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RESUMEN

Cryprococcus neoformans cs una levadura patogena que ataca el sistemna nervioso central
principalmentc. Siendo una de las fuentes de infeccién natural, lo conforman las excretas de
diferentes aves silvestres, pudiendo ser un problema importante de salud publica Por eso el
objetivo de este trabajo, fue tratar de determinar la presencia de C. neaformarns, en una

determinada area no muestreada previamente de aves del zoologico de San Juan de Aragon

En este estudio sc trabajaron 130 muestras de heces de aves en cautiveno Se logro el

aislamiento de 8 levaduras en 20 cspecics de aves

Se aisloé una cepa de Candida tropicalis de halcon (cuarentena), cuatro cepas de Cardicder
Jfamata, proccdentes de halcon cola roja (Buteo jamarcensis), haleén Harvis (Parabutco
unicinctus), aguila (Aquila chrysaetos), patos (spp). Sc recuperaron tres cepas de Candrda
spp, provenientes de pericos (CCI), cara cara (Plyborus plancus), no se logro el aislamiento
de Cryptrococcus neoformans, por 1o que se considera, no representa un problema de salud
publica.



INTRODUCCION

GENERALIDADES DE LOS HONGOS
Los hongos son organismos cucariotes, esto €s, que
limita a un nucleo definido pucden ser unicelulares (como las levaduras) o pluricelulares, en

una ana nuciear que

este ultimo caso las celulas forman largos filamentos ramificados que se denominan hifas
Todos los hongos ticnen csporas que se diferencian de las bacterias, son cstructuras
fundamentalmente reproductivas Dicha reproduccion pueden ser sexual o asexual, las
células estan limitadas por una pared cclular compuesta de quitina, cclulosa y otras matenias
organicas, por lo cual se parecen mas a la pared de las plantas que a la de las bactenas Sin
embargo, los hongos se distinguen de las plantas porque no son folosintéticos. no cstan

diferenciados cn raiz, tallos y hojas, ¥ no producen tejido verdoso, aun los hongos carnosos

estan compuestos por simples agrupaciones de hifas (9, 17,22

Los medios de cultivo para su crecimiento son muy numerosos, ¥ muchos de cllos tienen

finalidades especificas (9) Para ¢l aislamicnto se utilizan medios con alto conternndo de
glucidos y otras sustancias nutritivas, en ctas, ia mavona de los hongos crece con tacilidad,

el mas conocido cs el medio de Saboraud En muestras muy contaminadas de bactenas, se
afladen antibidticos al medio (17, 22

MNuchos de los hongos patogenos, son de crecimiento lento, ¥ en estos casos sc¢ puede

anadir 500 mg/1 de cicloheximida, para inhibir hongos saprofitos y 50 mg/1 de cloranfenicol
para inhibir bacterias. Para cultivos secundarios se utilizan medios que se aproximen lo mas
posible a los sustratos naturales del hongo, favoreciendo estos medios la esporulacion,
debido a su pobreza nutritiva los mas comunes son’ Agar papa dextrosa, agar harina de maiz
_ ¥ agar arroz. Con menor frecucencia se utilizan otros medios como' Caldo zanahoria y agar
ciruela (17, 22). Para las prucbas bioquimicas de asimilacion (auxonograma) v fermentacion

de gliucidos, se utiliza ¢l medio de Wickerham, afadiendo los glucidos a una concentracién

de S al 10%. (9)



CUADRO 1 - CLASIFICACION ACTUAL. DEL REINO FUNGAE (6)
DIVISION SUBDIVISION CLASE

Chmnomycora
Masugomocota

REINO

Hongoy acuaticas o
1nferiores
voms coting

Lvomicetes
Trichomcetes
Adscomicetes
Baudiomycetes
Deuteromycetes o Fungi
tmperfecta

Fungae o Ancetae dAmastgomicota

Ascomveoting
Basrdiomcoting
Deuteromycoting

GENERALIDADES DE LAS LEVADURAS
Las levaduras de importancia médica, son 1odas aquellas especies cuya forma de crecimiento

es principalmente unicelular, capaces de producir o contribuir a una infeccion en humanos v

animales (17)

El habitat de cultivo de las levaduras es sostenida cuando se cultivan activamente {face

logaritmica) bajo condiciones normales dc temperatura, acreacion. presion y humedad

Las colonias por lo general son lisas, de textura mucosa, cremosas o membranosas, no
tienen la hifa acrea que imparte una textura vellosa o aterciopelada de los hongos
filamentosos. Es verdad que muchas levaduras pueden fromar filamentos o pscudohifas,

dici reducidas de oxigeno. tal como existen en las

pero son producid bajo co
porciones sumergidas de medio de cultivo solido en atmostera de 5 a 10°: de COZ o de los
tejidos del huesped parasitado. Las ccélulas normales vegetativas de las levaduras son
redondas ¥y ovaladas con un diametro de 2.5 a 6 um, se reproducen asexualmente por
gemacion, fision. Las yemas (blastoconidios) pueden quedar adheridas a la célula madre ¥
puden wransformarse hasta gemacion, asi hasta producir grupos de ramificaciones de
blastoconidios, sin embargo, los blastoconidios individuales se afiaden a sus vecinos en una
cadena que puede elongarse para producir filamentos llamados pseudohifas, Las verdaderas
hifas separadas resultan de la germinacion de “células transicionales” redondeadas o

blastoconidios aplanados o planidiosporas (9, 17, 31) (vertablaI)




Las afinidades taxcnomicas de las levaduras con unos y otros hongos estan empczando a
aclararse como el conocimiento mis detallado de su ciclo de vida y de su composicion

quimica y antigenética (%)

Por su método de reproduccion. las levaduras pueden dividirse en tres grupos principales
Ascomicetos(Saccharomyces, Endomycopcts, Piclua, Nemarospora), Heterobasidiomycetos
(Leucospaoridium, Fiobasidiella v Syringospora), Deuteromycetos u hongos imperfectos
(Candida. Cryprococcus, Rhodotorula v Trichosporosis) ver tabla las técnicas modernas

para analisis bioquimicos ¥ ultraestructurales de las Jevaduras que también pueden usarse

para sugerir afinidades entre las especies de Ievaduras v clases taxonomicas (6 9)

CUADRO 2.- CLASIFICACION DE 1.OS DEUTEROMYCETES (6)
I REINO I SUBCLASE T ORDEN T FAMILIA 1
Sperobolomyectales
Blastomyeetidiae
Cryprocacales Criprococacean®
Deuteramicetes o Fungt Sphacrodales
imperfecn Coclomycendiae
Nelancoriales
NMomdiales Monitraceae®
Demattacear®

Hyphomicendiae
Tuberculartaceqe®

Adgonomycetales o
Micelia sterithia

* Fammilia que incluyen la masor parte de hongos palogenos ¥ oportiunistas
LEVADURAS DE IMPORTANCIA MEDICA

Género Candida

El género Cardirda incluye un variado numero de especices, pero solamente algunas de ellas
sobresaliendo . a/bicarns, la que dependiendo del lugar de donde

pueden ser opor
se aisle, se pude encontrar entre un 60 hasta un 85%: (6)



CUADRO 3.- CLASIFICACION DEL GENERO Carnddida.

CLASE Dcutcromycetes.

SUBCILASE Blastomycettdiac

ORDEN" Crnptococal

FAMILIA Criptococacear

ESPECIES Glhicans. tropacabis, stellarordes, kruset.
purapstosss, preudotropicalis. suillermondis. famata

3 Zed fanosdes

La siguicnte tabla resume la relacion de la especie con la topografia chnica mas frecuente,

aunque practicamente cualquier especie puede dar los diversos cuadros de candidosis

CUADROQO 4 - TROPISMO DE LAS DIVERSAS ESPECIES DE Cardida spp.(6)
CUADRO CLINICO (CANDIDOSIS)

ESPECIE

¥ smo.
Vaganitss. broncopulmonar. SNC. intestinal,
ostcoarticulas

Endocardiis. outts esierna

\aginstis, ditis v osteoarucular

Urtctnus v v

Onicomucosts. mucosas. endocarditss

Onicotnucosts

C_albicans
C tropucalisy ¢ Stellatordea

C parapsilosis
C_wurllermondis,

C _preudotropicalis
C druscr
C_revianoides

El cultivo y aislamicnto de Candida sp. a partir de una mucstra no es prueba suficiente para
el diagnostico En el cultivo se observan blastoconidias, en conjuntos o cadenas, la
formacion de tubo germinativo y clamidiosporas esfericas en (" albicans v (. stellatoidea
Las colonias comunmente son blancas, pudiendo ser cremosas v con ¢l tiempo mas oscuras

y membranosas. El tiempo de crecimiento cn medio de Sabouraud variade 24 a 36 hrs en §

a 7 dias (12)

Carndida albicans tiene los siguientes sinonimos' Afomha albicans, muguetey y algodoncillo
en el buche; en ja region anal cloasitis, blenorragia anal. Se han encontrado miembros de este
género en animales como son las aves (palomas, pollos, faisanes. perdices). Es un

componente normal de tubo digestivo, piel, boca de los animales Cuando se produce la




enfermedad, ¢l buche ¥ ¢l proventriculo muestran areas blanquccinas engrosadas, erosion en

molleja. Por lo general hay enteritis generalizada (28)

Una de las infecciones de significancia clinica entre las aves rapaces es la infeccion del tracto

gastroi i producida por (%
mucho menos que la aspergilosis, la infeccion ha sido reportada en una gran varniedad de

fida albicans aunque la incid ia de didiasis es

especies de aves (12)

La didiasis puede ifestarse en una de dos formas, la forma mas frecuente es la que

presenta en froma de un parche semimembranoso de material necrotico revistiendo lengua,
feccion gastrointestinal profunda que crea

laringe y buche. la otra i cion es de i
lesiones no visibles en cavidad oral Las aves rapaces tienen lesiones que estan restringidas a

cavidad oral y no aparecen sistematicamente (6,12) ver cuadro 5

CUADRO 5.- LESIONES PRESENTADAS EN AVES RAPACES
TIPO CINICO
i

CANDIDOSIS

Oral

Genital
Gastrotntesunal
Broncopulmonar
Mucocutancs cromica
Intestngos
Oncocomucosss

Dxl area del padal
Pustulosis
Granujoma
Sepucenua
Tracto unnano
Memngius
Endocarditss

Mucocutanea

Saistemuitica

Género Cryptococcus

Crnp fe es el etiologico de la criptococosis ¢ incluye dos

dad C. formarns var neoformarns y (. neoformans var gagn,; sus diferencias

vari
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radicanen algunas variantes antigénicas, asi como ciertas prucbas fisiologicas, algunos
autores las consideran como dos especies separadas

C. neoformans se le ha encontrado dos estados perfectos o telemorficos, que corresponden
a basidiosporas y se denominan Fillobasidiella neoformans v Fillobasidiclla bacilliospora

(6). La clasificacion taxonomica de ambas fases es [a siguiente

CUADRO 6 - CLASIFICACION DE LAS FASES DEIL. GENERO Craprococns

Fasc ascvuada Fase seauada

CLASE Deutcronyetes Basid cetes

SUBCLASE Blastoms scud Tehiomy

ORDEN Crptovocales U

FAMILIA Cr ptococacear  stilagingecar

GERNERO Crprococus Fillohasdiclia o
Firtlobasidium

ESPECIE Aritormans reotormans

VARIEDAD Aeotormnans v arar Hec e o it

En ¢l medio de Sabouraud

C. neoformans se desarrolla en medios de cultive habituales
dextrosa agar genecra colonias mucoides, hsas, lustrosas v con tonalidades que vanan del
blanco al amasmmilio palido, mide de 2 5 a 13 um, de diametro, esta variacion depende de Ia
cantidad de capsula quc se forme v del medio en que se encuentre produciendo asi celulas

excepcionalmente grandes o pequeiias (22

CUADRO 7 - PROPIEDADES DEL GENERO Craptococcus (6)

PROPIEDADES | C neaformant C aldibus C laurcnnl C gastricus C terreus
Producoion dc - - - - -
Ureasa

Crecimiento a -~ - /- - -ie
37°C

Crecimiento a - - - - -
w0 C

Unhzacion  de - - - - -
ENO.

Virulencia cn ¢l - - - - -
ratén

Produccion de ~ - N N e
pigcmento cn

medho de alpiste




Figura 1 - C. neaformans. Tincion de tinta china (100x ) (Cortesta del Dr R Lopez
Martinez)

El aislamiento de Cryprococcns ha sido reportado a partir de habitats naturales considerados
como probables fuentes de infeccion, como suclo. aire, frutas y vegetales Pero el habitat

natural mas importante cs ¢l habitat de palomas en donde se encucntra como saprofito (17,
24)
Estudios realizados en avianos de parques zoologicos de Nueva Delhi, Amberes v Néxico

muestran la prescencia de (. neoformans en matena fecal de loros. canarios, periquitos

australianos por lo que excretas de aves diferentes a palomas, son otra fucente natural de €

neoformans (3, 25)

La infeccion primaria es casi siempre pulmonar, seguida de la inhalacion de las levaduras
pudiendo permanecer localizada o diseminada En la forma diseminada el microorganismo

muestra predileccion por el sistema nervioso central. pudiendo diseminarse a otros organos

como la piel, hueso y visceras (11)

La enfermedad en el sistema nervioso central e¢s la forma diagnosticada con mavor

frecuencia (3, 12, 13, 18, 19)
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La prevalencia de . neaformans en un nicho ecologico particular se restringe a ciertos

habitats (1, 26) Es frecuente la presencia del hongo en sus tratos alcalinos altamente

ntr dos y elevada salinidad (26, 27)

C. negformans raramente ¢s capaz de infectar al ave, ya que la temperatura promedio es de
42°C, temperatura a la cual el hongo permancce viable en el aparato digestivo, pero es
incapaz de reproducirse (26, 31) En las excretas himedas o secas del ave permanecen
viables por afos En este sitio la levadura se establece en gran cantidad, sobrevive y se

desarrolia por incremento relativo de la humedad (3 1)
Genero Afalassesia (Provrosporum ovale, Fuyrosporum orbiculare)

Una de las clasificaciones ctiologicas mas inciertas en la micologia medica, se presenta en
esta enfermedad Algunos autores consideran a M alassesia furfur, como el agente etiologico
unico; sin embargo se pucde encontrar como flora habitual de piel grasa, sin presentar fases
filamentosas, por lo que se le denomina Siuyvrosporum orbiculare, mas la asociacion de
Ievaduras pequefias P. ovale. De aqui que se ha propuesto que el agente ctiologico mas bien
sea un complejo lipofilico constituido por los tres (AL furfur ~ P. orbiculare ~ P. ovale)
Estos hongos levaduriformes se incluven dentro de 1a misma clasificacion taxonomica que es

6)
CUADRO 8 - CLASIFICACION DEL GENERO Afualassesia.

CLASE- Dcutcromyceic o Fung imperfocts

ORDEN- Cnptococal

FAMILIA Criptococacear

GENERO Titsrosporum Nalassesia
ESPECIE" vrbiculare, ovale. furfur Jurfur

Malassesia furfur (Piuvrosporum furfur) Es un hongo levaduriforme formado por acumulos
de blastosporas que miden entre 3 ¥ 8 u de didmetro » con gemas de 1 a 2 p, acompanadas
de hifas gruesas tabicadas que llegan a medir hasta 30u de largo por 5 de ancho. Esta

del paciente

imagen se observa direct de las




Pinrosporum orbiculare. Presenta GUnicamente blastosporas que miden entre 4 a 8 p de

diametro y con gemas pequeilas (1-2 u) Se observa de los cultivos de escamas, cuando
lici © asparagina, es posible observar

estos s¢ les agrega algunos i idos como gl
tambien pequeiias hifas
Pinrosporum ovale. Presenta blastosporas pequeiias, que miden entre | v 24, con gemas de

la mitad de su tamafo, por lo Que se necesita observarlas con frotis tediidos por Gram o

Wright, que dan el aspecto de una "botella”

Perntenece a las levaduras lipofilicas que se producen por la fision de brote unipolar v se han
asociado con dermatitis seborreica, psoroasis, foliculitis, blefaroconjuntivitis, dacriocistitis,
onicomicoas, tifla versicolor y produce cistitis, crcosistitis, caspa y seborrea, Afalassesia

Surfur se considera el nombre correcto para ambos Prorosporum, FP. ovale y P. orbiculare

a2)
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CAUDRQO 9.- CARACTERISTICAS FISOLOGICAS DE LAS ESPECIES DE
Pyuriosporum®*

Caractensucas P ovale P purpur

Cresinuento a 37 °C - *

Formacion de pehicula de caldo

Pscudohifas

Clanudiosporas

Tibos germinales

Formacion de capsuias

Asimulacion

Glucosa

Maltosa

Sacarosa

Lactosa -

Fermentacion

Maltosa

Sacarosa -

Lactosa

‘Galactosa AG

Levulosa

Orros

Ureasa I - T -
!

Unlizacion de nitrogeno I -

A - aado G - gas * Tamado de N Salondo



Ko

Figura 2 - /. evale, tincion del cultivo (100x)

o

Figura 3.- Cultivo de #. ova/e en medio de Saboureaud mas acidos grasos
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AfL. pachidermaus, 1a segunda especie que ha sido aislada de perros y otros animales (no ha

sido aislada de aves), y cuyo diametro varia de 1| a 2 um por 2 a 4 um Las yemas son

producidas por la porcion final de la célula al ceto transversal (fision por gemacion) (13, 16)

Las hifas coras se han observado en medios especiales, pero sc han visto mas tipicamente cn

tifia versicolor de piel escamosa (13)

AL furfur crece a 37°C en medios conteniendo aceite de olivo, aceite de coco, u otro liquido,
las colonias jovenes son cremosas ¥ puntiformes voviendose pustulares ya viejas (13). La

observacion de estas levaduras se realizis por medio del frotis  se tifie de preferencia con

Gram, esta técnica es ideal para la investigacion de /2. ovale Al microscopio se observan

levaduras de 1-1 5 m de diametro, con gemas muy pequeias que dan el aspecto de una
botella

Geénero Rhodotorula

Pertencce a la familia Rhodotoruloideae, puede ser una sinonimia con €l género

Craptococcus con el cual se parece en wrado de crecimiento, morfologia, colonia, tamano

y forma pseudomicelio rudi

ario ocasional, presencia de capsula v capacidad para
reducir la urea, falta de capacidad fermenativa (ver figura) La falta de patogenicidad,
diferentes cecrotipos y pigmentos carotenoides, han mantenido a Rhodotorula como un

genero distinto (6, 13)

Cryprococcus neoformans puede usar inositol, invadir tejido amimal, humano y causar la
muerte. Rhodotorula es un habitante normal de la piel (favorecido por el clima o por
anormalidades fisiologicas y/o inmunologicas del paciente), R. rubla y R. glutims pueden

causar septicemia transitoria Una fuente frecuente de este probl es la cor i ion de

los tubos de hule o plasticos, colocados durante una terapia intravenosa. Rhodotorula sp. es

cultivado a partir de cortinas de plastico, juntas de tuberia de bafio, ¢en general material
plastico (13).
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Figura 3 - Rhodoiaruia sp. (40x)

Género Saccharomyces

Este género eos miembro de la familia Saccharomycetaceae (Ascoporogenous)
Saccharomyces cerevisiac cos ¢l responsable de casos de candidiasis y vulvovaginitis
También ha sido reportado a partir de muestras de orina en diabéticos Las células son
ovales o esféricas de 3 por 5 um puden existir como células gemantes en condicion haploide
o dipléide, después de la fision de las células pueden formar cadenas cortas y alargarse como

hi Las >oras estian arregladas en numero de 1 a 4 en forma lineal o

P
tetrahedral son Gram negativas (las células vegetativas son Gram positivas), un excelente
medio de esporulacion es el medio de glucosa, extracto de levadura, acetato de potasio (10,

17)

La produccion ocasional de un pscudomicelio rudimentario se presenta, este géncro es el
estado perfecto de Candida rob, . un no . o (17)
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El crecimiento es rapido en la mayoria de los medios en condiciones acréobicas y anaerdbicas,

la temperatura optima es de 25a 37°C (17)

Los caracteres clinicos son los de la ulceracion indurada cronica de la piel especialmente de
las picrmas con cngrosamicnto de los linfaticos superficiales, formacion de abscesos v
descarga de material purulento. segudo por el desarrollo de nuevas ulccras indoloras (o,

30)
Genero Georrichurm
Geotrichum candidum es un hongo levaduriforime, aunque algunos autores no o consideran

asi, debido a que no se reproducen por blastosporas. sin embargo su comportamiento, sobre

todo bioquimico es bastante similar a este tipo de hongos

Su clasificacion es la sigui presenta tanto forma sexuada como asexuada su taxonomia
puede verde en la tabla inferior

G. candidum crece en la mayor parte de medios de cultivo, es inhibido por el acudione
(cicloheximida) Desarrolla rapidamente entre 3 a 5 dias cuando se incuba tanto a 25 como a
37 © C. presenta colonias blancas y blanco-anuarillentas. planas, vellosas, humedas, en
ocaciones sc puede confundir con colonias de Cephalosporium sp Al microscopio se
observan hifas macrosifonadas, septadas, con anrosporas rectangulares de aproximadamente
4 a 10 p, cuando provienen dc cultivos incubadios a 37° C estas tienden a redondcarse No

presentan membrana entre artrospora ¥ artrospora, fenomeno gque o distingue de C. immins

(6)
CUADRO 10 - CLASIFICACION DEL GENERO Geotrickum.
Fase asexuada Fase scxuada

Deutcromycete Ascomveete
Hyphomyceudia Hemascomveeuchac
Monilial Endomnvcetales
Moniliaceac Endorncelaceac
Cicotrichum Endomny ces
candidum grotrichum
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Geotricosis, infeccidn oportunista oral, intestinal, bronquial o pulmonar de los perros, ¢l
hombre y las aves en cautiverio causada por Georrrchum carididurmt (2) Aspectos clinicos
geotricosis pulmonar, branquial, intestinal oral. cutanea, otica

El hongo en estado parasitano sc ven células rectangulares v alargadas con extremos poco
redondeados y células circulares parecidas i las de los Hlastomces, que reciben el nombre
de arnrosporas, teniendo valor diagnostico cncontrartas en cuftivos  Se cultivg en augar

glucosa Sabouraud con adicién de antibioticos (6, 10, 21)

Figura S - Saccharomices sp (Ascosporas),
{100x)

{30x)

Género Trichosporum

Trichosporum beigeln tambien conocido como Jrichiosporum cutareurn, s un hongo
levaduriforme, forma parte de la flora habitual de 1a piel sana, cs un agente etiologico de la
piedra blanca y en ocaciones se ha reportado en infecciones a nivel de vias urnaras,

onicomicosis, queratitis micotica y otomicosis Sc ha encontrado tambien atectando pelos de

primates (ver cuador 11)



CUADRO 11.- CLASIFICACION TAXONOMICA DEL GENERO 7Trichasporum.

SUBDIVISION Deutcromvycoting
S Dcutcromycetes

Blastomveeudiac
ORDEN Cnprococal
FAMILIA Criprocac aceane

GENERO Trichosporon
ESPECIE heicelin o cutaneunt

Trichosporum beigelu (cuancum), causa cn nodulos superticiales en la porcion distal del
cabello, (piedra blanca). v ocasionalmente ocasiones oportunistas de las membranas mucosas
o piel, 7. caputatum, T. fermentans v 1. pemciflarum han sido clasificados en Geotrichum.
Trichosporum tambi¢én desarrolla hifas v pseudohutas, su reproduccion es por blastoconidias,

o artroconidias, clamidiosporas o ascosporas no han sido reportadas

E! crecimiento es acrobio v se presenta en todos los medios de cultivo generales, colonias
lisas brillantes de 3 a 6 mm aparccen despuces de una semana Despuds se vuelven
membranosas, secas ¥ cerebnformes, la temperatura optima es de 25 a 37°C, algunas

especies crecen mejor a 377C (6, 17)

Género Torulopsis

Es considerado como sinonimo de Cardida. Torulops:s (Carndida labrasa) es comunmente

aislada de onna. esta considerada ser un comensal de humanos, pero también ha sido

reportada  como  causa de  piclonefritis, ne . septi i en p
inmunocomprometidos lLos reportes de la patogenicidad pueden ser solo acompanados por

la demostracion de la invasion del tejido por biopsias El tejido tefido tiene un gran parecido

con Histopl sl a partir del cual puede ser diferenciable. Zorulopsis (Candida

pirnrolopesti) es una levadura termofilica, capaz de crecer en 30-32°C (17)

Es raramente aislada a pantir de humanos, pero es un comensal del tracto intestinal de
ratones y puedc ser obtenido cuando se hacen estudios de patogenicidad en animales
(Candida fc ) es ocasional e aislado a parntir de muestras como

Torulopsis candid
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un contaminante pero no ha sido demostrado que produzca enfermedad en humanos (17).
En aves sc desconoce.

Figura 7 - Microgrsfia de 7. besgrellt. A) Blastosporas, B) Artrosporas (40x)

ANTECEDENTES EN MEXICO

El zooldgico de San Juan de Aragon tiene 30 afios de haberse inaugurado, destinando un
area para la exhibicion de las aves, actualmente sc cuenta con aves de diferentes clases que
han sido obtenidas del zoologico de Chapultepec, asi como donaciones de particulares Un
caso especifico es el del Emu que fue obtenido del zoofan de Taxco, Gro y el zopilote rey
de Yucatan

Las principales enfermedades que sufren las aves las podemos generalizar segun el tipo de
aves, en el caso de las acuaticas padecen principalmente infecciones por FPasteurelia
multocida, AMycoplasma sinoviae, en el caso de otras afecciones estan la Antracosis. asfixias
por sobre poblacion y por importaciones de huevo

En cl caso de las aves rapaces se han reportado casos de parasitosis y ncumonias, en este

grupo se han detectado casos de Candidiasis y la sospecha de la pr ia de Asperguil

otra causa comun son los traumatismos



18

Poco se conoce en el pais de la presencia de levaduras en aves de omato y cautiverio, sin
embargo se han realizado algunas investigaciones al respecto. Se realizaron muestreos de
118 muestras de aves de palomas proccdentes de diversas iglesias del Distnto Federal, asi
mismo se tomaron 53 muestras de gallinaza de diferentes granjas de los estados de Hidalgo y
Meéxico, con el fin de aislar e identificar levaduras En el caso de excreias de palomas sc
encontraron levaduras como (mptococcus neoformans (14 4%6). Rhodotorula (35 6%%),
20) v otras (85 6 °a) En cl caso de la gallinaza no se encontraron

levaduras negras (102 °

Crprococcus neoformans ni levaduras negras v solo se detecto una cepa de Rhodotorula vy

dos de otras levaduras En el caso dec los aislamientos de C neoformans se detecto la
rneaformarns var. neoformeans (23)

wvar. gar: asi como de

pr ia de . neoforma

En otro trabajo se recolectaron 106 muestras de aves de zoologico pertenecientes a la orden

De dichas muestras solo realizaron 16 aislamientos de (.

psitaciformes, falconiformes
16 especies de aves recomendando

neoformans, sin embargo solo manejan un total de

realizar un mucsirco cn mas especies de aves con ¢! fin de establecer la presencia de

neoformans en su habitat natural (25)

Se desconoce el comportamiento patogeno en las aves de zoologico del pais de los géneros
de las levaduras cn las heces asi mismo la presencia de Coneoformans dado que desde el
punto de vista epidemiologico puede causar dafio potencialmente a la salud del hombre Por
cllo el presente trabajo pretendio ampliar la variedad de aves no mucstreadas en trabajos

anteriores, con cl fin de contemplar un panorama mas amplio de la distribucion de levaduras

en aves de zoologico del pais
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

ificacion de levaduras de aves del zoologico, con Ia finalidad de detectar

Aislami eid

la presencia de Craprococcus neoformarts.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.~ Aislamicato de levaduras de las aves
2.- Identificacion de levaduras aisladas.
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MATERIAL ¥ METODOS

MATERIAL

a) Recoleccion de ruestras

Para el prescntc trabajo se realizaron diversas visitas de los meses de encro a julio de 1992 al
parque zoologico de San Juan de Aragon, ubicado entre las avenidas Ioreto Favela, Av
510, Av. 508, Av. 535 en la Delegacion Gustavo A. Madcro, al norte del Distrito Federal

Donde se obtuvieron muestras de heces de 12 especics diferentes de aves enlistadas en el

cuadro 12
total de animales que

Se realizaron diversas visitas al zoologico para muestrear el
comprendio el trabajo

Las muestras sc recolectaron por la manana directamente del piso de las jaulas de las aves
colocandose en bolsas de plastico nuevas transportandose en cajas de unicel con hiclo, hasta

su legada al laboratorio L-513, dec la Seccion de Microbiologia de la Facultad de Estudios
Superiores- Cuautitlan U N.ANM ., en donde sc procesaron para el aislamiento ¢
identificacion se recolectaron un total de 130 muestras

Algunas de las aves se ilustran después del cuadro 12



Cuadro 12 -'Aves mucstreadas
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Nombre crenutico

Nombre comun
Aznnla dorada Aquitla chmaaetos
Zoplote rey- Nacoramphus papa
Candor de los Andcs Tsainur griphies
Halcon Hams Parvbuteo unicinetus
Halcon cola rop Buteo jamaicensts
Halcon Rood Side Buteo magnirostns
Nandu Rhea amenricano
Emu Dromaius novachollandiac
Cara cara Pohborus plancus
Buho yvargimano Buho vireianus
| Pato mallard 1 tnas plathiriy nchus
Pato amzclado Cainng moscharag
Pato pchan Anas plathiriynchus pekinesss
| Pato tarro canclo Tardona permcined
[ Pato pyip Dentrocyznag autumnalis
Cucno } Conur corar
[ Cacatua cresta amanila { Cacatua
| Penico verde [ Arennga holochlora

Penco frente roja

Amazonavirdigenaltx

Penco mepila amanita

[ Amazona qutumnaiis
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CARACARA ves, falconiformey Pertenece a la subfamulia de
los halcones. Los caracaras son aves de presa de color blanco y
negro que se encuentran principalmente desde el sur de Estados
Unidos hasta Sudameénca Su longnud aproxumada es de 60 cm .,
tienen la cara par ] son b corredores. se
alimentan de carrofa y de pequefios angmales que cazan vivos Sc
les ve a menudo mezclados con los buntres

CONDOR (avws, falcoriiformes) Esta magnifica y poderosa ave
habnta en los Andes y el sur de Cahifornia Tiene mas de 1 20 nus. de
largo ¥ puede alcanzar una emvergadura de hasta 3 50 mts El condor
P! la carroda, que a veces mata para comer Amda en
cuevas, ent acantilados de gran ahura v pone cada vez un solo huevo
de casi 13 cm de largo

LORO ( aves. psuaciformes) Las aves de este bellisimo grupo
as 1, tienen unos dedos muy cspeciales el
pnrncro ¥ el cuarto, vueltos haca atras, lo que les permite realizar
verdaderas hazafias al trepar E orden, de unas 315 especies,
de los , los loros las aas y los
pcnqunos Su lengua, g,rucsa camosa v algo prensil, les f::cllluu
coger objetos entre ella y la parte supenior del pico. Algunas pueden

aprender a “hablar”




CUERVO (awes. pascriformes)

drboles. pone dc tes a ocho hucvos Los cucnos son mcnos

greganos que la mmonia de los grajos. aun cuando pascn el
Les gustaa la vida salvaje, por su

invierno  cn
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Amda cn acanulados  en

son [:

ZOPILOTE (aves. Jalcomformes). Los zopdotcs o aves dc

PATO (avvs. anseriformes). En uerra. la mavoria de las espeaies

“anadcan”. porquc sus patss estin colocadas muy hacia atras en <l
cucrpa. pero cn ¢l agua esta disposmcion les penmute nadar v
rambullirse. E] pato blanco comin de granja cs el pelinés. taudo de
China cn 1870 El annde real se oncuentra salvaje v domesticado Los
patos silvesucs forman tres grupos. patos de no o de estanque. patos
mannpos o buccadores ¥ patos pescadores © serretas Los patos de
bosque viven en los agujcros de los arboles v la mavona de los otos

15 do aqui cs ¢! pato robudo

anidan en 13

avwiados por las alias

presa.

fia Vive en A

de are,

¥ pesa
de 900 gramos a kilo y medio, benc una fea cabera de color
rojo, paco blanco color carne Nidifica en waconcs huccos cn cf

suclo ¥ pone sélo dos hucvos




CACATUA (aves, psitamnformes) La cacatia, que es un loro

24

NANDU (aves. reyformes) Es la mayor ave del Nucvo
Mundo, y pesa alrededor de 20 kilos Los fandaes o reas
semejan pequcilas avestruces, pcro no tienen nada que ver
estas y forman de por si otro orden Viven en monte de escasa

. en Sud ¢nca Lo que la avestruz, no
pueden volar, pero corren vel den n
Cada macho se aparea con vanas hembras, que ponen sus
huevos en un mdo comian en el suelo, entonces aquel los
incuba y despues cuida de los crios Su caza es un deporte
clasico en Sudaménca

bién p

b T da por una cresia

La especic de color blanco es la mas conocida. Las cacatuas se
encucntran en Australia ¢ Indonesia De caracter travieso y
apanencia grotesca., les gusta comer orquideas, semullas,
nueces y frutas. La cacataa blanca es un animalito notable,
aunque muy ruidoso




25

b) Aistamiento de levaduras
Para ¢l aislamiento de las levaduras se utilizaron los siguientes medios de cultivo:
1 - Medio de Sabouraud (Bioxon)
2.« Medio de Niger
Semillas de Guizotia abyssinica (Niger) 50 g

Agar 1sg
Agua destilada 1000 ml
Cloranfenicol 50 mg

Elaboracion del medio:

- Pulverizar las semillas de Niger en un mezclador eléctrico v hervir por 25 min en 1000 mil.
de agua destilada, filtrar atraves de una gasa o papel fiitro

- Agregar 15 g de agar, llevar a un volumen de 11 con agua destilada

- Esterilizar a 110° C por 25 min

- Homogeinizar y servir en placas o tubos

<) Identificacion de Jevaduras

El material que se¢ empleo para la identificacion de las levaduras fue

1.- Tincién negativa

La técnica consiste on la observacion directa de levaduras capsuladas utilizando tinta china.
Procedimiento

- Colocar en un portaobjetos una gota pequciia de tinta china ¥ una gota pequeita de agua
destilada

- Suspender una pequeiila pane de la muestra v mezclar en la tinta china

- Colocar un cubre objectos presionando ligeramente

- Observar al microscopio buscando las levaduras capsuladas

2.- Prueba de urcasa
El género Cryprococcus v otras levaduras producen la enzima ureasa esta caracteristica

provee una prueba 0til para diferenciar al género Crprococcus de Olros ReEncros como
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Candida. El agar usado contiene rojo de fenol que sinve como indicador de la reaccion
alcalina que resulta cuando la urea es degradada produciendo amonio en la reacciéon
Procedimiento

-Medio de urea de Christensen (Bioxon de México S A ) disolver 13 g del medio de caldo
de urea en 100 ml de agua destilada y estenlizar por filtracion

- Distribuir el caldo de urea en tubos esteriles, aproximadamente ! 5 ml en cada uno

- Para llevar a cabo la prucba se toma una pequena parte de la muestra vy se suspende en el
medio, incubando posteriormente a 37° C  FEl desarrollo de un color rosa mexicano en cl

tubo indica una prucba positiva 12 cual sc pucde dar entre 18 v 38 hrs

3 - Crecimiento en medio de Bygei (Bioxon de Mexico, S A )
4.- Prueba de tubo germinativo
- Suero de equino esteril
El suero de equino estenl se coloco en tubos de cnsaye y se siembra la levadura. Estos
tubos se incubaron en la estufa de 3 a 18 hrs a 37°C. Despues de este tiempo se observo al
microscopio celulas en gemacion desarrollando el tubo germinal
- Tubos de ensaye esterniles
- Gradillas
- Estufa bacteriologica
- Microscopio
5.- Fermentacion de carbohidratos
- Medio de Wickerham

- Extracto de carnc 3g

- Peptona 10g

- NaCi S5g

- Agua destilada 1000 ml

Se disolvié ¢l medio en el agua calentando y ajustando el pHa 7.2

Se prepar6 una solucion de Purpura de Bromocresol de la cual se tomo | ml para preparar ei
medio.

Purpura de Bromocresol 1.6g
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Alcohol al 95% 100 m!

Solucidn de carbohidratos
- Carbohidratos utilizados glucosa, maltosa. galactosa, lactosa, sacarosa y trehalosa, se

prepararon al 6%a.

Se tomaron 9 ml del medio descrito anteriormente v se colocaron en tubos de ensaye a esto
se le agrego 1 ml de la solucion de carbohidratos correspondiente, se esterilizan a 110° C 10
min 10lb. Se meticron a prucba de esterilidad, los tubos se inocularon con una asada de la
levadura a identificar. El resultado se ohservo por el viraje de color de morado a amarillo

cuando es positivo. esto puede suceder de 12 hrs a 15 dias

METODOS
a) Cultivo y aislamiento de levaduras

Tr icnto de las as
El proceso a scguir para el analisis de las muestras, fuc de la manera siguiente

1.- De las muestras colectadas se tomaron 4 g colocandose en 25 ml de solucion salina
fisiologica (SSF) agitandose por 3 min

2.- Se agregaron 5 mi dc una solucion de cloranfenicol a concentracion de 2.5 mg/ml
incubandose a temperatura ambiente por dos horas

3 .- Sembrar en medio de Niger (Guizorna ahbyssirucea) incubar a 28°C hasta por dos semanas.

b) Identificacion de las levaduras
Su identificacion sc hizo por diversas fases de acuerdo al diagrama de la figura 8:
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Figura 9.- Proceso de identificaciéon de levaduras
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RESULTADOS

AISLAMIENTO
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Se trabajaron un total de 130 muestras, de las cuales se aislaron 8 cepas de levaduras

pro’ dc 20

de aves En todas las muestras no se logro aislar organismos del

genero Cnptococcus También se realizo ¢l aislamiento de bacterias y hongos miceliales,

pero no fucron considerados en este estudio (ver cuadro 13)

Cuadro 13

zoolégico de Aragon

Aislamiento de levaduras de la

materia fecal de las

aves mucstreadas del

Nombre comun Nombrc cientifico No de A A A
muestras o dc o dc 0 d¢ hongos
trahgjadac fevaduras hacternas rmiccleados
Aguila dorada Aquila chrisaetos 11 1 positino 3 &
lote roy Sacoramphus papd X 1_posiuyo 7
Condor de los Andes Vadour gy phus 4 ncgatno 1 3
Halcon Harris Parabuteo unicinetus ¥ poutno
Halcon cola o Ruteo jamaicensia 31 1 positino 1%
Halcon Rood Side Huteo magnirostns 1 positne
Nandu Rhca amenricana 0 ncgativo 3
| Emu Dromatus novachollandiac © nepatne 2 7
| Cara cara Polvhorus plancus 12 1 poutino 11
Buho virgmano Bukho vinomianus X neRatvo ®
Pato mallard Anas plathyrhynchus
Pato amizclado Cairinag maschara
Pato pckan Anas plathyrhvnchus 20 1 positivo ty
kinests
| Pato tarro canelo Tardona permiginea
Pato pimn Dentrocvena autumnalrs
| Cucno Cornurx corax 12 ncpatino 12
Cacatua cresta amanlla | Cacarug negauno
| Perico verde Araanga holochlora 10 neRative 10
| Perico fremie rosa Amazona virndigenalts negauvo
Perico mcplla amanlla | Amasona autumnalis (4 1 positino h]
Total dc mucstras 130
Lovaduras aisladas .




IDENTIFICACION

El desarrollo que se observo en el medio de Niger fuc de colonias blancasopacas, convexas
de bordes regulares Dichas colonias fueron posteniormente sembradas en ¢l medio de Biggy
en el cual tuvieron ol siguicnte desarrollo colonias café obscuro o cancla, opacas convexas
de bordes regulares Este crecimiento es caracternistico al género Carwdicda para lo cual se

realizaron las prucbas de identificacion que se¢ describen en el cuadro

Cuadro 14 1dentificacion de levaduras aisladas

Fermentacion de

CHOs
ot I
El.=
=5
P4 k=] ) = o
No. de = E 2z g Z Z
levadura Procedencia <) 24 _‘_; ZEES 82 Identificacion
ZlE| TAESSAE
E|l=E
2=
1 Halcon cuarentena -1 - -+ - -~ = | Canadida
rropicalis
g Halcon cola roja -1 - - === =~ |C famata
3 Halcén Harnis =1~ - == * - . famaia
3 Agulia -1- - s s s = 1C famata
S Patos -1- - === > \C famata
(<) Zopilote -1~ + - - =+ = - |Noidentificada
7 Caracara - - - .-~ - No identificada
8 Loro i - + ~ - - = - |No identificada

H Levaduras
110 Hongus
sricetisdaon

12 Bactertas

Flgura 10.- Helacton de jos agenies anlados de Las muscsteas de aven
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DISCUSION

Se desconoce en aves de zoologico del pais géneros de levaduras en las heces v su posible
comporiamiento patégeno asi como la presencia dc . neoformans ya que cste germen

puede causar dafio a fa salud del hombre

Es por eso quc ¢! presente trabajo pretendio ampliar el panorama de la distnibucion de las

levaduras en aves de zoologico del pais

Al no podersc realizar nuestro objetivo de aislar Crprococcus neaformans suponemaos cstas
aves no representan un problema de salud puablica, sin embargo se sugiere un estudio mas

exhaustivo en diferentes épocas del adlo para dar por hecho nuestra suposicion

Durante la investigacion solo pudo realizarse ¢l aislamiento de ocho levaduras considerando
que este numero es pobre, sin embargo, algunos factores que pudicron haber influido en
estos resuhtados serian los siguientes la presencia de acido urico en las palomas que se
consideran un portador sano, es alto, pero desconocemos la concentracion de este
componente en aves rapaces y otras especics de aves como patos, loros, cacatuas, emu,
fAandu etc., dado que si tienen poco acido urico el crecimiento del Crptococcus sera pobre
o nulo. Otro factor que influyd fue la alta contaminacion de hongos miceliales, lo que

dificulta el aislarniento de levaduras.

A pesar de que el medio utilizado contenia cloranfenicol para inhibir ¢l crecimiento
bacteriano, estas crecieron. lo cual al igual que los hongos misceliales frecuentemente

contaminaban nuestros cultivos

tro factor a considerar es ¢l tiempo de realizacion de este trabajo, ya que solamente se

realizd en los primeros scis meses del afo, existe otro estudio realizado en los aviarios de
yrmes, galliformes, paseriformes, columbiformes, anseriformes

este 16gi (aves psi
y pisceformes), en donde se aislaron levaduras de Cryprococcus neaformans (Rios y Lopez
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1990). En el zoologico de Calcuta se realizd un estudio similar durante un periodo de dos
afos (Chakraborty y cols 1991) En este estudio las levaduras que fueron aisladas

pertenecen al género Carwdicka.

licdr 1

sy

landose (%

En el presente estudio se mucstrearon heces de halcones
Candsda famara no pudiendose aislar Cryptococcus neoformans sin embargo  se tiene
informacion de Shnawa (1988) repornta ¢l aislamiento de C. neoformans a partur de dos
halcones (Accipiter rirsus) Es de llamar la atencion el aislamiento de Candida rropicalis de

una jaula que contenia halcones en cuarentena va que estos halcones se obtuvieron por

donacién y probablemente tuvieron contacto con humanos dado que esta levadura es

patogena al hombre

La deteccion del género Candida es mas frecucnte v comun tanto en aves clinicamente
afectadas como en aves sanas como lo muestran los trabajos de Sheila v cols (1977). donde
detectaron Candidiasis ocular en patos de las especies Pato Mergo Pechicastano (AMerguy
serrator), Pato Ojiamarniilo Nonteiio (Bucephala 1slandica). Pato Negron Negro (Aelaritta

rugra), y el trabajo mostrado por Bryan v Mayeda (1961). en donde se hace un estudio

exhaustivo en pollos y patos en €} valle de Sacramento Calitornia

ficda fe fue ¢l agente mas frecuentemente aislado, sin embarro

El aislamiento de (%
este no parece tener actividad patogena, dado que sc considera como saprofito

Las levaduras que fucron reportadas como Candida spp se debio que en ¢l medio de Biggy
se obtuvieron colonias de color café, indicativo del género Candida sin embargo al realizar
las prucbas bioquimicas conocidas no hubo concordancia con los resultados de las tablas de
identificacion conocidas por lo cual seria necesario verificar por otro tipo de pruebas si
realmente pertenccen al género Cerwdicda A pesar de haber realizado ¢l muestreo en horas
tempranas, la acidez o desecacion tambien pudieron influir con la no deteccion de cste

micoorganismo sugiriendo rcalizar el muestreo en temporada de clima calido
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Un aspecto interesante es Que cn muchos de los estudios se aisla un bajo numecrode
levaduras como es el trabajo realizado cn Alemania en la Universidad de Ludwig-

Maximilians donde de 1046 muestras de materia fecal solo se pudo recuperar 9 cepas de

Cryprococcus neoformans

Actualmente existen prucbas inmunolégicas para detectar anticucrpos contra Craprococcus

>yel jo a reali cn las aves hacen que

neaformars, sin embargo dado el
sean poco aplicables
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CONCLUSIONES
1.- Se trabajaron 130 muestras de heces provenicntes de 20 especies de aves en cautiverio.

2.- De estas aves se logro el aislamiento de 8 levaduras de las siguientes 8 especies de aves:

lida trof /is de halcon, cuatro cepas de Candida famata

se aislo una cepa de C
procedentes de halcon cola roja (Buteo jamarsensis), halcon Harris (Parabutec tmncinetus),

aguila dorada (dquila chrysaetos), y patos

3.- Se recuperaron tres cepas de Candida spp provenientes de loros (Aratnea holochliara,

Amazona viridigenalis, Amazona auturmnalis), zopilote (Sacoramphus papa), cara cara

(Poluborus plaricus)

4 .- No sc logro el aisl o de Cryy cues neoformans por lo que se considera que no

representa un problema de salud publica, sin embargo se sugicere un estudio mas exhaustivo

para verificar esta supaosicién
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