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1. INTRODUCCION

Las sociedades contemporaneas enfrentan problemas ambientales de creciente
complejidad, definidos por un sinnimero de relaciones y variables que no
siempre han sido interpretadas adecuadamente. Lo cadtico, lo impredecible
esta presente en el universo, la naturaleza y la sociedad. Se considera que el
nuevo paradigma de pensamiento debe tomar en cuenta las diversas
dimensiones del objeto de estudio: sus aspectos fisico, biolégico, cultural y
social; un paradigma que reconozca la interdependencia entre los diferentes
elementos, el contexto del problema, su naturaleza compleja y la incertidumbre
gue plantea el constante cambio. Dentro de los problemas de complejidad
organizada estan incluidos los seres vivos, de manera individual, pero también
los comportamientos gregarios de los mismos. Por ejemplo, desde el
comportamiento de los microorganismos hasta el de los grupos y sociedades
humanos (incluyendo la economia y la politica) (Weaver, 1991).

En este contexto, el objeto de estudio de este trabajo es el género
Cryptococcus spp. Y Sus asociaciones con reservorios naturales como son el
eucalipto, el guano de las palomas y el aire, ademas del riesgo potencial de la
poblacion humana al interactuar con las levaduras patégenas de este género. El
guano de las palomas trasmite hongos y otros microorganismos. Los mas
afectados pueden ser los nifios, adultos mayores, personas infectadas por VIH,
enfermos de cancer y diabetes debido a que sus defensas estan disminuidas. El
mayor peligro lo constituye el contacto directo con los guanos y la inhalacion de

éstos en forma de polvo microscopico.



2. ANTECEDENTES

Actualmente, existe un incremento de problemas ambientales con creciente
complejidad, debido a un sinnimero de relaciones y variables no interpretadas
adecuadamente, que influyen en la salud humana. Existen datos que muestran
que, el 23% de las muertes que suceden en el mundo, estan relacionadas con
el medio ambiente, en donde las enfermedades respiratorias crénicas se
encuentran entre las primeras cinco causas. Ademas, entre los factores de
riesgo que estan asociados al medio ambiente y que afectan la salud publica,
se encuentran los agentes quimicos, agua, saneamiento e higiene, entornos
urbanizados, practicas agricolas, cambio climatico y contaminacion del aire, la
exposicion a estos factores puede darse en el hogar, lugar de trabajo y en la
comunidad. (OMS, 2018).

2.1 Contaminacion del aire

La contaminacion es cualquier modificacion no deseable del ambiente, que es
causada por la existencia de agentes quimicos, fisicos o biol6gicos que se
llegan a encontrar en cantidades superiores a las naturales y que pueden ser
nocivas para la salud humana, dafan los recursos naturales e inclusive pueden

alterar el equilibrio ecolégico (Romero Placeres et al., 2006).

Las emisiones generadas por el desarrollo de diversas actividades humanas
constituyen un gran porcentaje de la contaminacion del aire, (Encinas, 2011),

las fuentes de contaminacion estan clasificadas principalmente en:

e Fuentes fijas o estacionarias: 1) las fuentes de emisiones son
provocadas por la produccion agricola, la mineria, entre otras,
principalmente en zonas rurales; 2) las fuentes de emisiones son

provocadas por industrias o por fuentes comunitarias como la calefaccion



de viviendas y edificios, incineradores de residuos urbanos y lodos

provenientes de aguas residuales, entre otros.

e Fuentes moviles: la fuente de emision es provocada por todos los

vehiculos de combustion.

e Fuentes de interiores: la fuente de emisiébn es provocada por el
consumo de cigarro, agentes biol6gicos que han sido transportados por
el aire (polen, acaros, moho, insectos, etc.), emisiones de materiales o
sustancias usadas en interiores (compuestos volatiles, plomo, raddn,
asbesto, productos quimicos sintéticos, etc.).

Asimismo, algunos autores han descrito los contaminantes del aire y los han

clasificado con base en su origen, composicién, tamafio o en funciéon de su

fuente de emision (Tabla 1) (Encinas, 2011; Romero Placeres et al., 2006):

Tabla 1. Clasificacion de los tipos de contaminantes que existen en el aire.

Clasificacion de los tipos de contaminantes

Por su origen

Antropogénicos

Derivados de la actividad humana

Naturales Resultantes de procesos de la naturaleza.
Primarios Proceden directamente de la fuente
Por su fuente
L Secundarios Reacciones quimicas entre contaminantes primarios o
de emision
entre contaminantes primarios y constituyentes naturales.
Compuestos de C | Incluyen primarios CO y CO2. No hay secundarios.
Compuestos de S | Incluyen SO2y H2S como contaminantes primarios y SO3s,
H2S0a4y sulfatos metélicos como secundarios.
Segun su Compuestos de N | Incluyen el 6xido nitroso (N20), el nitrico (NO) y el NHs

composicion

como primarios y el NO2, el NHs+ y los nitratos metalicos

como secundarios.

Aerosoles

Suspension de particulas sélidas o liquidas en el aire,

pueden tener diametro entre 0.002 ym y 100 pm.




Hidrocarburos
(CHa)

Proceden de fuentes naturales de las cuales implican
procesos bioldgicos, pero también por actividades

humanas relacionadas con el petréleo y sus derivados.

Oxidantes

fotoquimicos

El O3 estratosférico absorbe las letales radiaciones UV que
nos llegan del sol, mientras que el O3 troposférico es un

importante contaminante secundario.

Por su

tamafo

PM 25

Pueden alcanzar las zonas periféricas de los bronquiolos.

PMaio

Pueden alojarse y penetrar profundamente dentro de

pulmones.

2.1.1 Bioaerosoles

Dentro de los tipos de contaminantes del aire, estan los aerosoles, que son

particulas suspendidas en el aire de un diametro entre 0.002-100 ym y dentro

de estos, se encuentran los bioaerosoles, que son particulas de origen biologico

con un diametro entre 0.5-100 um y pueden afectar a los seres humanos

causandoles algun tipo de alergia, toxicidad o infeccién, y son adquiridos

principalmente por inhalacion. Las particulas de mayor importancia son las que

presentan un tamafo inferior a 5 ym, ya que pueden alcanzar los alveolos

pulmonares, y pueden causar dafio (Figura 1) (Sanchez-Monedero et al., 2006).
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Figura 1. Penetracién del material particulado en érganos del sistema respiratorio.
Tomado de: CeMCAQ (2017).

La concentracidon, estabilidad y viabilidad de los bioaerosoles dependen de
factores quimicos, fisicos y ambientales; los de mayor influencia son: contenido
de agua en los microorganismos, humedad relativa del aire, temperatura y
disponibilidad de oxigeno, asi como otros factores propios de ambientes al aire
libre, entre los que se encuentran la presencia de iones, radiacion solar entre

otros (Sanchez-Monedero et al., 2006).

Sin embargo, Solé & Obiols (2005), mencionan que para que se produzca un

bioaerosol es necesario que se den tres factores principales:

a. Presencia de un reservorio: depende del organismo, ya que la mayor
parte de las bacterias y ciertos hongos pueden vivir y desarrollarse en
organismos vivos 0 sobre materia organica.

b. Proceso de amplificacién: aumento en nimero de los organismos o
aumento en la concentracion de sus partes o componentes. Sin este
proceso la diseminacion y dispersion no tendrian ningun efecto porque la

cantidad de materia dispersada seria muy poca.
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Aerosolizacién o diseminacion: condicionado por varios factores como su

arrastre provocado por el movimiento del aire, de las personas o de maquinaria.

2.2 Contaminacién del aire y el género Cryptococcus spp.

Los contaminantes del aire incluyen particulas cultivables y no cultivables.
Dentro de las no cultivables, se pueden encontrar fragmentos celulares de
microorganismos, endotoxinas, entre otras, que pueden actuar como alérgenos.
Mientras que en las particulas cultivables se incluyen bacterias, protozoos, virus

y hongos, por ejemplo Cryptococcus spp.

En 1894, Busse y Buschke aislaron y describieron una levadura parecida a
Saccharomyces, como un patégeno humano, mas tarde Sanfelice informé sobre
el aislamiento de una levadura similar, en la fermentacion del jugo de durazno,
gue denomino Saccharomyces neoformans, sin embargo en 1901 Vuillemin
cambio el nombre del organismo por Cryptococcus neoformans porque no
producia ascosporas, que es una caracteristica definitoria del género
Saccharomyces, creandose de esta manera el género Cryptococcus (Srikanta
et al., 2014).

La clasificacibn taxonomica actual se muestra en la Tabla 2, este género
alberga en total 70 especies distintas de hongos levaduriformes, entre las mas
importantes, como patégeno humano, estdn Cryptococcus neoformans y
Cryptococcus gattii correspondientes al estado anamorfo (fase de reproduccion
asexual), y las correspondientes a su estado teleomorfo (fase de reproduccion
sexual) Filobasidiella neoformans y Filiobasidiella bacilispora, respectivamente
(Fonseca, Boekhout, & Fell, 2011).
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Tabla 2. Clasificacion taxonémica del género Cryptococcus segun Fonseca et al en
2011.

Clasificacion taxondmica

Reino Fungi

Filo Basidiomycota

Clase Tremellomycetes

Orden Tremelales

Familia Tremellaceae

Género Estado anamorfo: Cryptococcus
Estado teleomorfo: Filobasidiella

Vuillemin (1901)

Dentro del género Cryptococcus, las especies mas representativas son C.
neoformans y C. gattii debido a su potencial de patogenicidad, con dos
variedades, cinco serotipos y ochos tipos moleculares (Tabla 3) (Srikanta et al.,
2014).

Tabla 3. Clasificacion de C. neoformans y C. gattii con sus respectivos serotipos y tipos
moleculares.

' Serotipo ~ Especies y variedades =~ Tipos moleculares
A C. neoformans var. grubii VNI, VN II
B C. gattii VG I, VG II, VG I, VG IV
C C. gattii VG I, VG II, VG I, VG IV
D C. neoformans var. neoformans VN IV
AD Hibridacion de la C. var. neoformans y VN IlI
var. grubii

12



Las levaduras pertenecientes al género Cryptococcus, desarrollan colonias
mucoides en medio sélido, con lavaduras esféricas u ovoides cuyo diametro
varia de 5 a 10 um, cada célula presenta una capsula de polisacaridos que es
observada al microscopio con tinta china como un halo que la rodea (Figura 2)
(Ramirez, 2007). C. neoformans es considerada la de mayor relevancia por su
habilidad para causar enfermedades en los seres humanos seguida de C. gattii,
ademas presenta otras especies como C. albidus, C. laurentii, C. terreus y C.
uniguttulatus que forman parte de la microbiota de la piel y ocasionalmente

ocasionan dafo a la piel u onicomicosis (Ribas et al., 2011).

Figura 2. Micrografia de células de Cryptococcus tefiidas con tinta china. La capsula de
polisacarido es visible como un halo refringente. Tomado de: McDonald et al., 2012.

Las especies del género Cryptococcus habitan en el medio ambiente, sin
embargo C. neoformans es abundante en excretas de aves, particularmente en
excretas de palomas, mientras que C. gattii se ha asociado a arboles de
eucalipto. La infeccion de los humanos ocurre cuando las esporas son
inhaladas y se depositan en los alveolos para poder establecer una infeccién
latente o inclusive diseminarse al sistema nervioso central; posterior a la

diseminacion en el individuo se pueden extraer células viable a partir del liquido
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cefalorraquideo y realizar un diagnéstico y un tratamiento adecuado (Figura 3)
(Hull'y Heitman, 2002).

INHALACION

DISEMINACION
SISTEMA
NERVIOSO
CENTRAL

N

ALOJAMIENTO EN
ALVEOLOS

DISEMINACION A
EUCALIPTOS PIEL

EXCRETAS DE PALOMAS

Figura 3. Mecanismo de infeccibn de Cryptococcus. El hongo ingresa por las vias
respiratorias, las fuentes de infeccion mas conocidas son las excretas de palomas u
otras aves y eucaliptos (Eucalyptus camaldulenses y E. tereticornis). Tomado de: Tello
et al., 2013.

2.2.1 Cryptococcus neoformans

El primer aislamiento ambiental de C. neoformans fue reportado por Sanfelice
en 1894, en jugo de durazno, donde observé levaduras encapsuladas, un afio
después se demuestra por primera vez en seres humanos enfermos y hasta
1901, se clasific6 dentro del género Cryptococcus sp. y como la especie C.
neoformans (Curo et al., 2005). C. neoformans produce levaduras redondas u

ovales (3.5-8 um), se reproducen por gemacion Uunica, su capsula de
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polisacérido puede llegar a medir el doble del diametro de la célula y es la que

le confiere virulencia ya que protege al hongo de la fagocitosis (Ramirez, 2007).

Esta especie presenta dos variaciones y tres serotipos (Tabla 1) (Curo et al.,
2005; Ramirez, 2007; Ribas et al., 2011):

Tabla 4. Variedades de C. neoformans. Caracteristicas principales de las dos
variedades que presenta la especie de C. neoformans.

Variedades

Serotipo Caracteristicas

Reservorio ambiental

Huésped

var.
D
neoformans
Colonias
blancas o
cremosas, lisas
y mucoides.
var. grubii A

Excretas de palomas, | Gran proporcion de
canarios vy loros. | individuos
Permanece viable por | inmunocomprometidos.
dos afos.

Excretas de aves, | Individuos sanos e

jugos de frutas que
estén en proceso de
fermentacion, agua,

madera, suelo y aire.

inmunocomprometidos.

De la hibridacion de la C. var. neoformans y var. grubii forman el serotipo AD.

La especie Cryptococcus neoformans presenta sensibilidad antifingica a ciertos

antimicoticos, entre ellos se han reportado la sensibilidad a la anfotericina B,

nistatina, ketoconazol, voriconazol y clotrimazol, cabe destacar que los

antimicéticos itraconazol y fluconazol en algunas cepas presentan sensibilidad y

en otras resistencia (Alvarez et al., 2010; Huaman et al., 2018).

2.2.2 Cryptococcus gattii

La especie C. neoformans y C. gattii estdn genéticamente relacionadas, sin

embargo, C. gattii fue reconocida como una especie distinta de C. neoformans

debido a la diferencias morfologica de sus basidiésporas, nichos ambientales,
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caracteristicas morfologicas in vivo, su identidad molecular limitada (55%-61%
de relacion con el ADN), mdultiples genealogias genéticas patrones de
tipificacion de ADN polimorficos amplificados al azar Unicos y apareamiento
ineficaz de especies cruzadas con la produccién de progenie estéril y sin
recombinacion (Kwon-Chung et al., 2002; Springer y Chaturvedi, 2010; Srikanta
et al., 2014).

El primer aislamiento de C. gattii fue por Ellis y Pfeiffer (1990) en Australia en
muestras corteza, hojas y restos vegetales depositados en la rizosfera del arbol
en época de floracibn de Eucalyptus camaldulenses, posteriormente se
identific6 esta especie en muestras del mismo arbol en Estados Unidos de
Ameérica (California), México, ltalia e India. De esta manera se formula la
hipétesis de que esta especie fue exportada de Australia a otros paises
probablemente por semillas infectadas o por plantas jévenes de Eucalyptus spp.
(Licea et al., 1999; Quintero et al., 2005). C. gattii presenta el serotipo By Cy
es conocida por su tendencia a producir levaduras de formas atipicas
(alargadas) junto con sus células redondeadas, esto es cuando se cultiva a 25°
C y se observa en un aislamiento primario mientras que su temperatura optima
es de 32° C también llega a tolerar hasta una temperatura de 37° C (Ramirez,
2007).

La distribucion de esta especie, solo estaba restringida a regiones tropicales y
subtropicales, sin embargo, un estudio reveld un brote de criptococosis en la
ciudad de Vancouver, Canad4, lo que llevo a lograr notar la presencia de, al
menos el serotipo B, en regiones templadas (Escandon et al., 2005; Kidd et al.,
2004).

2.2.3 Reservorios ambientales de Cryptococcus spp.

La palabra reservorio, con origen en el vocablo francés réservoires, se refiere a
un conjunto de organismos vivos que posee el germen de una cierta

enfermedad, en muchas ocasiones quien lo hospeda no resulta afectado por la

16



enfermedad, a este Ultimo se le conoce como reservorio natural (Posada de la
Paz et al., 2018).

Mientras que, un reservorio ambiental es cualquier animal, humano, planta o
suelo en donde normalmente vive un agente infeccioso, del que depende para
su supervivencia, y donde se reproduce de manera que pueda ser transmitido a
un hospedero susceptible (OMS, 2018).

La especie C. neoformans sobrevive como comensal en animales,
principalmente en palomas, las cuales actian como reservorios naturales
debido a que estan protegidas de la infeccion por su elevada temperatura
corporal que oscila de los 41.5° a 43.3° C. y por la microbiota bacteriana del
contenido intestinal aparentemente sano que inhibe su desarrollo (Alvarez et al.,
2010; Ribas et al., 2011; Vallejo et al., 2016). Por lo cual, se ha identificado y
asociado a las deyecciones de estas aves principalmente por el acimulo de
heces debido a que proporciona sustancias nutritivas como el nitrégeno, que es
la fuente primordial para la sobrevivencia del hongo en la naturaleza (Curo et
al., 2005), ademas, de estar presentes compuestos como xantina, creatinina,

urea y acido urico (Vallejo et al., 2016; Huaman et al., 2018).

En el caso de la especie de C. gattii el serotipo B se ha aislado principalmente
de especies del género Eucalyptus, como E. camaldulenses y E. tereticornis, E.
gomphocephala (Ramirez, 2007), sin embargo, también se ha asociado en
huecos de algunos arboles como Licania spp., Acacia spp., Ficus spp., Pinus
spp., Abies spp. y Cedrus spp., estos huecos difieren en su composicion
bioquimica, los nutrientes disponibles, la presencia de agua, las comunidades
microbianas y la asociacibn de otros hongos, en cuanto al serotipo C,
Unicamente se ha encontrado en detritos de almendros (Terminalia spp.)
(Castafieda y Castafieda, 2001; Escandon et al., 2005; Ramirez, 2007; Springer
y Chaturvedi, 2010; Teodoro et al., 2013).
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Otros reservorios reportados han sido el aire, suelos contaminados con
excretas, hojas, flores y polen de plantas ornamentales como: pino, acacia,

jacaranday tilo (Curo et al., 2005; Duncan et al., 2006).

Figura 4. Principales reservorios ambientales de Cryptococcus spp. A: Las excretas de
las palomas (Columba sp.) estan asociadas la especie Cryptococcus neoformans y B:
los arboles de eucalipto (Eucalyptus sp.) a la especie Cryptococcus gattii. Elaboracién
propia.

2.3 Criptococosis

La enfermedad causada por los hongos C. neoformans y C. gatti es
denominada criptococosis, la cual es considerada una micosis sistémica aguda
0 crénica oportunista que presenta una predilecciébn por el sistema nervioso
central. Particularmente, C. neoformans puede causar enfermedad grave y
provocar la muerte, especialmente en personas inmunosuprimidas y en
animales (Alvarez et al., 2010; Ribas et al., 2011; Vallejo et al., 2016; Huaman

et al.,, 2018). Mientras que C. gatti, puede infectar tanto individuos
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inmunosuprimidos como individuos inmunocompetentes, ademas, se ha
evidenciado que estos hongos presentan menor sensibilidad a los antifingicos,
por lo que se requiere tratamientos mas agresivos (Fang et al., 2015; Spina-
Tensini et al., 2017).

En la actualidad esta micosis se considera como una de las tres infecciones
oportunistas mas importantes, que pueden conducir a la muerte a pacientes
inmunocomprometidos convirtiéndose en la causa mas importante de
morbilidad y mortalidad (Vallejo et al., 2016).

La via de infeccibn es mediante la inhalacion de esporas que entran por el
tracto respiratorio almacenandose en los pulmones y provocando primeramente
una infeccion pulmonar primaria, sin embargo, frecuentemente se llega a
diseminar a través de la via hematdgena, afectando principalmente al sistema
nervioso central (en méas del 50% de los casos), ademas ha sido reportado en
piel, ganglios linfaticos, huesos, ojos, corazén, higado, bazo, rifiones, tiroides e
incluso la prostata como reservorios para la recurrencia de esta enfermedad
(Alvarez et al., 2001; Ribas et al., 2011).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun la OMS (2018), la salud ambiental estad relacionada con todos los
factores fisicos, quimicos y biolégicos externos de una persona, es decir,
engloba factores ambientales que podrian incidir en la salud humana. Muchos
hongos forman parte de los bioaerosoles en el medio ambiente, pueden utilizar
como reservorios, plantas y animales y su interaccion con el ser humano,
principalmente individuos inmunosuprimidos, puede causar problemas de salud.
Particularmente, se ha reportado que especies del género Cryptococcus utiliza
a arboles de eucalipto, excretas de paloma, el suelo y el aire como reservorios
ambientales. En México existe poca informacion sobre sus reservorios
ambientales, su ecologia y su participacion con la salud humana y animal, por lo
gue es necesario e importante un estudio que aporte datos sobre estos
aspectos, por lo que el presente trabajo, est4d orientado a identificar la
distribucién ambiental y la relacién de las especies de Cryptococcus con sus
reservorios ambientales (Columba spp. y Eucalyptus spp.) ademas de su
posible impacto en la salud de los individuos potencialmente infectados, en dos

areas del municipio de Puebla.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Se encuentran presentes especies del género Cryptococcus en los reservorios

ambientales (Columba spp. y Eucalyptus spp.) en el municipio de Puebla?

¢Existen diferentes especies del género Cryptococcus en Sus reservorios

ambientales, como excretas de palomas y arboles de eucalipto?

¢Cual es la relacion entre las especies del género Cryptococcus, sus

reservorios y la salud humana?
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Conocer la distribucion ambiental del género Cryptococcus en reservorios
ambientales (guano de Columba spp., Eucalyptus spp.) y su potencial impacto

en la salud publica del municipio de Puebla.

5.2 Objetivos particulares

Establecer la presencia de especies del género Cryptococcus en dos sistemas

bioldgicos (centro y ciudad universitaria) del municipio de Puebla.

Aislar e identificar las especies del género Cryptococcus y sus variedades a
partir de muestras de guano de palomas (Columbia spp.) y de arboles de

eucalipto (Eucalyptus spp.).

Recopilar informacién sobre la relacion de la salud publica, reservorios

ambientales y especies del género Cryptococcus.
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6. HIPOTESIS

Existe una asociacion entre las especies del género Cryptococcus y sus dos
reservorios ambientales con la salud de las personas en dos sitios en el

municipio de Puebla.
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7. JUSTIFICACION

La investigacion de los reservorios ambientales de Cryptococcus spp. y su
asociacion con el riesgo a la salud humana ha sido poco estudiada en México,
los resultados de este trabajo aportaran datos epidemiolégicos de Cryptococcus
spp. relacionados con su distribucion en reservorios ambientales en el municipio
de Puebla. Asi como, informacion util para alertar a las autoridades sanitarias,
sobre la implementacion de medidas de prevencion, métodos diagndsticos
certeros para un tratamiento oportuno, asi como, el manejo y eliminacién del
hongo de suelos contaminados con guanos de palomas, ademas, dentro de los
aportes cientificos implican brindar conocimientos pioneros sobre Cryptococcus

spp. en Puebla
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8. METODOLOGIA

Zona de estudio

Frioy calido

Revision
bibliografica

-

84 muestras

Arbol de eucalipto

Hisopado de guano
de paloma

Hojas Suelo

Macerado Macerado

Diluciones hasta
1x10%

Siembra por extension por
superficie en agar Sabouraud,
Mycosel y Semilla de niger.

Siembra por estria
cruzada en agar
Sabouraud, Mycosely
Semilla de niger.

Incubacién a 37°C, 5-7 dias |

Observacion directa a colonias
presuntivas

Morfologia colonial
Tincion con tinta china

Género
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8.1 Areade estudio

El presente estudio fue de tipo exploratorio transversal descriptivo y se llevo a
cabo en dos areas dentro del municipio de Puebla: Area 1) Centro Histérico de
la Ciudad, a través de un muestreo por conveniencia, donde se seleccionaron
dos zonas, consideradas de alta interaccion entre las personas: Parque de
Dolores y el Parque del Carmen (Figura 5); Area 2) Ciudad Universitaria
(BUAP), en la cual se realizO un muestreo aleatorio estratificado, se
seleccionaron distintos arboles ubicados en distintos sitios de Ciudad

Universitaria donde se observé la presencia de estudiantes (Figura 6).

Parque de Dolores

Figura 5. Sitios del Centro Historico de la Ciudad. Se realizaron las tomas de muestras
de guano de paloma. Elaboracién propia.

Figura 6 Sitios dentro de Ciudad Universitaria. Se recolectaron muestras de arboles de
eucalipto. Elaboracion propia.
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8.2 Recoleccion de muestras

Se recolectaron 48 muestras de hojas y suelo de arbol de eucalipto (Figura 7A)
en Ciudad Universitaria de la BUAP y 48 muestras de hisopados de guano de

palomas (Figura 7B) en el Centro Historico de la Ciudad.

5

»

L — ¥ - = ¥ INER
Arbol de-eucalipto en Ciudad
"Universitaria

Figura 7. Muestras de hojas de Eucalytus spp. y guano de Columba spp. (A) Arboles
de eucalipto que se encuentran en Ciudad Universitaria. (B) guano de paloma que se
encuentran en los suelos y paredes del Centro Historico de la Ciudad. Elaboracion
propia.

8.2.1 Arboles de Eucalyptus spp.

De cada arbol seleccionado dentro de Ciudad Universitaria se tomaron 10 hojas
juveniles de distintas ramas y 100 gramos de muestra de suelo sin hojarasca de
la rizosfera con una pala de jardineria, cada muestra se guardé en bolsas de
polietileno individualmente y fueron etiquetadas con numero de identificacion

para su traslado al laboratorio.

8.2.2 Guano de Columba spp.

En los sitios del Centro Historico se tomaron hisopados de guano de las
palomas localizadas en suelo, bancas de metal o jardineras que se encuentran
en el sitio utilizando el medio de transporte Stuart (Figura 9), el cual consiste en
tomar la muestra, frotando un hisopo que posteriormente es colocado dentro de
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un tubo de vidrio, que contiene en el fondo un medio de agar sin ningan tipo de
nutrientes para conservar la muestra sin modificarla hasta su procesamiento en

el laboratorio.

Figura 8. Medio de transporte para muestras de guano de Columba spp. Muestra de
guano de paloma obtenida por hisopado, colocadas en medio de transporte de Stuart.
Elaboracién propia.

8.3 Procesamiento de muestras

Todas las muestras fueron procesadas e identificadas en el laboratorio de

Micologia 1, del Centro de Investigaciones Microbiolégicas del ICUAP.

8.3.1 Arboles de Eucalyptus spp.

Se pes6 1 gr de cada muestra de hojas, luego se colocé en un mortero y se
agregaron 10 ml. de agua purificada para macerar la muestra, obteniendo una
dilucion p/v de 1:10. Enseguida, se tom6 1 ml. de la muestra y fue colocado en
un tubo de ensayo con 9 ml. de agua, obteniendo una dilucién 1:100, se repitid
este proceso hasta obtener una dilucién 1:10000.

Para cada muestra de suelo, se pesaron 100 gr., y cada muestra fue tamizada
cuidadosamente, posteriormente se peso 1 gr. de cada muestra y fue colocado
en un mortero con 10 ml. de agua purificada convirtiéndose en una dilucion p/v
1:10, para después tomar 1 ml. y colocarlo en un tubo de ensaye con 9 ml. de
agua purificada obteniendo una diluciéon 1:100, se repiti6 este proceso hasta

obtener una dilucién 1:10000.

De las diluciones 1:1000 y 1:10000, de cada muestra de hojas y suelo, se
tomaron 500 pl y fueron colocados en el centro de cajas de Petri conteniendo

medios, agar dextrosa Sabouraud, Mycosel y semilla de niger, y fueron
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extendidos en la superficie de la placa. Enseguida, las cajas de Petri fueron
incubadas a 37° C, durante cinco a siete dias hasta observar desarrollo de

colonias.

8.3.2 Guano de Columba spp.

Las muestras de excretas de palomas fueron sembradas mediante estria
cruzada en cajas de Petri con agar dextrosa Sabouraud, Mycosel y semilla de
niger, directamente con el hisopo, conteniendo la muestra en medio de
transporte Stuart. Todas las cajas fueron incubadas a 37° C, durante cinco a

siete dias hasta observar desarrollo de colonias.

8.4 Caracterizacion e identificacion taxondmica

Después de la incubacién a 37 °C de todas las muestras, se identificaron las
colonias presuntivas de Cryptococcus spp. Con base en las caracteristicas
coloniales, se realizO una prueba presuntiva, a través de la observacion
microscopica de cada muestra, con azul de algoddon para comprobar que las
colonias eran de levaduras. Una vez comprobado que se trataba de levaduras,
se realizd una caracterizacion macroscoépica colonial considerando, el color de
la colonia, su forma, tamafio, consistencia, elevacion y margen. Asimismo, se
observaron las caracteristicas microscoépicas, a través de la utilizacién de tinta
china, para evidenciar la capsula de polisacarido caracteristica de estas

levaduras.

Con base en los resultados y auxiliados por el libro The Yeast: A Taxonomic
Study de Kurtzman, Fell y Boekhout del 2010 se podra llegar a una

identificacion taxonémica.
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9. RESULTADOS

9.1 Arboles de Eucalyptus spp.

Se realizd una georreferenciacion para poder conocer la cantidad y ubicacion
de los individuos de arboles de Eucalyptus spp. presentes dentro de Ciudad

Universitaria, obteniendo un total de 968 individuos (Figura 9).

Distribucion de los arboles de eucalipto ubicados dentro de Ciudad Universitaria
N

| Leyenda
e Arboles de eucalipto

l:] Ciudad Universitaria
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Figura 9. Mapa de la distribucion de los individuos de arboles de eucalipto ubicados
dentro de Ciudad Universitaria. Elaboracion propia.

Al momento de realizar la georreferenciaciéon de todos los arboles se logré

observar que al menos el 90% de los arboles dentro de Ciudad Universitaria
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contaban con una plaga en casi todas sus hojas. Al ser llevadas al laboratorio,
se observo que las hojas presentan una capsula cristalina pegajosa y en el
interior de ésta un animal muy pequefio; de acuerdo a la bibliografia consultada,
identificamos que estas estructuras pertenecen a un artropodo psilido llamado
Glycaspis brimblecombei Moore el cual es una plaga muy comuin que se
presenta en los arboles de eucalipto, esta capsula cristalina es la pupa de las
ninfas de esta especie, que posteriormente pasan a ser un individuo adulto
(Figura 10).

Figura 10. Arboles de Eucalyptus spp. infestados con plaga. A) hojas del arbol
eucalipto infestadas con plaga, B) Psilido Glycaspis brimblecombei Moore adulto sobre
hojas de eucalipto, C) pupas de las ninfas del psilido, D) acercamiento a la ninfa y la
capsula que forman para realizar la metamorfosis sencilla del psilido.

Como se puede observar en la Figura 11, las cajas de Petri con las muestras de
las hojas adultas sembradas son las que presentan mayor presencia de
crecimiento, con 148 UFC, en comparacion con las imagenes de las cajas Petri
con las muestras de las hojas jovenes donde se observa la presencia de 316
UFC, al realizar la observacion microscopica de las UFC, encontramos que la
mayoria de ellas correspondian a bacterias, mientras que algunas pertenecen al
género levaduriforme Rhodotorula y el resto a hongos filamentosos (Figura 11).
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C D

Figura 11. Muestras de las hojas adultas de Eucaliptus spp sembradas en cajas de
Petri. A) Cajas con muestras de hojas adultas con menor presencia de UFC, B) Cajas
con muestras de hojas jovenes con mayor presencia de UFC, C) Bacterias del grupo
bacilos Gram (-) encontradas en las muestras de hojas jovenes y adultas, D) Células
levaduriformes encontradas en las muestras de hojas jévenes y adultas, E) Hongos
filamentosos encontrados en las muestras de hojas jévenes y adultas. Elaboracién
propia.

Con base en los resultados de las UFC, se eligieron las hojas jovenes de los
arboles de eucalipto, para determinar la presencia de especies del género

Crypyococcus en los siguientes muestreos (Figura 12).
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Agar Sabouraud de suelo a 1:1000  Agar Sabouraud de suelo a 1:10000

Figura 12. Muestras de suelo y hojas sembradas en cajas de Petri con agar
Sabouraud, correspondientes a las diluciones 1:1000 y 1:10000. Elaboracion propia.

Al realizar la comparacion entre las diluciones, se observé que el medio de
cultivo agar Sabouraud, fue el que presenté un mayor niumero de UFC, (79 UFC
en la dilucién 1:1,000 y 32 UFC en la dilucion 1:10,000) en las muestras de
hojas, mientras que en las muestras de suelo, se obtuvieron 113 UFC en la
dilucién 1:1,000 y 87 UFC en la dilucién 1:10,000. Las muestras de hojas y de
suelo, sembradas en cajas de Petri con agar Mycosel, no presentaron

desarrollo de ninguna colonia (Figura 13).

33



120 113

100

87
79
80
2 60
> ® Sabouraud
40 32 ® Mycosel
20
0 0 0 0
0
1:1,000 1:10,000 1:1,000 1:10,000
Hojas Suelo

Figura 13. UFC obtenidas de las muestras de hojas y suelos sembradas en Sabouraud
y Mycosel. Se cuantificaron de las UFC, obtenidas de las muestras de hojas y suelos
sembradas en Sabouraud y Mycosel utilizando las diluciones 1:1,000 y 1:10,000.
Elaboracién propia.

Los microorganismos identificados en estas muestras de hojas y suelo de los
arboles de eucalipto, obtenidos en agar Sabouraud, fueron las bacterias, en las
muestras de hojas fue de 100%, mientras que en las muestras de suelo se
obtuvo un 38%. Los hongos filamentosos tuvieron mas presencia en las
muestras de suelo con 73%, en comparacion con las muestras de hojas con
53% y por ultimo, las levaduras fueron las que presentaron la menor presencia
(33% en las muestras de hojas y 50% en las muestras de suelo). Cabe
destacar, que tanto en el medio agar Sabouraud como en Mycosel, no se aislé

ninguna colonia perteneciente al género Cryptococcus (Figura 14).
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Figura 14 Porcentaje de cada grupo de microorganismos identificados en medio agar
Sabouraud y Mycosel. Elaboracion propia.

El agar semilla de niger (agar Guizotia abyssinica) es considerado un excelente
medio diferencial para el aislamiento primario, separacion inmediata e
identificacion presuntiva de colonias pertenecientes al grupo de Cryptococcus
spp., particularmente para especies de C. neoformans sin embargo varios
autores han observado que otras especies de Cryptococcus, son capaces de
crecer en este medio selectivo sobre otros grupos de microorganismos (Oh y
Hwang, 2005; Teodoro et al., 2013; Araujo et al., 2016; Pakshir et al., 2018). Por
esta razon, y con base en los resultados negativos que se obtuvieron, se tomo
la decision de utilizar ademas de agar Sabouraud y Mycosell el agar selectivo

semilla de niger.

De las nuevas muestras recolectadas de suelo y hojas de arbol de eucalipto el
agar Sabouraud fue en donde se presentaron un mayor crecimiento de colonias
sobre las muestras de suelo (354 UFC en la dilucion 1:1,000 y 217 UFC en la
dilucion 1:10,000 y 245 UFC en la dilucién 1:1,000 y 172 UFC de la dilucién
1:10,000, respectivamente); mientras que en el caso del agar Mycosel sélo se

presentaron UFC en las muestras de suelo (146 UFC en la dilucion 1:1,000 y 28
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UFC en la dilucion 1:10,000) y por ultimo en agar semilla de niger, las muestras
de suelo fueron la que presentaron mayor crecimiento de UFC (61 UFC en la
dilucion 1:1,000 y 38 UFC en la dilucion 1:10,000) en comparacion con las
muestras de hojas (8 UFC en la dilucién 1:1,000 y 1 UFC en la dilucién
1:10,000) (Figura 16).

400
354
350
300
245
250 217
% 200 172 = Sabouraud
150 146 = Semilla de Niger
= Mycosel
100 61
50 3828
80 W10 I -
0 - [ |
1:1,000 1:10,000 1:1,000 1:10,000
Hojas Suelo

Figura 15. UFC obtenidas de las muestras de suelo y hojas de arbol de eucalipto en
tres medios de cultivo, utilizando las diluciones 1:1,000 y 1:10,000. Elaboracién propia.

En cuanto a los grupos de microorganismos que se encontraron aislados de las
muestras de suelo y hojas de arbol de eucalipto fueron los grupos bacterianos y
los hongos filamentos los que predominaron en agar Sabouraud (100%)
seguido de las levaduras (68% en las muestras de hojas y 86% en las muestras
de suelo), mientras que en agar Mycosel para las muestras de hojas se
representaron mayormente las levaduras en un 45%, seguido por los grupos
bacterianos (36%), al igual que en las muestras de suelo en donde mayormente
se presentaron las levaduras en un 55%, seguido de los hongos filamentosos
(36%) y por altimo los grupos bacterianos (14%). Por ultimo, en el agar Semilla

de niger tanto para las muestras de hojas y suelo solo hubo presencia de
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hongos filamentosos. Cabe destacar que hasta el momento no se ha logrado

aislar colonias pertenecientes a Cryptococcus spp (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de cada grupo de microorganismos identificados en los tres
medios de cultivo utilizados, desarrollados a partir de las muestras de hojas de
eucalipto y de suelo. Elaboracién propia.

9.2 Guano de Columba spp.

Las muestras de guano de paloma fueron directamente sembradas en tres
medios de cultivo, Sabouraud, Mycosel y semilla de niger (Figura 17). Las
muestras de guano de paloma obtenidas del Parque de Dolores sembradas en
agar Sabouraud y semilla de niger desarrollaron 592 UFC y 370 UFC,
respectivamente, mientras que en las cajas de agar Mycosel se desarroll6 una
menor cantidad de UFC (218); en las muestras obtenidas del Parque del
Carmen, sembradas en agar Sabouraud y semilla de niger, se 521 UFC y 244
UFC, respectivamente, mientras que en agar Mycosel la cantidad fue de 48
UFC (Figura 18).
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Figura 17. Muestras de excretas de paloma después de siete dias de incubacién. A)
Agar Sabouraud con crecimiento de bacterias y levaduras; B) agar semilla de niger con
crecimiento, principalmente de hongos filamentosos; C) agar Sabouraud con
crecimiento de bacterias y hongos filamentosos; D) agar semilla de niger con
crecimiento hongos filamentosos y levaduras. Elaboracion propia.
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Figura 18. UFC identificadas en las 22 muestras de guano de paloma recolectadas en
Parque de Dolores y 22 muestras del Parque del Carmen, sembradas en los tres
medios utilizados: Sabouraud, Semilla de niger y Mycosel. Elaboracién propia.
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Después del periodo de incubacion de las muestras de excretas de paloma, se
identificaron colonias de hongos filamentosos, bacterias y levaduras,
posteriormente, la observacién microscopica de las colonias permitié evidenciar
colonias presuntivas de Cryptococcus spp. En el medio agar Sabouraud, se
desarrollaron bacterias y hongos filamentosos (100%), mientras que solo en un
52%, se observo la presencia de levaduras y un 11% correspondieron a
Cryptococcus spp. En el medio agar semilla de niger, sOlo se desarrollaron
hongos filamentosos, en un 30% y Cryptococcus spp. en un 25%, del total de
las muestras obtenidas, cabe mencionar que bacterias y otras levaduras no
crecieron en este medio. Por ultimo, el agar Mycosel fue el que presenté un
menor crecimiento de microorganismos, el grupo bacteriano con un 30% vy el

grupo levaduriforme con 18% (Figura 19).
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Figura 19. Porcentaje de cada grupo de microorganismos identificados en los tres
medios de cultivo utilizados, desarrollados a partir de muestras de guano de paloma.
Elaboracién propia.

9.3 Caracterizacion de Cryptococcus spp.

En total se procesaron un total de 144 muestras para lograr aislar alguna

especie de Cryptococcus spp. (Arbol de Eucalyptus spp.: 48 muestras de hojas

39



y 48 muestras de suelo y Guano de Columba spp.: 48 hisopados) de los cuales

solo en guano de Columba spp se obtuvieron aislados del género Cryptococcus

en los agares de Sabouraud y Semilla de niger, ocho y 14 aislamientos

respectivamente.

Tabla 5. Aislados de Cryptococcus spp. que se obtuvieron en los dos reservorios
naturales (Eucalyptus spp. y Columba spp.), en tres medios de cultivo. Elaboracién

propia.

Aislamiento de Cryptococcus spp. en sus reservorios ambientales

Arboles de Eucalyptus spp.

Guano de Columba spp.

Hojas Suelo
Agar Sabouraud 0 0 8
Agar Mycosel 0 0 0
Agar semilla de niger 0 0 14
Total de aislamientos 0 0 22

Los aislados presuntivos de Cryptococcus spp., correspondientes a colonias

levaduriformes con aspecto cremoso Yy blanquecino, se observaron al

microscopio con tinta china y se evidencié la presencia de una capsula que

rodea a las células levaduriformes y se corrobor6 morfolégicamente que las

levaduras correspondian a Cryptococcus spp. (Figura 20).
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Figura 20. Observacién en el microscopio de contraste de fases las colonias que
morfolégicamente pertenecen al género de Cryptococcus spp. A) observacion a 40X
sin tincion. B) observacion a 40X de las células levaduriformes con tinta china. C)
crecimiento de una de las cepas del género Cryptococcus. Elaboracion propia.

9.4 Impacto en la salud

A lo largo de las ultimas dos décadas la criptococosis ha sido la segunda
infeccibn micotica mas reportada en individuos con VIH/SIDA y la tercera
infeccion micoética invasiva en individuos que han pasado por el proceso de
trasplante de o6rganos (Barbosa-Zamora et al., 2016). La meningoencefalitis
criptococdcica es la manifestacion clinica mas frecuente y ha incrementado su
incidencia en los Ultimos afios en pacientes inmunocomprometidos,
particularmente en los que padecen SIDA (Alonso-Martinez et al., 2013).
Algunos estudios han reportado que la incidencia de criptococosis en individuos
gue no son portadores de VIH/SIDA es de aproximadamente 0.2%-0.8% siendo
mas frecuente en las mujeres en una relacion aproximada de 2:1 sin embargo
en grupos de alto riesgo (como por ejemplos los individuos portadores de
VIH/SIDA) predomina en los hombres en una relacion aproximada de hasta 4:1
(Maziarz y Perfect, 2016).
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Entre los principales factores de riesgo para adquirir la infeccion por
Cryptococcus figuran: antecedentes de infeccion por el virus de
inmunodeficiencia humana (78,1 %), uso de esteroides (4,1 %), enfermedad
autoinmune (2,3 %), tumor sélido o malignidad (1,9 %), trasplante (1,3 %),
diabetes mellitus (1,1 %), cirrosis hepética (0,9 %), insuficiencia renal crénica
(0,3 %) y causa no establecida (13,2 %).5

La incidencia de criptococosis aumentd en el inicio del Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) en la década de 1980. Tras la llegada de la
terapia antirretroviral altamente efectiva (TARGA), a partir de mediados de
1990, se observo que la frecuencia por este padecimiento comenzé a disminuir,
principalmente en paises desarrollados; un estudio realizado por Estados
Unidos demostrd en el afio 2003, que la incidencia disminuyo entre 2.4%-6.6%
durante el periodo 1992-1993, a 0.2%-0.7% en el afio 2000 (Mirza et al., 2003),
de la misma manera, en Francia realizaron otra comparacion de la incidencia
observando resultados de disminucion de hasta el 46% (Dromer et al., 2004).
Sin embargo, en paises sin acceso a TARGA la incidencia de criptococosis es
aun alta. Actualmente, a nivel mundial se estima que se llegan a 220,000 casos
anuales de meningitis ocasionada por Cryptococcus convirtiéndose en un total
de 181,000 fallecidos, la mayoria de los casos registrados provienen de Africa
Subsahariana (CDC, 2020).

Es importante saber que, en México la frecuencia de criptococosis va en
aumento. Desafortunadamente existen pocos estudios tanto epidemioldgicos
como clinicos a pesar de que entre el 10-15% de los individuos con SIDA,
llegan a desarrollar esta micosis. Castafidn-Olivares et al., (2000) realizaron un
estudio reportando la frecuencia de estas especies y sus variedades en México
y comparandolos con paises de Latinoameérica; se evidencid que son los
hombres los mas afectados, seguido de las personas que se encuentran en la
tercera edad y la cuarta edad (87.3%, 33.8% y 37.5%, respectivamente),

ademas, la frecuencia de los aislamientos de C. neoformans var. neoformans
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(cn) y C. gattii (cg) que se obtuvieron (86.7% y 10.4%, respectivamente) fueron
comparadas con paises como: Argentina (cn 97.6% y cg 2.4%), Brasil (cn
83.3%, cg 15.8%), Cuba (cn 97.6%, cg 2.4%), Paraguay (cn 0%, cg 100.0%),
Puerto Rico (cn 100.0%, cg 0%) y Venezuela (cn 66.7%, cg 29.6%) observando
que las frecuencias de México se encuentran en el rango de porcentaje similar

con el resto de los paises.
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10.DISCUSION

El aumento en la incidencia de la criptococosis a nivel mundial en las ultimas
décadas, da conocimiento sobre la presencia de estas levaduras en el medio
ambiente. El complejo de especies Cryptococcus neoformans-C. gattii
comprende a un grupo de levaduras patdégenas que pueden causar una
infeccion cutanea, pulmonar y mas frecuente afectar el sistema nervio central
provocando una meningoencefalitis criptococdcica, principalmente en las
personas inmunosuprimidas; estas especies habitan en el medio ambiente y se
encuentran asociadas a las excretas de las palomas y arboles de eucalipto
respectivamente (Hull y Heitman, 2002).

10.1 Arboles de Eucalyptus spp.

Las especies del género Eucalyptus, han provocado grandes polémicas a nivel
mundial, este género, nativo de Australia, fue introducido en México para la
reforestacion en zonas degradadas y con climas semidaridos, en la creacion de
areas verdes, parques y jardines, también como arbolado de alineacion en

avenidas y calles, asi como en plantaciones forestales (Garcia, 2003).

Los arboles de eucalipto han sido considerados como reservorios de especies
del género Cryptococcus desde 1982, existen reportes de diferentes partes del
mundo, incluido México, en los cuales, las especies C. gattii y C. laurentiis han
sido aisladas en hojas, suelo, flores y ramas de estos arboles (Ellis y Pfeiffer,
1990; Arguero et al., 1999; Castafién-Olivares et al., 2000; Escando6n et al.,
2005; Castafnion-Olivares et al.,, 2007; Ramirez Feélix, 2007; Springer y
Chaturvedi, 2010; Cattana et al., 2014; Pakshir et al., 2018). Asimismo, otros
estudios, sefialan en sus metodologias, muestras obtenidas en mas de 100
individuos de arboles, en contraste con nuestro estudio, en el cual el nUmero de
individuos muestreados fue mucho menor, Ademas, estos estudios incluyeron

otras partes vegetativas como flores, ramas y corteza, que en estudios previos
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no se habian considerado para aumentar las posibilidades de aislamientos
(Arguero et al., 1999; Castafieda y Castafieda, 2001; Pakshir et al., 2018).

En nuestro estudio, los resultados fueron negativos, no se corroboré a
Eucapyptus como reservorio de Cryptococcus, aunque también se intentd
obtener aislados a partir de muestras de suelo, sin embargo, los hongos
filamentosos fueron los mas abundantes. Quiza nuestros resultados negativos,
puedan ser explicados por lo descrito por Castafion-Olivares et al. (2007),
guiénes mencionan que lograron aislamientos de Cryptococcus spp., a partir de

muestras de hojas, particularmente de eucaliptos sanos.

Nosotros encontramos que al menos el 90% de los arboles que se encuentran
ubicados dentro de Ciudad Universitaria, que fue el sitio de muestreo, presentan
dafio en la mayoria de sus hojas, provocado por la conchuela del eucalipto
(Glycaspis brimblecombei (Hemiptera: Psylloidea: Spondyliaspididae),
convirtiéendose en un problema ecolégico de grandes dimensiones al no tener
enemigos nhaturales, ocasionando la perdida de follaje, disminucién en el
crecimiento, muerte en puntas y ramas e inclusive susceptibilidad a otras
enfermedades llegando a causar la muerte del arbol (Cibrian et al., 2001)., lo
gue quizé esté relacionado con la nula presencia de Cryptococcus.

10.2 Guano de Columba spp.

Por otro lado, las palomas abundan en las grandes ciudades, especialmente en
plazas, parques y jardines. El problema con estas aves es que los lugares que
eligen para hacer sus nidos son por lo general inaccesibles para cualquier
persona, de manera que la acumulacion de sus excretas, en las cuales se
puede encontrar C. neoformans u otros microorganismos (Gonzalez-Acufia et
al., 2007), puedan ser dispersadas y llegar hasta un huésped, que puede ser

infectado o causar enfermedad.
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Las excretas de palomas son consideradas un reservorio de especies de
Cryptococcus spp., ¥ se ha planteado que puede ser debido a que la
temperatura de las aves es muy elevada, lo que impide el crecimiento del
hongo, por lo cual es expulsado en las excretas, y al disminuir la temperatura,
es capaz de proliferar y ser diseminado por el viento, una vez que las excretas
se desecan (Vallejo et al., 2016). En este estudio se obtuvieron varios aislados
de Cryptococcus, a partir de excretas de palomas (Columba spp.), corroborando
gue las excretas de esta ave son un reservorio natural para el hongo, como ha
sido descrito por otros autores (Agha Kuchak Afshari et al., 2012; Granados y
Castafieda, 2005; Ribas et al., 2011; Vallejo et al., 2016). Sin embargo, el
numero de muestras analizadas en estos trabajos ha sido superior a 100, y el
namero de aislados ha alcanzado hasta 40, sin embargo, es importante
mencionar que algunos de los sitios seleccionados fueron azoteas donde
existen palomares, arboles y edificios donde se acumulan una gran cantidad de
estas aves, mientras que en nuestro caso optamos por seleccionar parque
publicos, en donde ademas de observar la presencia significativa de excretas
de palomas, también existe una interaccion entre las personas que van a pasar

el tiempo y personas que laboran en los parques.

En cuanto a las tomas de muestras en estudios previos optaron por obtener la
excreta y ser transportadas a los laboratorios (Candénico-Gonzélez et al., 2013;
Teodoro et al., 2013; Xavier et al., 2013; Varelas et al., 2017; Caicedo Bejarano
y Alvarez, 2020) mientras que nosotros por cuestiones de seguridad se tomo la
decision de solo tomar un hisopado de la excreta con un medio de transporte y

posteriormente ser llevada al laboratorio para su procesamiento.

10.3 Caracterizacion fenotipica

El género Cryptococcus presenta colonias redondas de color crema o blancas
cuando se encuentran en agar solido Sabouraud con consistencia

generalmente cremosa 0 mucoide y en agar Semilla niger generalmente
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presentan una pigmentacion café debido a la capacidad de producir
fenoloxidasa. En cuando a las caracteristicas microscopicas presenta hongos
levaduriformes esféricos u ovoides constituidas por células, cada célula
presenta una capsula de polisacaridos que es observada al microscopio con
tinta china como un halo que la rodea (Kwon-Chung, 2010; Valdés et al., 2003;
Ramirez, 2007; Pal, 2015; Varelas et al., 2017).

Es este estudio, los aislados identificados como Cryptococcus spp., mostraron
colonias de color blanco, con consistencia cremosa en agar Sabouraud y
cuando se resembro en agar semilla de niger, las colonias desarrollaron un
color café; en cuanto a las observaciones bajo microscopio con preparacion en
tinta china se observaron células redondas con un halo evidente en cada una,
coincidiendo esta descripcion con las caracteristicas fenotipicas reportadas en

especies del género Cryptococcus.
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11.CONCLUSIONES

Al realizar una exploracibn de campo por toda Ciudad Universitaria se
contabilizaron un total de 968 arboles de Eucalyptus de los cuales un 90% de
ellos se encuentran afectados en sus hojas por la plaga del psilido llamado

Glycaspis brimblecombei Moore

Se determin6 que debido a la contaminacion de los arboles de Eucalyptus, el
medio de cultivo Sabouraud y Mycosel no fueron suficientes para lograr
aislamientos del género Cryptococcus, por lo cual se utilizé el medio de cultivo

Semilla de niger.

En las muestras de hojas y suelo de arboles de Eucalyptus, no se logré ningun
aislamiento positivo de especies del género Cryptococcus, por lo que no
logramos establecer ninguna relacién entre Cryptococcus y los arboles de

Eucalyptus como lo indican estudios previos.

En las muestras de guano de Columba spp., se identificaron colonias positivas
sugerentes del género Cryptococcus (en el 11% de las muestras), por lo cual se
puede concluir que si existe una relacién entre el guano de Columba spp y las
especies del género Cryptococcus y que estas aves son consideradas como un

reservorio tal como lo mencionan estudios previos.

A pesar de existir pocos reportes sobre casos de criptococosis en México su
frecuencia va en aumento segun reportes previos en los cuales las frecuencias
comparadas con otros paises de Latinoameérica son muy similares ademas de

ser los hombres los mas afectados por esta enfermedad.
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12. RECOMENDACIONES

Los resultados de este estudio establecen una base para continuar con
investigaciones que ayudaran a determinar la presencia de especies del género
Crytococcus en reservorios naturales dentro del municipio de Puebla y asi
mismo lograr crear una perspectiva social sobre la relacion entre estos

microorganismos y la salud publica.

Con base en los resultados obtenidos en arboles de Eucalyptus spp. y tomando
en cuenta la bibliografia reportada, en lugar de utilizar los arboles que se
encuentran dentro de Ciudad Universitaria con la gran cantidad de plaga que
presentan, se recomienda elegir otro sitio de muestreo para tener mas
oportunidades de aislamientos de alguna especie del género Cryptococcus en

este reservorio.

Debido a que existen reportes por criptococosis en los hospitales de Puebla,
poder realizar pruebas de deteccién de Cryptococcus en personas que tengan
alguna asociacion con los reservorios de estos microorganismos, asi como
aplicar encuestan que nos den datos sobre sus actividades y conocimientos

sobre alguna posible asociacién con estos reservorios.

Aumentar el nimero de muestreos para evidenciar la presencia de especies del
género Cryptococcus en sus reservorios naturales, asi como, también realizar
identificaciones bioquimicas, moleculares y pruebas de sensibilidad antifingica

para conocer mas a este microorganismo importante dentro de la salud publica.
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