MEDICINA

AISLAMIENTO DE CRYPTOCOCCUS NEOFCRMANS
DE EXCRETAS DE PALOMA EN LA CIUDAD DE
GUATEMAILA

(Trabajo presentado en ¢! III Cong:ese C: ntroamericanp y I Nacional
de Microbiologia. Guatemala 25-30 julio 1971).

Rubén Mayorga®

INTRODUGCION

La eriptoecocosis es una micosis sisté-
mica causada por un hongo lavadurforme,
Cryptococcus neoformans, constltulde  por
celulas esférieas, de 4 a 20 micras de dia-
metro, que producen gemaciones en cual-
quier sitio dc su superficie. Tiene la ca-
racteristica peculiar de preseniar uvna cin-

FIGURA No. 1

Aspecto microscbplcd de Cryprococcus neo-
formans (Cultivo No. 13). Moptaje «n tinta
china. 250 X
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sula muceoide, la cual varia de espesor pu-
diendo llegar a ser varias veces mayor que
el diametro de la propia calula. (figura 1).
La exisltencia saprofitica de este hongs
en Ja naturaleza, fue demostrada por San-
felice en 1894 11). Casl al mismo tiempo,
Busse (2, 3) y Buschke (4) lo encontraron
asociado a la palologia humana. Fue consi-
derado al principio de distribucion geogra
fica reducida, pero después de que Emmon
t5) lo aist6 del suelo en 1931, otros investi-
gadores han mostrado su caricier cosmo-
polifa y su notable relacidon con excratas
de paloma (6, 7, 8, 9, 10 11, 12, 13, 14).
Como posible explicacion de esta relacion,
seé ha mencionado que de los constituyente;
4e la orina dc estas aves, ¢l acido urico, la
xantina y la guanina, son asimilados por
lodas las especies del género Cryptococcus,
mientras que la creatinina es asimilada so-
lamente por C neoformans. Levaduras de
otros géneros son incapaces de ulilizar la
creatinina como fuente de nitrogeno. Este
subsiralo, ademas, mantiene un grado d2
acidez conveniente para la vida de C. ned-
formans, e Inconveniente para una gran
canlidad de microorganismoes competidores
(15, 16). Experimentalmente, ha sido co
probado que el hongo tiene una gran re-
sistencia a varios agenies fisicos. Se I
demostrado quc¢ resiste temperaturas d-
80°C. por 24 horas, en arena seca. A tem-
peratura ambiente, las célulag permanecer
viables y virulentas, aun despuds de
ano v medio de almacenamlenio (15, 17)
I.a sobrevivencin e aumenta sk se protege
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de la luz solar directa y de temperaturas
elevadas (17). Llama la atencién, sin em-
bargo, que es incapaz de reproducirse en
animales cuya temperatura corporal esta
por encima de 40°C. (18).

La infeccibn en el hombre, se adquie-
re generalmente por inhalaclén d= las es-
poras, que del tejldo pulmonar pueden pa-
sar, por la via sanguinea, al cerebro, pro-
duciendo meningitis criptocéecica. En al-
gunos casos puede diseminarse por esta
misma via hacia otros 6rganos, Incluyendo
la piel, formando pequefios focos de aspec-
to gelatinoso.

La forma mas conocida y frecucnte es
la criptococosis del sistema nervioso cen-
tral, la cual se manifiesta por cefaleas in-
termitentes acompafiadas de vértigo, dolo-
res froniales, temporales o retro-orbitales
intensos, y vémitos. A menudo hay cam-
bios en la personalidad y depresién nervio-
sa. En un 40% de los casos, se observan
trastornos en la visién, nistagmus, fotofobia
y papiledema (19). La evolucién de la en-
fermedad puede ser de pocos dias o puede
durar varios afios.

Cuando existen lesiones pulmonares,
hay tos con esputo mucoide, a veces san-
guinolento, en el cual se puede ver al hon-
go por examen microscédpico directo utili-
zando tinta china como liquido de monta-
je, la cual, por contraste, hace prominente
la presencia de la capsula que cubre a la
levadura,

Las formas cutineas se manifiesta-
por papulas, pistulas acneiformes o absce-
gos subcutdneos que tienden a ulcerarse.
Por extensi6bn de estas lesiones, pueden
verse comprometidas también las imucosas.
Cuando el sistema 6seo es atacado. las ie-
siones desarrollan sin proliferacion subre
el periostio y llegan hasta la piel, causan-
do focos supurativos.

La criptococosis puede presenlarse en
individuos “normales”, pero se sahe que
hay factores predisponentes, especialmente
cuando las barreras naturales de defensa
se encueniran alteradas por trastornios ine-
tabdlicos, discrasias sanguineas, otras en-
fermedades infecclosas crdnicas, incluyendo
otras micosis (20, 21, 22, 23), o bien por

tratamientios con esteroides (24, 25). El
hombre adquiere la infeccién independien-
temente de su edad, sexo, raza u ocupa-
cién; sin embargo, se observa con mayor
frecuencia en adultos del sexo masculino
(26). La posibilidad de que existan infec-
ciones sub-clinicas ha sido sefialada por
varios investigadores que han detectado
anticuerpos circulantes contra C, neofor-
mans en personas sanas (27, 28, 29). Los
esfuerzos por obtener un antigeno adecua-
do para efectuar pruebas cutidneas gue do.
tecten hipersensibilidad en individuos ex-
puesto a la infeccion, han dada resultados
insatisfactorios (30, 31).

El presente estudio tiene como propé-
sito principal, demostrar la presencia de
C. ncoformans como saprofito en la cludad
de Guatemala, y hacer ademaés, una revisién
del tema, sefialando los casos de infeeccidn
humana diagnosticados en nuestro medio.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo se realiz6 en dos etapas: La
primera se refiere a la basqueda del hongo
en excretas de paloma en los sitios hechos
especialmente para alojarlas en el parque
zool6gico “La Aurora”. La segunda com-
prende la localizacién de los sitlos de ani-
damiento de estas aves en el drea urbana
de la ciudad de Guatemala y la basqucda de
dicha levadura en las excretas acumuladas
en ellos.

Primera etapa: Se colectaron 24 mues.
tras de cada una de las cuatro janlas exis-
tentes en el parque zoolégico “La Aurora"”,
haciendo un total de 96. Estas fueron proce-
sadas dentro de los tres dias después do
ser tomadas, de la manera siguiente. Se
colocaron 10 gramos en un mortero estéril
y se pulverizaron hasta lograr su homoge-
nizaciéon. Cinco gramos de este polva fue-
ron trasladados a un tubo de 25 x 200 mm.
con tapén de rosca y se le agregaron 50
ml. de solucién estéril de cloruro de sodio
al 0.9%, adiclonada de 15,000 unidades de
penicilina G cristalina y un miligramo de
sulfato de estrepromicina por ml., Se agita-
ron durante dos minutos y se dejaron en
reposo durante una hora. Del sobrenadante
se inoculé 0.1 ml. en cada una de 1res ca-
jas de petri con medio creatinina-guizntia
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(32), modificado por la substitucion de 100
mg. de difenilo, por 30 mg. de ortofenil-fe-
nato de sodio.

Las cajas fueron incubadas a J7°C du-
rante diez dias y las colonias plgmentadas
de morfologia macroscép.ca compatible con
C. neoformans fueron rasadas a tuhos ccn
medio de sabouraud glucosado. Los cullivos
gque presentaron caracteristicas levadurifor-
mes se sometieron a los sigulentes cestu-
dios de identificacién:

a) Producclén de ureamsa. Los cultivos se
inocularon en agar urea de Christensen
(33) y se incubaron a 37°C durante 4
dias. Los productores de ureasa fueron
considerados como especies del género
Cryptococcus.

b) Formac.6n de ciipsula in vitro. Los cul-
tivos positivos paia la prueba de urea-
sa se inocularon en agar infusién de
cerebro y oorazén y se incubaron du-
rante una semana a 37°C, y luego du-
ranfe tres semanas ma4s, a temperatura
ambiente. Transcurrido ese tiempo, s2
observaron al microscopio utllizando
tinta china como liquido de montaje.

) Pruebas de asimilacién de aziicares. Se
hicleron auxanogramas de carbono uti-
lizando glucosa, galactosa, maltosa, lac-
tosa, sacarosa y rafinosa.

d) Pruebas de asimilacién de nitrato. Se
hicieron auxanogramas de nitrégeno
utilizando nitrato de potasio.

e) Pruebas de patogenicldad. Los cultivos
cuya prueba de ureasa fue positiva, y
gue presentaron un patrén de asimila~
clon de azlicares y nitrato igual al de
una cepa control de C. neoformans, fue-
ron sometidos a la prueba de patogen
cidad para el ratén, por inoculacién in-
tracerebral de 0.04 ml. por ratén, de
una suspension de células equivalente
al tubo No. 8 del nefelémetro de Mec-
Farland.

Segunda etapa: Esta comprendié la lo-
calizaciéon de los sitios donde anidan palo-
mas en el area urbana de la ciudad de Gua-
temala (excluyendo el parque zooldgico “La
Aurora”). para lo cual se recorrieron las
diversas zonas postales a distintas horas
del dia, durante veinte dias no consecutivos,

De esta manera fueron seleccionados trece
puntos y se colectaron seis muestras de ex-
cretas en uno de ellos y diez en cada uno
de los doce restantes, haciendo un total de
126.

La mayor parte de los sitlos estudia-
dos corresponde a iglesias, cuyas partes al-
tas (campanario, torres) utilizan las palo-
mas para anidar, ocho en la zona 1, una en
la zona 3 y una éen la zona 4. Se inves'l-
garon también dos casas de habitacién, una
en la zona 5 y otra en la zona 8 y un edi-
ficio piiblico en la zona 1.

Las 126 muestras de excretas tomadas
de estos sitios fueron procesadas de la mis-
ma forma como se hizo con las del parquc
zooldgico.

RESULTADOS

Del total de 222 muestras de excreta
de paloma se aislaron 56 cepas de C. neu
formans; 16 corresponden a las colectadas
en el parque zoolégico La Aurora y 40 a
las colectadas en varins edificios del Area
urbana. En la tabla No. 1 se muestran los
resultados obtenidos.

La localizacién de los lugares donde sz
tomaron las muestras de excretas y los sj
tios de donde se logré aislar C. neuformans,
pueden ser apreciados en el mapa No. 1.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presen-
te estudio, demuestran la amplia distribu-
cién de C. neoformans en nuestro medio.
En Guatemala, la enfermedad ha sido re-
conocida solamente en dos ocasiones. El
primer caso, en 1961, el cual fue confirma-
do por cultivo, (34) corresponde a un pa-
clente cuyo diagnéstico clinico habia sido
tuberculosis meningea. El segundo fue en-
contrado por examen histopatolégico en un
paciente cuyo diagnstico clinico habia sido
desnutricién severa {(Hospital Roosevelt,
necropsia No. A-62-2283).

Aunque se desconocen datos exactos so-
bre la prevalencia e incidencia de esta mi-
cosis, Littman y Scheierson (7) estiman
que en la ciudad de Nueva York ocurren
anualmente, entre 5000 y 15,000 infecciones
subclinicas de criptococosis pulmonar. Des-
de el punto de vista eptdemiolégico, esta en-
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fermedad es comparable con la coccldioido-
micosis y la histoplasmosis, con la partic.

laridad de que su agente etiolégico tiena
una distribuc.6n geogrifica més extensa.
Ajello (35) ha sefialado que las estadisti-
cas de mortalidad para estas tres micosis,
en los Estados Unidos de Norte América,
son aproximadamente iguales (65 por afio).
En Guatemala, considerada como zona en-
démica de histoplasmosis (36, 37) y cocci-
dioidomicosis {38, 39) puede asumirse que
sl C. neoformans existe abundantemente
como sapréfito, las cifras de morbilidad y
mortalidad para las tres enfermedades, po.
drian ser similares La terapéutica moderna,
utiliza constantemente drogas que alteran
los mecanismos [nmunolégicos (especial-
mente esteroides) y se puede prever que el
nimero de infecciones por C. neoformancg
aumentard en el futuro. Debemos agregar
ademés, que la desnutricibn pucde ter un
factor que predisponga a la infeccién.

Todos estos hechos sugieren que la
criptococesis debe ser méis frecuente en
nuestro pais y que posiblemente pasa inad-
vertida o es confundida con otras enfarme-
dades. Es necesario reforzar los conoci-
mientcs de Micologia Médica por medio d2
cursos adecuados a los distintos niveles del
personal relacionade con Salud Piiblica, lo
cual vendria a resolver en parte, el pro-
blema generalizado que ocasionn el diag-
néstico de las enfermedades producidas por
hongos.

RESUMEN

Utilizando el medio de cuitivo descrita
por Shields y Ajello en 1966 (32), los auto-
res lograron aislar C. neaformans de 56
(25.2%) musstras de excretas de paloma,
de un total de 222 que fueron colectadas en
distintos lugares del 4rea urbana de la ciu-
dad de Guatemala,

Para seleccionar estos lugares se hi-
una Investigacién previa de los sitios donde
anidan estas aves.

En Guatemala se han encontrado, has-
ta la fecha, dnicamente dos casos de crip-

tococosis humnana. Los resultados obtenidos
en este estudio, muestran la amplia dishi.
bucién del hongo en nuestro medio v su-
gieren que la criptococosis debe existir con
mayor frecuencia que la descrita hasia el

momento
SUMMARY

Using the culture medium deseribed Ly
Shields and Ajello in 1966 (32), the authors
isolated C. neuformans from 56 (25.5%")
out of 222 specimens of pigeon dropplngs
collected from different placas within the
urban area of Guatemala City.

The places surveyed were mainly the
higher parts of churches and ohter huild-
ings used by pigeons to nest.

Until now, human infection has becn
recognized only iwice in Guatemala. The
results of this investigation clearly show
the wide distribution of the fungus In this
city, and suggest that cryptococccsis must
exist with a greater prevalence than presen.
tly described.

TABLA No. 1
No. de Porcen-
muestras Cultivos {aje

colectadas positivao positivos

Primera etapa 96 16 16.7
Segunda etapa 125 40 31.7
TOTAL 222 56 25.2
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