickes et al., 1996).

2.7 Inmunidad celular.

En individuos inmunocompetentes, C. neoformans puede ser inhibido por una
variedad de células como los macrdéfagos alveolares (Levitz y DiBenedetto, 1989),
células microgliales (Blasi et al., 1995), neutrofilos y monocitos (Miller y Mitchell.,
1991), células naturales asesinas (Murphy y McDaniel, 1982), astrocitos (Lee et al.,
1994) y células polimorfonucleares que destruyen las células levaduriformes por
mecanismos intracelulares y extracelulares (Bulmer y Sans, 1967). Se ha demostrado
que las IgG del suero humano pueden fijarse a la superficie de las levaduras no
encapsuladas facilitando la fagocitosis. Cuando la levadura es capsulada se produce
también la fijacion de las IgG, pero los componentes de la capsula actuan sobre la
fraccion constante (Fc) de la Ig y neutraliza el efecto opsonizante de la fagocitosis

(Connat et al., 1972).
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Levitz et al. (1999) sostienen que los macrofagos después de ingerir levaduras
encapsuladas, necesariamente no la destruyen; la levadura puede residir y sobrevivir en
el fagolisosoma, debido al incremento de material capsular que altera la membrana
fagolisomal, destruyendo a los macrofagos (Goldman et al. 2000; Flesh, 1989). En
1982, Fromtling y Shadomy, sostuvieron que la supresion de la inmunidad celular es un
factor critico en la aparicion de la criptococosis. Los niveles de las células CD4
determinan el grado de severidad y la capacidad de respuesta a los antibiticos por parte
del paciente. Por otro lado Vander Hast et al. (1997) objetaron que normalmente la

infeccion sistémica se presenta cuando el nimero de linfocitos CD4 es inferior a 150 pLL

2.8 Proceso de melinizacion.

Cryptococcus neoformans produce melanina usando una amplia variedad de
compuestos como los ortodifenoles, aminofenoles, aminobencenos y catecolaminas,
incluyendo 3-4 dihidroxifenilalanina (Dopa) y la dopamina (Chasakes y Tyndall, 1975;
Ito, 1993). El proceso de melinizacion trae como resultado el engrosamiento de la pared
celular (Feldmesser et al., 2001). La melanina es una estructura heterogenea,
dependiente de substratos y del microambiente en la cual se sintetiza (Ito y
Wakamatsu., 1989); protege a C. neoformans en su ambiente natural contra la radiacion
ultravioleta (Wang y Casadevall, 1994) o contra agentes oxidantes (Frese y Sthal,

1992).

Nurudeen y Ahearn (1979) encontraron que la glucosa era un fuerte represor de
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la enzima fenoloxidasa en concentraciones de 0.55 mg. Posteriormente, Jacobson y
Emery (1991) y Williamson (1994) demostraron que el tiempo de mielinizacion es
variable y que depende de la concentracion de glucosa presente en el medio y la
temperatura de incubacion. La fenoloxidasa tiene la capacidad especifica de oxidar por
lo menos cuatro substratos difendlicos que estan presentes en cantidades significativas
en el cerebro: dopa, norepinefrina, epinefrina y dopamina (Hadesman et al., 1993;

Sherman, 1973).

La enzima contribuye a la virulencia de la levadura protegiéndola en el
fagosoma, oxida el hierro, inhibe la formacion del radical hidroxilo (Liu et al., 1999);
puede degradar la lignina por lo cual se sugiere que la levadura puede estar presente en
los arboles y ser aislada de la madera (Pulverer, 1971). Mediante estudios de
microscopia de transmision electronica se determind que la melanina de C. neoformans
parece estar concentrada en el lado interno de la pared celular, lo cual le permite
interactuar con sustancias del lado extracelular y prevenir su penetracion al interior de
la levadura (Wang et al., 1995). La melanina provee proteccion contra peptidos
microbicidas como las defensinas y proteginas (Doering et al., 1999) y de la ingestion

por células fagociticas (Wang et al., 1995).

Las caracteristicas antioxidantes de la melanina protegen a C. neoformans en su
ambiente natural contra los organismos ameboides libres tales como Acanthamoeba
polyphaga la cual puede matar a dichos organismos por mecanismos oxidativos

(Bunting et al., 1979). La melanogénesis es regulada por factores genéticos y



23

fenotipicos (Casadevall y Perfect, 1988; 1994; Kwon-Chung et al., 1982; Rhodes et al.,
1982). La actividad de la fenoloxidasa depende de la concentracion de glucosa, iones
Fe™ y Cu'?, presencia de glutamina y asparagina. Sin embargo, los iones como Mg ™ y
Ca™ y compuestos como NH™ y NHj no interfieren con la actividad de la fenoloxidasa
(Casadevall y Perfect, 1988; Polacheck et al., 1982). La fenoloxidasa es una enzima que
se sintetiza en la fase estacionaria del crecimiento, cuando toda la glucosa se ha
consumido porque las grandes cantidades de glucosa reprimen la actividad de la
fenoloxidasa (Polancheck et al., 1982). Posteriormente, estudios realizados por Kwon-
Chung et al. (1992) demostraron que una concentraciéon mayor de 0.1 % de glucosa en

los medios de cultivos inhiben la sintesis de la melanina.

2.9 Determinacion de la variedad.

Kwon-Chung et al. (1982) propusieron un medio de cultivo que permitia la
diferenciacion de ambas variedades con alta especificidad. Se basa en la capacidad de la
variedad gattii de resistir y crecer en presencia de canavanina y utilizar glicina como
una fuente de carbono y nitrogeno. El sulfato de Canavanina ayuda a la tipificacion de
ambas variedades y el azul de bromotimol sddico actia como indicador. En un estudio
realizado por Canelo et al, en 1999, encontré que un 30 % de las cepas serotipo A son
sensibles a 5 mg/L de canavanina y el 100 % de las cepas serotipo D son sensibles a
esta concentracion (Canelo et al., 1999). El 100 % de las cepas de C. neoformans var.
gattii (serotipos B y C) resisten la canavanina hasta una concentracion de 960 mg/L y

asimilan glicina, transformandola en amonio, el cual alcaliniza el medio haciendo tornar
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el indicador hacia un color azul cobalto (Kwon-Chung et al., 1982; Polacheck y Kwon-

Chung, 1986).

La L-canavanina es un inhibidor metabolico de las enzimas que contienen L-
arginina, se caractereiza por alterar su estructura terciaria y cuaternaria y por
consiguiente la actividad biologica. La resistencia de C. n. var. gattii se ha atribuido a la
presencia de un sistema capaz de degradar la L-canavanina y convertirla en compuestos

no toxicos (Polacheck y Kwon-Chung, 1986).

2.10. Caracteristicas de la criptococosis.

La criptococosis es la cuarta causa de infeccion en pacientes de SIDA y se
manifiesta en cerca de un tercio de estos pacientes (Powderly, 1993; Argiiero y Garza,
1996). La incidencia de infeccion criptocdcocica en ellos ha sido estimada entre un 6 a
15 % en los Estados Unidos, Europa Occidental y Australia; Sin embargo, en Africa
meridional el cuadro meningeo ocurre en 15 a 30 % (Mitchell y Perfect, 1995). En
1959, Littman, notifico el primer caso de criptococosis en humanos directamente
atribuido a la contaminacion por excretas de paloma. A pesar de que el tracto
respiratorio es la puerta de entrada de C. neoformans, las lesiones pulmonares son raras
en pacientes con criptococosis. Cuando ocurren se presentan en forma de nédulos o

neumonitis intersticial.

Cryptococcus neoformans tiene predileccion por afectar el sistema nervioso
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central ocasionando aracnoiditis difusa o lesiones ocupativas parenquimatosas
(Dismukes, 1988; Liu, 1953). La aracnoiditis se caracteriza por la formacién de un
denso exudado leptomeningeo, compuesto de levaduras, fibras coldgenas, linfocitos y
células plasmaticas. Los pequenos vasos sanguineos leptomeningeos suelen atraparse en
dicho exudado inflamatorio con el subsiguiente desarrollo de cambios angeiticos y

oclusion de luz, produciendo infartos cerebrales (Saul et al., 1986; Sung et al., 1991).

La diseminacién hematdgena del hongo puede causar lesiones en el corazon,
higado, rifiones, suprarrenales, o0jos, huesos, piel y prostata (Staib, 1987) y el 50 % de
los pacientes pueden presentar rigidez de nuca (Stockstill y Kauffman, 1983). La
prostata y el tracto urinario pueden ser nichos asintomaticos colonizados por C.
neoformans, debido a la ineficacia del tratamiento antimicéOtico en esta area corporal
(Arasted et al.,, 1996); la infeccion osteorticular produce lesiones discretas que
destruyen el tejido dseo primordialmente las prominencias de los huesos largos, huesos
del craneo y vértebras (Rippon, 1982). A medida que la enfermedad avanza se
presentan crisis convulsivas, infartos cerebrales, alteraciones en los nervios craneales,

disminucién de la vision e hipertension endocraneal (Ofner y Baker, 1987; Tan, 1988)

Los torulomas pueden presentarse en pacientes inmunocompetentes con
meningitis, estas lesiones pueden ser tnicas o multiples y se localizan en cualquier parte
del sistema nervioso central y son originados por la especie Cryptococcus neoformans
var. gattii (Lui, 1953; Selby y Lopes, 1973). Los torulomas o criptococomas se

caracterizan por ser lesiones anulares hipercaptantes y rodeadas de edema (Arrington et
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al., 1984). Algunos pacientes presentan pseudoquistes gelatinosos, los cuales son un

grupo de pequefias lesiones quisticas (Popovich et al., 1990; Caldemeyer et al., 1997).

La meningitis empieza de forma insidiosa, con fiebre, cefalea, nauseas, cambios
en el comportamiento y fotofobia (Salaki et al., 1984;Dismukes, 1988). Se puede tratar
con anfotericina B a razon de 0.7 mg/kg/dia asociada con flucitosina, a razén de 100
mg/dia o itraconazol a razén de 400 mg/dia durante ocho semanas (Vander Hast et al.,
1997). La levadura C. neoformans tiene predileccion por el SNC produciendo

aracnoiditis difusa o lesiones ocupativas parenquimatosas (Dismukes, 1988; Liu, 1993).

2.11. Tratamiento de la criptococosis.

La principal funcién de la anfotericina B es dafiar la membrana de las células
fungales, inhibiendo la sintesis de ergosterol (Brajtburg et al., 1990; Georgopapadakou
et al., 1987). Mediante esta inhibicién se crean canales que producen la pérdida de
potasio intracelular y otras moléculas constituyentes del medio intracelular lo que trae
consigo un desequilibrio electrolitico en el interior de la célula, deshidratacion y la
muerte (Terrell y Hermans, 1987; Graybill y Craven, 1983: Sarosi, 1990). La
anfotericina B debe administrarse intravenosa o intraarticularmente porque no se
adsorbe por via oral. Tiene accion toxica severa, probablemente debido a sus efectos
sobre las membranas de las células del paciente. En los tibulos renales y los glomérulos
pueden presentarse nefrocalcinosis externa. Durante el tratamiento el paciente puede

presentar fiebre, escalofrios, anorexia y vomitos. (Velez et al., 1984). No obstante los
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niveles de anfotericina B en los tejidos y fluido cerebro espinal tiene baja accion

fungicida (Dugoni et al., 1989; Collette et al., 1991).

Otro compuesto usado en el tratamiento de la criptococosis es la 5-
fluorocitosina, la cual interfiere con la sintesis de acidos nucleicos ADN y ARN. La
citosina aminasa convierte el compuesto inicial en 5-fluorouracilo el cual se incorpora
al ARN cambiando el cédigo genético. Luego se convierte en fluorodeoxiuridina que
inhibe la sintesis de ADN. El fracaso de la terapia con 5-fluorocitosina es que en
muchos casos da lugar a la aparicion de mutantes resistentes (Vélez et al., 1984). Sin
embargo, estudios realizados por Barchiesi et al. (1999) sefialan que la adicion de
iatraconazol, previene el desarrollo de células resistentes a la fluorocitosina debido a
que el iatraconazol destruye la membrana celular, facilitando la penetracion de la 5-

fluorocitosina.

Los imidazoles (Ketoconazol, Miconazol y Clotrimazol) también pueden ser
utilizados como terapia. Actilan a nivel de la membrana celular (ergosterol) y causan
pérdida de cationes, aminodcidos y proteinas citoplasmaticas. Por otra parte, estos
compuestos inhiben las enzimas oxi y peroxioxidativas permitiendo la acumulacion del
H,0, provocando la muerte celular (Vélez et al., 1984). También puede usarse el
fluconazol combinado con anfotericina B, debido a que este azol no se acumula en la
membrana del hongo permitiendo que la anfotericina B se una al ergosterol de la
membrana celular desestabilizdndola (Saag y Dismukes, 1988; Scheven y Schewegler.,

1995). Se ha demostrado in vitro que el uso de anfotericina B y fluconazol reduce la
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carga negativa de la levadura. Esto reduce la repulsion electrostatica entre la célula
levaduriforme y las células fagociticas, permitiendo que el proceso de fagocitosis sea

mas efectivo (Nosanchuk et al., 1999).

Cryptococcus neoformans produce manitol el cual contribuye al edema cerebral
e inhibe la funcion fagocitica. Ademas, este poliol actia como fuente de energia y

puede proteger a la levadura del estrés oxidativo y osmotico (Wong et al., 1990)

2.12. Diagnostico de la criptococosis.

La criptococosis se puede diagnosticar mediante la presencia de antigeno
utilizando la prueba de aglutinacion de particulas latex (LCAT). En este procedimiento
se aflade antisuero de conejo hiperinmune a una suspension de particulas latex, la cual
se mezcla con diluciones de suero o liquido cefalorraquideo y se coloca en un
portaobjetos. La aglutinacion de particulas latex se considera como una reaccion
positiva (Rippon, 1982). La aglutinacion del latex se puede utilizar para supervisar el
curso y la respuesta de la enfermedad al tratamiento por la determinacion serial de los

niveles de antigeno (Duppont et al., 1992).



MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion del lugar de estudio

El departamento del Atlantico se encuentra localizado geograficamente al Norte
de la Republica de Colombia. Esta situado en las siguientes coordenadas: 10° 16* 277
(sur de San Pedrito) y 11° 6’ 52” (punta Augusta) latitud norte; 74° 42° 47 (margen
izquierda del rio Magdalena) y 75° 17° 20” (Punta de Juan Moreno) de longitud
occidental. Por el norte y noroeste lo bafia el mar Caribe; al oriente el rio Magdalena; al

suroeste y oeste limita con el departamento de Bolivar.

3.2 Recoleccion y procesamiento de muestras de excreta de paloma (Columba
livia).

Durante la época de verano, desde el 30 de enero al 18 de febrero de 2003 se
recolectaron 20 muestras de las heces fecales de la paloma Columba livia, fuera y
dentro de los nidos en cada una de las siguientes areas del departamento del Atlantico
(Colombia): Sabanalarga, Galapa, Santo Tomas, Baranoa, Manati, Usiacuri,
Sabanagrande, Barranquilla, Repelon, Campeche, Ponedera y Campo de la Cruz. En

Palmar de Varela donde solamente se recogieron 10 muestras (Figura 1).

29
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% Areas analizadas en el departamento del Atlantico, Colombia.

Figura 1. Ubicacion del departamento del Atlantico en la Republica de Colombia y las
areas en donde se realiz6 la recoleccion de excretas de paloma para el aislamiento de la
levadura Cryptococcus neoformans. (Tomado:http://sabanalarga.galeon.com/id31.html).
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Se recolectaron 250 muestras de excreta de paloma se tomaron fuera y dentro de
los nidos con cucharas plasticas estériles con la finalidad de evitar la contaminacién
cruzada de las muestras. En cada bolsa pléstica se depositaron entre 5y 10 gr. de excreta.
Las bolsas fueron rotuladas indicando el lugar de recoleccion, fecha y ubicacion de las
heces fecales. Las muestras fueron transportadas y almacenadas en el laboratorio a
temperatura ambiente durante 15 dias; posteriormente fueron analizadas segun el método

de Ruiz et al. (1989) y Vélez (1987).

Un gramo de heces fecales de paloma se tritur6 en un mortero dentro de un
gabinete microbioldgico y se depositdé en una botella que contenia 99 mL de solucion
salina estéril 0.85 % con penicilina y cloranfenicol. La mezcla se agitd vigorosamente y
se dejo reposar por 20 min. Se tomd un mL de sobrenadante de cada frasco y se vertid en
tubos de ensayo los cuales contenian 9 mL de solucidn salina estéril y antibidticos para
inhibir el crecimiento de bacterias (Staib, 1962). Dichas mezclas fueron homogenizadas
manualmente durante 5 minutos y se dejaron reposar por 15 minutos. De cada una de las
suspensiones se tomd 0.1 mL y se inoculo6 en platos Petri conteniendo “Niger Seed Agar”
(NSA). Los platos se dejaron en el gabinete de seguridad bioldgica por espacio de 20
min. con la finalidad de que el liquido en exceso se absorbiera en el medio de cultivo. Las
placas se rotularon, se sellaron con parafina, se incubaron a 28 °C por una semana,

examinandose diariamente para detectar las colonias color café o marron.

El medio de (NSA) se prepard pulverizando e hirviendo 50 grs de semilla

(Guizotia abyssinica) en 200 ml de agua destilada por 25 min. El extracto de dicha
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mezcla se obtuvo filtrando a través de una gasa estéril y se deposité en un Erlenmeyer de
1 L. Luego se le adiciond: 1 gr de glucosa, 1 gr de fosfato didcido de potasio, 1 gr de
creatinina y 15 grs de Bacto Agar ajustdndose el pH a 6.5 esterilizdndolo en autoclave.
Posteriormente, cuando el medio tenia aproximadamente una temperatura de 45 a 50 °C
se le adiciono 1 gr de bifenil disuelto en 20 mL de alcohol absoluto y 10 mL de solucién

“stock” de antibioticos penicilina y cloranfenicol (Staib y Seeliger, 1968).

3.3 Recoleccion y procesamiento de muestras de almendro (Terminalia catappa).

Se recolectaron 34 muestras de detritos de almendro, en el parque Almendra
Tropical de Barranquilla durante el mes de abril del 2003. Se tomaron 5 grs de las
muestras de detritos de almendros y se diluyeron en 25 mL de solucidon estéril fosfato
salina (PBS) con un pH 7.2. La mezcla se filtro con gasa estéril y se dejo reposar por 1
hora. Posteriormente, al extracto se le adicion6 una solucion de antibidticos 0.5 mL de
penicilina y 0.5 mL de estreptomicina. Se tom6 0.1 mL del sobrenadante y se inocul6 en
platos petri con NSA. Los platos se incubaron a 28 °C por 10 d. Dichas muestras fueron

procesadas en el Instituto Nacional de Salud de Bogota, Colombia.

Las colonias con pigmentacion marrén o café fueron aisladas y resembradas en
otros platos Petri con NSA, con el fin de obtener colonias puras. Luego se transfirieron a
platos Petri con agar glucosado de Sabouraud (SDA) y se incubaron por 48 h a 25 °C para

realizar las pruebas de confirmacion (Moore y Jaciow, 1979).
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3.4 Identificacion de Crytococcus neoformans mediante pruebas bioquimicas.

Se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas para confirmar la presencia de la
levadura, Cryptococcus neoformans (Miranda, 1984; Ruiz et al., 1989; Vélez, 1987), con

algunas modificaciones.

3.4.1 Tincion de capsula o prueba de tinta china.

Se colocd una porcion de levadura Cryptococcus neoformans en un portaobjeto y
se le anadi6 una gota de tinta china y agua estéril. Se realizé un frotis extendiéndolo por
toda la laminilla usando otro portaobjeto y se dejo secar por espacio de 3 min. (Warren y
Hazen, 1995). Posteriormente los frotis se observaron con el microscopio de luz y se

tomaron fotografias utilizando un microscopio Olympus (BX 50).

3.4.2 Prueba de ureasa.

Inicialmente se prepard un caldo de urea Christensen y se esterilizo por filtracion.
se depositaron aproximadamente 3 mL de caldo en tubos de ensayo esterilizados y en
cada uno de ellos se inoculd una porcion de levadura de un cultivo de 48 horas en SDA.
Posteriormente los tubos se incubaron a 28 °C por 7 d (Seeliger, 1956). La presencia de
un color fucsia determina que la enzima ureasa metabolizo la urea y la utilizd como

fuente de nitrogeno.
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3.4.3 Prueba de asimilacion de Carbohidratos.

Se prepar6 un medio de cultivo con agar Noble y 3 gr del carbohidrato a examinar
(inositol, melibiosa y lactosa) y se esterilizd en autoclave por espacio de 30 min. Las
cepas se estriaron en los platos Petri con medio de cultivo con el respectivo hidrato de
carbono y se incubaron a 25 °C por 48 horas (Betancourt et al., 1998). El crecimiento de
la levadura en el medio que contenia carbohidrato indica que el hongo asimiléd el

carbohidrato.

3.4.4 Prueba de crecimiento a 37 °C.

Una porcion de un cultivo de 48 horas se inocul6 en tubos de ensayos con SDA y
se incubaron a 37 °C por 72 horas (Betancourt et al., 1998). El crecimiento de la levadura

indica que puede fabricar las enzimas calcineurina A y la enzima superdxido dismutasa.

3. 5 Identificacion de la variedad.

Se preparo el medio de agar de canavanina glicina azul de bromotimol (CGB). En
un matraz de 1 L se adicioné 880 ml de agua destilada, 20 mL de soluciéon B; dicha
mezcla se prepard disolviendo 0.4 gr de azul bromotimol en 100 ml de agua destilada.
Posteriormente se le adicion6 20 gr de Bacto Agar y se esterilizo la solucion a 121 °C y
15 Lb. de presion por 30 min. Luego se prepard la solucion A, mezclando 100 mL de

agua destilada, 1 gr de fosfato de potasio acido, 1 gr de tiamina y 30 mg de L-canavanina
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sulfatada y se esterilizo por filtracion (Kwon-Chung et al., 1982); esta mezcla fue vertida

en el matraz que contenia la soluciéon B y se sirvio en cada plato Petri 15 mL de medio

(CBG).

Una porcion de un cultivo de 48 horas de cada cepa de C. neoformans creciendo
en (SDA) se inoculd y estri6 en platos Petri conteniendo el medio de cultivo agar de
canavanina glicina bromotimol azul. Posteriormente los platos se incubaron durante 5
dias a 25 °C observandose diariamente con la finalidad de observar que especie

alcaninizaba el medio al utilizar la glicina como fuente de nitrogeno.

3.6 Serotipificacion de las cepas aisladas de las muestras de almendro.

Se tomd una porcidén de un cultivo de 48 h en agar glucosado de Sabouraud de
Cryptococcus neoformans y se realiz6 una dilucion de la levadura correspondiente al
nimero 5 en la escala MacFarland. Posteriormente 15 pL de cada muestra y se mezclaron
en una placa de vidrio con 15 pL de los antisueros correspondientes (Ikeda et al., 1982),
para observar si ocurria el proceso de aglutinacion y asi determinar la presencia de los

determinantes antigenicos.
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RESULTADOS

4.1 Principales resultados de las pruebas bioquimicas.

Las colonias de Cryptococcus neoformans aisladas a partir del medio Niger Seed
Agar se caracterizaron por presentar forma ovalada y variacién en tamafio. Todas las
cepas presentaron actividad fenoloxidasa, caracterizandose todas las cepas por presentar

una pigmentacion que oscilaba entre café a marron (Figura 2).

(a) (b)

Figura 2. Colonias de Cryptococcus neoformans var neoformans creciendo en Niger Seed
Agar (NSA). (a) tomado de: http://www.soeh.ubc.ca/Bartlett.pdf., presentando actividad
fenoloxidasa.
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En la prueba de tinta china, el 100 % de las cepas se caracterizaron por presentar
capsulas polisacaridas de diversos tamafios, generalmente pequefias, observandose en

algunas la formacion de gemas (Figura 3).

Figura 3. Observacion de la capsula polisacarida en C. neoformans y presencia de inicial
del proceso de gemacion (100X).

El 100 % de las cepas aisladas se caracterizaron por ser ureasa positivas entre el 4
y 5 dia de incubacion, presentandose un color fucsia, pero con cierta variacién en cuanto

a su intensidad en los tubos observados (Figura 4)
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Figura 4. Proceso metabodlico de la urea por Cryptococcus neoformans utilizando la
enzima ureasa.

El 100 % de las levaduras aisladas a partir de excretas de paloma fueron
tipificadas como var. neoformans porque se caracterizaron por ser sensibles a la
canavanina. Después de cinco dias de incubacion a 28 °C, el color amarillo del medio
glicina canavanina bromotimol azul permanecid inalterable y no hubo un crecimiento
significativo de la levadura; sin embargo, las cepas aisladas a partir de los detritos de
almendro crecieron y alcalinizaron el medio CGB, clasificandose todas las cepas como

Cryptococcus neoformans var. gattii (Figura 5).
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var. gattii (+) var. neoformans (-)

Figura 5. Presentacion del crecimiento de Cryptococcus neoformans en medio de CGB
tomado de www: mycology.adelaide.edu/au/mycology/myco.

En la prueba de asimilacion de carbohidratos todas las levaduras aisladas a partir
de las excretas de paloma, se caracterizaron por asimilar inositol como fuente de carbono,

pero no asimilaron lactosa (Apéndice 12).

4.2 Porcentaje general de recuperamiento de la levadura en el area de estudio.

La levadura C. n. var. neoformans se aislo significativamente en un 61.5 % de las

areas estudiadas en el departamento del Atlantico. En el 38.5 % de las éareas restantes no
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hubo aislamiento, destacamos que el 52 % de las muestras recolectadas en estos

municipios fueron recogidas fuera de los nidos (Figura 6).

Prevalencia de la levadura Cryptococcus neoformans var. neoformans en el departamento

del Atlantico
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El Areas negativas
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Figura 6. Porcentaje de prevalencia de la levadura Cryptococcus neoformans var.
neoformans de acuerdo a las areas analizadas.
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4.3 Prevalencia la levadura Cryptococcus neoformans var. neoformans en el

departamento del Atlantico en las areas de estudio.

De las 250 muestras de excreta de paloma (Columba livia) recogidas dentro y

fuera de los nidos durante la época de verano, se logré aislar la levadura Cryptococcus

neoformans var. neoformans en un 12 % (Apéndice 1 y Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de aislamiento en las areas del departamento del Atlantico donde se

aislo la levadura Cryptococcus neoformans var.neoformans.
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Por otro lado, se observé una mayor distribucion de la levadura C. n. var.
neoformans en las poblaciones ubicadas en el area semihumeda, en el al sur del

departamento del Atlantico(Figura 8).
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Figura 8. Distribucion de la levadura C. neoformans en las diversas areas climaticas
presentes del departamento del Atlantico, Colombia y su precipitacion pluvial (Tomado y
modificado de IGAC, 1994).
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4.4 Porcentaje general de aislamiento de la levadura al norte y sur del
departamento del Atlantico, Colombia.

Comparando el porcentaje de recuperacion de la levadura entre las poblaciones
ubicadas al norte y sur del departamento donde se realiz6 el estudio, observamos que
existe una diferencia significativa en cuanto al porcentaje de aislamiento. En el area sur

se obtuvo un porcentaje de un 26.2 %, mientras que hacia norte se logr6é un 12 % (Figura

9).

Distribucion general de la levadura Cryptococcus neoformans var. neoformans al sur y norte
del departamento del Atlantico, Colombia.
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Figura 9. Porcentaje general de distribucion de la levadura Crytococcus neoformans var.
neoformans de acuerdo a la ubicacion de los municipios en el departamento del Atlantico,
Colombia.
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4.5 Porcentaje de aislamiento de la variedad neoformans y gattii en la
ciudad de Barranquilla

La levadura Cryptococcus neoformans var. gattii, serotipo C se recuperd en un
17. 4 % a partir de 34 muestras de detritos de almendro y la variedad neoformans en un
25 % a partir de las excretas de palomas recolectadas en Barranquilla (Figura 10). Asi
mismo, el 100 % de las cepas aisladas a partir de detritos de almendros, serotipificadas
con anticuerpos monoclonales especificos de conejo correspondieron al patréon de

aglutinacion del serotipo C.

Prevalencia de Cryptococcus neoformans var. neoformans y var. gattii en la ciudad de
Barranquilla
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Figura 10. Porcentaje de prevalencia de Cryptococcus neoformans var. neoformans y
variedad gattii en Barranquilla, Colombia.
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4.6 Frecuencia de la levadura de acuerdo a la ubicacion de excretas dentro y fuera
de los nidos.

La levadura Cryptococcus neoformans var.neoformans se recuperd en un 19.4 %
a partir de las 154 muestras de excretas recolectadas dentro de los nidos, mientras que en

las otras 96 muestras de excretas recogidas fuera del nido no hubo aislamiento (Apéndice

2)

4.7 Prueba estadistica Chi cuadrado de Pearson.

Los datos obtenidos a partir del analisis estadistico mediante la prueba Chi
cuadrado de Pearson verifican la hipotesis alterna, es decir la presencia de la levadura en
el area de estudio depende de factores climatologicos y del sitio donde se recolecten las
muestras, existiendo una diferencia significativa entre los aislamientos de la levadura

realizados fuera y dentro de los nidos (X: 41.67; P: 0.0002), (Apéndice 3).
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DISCUSION

Las formas de las levaduras se caracterizaron por ser redondas u ovaladas. La
regulacion de la forma de las células es un proceso muy complejo influenciado por
ciertos factores como presion osmotica, temperatura y nutricion (Nosanchuck et al.,
1999). Ademas, existen ciertos genes especificos que regulan la forma en algunos tipos

de células de levaduras (Drgonova et al., 1996).

Todas las cepas aisladas se caracterizaron por la presencia de actividad
fenoloxidasa. La pigmentacion marrén se origind debido a que esta enzima causa la
oxidacion del acido cafeico (acido 3, 4 dihidroxitranscindmico) presente en el extracto de
las semillas Guizotia abyssinica (Strachan et al., 1971) produciéndose un pigmento

parecido a la melanina.

La prueba de tinta china se caracterizd porque el tinte utilizado no penetrd en la
capsula debido a la repulsion electrostatica existente entre las cargas negativas del
colorante y la estructura polisacérida. Esto provoco el deposito de particulas de carbono
alrededor de la capsula (Harley y Prescott., 1999). La presencia de la carga negativa en la
levadura se le atribuye a la presencia del 4cido glucorénico (Kozel et al., 1980) y a la
presencia de melanina (Nosanchuk y Casadevall., 1977). Durante la observacion de las
capsulas se presenciaron diversos tamafos ya que esta caracteristica fenotipica puede ser
alterada por las diferentes condiciones ambientales, como la concentracion de gas

carbonico, temperatura, pH y las caracteristicas genotipicas de cada cepa.
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En la prueba de urea, la enzima ureasa hidroliz6 el enlace nitrégeno y carbono
presente en la amida, formando gas carbdnico, agua y fundamentalmente, amonio el cual

incrementa el pH del medio produciendo el color fucsia

El medio de CGB se utiliz6 para distinguir la variedad y serotipo de las cepas
aisladas. Las cepas aisladas a partir de las excretas de paloma no crecieron en L-
canavanina, porque este compuesto se caracteriza por inhibir su crecimiento, evitando la

sintesis de proteinas y la sintesis de RNA (Vecchiarelli, 2000).

La canavanina se caracteriza por inhibir las enzimas que contienen L-arginina,
alterando su estructura terciaria y cuaternaria y por consiguiente su actividad biologica.
Por lo tanto deduzco que todas las cepas aisladas pertenecen a la variedad Cryptococcus
neoformans var. neoformans (serotipos A o D). Caso contrario, las cepas aisladas a partir
de los detritos de almendros crecieron en el medio de CGB. Esta resistencia de C.
neoformans var.gattii a la canavanina se le atribuye a la presencia de un sistema
enzimatico capaz de degradar la canavanina y convertirla en compuestos no toxicos

(Polacheck y Kwon Chang, 1986).

La prueba de asimilacion de carbohidratos se realizé para medir la capacidad de la
levadura para utilizar en forma aerobia los carbohidratos como fuente de carbono, siendo
este un criterio ampliamente utilizado como la base de la diferenciacién taxondmica de

las especies (Phaff et al., 1978).
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Esta caracteristica depende de factores de permeabilidad de la membrana y de la
presencia de sistemas enzimaticos especificos que favorecen la degradacion de los
carbohidratos. Las reacciones metabolicas que se requieren para obtener este proceso
involucran una cadena de varias enzimas que son controladas por genes estructurales.
Para que una levadura pueda hidrolizar azlicares se necesitan genes inductores de una
permeasa especifica para cada azucar, que facilite la entrada del azlicar a la célula, y
cuando éste ha sido hidrolizado se necesita otro gen que codifique la represion de esa
permeasa. Si las levaduras presentan cambios en la permeabilidad de la membrana y en
uno o varios de los genes estructurales que controlan las reacciones enzimaticas, no seran
capaces de utilizar los carbohidratos como fuente de energia (Lodder, 1988; Phaff et al.,
1978). Posiblemente Cryptococcus neoformans no asimila lactosa porque no tiene la
capacidad de sintetizar la enzima - galactosidasa o lactasa, la cual actua sobre el
disacérido hidrolizdndolo en galactosa y glucosa. De igual forma, no asimila melibiosa

por no sintetizar melibiasa o a- galactosidasa.

Los resultados revelan una frecuencia inferior de aislamiento comparados con los
reportes de otras investigaciones llevadas a cabo en Colombia. En la revision de la
literatura nacional se reporta la presencia de la levadura Cryptococcus neoformans a
partir de excretas de palomas (Columba livia). En Medellin, Mira et al. (1968) reportaron
el aislamiento del hongo en un 18.8% de las muestras analizadas; Ordofiez y Castafieda
(1994) también informaron el hallazgo de la levadura en un 53.8% a partir de 52 muestras

de excretas de palomas en varias ciudades de Colombia (Bogota, Cali y Cucuta) y
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Caicedo et al. (1996) reportaron en Cali un aislamiento de un 49.6 % a partir de excretas

de paloma (Apéndice 4).

Esta discrepancia en cuanto al porcentaje de aislamiento de la levadura puede ser
por las diferencias climatologicas presentes en cada una de las 4reas donde se han
llevado a cabo donde se realizaron los diversos estudios. Por ejemplo, en Medellin la
temperatura promedio es de 15 °C con una humedad relativa del 94 % y en Cali la
temperatura es de 24 °C y una humedad relativa del 98 %. Ademads, en estas regiones las
precipitaciones pluviales varian de 1500 mm hasta los 3500 mm. Posiblemente, estos
factores climaticos son mas favorables para el crecimiento de la levadura, comparados
con las condiciones climaticas que presentan cada uno de los municipios del

departamento del Atlantico (Apéndice 5).

Este es el primer aislamiento de C. neoformans a partir de excretas de paloma
(Columba livia) que se realiza en el departamento del Atlantico, Colombia. Los datos
demuestran que C. neoformans prevalece en el departamento, pero con una distribucion
variada en cada municipio (Figura 7 y 8). Sin embargo, el porcentaje de aislamiento de la
levadura (12 %) esta de conformidad con los datos divulgados en la literatura cientifica
mundial. Algunos autores reportan un rango de recuperamiento comprendido entre el 0 a
24 % (Lazera et al., 1993; Swine et al., 1986; Ruiz et al., 1989); mientras otros autores
sostienen que el rango de aislamiento de C. neoformans a partir de las excretas de paloma
esta comprendido entre el 6 % y 87.5 % (Lazera et al., 1993; Castafion-Olivares y Lopez-

Martinez, 1994).
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La recuperacion de la levadura a partir de las excretas localizadas dentro de los
nidos mostré un porcentaje significativo de aislamientos en un 19.4 %, siendo nula la
recuperacion de las levaduras a partir de las 94 muestras recolectadas fuera del nido.
Probablemente esto se deba a las condiciones ambientales a las que estaban sometidas las
excretas localizadas fuera de los nidos, fundamentalmente el bajo grado de humedad
presente durante la época de verano, la radiacion solar y la competicion con otros
microorganismos los cuales son letales para el crecimiento del hongo, primordialmente

sobre las muestras recogidas del suelo (Apéndice 6 ).

Los resultados obtenidos en este estudio muestran una estrecha distribucion del
hongo en nuestro medio, no obstante su presencia nos indica que hay probabilidad que
los individuos inmunosuprimidos sean infectados con la levadura, produciéndose en ellos
criptococosis. Asi lo indican los reportes estadisticos ofrecidos por el Hospital

Universitario de Barranquilla (Apéndice 7).

Posiblemente uno de los factores que incidi6 en el bajo porcentaje de aislamiento
de la levadura (12 %) fue la baja precipitacion pluvial y humedad relativa que se presenta
en el departamento del Atlantico durante el periodo de verano (diciembre- abril). La poca
precipitacion se debe a los vientos alisios del noroeste que impiden la formacion de nubes
en el sector y a la baja altimetria del drea geografica. Estos factores determinan que en la
region se den tres tipos de areas climaticas, siendo una de ellas la zona semihumeda, al
sur del departamento, donde se logr6é el mayor numero de aislamientos. En esta area la

humedad relativa aumenta considerablemente debido a la evaporacion de las aguas de las
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ciénagas, del embalse del Gudjaro y el canal del dique que circundan el sector. Esta
condicién pudo haber incidido en una mayor prevalencia de la levadura en el sector sur
del departamento 26, 25 % comparado con el 12 % de aislamiento del resto de las areas
estudiadas. Estudios in vitro han sefialado que una gran humedad relativa es fundamental
para el crecimiento de la levadura (Ishaq, 1968; Ruiz, 1981) y en esta zona los valores de

la humedad relativa fluctian ente el 77 y 88 % (IGAC, 1994).

En los municipios de Usiacuri, Ponedera, Polonuevo, Campeche y Galapa los
aislamientos fueron escasos debido a que estas poblaciones estan ubicadas en un area
donde la precipitacion pluvial es escasa y por consiguiente la humedad relativa es baja.
Ademas, el 52.1 % de las muestras de excretas fueron recolectadas fuera de los nidos lo
cual pudo provocar que sobre ella incidieran una serie de factores adversos como
radiacion solar la cual es letal para el crecimiento de la levadura a pesar que se ha
demostrado que la levadura puede sintetizar manitol, inositol, la enzima superdxido
dimutasa, melanina y la capsula polisacarida que ayudan al crecimiento de la levadura

cuando las condiciones ambientales son estresantes.

Uno de los factores que incidieron en la recuperacion de la levadura Cryptococcus
neoformans var. neoformans fue que el 61. 6 % de las muestras fueron recolectadas
dentro de los nidos, las cuales estaban protegidas de las condiciones ambientales
adversas. La gran frecuencia de aislamiento de Cryptococcus neoformans en nidos (19.4
%) fue significativa con respecto a los otros lugares donde se recolectaron las muestras de

excretas (Apéndice 2). Estos resultados son afines a los alcanzados por Caicedo et al.
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(1996) a partir de excretas recolectadas dentro de los nidos.

En los nidos las heces se acumulan y permanecen durante largo tiempo protegidas
de la radiacion solar, lo cual favorece a la supervivencia y crecimiento de la levadura.
Estudios recientes indican que C. neoformans puede sintetizar melanina o pigmentos
parecidos que protegen a la levadura de las extremas temperaturas y radiacion solar y
degradacion enzimatica de microorganismos presentes en las excretas y suelo
(Nosanchuk y Casadevall. 1997). Asi mismo, se ha observado que un alto acumulo de
heces dentro de los nidos constituye un elemento importante para mantener el hongo en la
naturaleza. (Silva y Luiza., 1963). No obstante, el tiempo de almacenamiento de las
excretas pudo haber incidido en la recuperacion de la levadura en los nidos. Algunos
autores proponen que la levadura puede permanecer hasta por lo menos dos afios en las
heces fecales; es factible que un periodo mayor a lo propuesto incida en que las fuentes

de nitrégeno pierdan su viabilidad provocando desaparicion de la levadura.

Se observé que una alta densidad de palomas en los nidos (Apéndice 8) es una
condiciéon indispensable que puede incidir en el aislamiento de la levadura ya que se
pueden acumular gran cantidad de excretas en forma rapida y brindar al hongo las
condiciones adecuadas para su crecimiento. Esto concuerda con lo expresado por
Emmons en 1955 y Swinne, en 1975 quienes sostuvieron que la acumulacion diaria de
heces, la alta poblacion de palomas en los nidos y una insuficiente aeracion favorece el
incremento de la frecuencia de C. neoformans en el aire, dentro de los nidos. Sin

embargo, se observéd una distribucion variable de C. neoformans en las heces de paloma
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recolectadas dentro de los nidos debido a que variaciones como el pH, el 4cido trico y la
concentracion de creatinina pueden incidir en la recuperacion de la levadura (Hubalek,

1975).

Se analizaron unicamente excretas secas porque en las excretas frescas existe una
alta proliferacion de microorganismos, la cual puede aumentar durante las deyecciones de
los pichones. Estd demostrado que las excretas tienen una alta poblacion de bacterias que
pueden alcalinizar el medio inhibiendo el crecimiento de C. neoformans y mas aun
cuando el proceso de secamiento de las excretas ocurre lentamente. Esto favoreceria el
crecimiento y la proliferacion de microorganismos inhibidores afectando el aislamiento
de la levadura. Sin embargo, bajo condiciones naturales el rdpido secamiento de las
excretas de paloma suprime la multiplicacion de las bacterias (Walter y Yee, 1968)
creando la posibilidad de aislar el hongo a partir de excretas secas (Swinne-Desgain,
1974; Gugnani y Njok-Obi, 1973). Este estudio se confirma una vez mas que la variedad
gattii, no prevalente en las excretas de paloma, ya que esta variedad tiene una baja

tolerancia por los altos niveles de creatinina (Baro et al., 1998).

Del 61.5 % (8/13) de los municipios analizados en el departamento del Atlantico,
Barranquilla present6 la mayor incidencia de casos de criptococosis (Apéndice 7) debido
a que en esta area es donde se encuentra la mayor tasa de individuos afectados con el
virus de inmunodeficiencia humana (Apéndice 9). Las cifras estadisticas del Hospital
Universitario de Barranquilla (HUB), Colombia, revelan que la criptococosis se ha

incrementado notoriamente a partir del ano 2002 en esta ciudad debido a que esta
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condicion estd relacionada esencialmente con el aumento de pacientes VIH positivos. A
pesar de que la mayor frecuencia de aislamiento de la levadura se observo al sur del
departamento (26.2 %) no existe ningin informe de casos de criptococosis en esta zona,
debido a la poca incidencia de casos de pacientes VIH positivos (Apéndice 10) la cual es
una de las principales causas imprescindibles para que una persona se infecten con la

levadura.

Dentro de los casos diagnosticados de criptococosis en el HUB, no se inform6 la
variedad, sin embargo, infiero que pueden ser C. neoformans var. neoformans ya que fue
la especie que predomind en el 100 % de los aislamientos de excretas de paloma y
comunmente es la que causa la infeccion criptococdcica en individuos VIH positivos. No
obstante, el aislamiento de C. n. var. gattii, a partir de detritos de almendro en
Barranquilla hace necesario que se realicen otros estudios para verificar si existe una la
relacion entre las cepas aisladas clinicamente y los aislamientos en estos ambientes. Esto
constituiria una herramienta Util en el reconocimiento de las posibles fuentes de

contaminacion y la conducta terapéutica a seguir en el tratamiento de la infeccion.

De los casos diagnosticados de criptococosis en el HUB los pacientes procedian:
uno de Polonuevo, dos de Soledad, uno de Palmar, uno de Baranoa y el resto en
Barranquilla (Apéndice 7). De los anteriores lugares de procedencia solamente en
Polonuevo no se pudo aislar la levadura y en el municipio de Soledad, donde no se
realiz6 el estudio. Es recomendable analizar esta area en estudios futuros ya que después

del municipio de Barranquilla es la que presenta la mayor proporcién en cuanto a la
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diagnosis de criptococosis y pacientes VIH positivos en el departamento del Atlantico. La
presencia de la levadura se diagndstico en su mayor parte en pacientes VIH positivo, lo
cual confirma que esta condicion es uno de los factores mas preponderantes para el

contagio.

Destaco que la mayoria de los casos de criptococosis se diagnosticaron entre los
meses de agosto a diciembre del 2002. En un futuro es importante realizar otros estudios
para determinar la prevalencia de la levadura durante el periodo de invierno. Estudios
realizados por Choundhry et al. (1967) sostienen que el crecimiento y supervivencia de la
levadura es mayor durante esta época de invierno por las bajas temperaturas y la alta
humedad. La recuperacion de C. neoformans a partir de las excretas de paloma en el
departamento del Atlantico corroboran que los nichos aviarios sirven de reservorio
saprofitico para este hongo patégeno y que estos pueden ser una posible fuente de

infeccion para los colombicultores de esas zonas.

El primer aislamiento ambiental de la variedad gattii se realizo en Australia a
partir de E. camaldulensis (Ellis y Pfeiffer, 1990). Generalmente, la variedad gattii puede
aislarse de areas tropicales y subtropicales (Kwon-Chung y Bennett, 1984; Bennett et al.,
1977). Sin embargo, se han obtenido aislamientos en areas templadas en México, Sur
América (Bava y negron, 1992; Gezuele et al., 1993), Espana, Portugal e Italia (Martins

et al., 1996; Montagna et al., 1997).
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A través de esta investigacion se logré recuperar por primera vez la var. gattii,
serotipo C en un 17.4 % a partir de detritos de almendro (Terminalia catappa) en la
ciudad de Barranquilla. Estos resultados corroboran los hallazgos realizados por Callejas
et al (1998), quienes realizaron el primer aislamiento ambiental del serotipo C a partir de
detritos de almendro en la ciudad de Cucuta, Colombia. Posiblemente, bioproductos tales
como la celobiosa y la xilosa obtenidos mediante la biodegradacion de la lignina por
medio de la fenoloxidasa permitan el crecimiento saprofitico de la levadura en este tipo
de substrato o puedan existir otros compuestos organicos € inorganicos necesarios para la

supervivencia del hongo en medio ambiente (Callejas et al., 1998).

Estos resultados corroboran lo expresado por Staib et al. (1972) quienes indicaron
que las hojas y los tallos en descomposicion eran una fuente importante para el
crecimiento de C. neoformans. Sin embargo, el hecho de que la recuperacion se haya
realizado a partir de estos arboles no indica que sea el nicho natural de esta levadura. Es
necesario realizar otras investigaciones para determinar si la recuperacion de la levadura
estd relacionada con los detritos de almendro y la época de verano o si puede recuperarse
durante otros meses. Este hallazgo es de suma importancia a nivel epidemioldgico y
ecoldgico ya que podria ser una fuente de contagio, a pesar del poco conocimiento que se
tiene de casos de criptococosis ocasionados por el serotipo C, solamente. A nivel mundial
se han diagnosticados casos de criptococosis por esta variedad enfermedad en pacientes

VIH positivos en Soweto, Africa (Kartaes et al., 2002; Bogaerts et al., 1993).
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El aislamiento ambiental de C. neoformans var. gattii a partir de detritos de
almendros y los otros aislamientos realizados anteriormente por otros autores a partir de
arboles de Eucalyptus, Moquilea tomentosa y Guettarda acraneana podrian sugerir que
el habitat natural para la variedad gattii seria en plantas y madera en descomposicion.
Parece que existe una asociacion especifica entre la variedad gattii y los arboles de
almendros ya que los resultados de las dos investigaciones no revelan el aislamiento de
la variedad neoformans. Se abre la posibilidad de realizar un estudio a gran escala a nivel
de estos arboles ya que presentan una gran distribucion en la ciudad de Barranquilla y en
el resto del departamento, con el fin de establecer si estas plantas sirven de hospederos a

estos microorganismos.

La prevalencia de ambas variedades en la ciudad de Barranquilla (Figura 10) y los
casos diagnosticados de criptococosis en esta poblacion crea la posibilidad de que las
personas inmunosuprimidas como también las inmunocompetentes puedan contagiarse al
entrar en contacto con los substratos donde fueron aislados los microorganismos,
especialmente porque las muestras para ambos estudios proceden de parques recreativos

donde asisten a menudo muchas personas.



CONCLUSIONES

Cryptococcus neoformans var. neoformans esta presente en el departamento del

Atlantico.

La baja humedad relativa y la poca precipitacion pluviales durante la época de verano

no son favorables para el crecimiento de la levadura en gran proporcion.

La levadura C. neoformans var. gattii puede aislarse a partir de los detritos de arboles

de almendro.

La prevalencia de C. neoformans en el medio ambiente es fuertemente influenciada por

la presencia de heces de paloma y cuando estan protegidas de las radiaciones

ultravioleta y de las temperaturas extremas.

Cryptococcus neoformans produce criptococosis en pacientes VIH positivos.

La criptococosis es una enfermedad oportunista que predomina en el departamento del

Atléntico en individuos VIH positivos.

58



RECOMENDACIONES

1. Utilizar la concentracion de bifenil de 0.1 g//L propuesta por Shields y Ajello (1966),

en lugar de la de 1 g/L, utilizada en este estudio.

2. Medir la humedad relativa y temperatura en cada lugar donde se recolecten las

muestras.

3. Realizar el estudio en diversas épocas del afio tanto para cualquier tipo de aislamiento

que se quiera realizar.

4. Realizar estudios a nivel clinico y compararlos con los aislamientos ambientales

mediante técnicas moleculares con el fin de establecer si existe una relacion entre ellas.

5. Efectuar la serotipificacion de las cepas aisladas.

6. Investigar la relacion existente entre la levadura y otros tipos de excretas

fundamentalmente las provenientes de las estaciones avicolas las cuales son numerosas

en el departamento.

7. Realizar el estudio a partir de muestras de almendro en otras localidades del

departamento del Atlantico, Colombia.
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APENDICE 1.

Numero de muestras recolectadas y porcentaje de aislamiento por area analizada
en el departamento del Atlantico.

Municipios No. muestras Relacion con el nido % de positividad
Dentro Afuera

Campo de lacruz 20 20 0 40 %
Barranquilla 20 14 6 25%
Sabanalarga 20 12 8 20 %
Galapa 20 0 20 0%
Repelon 20 20 0 30 %
Santo Tomas 20 15 5 0 %
Polonuevo 20 7 13 0%
Baranoa 20 16 4 5%
Usiacuri 20 9 11 0 %
Ponedera 20 7 13 5%
Manati 20 20 .0 15 %
Palmar Varela 10 10 0 20 %
Campeche 20 4 16 0 %

Total 250 154 96 12 %
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APENDICE 2.

Numero y ubicacion de las muestras de las heces de paloma recogidas en el
departamento del Atlantico.

Localizacion de las muestras No. % de aislamiento
Dentro del nido 154 19.4 %
Fuera del nido 96 0%

* paredes (15)
* techos (20)
* suelos (40)
* arboles (10)
* ventanas  (06)
* oficinas (05)

Total 250 12 %

% Lugares donde se recolectaron las muestras fuera de los nidos



APENDICE 3.

Analisis estadistico del estudio mediante la prueba Chi cuadrado de Pearson.

Frequency

Expected

Row Pct 0 1 Total
19 1

Ponedera 17.6 2.4 20
95.00 5.00
14 6

Repelon 17.6 24 20
70.00 30.00
16 4

S/ larga 17.6 24 20
80.00 20.00
20.00 0.00

Sto. Tomas | 17.6 2.4 20
100.00 0.00
20.00 0.00

Usiacuri 17.6 2.4 20
100.00 0.00
12.00 8.00

Campo 17.6 24 20
60.00 40.00
15.00 5.00

B-quilla 17.6 24 20
75.00 25.00
19.00 1.00

Baranoa 17.6 2.4 20
95.00 5.00
20.00 0.00

Campeche | 17.6 2.4 20
100.00 0.00
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Frequency
Expected
Row Pct 0 Total
0.00
Galapa 20 2.4 20
17.6 0.00
100.00
17 3
Manati 17.6 24 20
85.00 15.00
8 2
Palamar 8.8 1.2 20
80.00 20.00
20.00 0.00
Polonuevo | 17.6 24 20
100.00 0.00
Total 220 30.00 250
Pearson Chi Square Test
Chi cuadrado 41.6667
DF 12
Monte Carlo Estimate for the Exact Test
Pr>= ChiSq 0.0002

DF: grados de libertad; Pr: probabilidad
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Relacion entre los aislamientos de Cryptococcus neoformans en otras regiones de

Colombia y el efectuado en el departamento del Atlantico.

Porcentaje de aislamiento
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Comparacion entre los aislamientos realizados en Colombia de la levadura Cryptococcus

neoformans var. neoformans y el efectuado en el departamento del Atlantico

B Medellin

B Bogot4, Cali y Clcuta
B Cali

B Dpto. Atlantico

Regiones geogréaficas
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APENDICE 5.

Temperatura y precipitacion de algunas areas del departamento del Atlantico.

Municipios Temperatura (°C ) Precipitacioén Pluvial
Galapa (n) 28 550-650 mm
Barranquilla (n) 27 700 mm

Santo Tomas (n) 30 550-918 mm
Palmar de Varela (n) 30 650-700 mm
Ponedera (n) 30.1 700 mm
Sabanalarga (s) 28 1100 mm

Campo de la Cruz (s) 28 1000-1100 mm
Santa Lucia (s) 30 1300 mm

Ubicacion de los municipios: (n): norte y (s): sur
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APENDICE 6.

Algunos lugares donde se realizé la recoleccion de muestras de suelo con excretas.




APENDICE 7.

83

Casos de criptococosis diagnosticados en el Hospital Universitario de Barranquilla,

Colombia.
Paciente  Sexo VIH Procedencia Fecha Diagnostico
1 M +  Barranquilla Ene- 2003 Tinta china
2 M +  Barranquilla Mar-2003 Tinta china
3 F +  Barranquilla Sep-2002 Tinta china
4 M - Barranquilla Oct-2002 Tinta china
5 F +  Barranquilla ~ Sep-2002 Tinta china
6 M +  Barranquilla Jul-2002 Tinta china
7 M +  Soledad Ago-2002 Tinta china
8 F +  Polonuevo Sept-2002 Tinta china
9 M +  Barranquilla ~ Oct-2002 Tinta china
10 F +  Palmar Sep-2002 Tinta china
11 M +  Barranquilla Nov-2002 Tinta china
12 M +  Soledad Ene- 2002 Tinta china
13 M +  Baranoa Mar-2002 Tinta china
14 M +  Barranquilla ~ Mar-2002 Tinta china
15 F +  Barranquilla Dic-2002 Tinta china

(+): Presente

(-): no presente
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APENDICE 8.

La alta densidad poblacional de las palomas dentro de los nidos y el
recuperamiento de la levadura a partir de las excretas.




APENDICE 9.

Numero de casos de VIH /SIDA diagnosticados durante el periodo de 1987 al 2003
en la ciudad de Barranquilla, Colombia.

Afios Casos Poblacion %
1987 4 815.549 0.49
1988 11 849.291 1.29
1989 42 883.033 4.75
1990 51 916.775 5.56
1991 67 950.917 7.04
1992 96 984.259 9.75
1993 102 1.018.001 10.00
1994 135 1.051.743 12.83
1995 122 1.083.485 11.25
1996 113 1.117.227 10.11
1997 139 1.150.969 12.07
1998 213 1.184.711 17.97
1999 24 1.218.453 1.96
2000 102 1.252. 195 8.14
2001 120 1.278.512 9.38
2002 147 1.305. 334 11.26

2003 92 1.355.384 7.04
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APENDICE 10.

Casos de pacientes VIH positivos diagnosticados en el departamento del Atlantico,
Colombia durante el periodo 1998 al 2003.

Periodo de diagnostico

Municipios 1998 1999 2000 2001 2002 2003 Total
Soledad 21 4 10 6 17 15 73
Malanmbo 7 2 10 3 12 8 42
Puerto Colombia 0 3 3 2 2 6 16
Galapa 0 0 0 1 1 6 8
Sabanagrande 3 2 4 1 1 1 12
Santo Tomas 0 0 0 0 0 2 2
Palmar de Varela 0 0 0 0 1 4 5
Polonuevo 0 0 0 0 0 2 2
Tubara 0 0 0 0 0 1 1
Usiacuri 0 0 0 0 0 1 1
Ponedera 0 0 0 0 0 1 1
Sabanalarga 2 0 4 3 2 12 23
Repelon 0 0 0 0 0 1 1
Santa Lucia 0 0 0 0 0 1 1
Campo laCruz 0 0 0 0 2 0 2

Total 33 11 31 16 38 61 190



APENDICE 11.

Equipos utilizados para aislar la levadura Cryptococcus neoformans.
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APENDICE 12.

Principales resultados de la prueba de asimilacion de carbohidratos en la levadura
C.n. var. neoformans y C. n. var. gattii.

No. Muestras positivas variedad asimilacién de carbohidrato
lactosa inositol  melobiosa

250 30 neoformans - + %

34 6 gattii - + -

-: no crecimiento ; (+): crecimiento; ¥t: no realizada.





