CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS (SANFELICE) VUILLEMIN
EN AVES CONFINADAS Y RECINTOS HOSPITALARIOS DE LA REGION
METROPOLITANA (CHILE)*

- RESUMEN

Cryptococcus neoformans ha sido reconocido co-
‘mocausafiecuente de micosis profundas. La inmunosu-
- presion celular es un factor predisponente fundamental
- para padecer criptococosis, y su frecuencia ha aumen-
- lado conjuntamente con el nimero de individuos con
' alteraciones en su sistema inmune, sobretodo después de
/a aparicion del SIDA. No se han descrito casos de
contagm interhumano, por lo cual el estudio de su
presencia en el ambiente adquiere especial relevancia,
demostrandose que, las deyvecciones de diversas aves,

- constituyen su reservorio natural mds importante.

i En nuestra investigacién se aislé  por primera vez
“en Chile esta levadura desde su fuente natural
(rlevecczones de aves), aprovechando la formacion de un

f plgmento tipo melanina en algunos medios de cultivo.

[ . Seanalizaron un total de 225 muestras de excretas
deaves, comparando el rendimiento de cuatro medios de
cultivo diferenciales en base a Guizotia abyssinica
(Staib agar) o dcido caféico con y sin un inhibidor de
'Ehongos filamentosos (bifenilo). Durante el periodo de
juho a octubre de 1991 se recolectaron 81 muestras de
deposiciones de palomas de recintos hospitalarios, ex-
- puestas a la lluvia y a la influencia directa de los rayos
Solares . Durante el periodo de marzo a mayo de 1993
- se‘recolectaron 144 muestras de excretas protegidas,
provenientes del Zooldgico de Santiago, desde un
. criadero de aves exdticas y de cuatro Hospitales. Las
81 muestras no protegidas fueron todas negativas para
- C. neoformans, mientras que de las 144 muestras
£ prbtegidas 33 (24.3%) resultaron positivas. El medio de
cultivomasefectivo para recuperar a C. neoformans de
las aves, fue el de Staib con bifenilo (88.6%). Las 35
' cepas aisladas fireron biotipificadas mediante el medio
CGB (canavanina-glicina-azul de bromotimol),
resultando ser todas, como se esperaba, del serotipo AD.

Se recomienda a las personas inmunocompro-
metidas, a no frecuentar los lugares donde habita C.
rne'aformtmsx enloposible evitar tener avesenjauladas
cono mascotas.
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SUMMARY

[Cryptococcus neoformans(San Felice) Vuillemin in confined
birds and hospital areas of the Metropolitan Region(Chile)]

Crypiococcus neoformans has come to be recog-
nized as a relatively common cause of deep-seated
mycotic infection. Defective cell-mediated immunity is
an important predisposing facto; Jor suffering
cryptococcosis. Its frequency has risen along with the
number of personswith abnormal host immune response,
especially after the appearance of AIDS. Interhuman
infection has not yet been described therefore it'’s
detection in nature acquires a special relevance. In this
regard, bird droppings have been found to form the most
important natural reservoir.

This investigation tried to isolate the yeast for the
Jirst time from a natural source (bird excreta) in Chile,
using it's ability to form a melanin-like pigment on some
culture media.

A total of 225 samples of bird droppings were
examined, comparing four selective culture media,
containing Guizotia abyssinica (Staib agar) or caffeic
acid, with and without a mold inhibitor (biphenyl).

During the period of july to october 1991, 81
samples of pigeon droppings exposed to the rain and
direct sunlightwere examined, and during march tomay
1993, 144 protected samples were analyzed; from the
Santiago Zoological Garden, an exotic pet bird hatchery
and four hospitals. The 81 non protected sampleswere all
negative for C.neoformans, meanwhile 35 (24.3%) from
the 144 protected samples were positive.

The best result was obtained by Staib agar with
biphenyl (88.6% of strains detected).

The 35 strains isolated were separated into their
serotypes by the CGB agar (canavanine, glycine and
bromothymol blue agar), and resulted to be all, as
expected, to belong to serotype A4 or D.

1t is recommended for immunocompromised per-
sons not to expose themselves to places where C.
neoformans can be found and to be cautious with birds
as pets.

fi“Tomado de la Tesis de Magister de Stefan Sammann Bartling, aprobada en la Fac. de Medicina de la Universidad de Chile el 15 de Nov. de 1993.
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INTRODUCCION

Cryptococcus neoformans es uno de los hongos
patégenos mas importantes que ha sido reconocido como
causa frecuente de micosis profundas. Puede afectar
cualquier 6rgano del cuerpo, pero los sitios preponderan-
tes de infeccion son los pulmones y el sistema nervioso
central, seguido por las afecciones cutdneas (15, 42).

Recientemente se ha constatado que la prostata
Jjuega un rol importante como reservorio, siendo la res-
ponsable de la mayoria de las reactivaciones, por la baja
penetracion a la glandula de los antimicéticos de uso
habitual, la Anfotericina By la 5 Flucitosina (28,29.30,33).

La inmunosupresion celular es un factor
predisponente fundamental para padecer criptococosis y
su frecuencia ha aumentado conjuntamente con el niime-
ro de individuos con alteraciones en su sistema inmune.
Antiguamente estaba siempre relacionada con las enfer-
medades linfoproliferativas, corticoterapias o con el tra-
tamiento inmunosupresor por trasplantes de 6rganos.
pero ultimamente se asocia sobre todo con la enfermedad
del SIDA (12,13,14,18.19.27.31). Actualmente, la
criptococosis ocupa el cuarto lugar dentro de las infeccio-
nes oportunistas en personas afectadas por SIDA en los
Estados Unidos (15). Existen también trabajos naciona-
les que relacionan estas dos enfermedades. Es asi que. en
un estudio realizado el afio 89, de un total de 17 enfermos
VIH (+), en 3 (18%) se constatd una criptococosis (12)
v en un trabajo publicado reciente. de 13 casos de
criptococosis meningeas diagnosticadas. 9 (69%) corres-
pondieron a personas VIH(+) (17).

La infructuosa busqueda del hongo hastael momen-
to en suelos chilenos (41.43). motivo la realizacion de
este trabajo para intentar demostrar su presencia en el
medio ambiente y asi determinar si constituye un riesgo
para los enfermos con inmunodeficiencias en nuestro
pais. Para su efecto, se analizaron principalmente depo-
siciones secas de distintas aves confinadas y de recintos
hospitalarios, utilizando dos medios de cultivo que en la
literatura han demostrado un buen rendimiento para su
aislamiento.

El objetivo general de este trabajo fue pesquisar la
presencia de Cryptococcus neoformans en deyecciones
. de aves confinadas y recintos hospitalarios de la region
Metropolitana. Los objetivos especificos fueron: 1).
Cultivar deyecciones de aves para aislar C. neoformans.
2). Evaluar el rendimiento comparativo de cuatro medios
de cultivo para Cryptococcus neoformans. en base a
semillas de Guizotia abyssinica o acido caféico (TCC).
conysininhibidorde hongosfilamentososy 3). Diferenciar
los cepas aisladas en sus serovariedades AD y BC.
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MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se encuentra subdividido en dos partes;
la primera, se realizé durante los meses de julio a octubre
del afio 1991, en la cual se tomaron muestras de deposi-
ciones de palomas, expuestas a la influencia del medio
ambiente, de cuatro recintos hospitalarios y la segunda,
durante los meses de marzo, abril y mayo de 1993. En
éstas se tomaron muestras de deposiciones secas de
diversas aves, protegidas de la lluvia y de la influencia
directa de los rayos solares.

Primera parte:

Se tomaron 81 muestras en cuatro hospitales de
Santiago, en cuyos recintos habitan palomas. Los hospi:
tales fueron: Hospital del Salvador. Hospital Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias y Cirugia
Torécica Dr. Enrique Laval M.. Hospital Clinico dela
Universidad de Chile José Joaquin Aguirre y el Hospital
Paula Jaraquemada. En cada lugar se tomaron 18 mues:
tras: 6 de heces frescas de palomas. 6 de deposiciones
secasy 6 de tierra contaminada con deyecciones. salvo
en el Hospital Salvador donde se alcanz6 a tomar y
analizar 9 muestras adicionales (3 de cada grupo).

Para la toma de muestra. se utilizé el método d¢
Gugnani modificado (5). que consiste en lo siguiente:
grs (app.) de deposiciones, se suspendieron en 30 ml d¢
suero fisioldgico en un frasco estéril que contenia
cloranfenicol en una concentracion de 0.1 mgr/ml. Si la
muestra no podia sembrarse en el mismo dia. se mantuyo
refrigerada a 4°C. La muestra se homogeniz6 agitandola
rigurosamente, primero en forma manual y posteriormentt
durante 15 min. en un agitador Eberbach. Despuésde 3(
min. de decantacion, se sembré 0.1 a 0.5 ml del
sobrenadante en los medios de cultivo seleccionados, que
se incubaron a 37 y 26°C. Los cultivos se observaron
después de 24 hrs. y por un periodo de 14 dias (35). |

Los medios de cultivo escogidos fueron el mediods
Staib, Corn Meal Tween 80 Agar (CTA)(8), ligeramentg
modificado por nosotrosy el Tween 40 Corn Meal Cafeio
Acid Agar en base a maicena (TCC). {

El medio de Staib o Birdseed agar, se preparo deld
siguiente forma: se muelen 50 grs de G. abyssinica enul
pulverizador y se le agregan 1000 ml de agua destilads
se hierve la mezcla durante 30 min.. posteriormente
pasa porun filtrode papely seleagrega 1 grde de\:trosn
1 grde KH,PO,. 1 grde creatinina, 15 grs de agar, 0.1g]
de cloranfemcol y los restantes ml de agua destilada pari
completar nuevamente los 1000 ml. El medio adquier
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-~ un color café verdoso, semitransparente. C.neoformans
n este medio presenta colonias caracteristicas, de un
colorcafé claroa café oscuro E1 TCC se prepard agregando
21000 ml de agua destilada 40 grs de maicena, 18 grs de
 agar, 3 ml de Tween 40, 0.3 gr de 4cido caféicoy 0.1 gr
decloranfenicol. El color final del medio es blanco, con
superficie finamente granular y Cryptococcus crece
~ formando colonias de color café oscuro a negro. Ambos
- medios se esterilizan en autoclave a 121°C durante 15
- min. con 15 Ib/in2 de presion.

k. Para la biotipificacion se usé el medio CGB
~ (canavanina-glicina-agar azul de bromotimol), con los
siguientes ingredientes: 880 ml de agua destilada, 20 grs
~ deagar, 100 ml de solucion A y 20 ml de solucion B. La
- solucion A, se prepara agregando a 100 ml de agua
 destilada, 10 grs de glicina, 1 gr de KHPO, ,1 gr de
- MgSO,, 1mgde HCL detiaminay 30 gde L-Canavanina,
ajustandose a pH 5.6. La solucién se esteriliza mediante
w ;ﬁltracnon (0.45um Nalgene). La solucion B, consiste en
| *100 ml deagua con 0.4 gr de azul de bromotimol. Para la
i apreparacmn final, a 880 ml de agua destilada se le
4 ‘agregan 20 ml de la solucion B y 20 grs de agar y se
. autoclavan. Posteriormente, antesde enfriarse, se agregan
los100ml de lasolucién A. El color final es amarillento-
\‘ cerdoso (Ph 5.8 + 0.1). Un resultado positivo para
E‘IC'r;vptococcus neoformans var. gattii (serotipo BC).
' consiste en un viraje de color del agar, a azul cobalto (ph
}"37.0), por la produccion y acumulacion de amonio a partir
dela glicina.(7. 10).

La identificacion final de las posibles cepas de
Cryptococcus y de algunas otras levaduras, se hicieron
- mediante pruebas de filamentizacion, morfologia, prueba
de tubos germinales, examen directo con tinta china,
- crecimiento a 37°C, deteccion de ureasa, asimilacién de
nitrogeno y de hidratos de carbono (11). Para la asimila-
' cion de nitrégeno se ocupo el nitrato de potasio y para el
}’a"uxanograma se ocuparon 6 hidratos de carbono:
 dextrosa. galactosa. lactosa, sacarosa. maltosa e inositol.

Segunda Parte:

~ Se recolectaron un total de 144 muestras en la
- Region Metropolitana. De éstas. 48 fueron tomadas de
jaulas de aves en el Zoolégico del Parque Metropolitano
“de Santiago, 53 en un criadero de aves exoticas. y 43 en
4 recintos hospitalarios de Santiago: Hospital de la
'FACH, Hospital Instituto Oncoldgico Dr. Caupolican
“Pardo Correa. Hospital José Joaquin Aguirre y del Hos-
| Clinico de la Universidad Catélica de Chile. Las 43
‘muestras recolectadas en los hospitales en esta segunda
‘parte. fueron las inicas que correspondieron a deposicio-

gs de palomas.

Para la toma de muestra, se utilizé el método de
Gugnani modificado antes descrito. Se mantuvo las
mismas precaucionesy se empleo el mismo procesamien-
to de las muestras, con la excepcion que se elimin6 la
incubacion de los medios de cultivo a 37°C, incubandolos
todosa 26°C. También se alargé el tiempode observacion
de las muestras de 2 a 4 semanas. Las formulas de los
medios, GA y TCC utilizados, se mantuvieron y se
afiadieron dos medios iguales a los anteriores, GBI (de
Staib) y TBI (4c. caf€ico ), con la tinica diferencia que a
losultimos dos se lesagregd bifeniloal 0.1% (uninhibidor
de hongos filamentosos). Esto se logré disolviendo 1gr.
debifenilo en 20 ml de alcohol absoluto y agregandolo al
medio. El medio para la biotipificaciéon no sufrio
modificaciones.

Para comparar el rendimiento de los 4 medios de
cultivo, se us6 ANOVA con p= 0.05.

RESULTADOS
Primera Parte:

No se pesquizd Cryprococcusneoformansenlas 81
muestras estudiadas, pero si algunas especies de impor-
tancia médica como: Candida albicans (Robin) Berkhout,
Candida krusei (Castellani) Berkhout, Candida
pseudotropicalis (Castellani) Basgall, Candida
parapsilosis (Ashford) Langerton et Talice, Candida
tropicalis (Castellani) Berkhout, Torulopsis stellata
(Kreoemer et Krumbholz) Lodder, Torulopsis candida
(Saito) Lodder y Cryptococcus laurentii (Kufferath)
Skinner. Los hongos que se aislaron con mayor frecuen-
ciafueron: Rhodotorulaspp.(39.5%), C. krusei (27.2%),
seguidas por Aureobasidium pullulans (de Bary) Arn
var. melanigenum Hermanides - Nijhof (18.5%). (Tabla

1)
Segunda Parte:

En 35 (24.3%) de las 144 muestras protegidas se
aislo C. neoformans. Su distribucion segun su procedencia
fue: 11 de 48 muestras (22.9%) tomadas en el Zooldgico,
8de 53 muestras (15.1%) delcriaderoy 16 de 43 muestras
(37.2%) de los hospitales.

Las muestras positivas de Hospitales se distribuye-
ron en los distintos recintos como sigue: 4 de 11 muestras
(36.4%) del Hospital de la FACH, 2 de 5 muestras (40%)
del Hospital J. J. Aguirre, 3 de 20 muestras (15%) del
Hospital Caupolican Pardoy 6 de 7 muestras (85.7%) del
Hospital Clinico de la Universidad Catolica.
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Tabla 1

Distribucién de Hongos Levaduriformes aislados en
81 muestras no protegidas

Tabla 2

Especies de aves con desarrollo de C. neoformans
en sus deyecciones

De las especies de aves con desarrollo de C.
neoformans en sus deyecciones. tanto del Zooldgico
como del criadero. fueron positivas 19 muestras de un
total de 41 estudiadas: 11 de ellas correspondieron al
Zoologico y 8 al criadero.

El gallo de roca tuvo el mayor niimero de muestras
positivas en las del Zoologico v las gallinas en las del
criadero. Las 8 muestras positivas del criadero.
corresponden a 7 jaulas distintas. de un total de 20 jaulas
examinadas y las muestras agrupadas bajo el nombre de
*gallinas varias’’ corresponden a tres jaulas diferentes
(Tabla 2).

El rendimiento fue significativamente superior en
el medio GBI. que en los restantes (p< 0.001). Entre las
otras 3 no hubo diferencias de interés (Figura 1).

Eltiempo promedio empleado en presentar cambios
de viraje es significativamente superior para los medios
TCC y TBI. que para GA y GBI (p< 0.05). (Tabla 3)
La positividad obtenida usando combinaciones de me-
dios. es claramente mayor cuando estd presente el GBI
(>91.4%). que cuando estd ausente (77.1%). (Figura 2)

Todos los serotipos aislados correspondieron al
AD.
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Hongo Frescas Secas Tierra Total Especies de Muestras
/Muestra n=27 n=27 n=27 n=81 Aves [Estudiadas Positivas
Rhodotorula ZOOLOGICO
Spp. 10 8 14 32 (39.5%) Catita Australiana 3 2
C. krusei 10 3 50 22 (27.2%) Tortola Beige 4 1
C. parapsilosis 2 0 1 3 Gallo de Roca 5 3
C. pseudotro- Cardenal Gris, Diuca co-
picalis 2 2 1 5 mun, Jal comin, Chincol 2 2
C. tropicalis 2 0 2.4 Lechuza 2 1
C. albicans | 1 1 3 Pavo Real. Loro Cachaiia 4 1
T. stellata 2 0 0 2 Loro Cacharfia 4 1
T. candida 0 0 1 1 Loro Tricachue
A. pullulans var. CRIADERO
melanigenum 2 7 6 15 (18.5%) Codornices 2 l
C. laurentii 0 2 0 2 Brhamas. Trintres 2 1
C. neoformans 0 0 0 0 Cochinchina Plateada 2 1
Gallinas varias 9 4
Total 31 23 31 89 Pavos 2 1
Total 41 19

Tabla 3

Tiempo de Deteccién de colonias pigmentadas de’
C. neoformans en los diferentes medios (dias)

Medio GA GBI TCC TBI
Dias n=21 n=31 n=23 n=24
Rango 2-8 4-12 5-13  5-13
Promedio* 3 59 9:1 9.3

*D.S. p (GA-GBI) vs. (TCC-BI) < 0.05

DISCUSION

Las diferencias en la metodologia observada entre
la primera y segunda parte, se debieron fundamental:
mente a sugerencias hechas por el Profesor Staib del
Instituto Robert Koch de Berlin. que al analizar laff
primera parte. hizo notar lo importancia que tiene ldj
existencia de una acumulacion de deposiciones de las

&
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(nosélo de palomas), bajo condiciones de sequedad
egidas de la influencia directa de los rayos solares,
btener un buen resultado, el que se refleja soloen la
ositividad obtenida en la segunda parte del trabajo
%), Fue fundamental también, haber usado cuatro
s especiales para la deteccion de C. negformans,
acion que puede haber sido una de las causas
pales de la negatividad en sus hallazgos en nuestro
o nacional. Asi, el intento de aislamiento de C.
eoformans en Valdivia por Zaror et al., el afio 1980
os cuales estudiaron principalmente deyecciones
alomasy gallinas, y el trabajo de Toro y Piontelli del
affo 1985 (41), quienes analizaron suelos arenosos en
queda de levaduras patogenas. Staib, durante los
5 1984-1988. realizé un trabajo similar al nuestro,
diando deposiciones de aves en distintos recintos
ados de Berlin, mcluvendo al zooldgico (32). En ese

lazgos en el Zooldgico (22.9%).

1 analisis adicional de otras colonias
riformes encontradas, mostrd una distribucion

/ia (43, tabla 1). Son comparables los hallazgos de
duras de importancia médica como C. albicans, C.
ei, C. pseudotropicalis, C. parapsilosis y C. tropica-
(3,4,13,36), También coinciden las dos primeras

melamgenum por su importancia en el dlagnostlco
C erenc1al con Cryptococcus. Es productor de un
p ‘ento Negro y COmo se aprecia en la tabla I, es

era fase de crecimiento similar a Cryptococcus, pero
ues de algunos dias filamentiza y produce micelio

En nuestra investigacién, se ensayaron cuatro me-
selectivos que pueden ser usados en clinica para un
nostico rapido, de los cuales uno es el medio de Staib
elotro contiene como principio activo al 4cido caf€ico,
bos con y sin bifenilo. El dcido cafeico es oxidado en
sus grupos hidroxilos en las posiciones 3,4 por la
fenoloxidasa que se encuentra en la membrana del C.
teoformans, dando origen a un polimero de melanina,
otorga el color café a la colonia. El medio de Staib
lemostrado ampliamente su eficacia en el aislamiento
ryptococcus, mientras que los medios en base a dcido
aféico cuentan con menos trabajos y demostraciones.

Otrarazon por la cual se escogio el medio TCC, fue
por la dificultad en obtener la semilla de Guizotia

abyssinica en Chile.

El mayor crecimiento y la rapida coloracion café,
se observo en el medio GA, hizo posible la identificacion
del primer C. neoformans aislado del ambiente (deyeccion
de tértola) en Chile al segundo dia. E1 GBI mostré una
positividad al cuarto, mientiras que los otros dos,
demoraron 10 dias, por lo que en un principio se
consideraron negativos. Se observé que los medios en
base a maicena y acido caféico poseen una actividad
inhibitoria sobre el crecimiento de varios hongos y sobre
lavelocidad de crecimiento de C.neoformans, sobre todo
el medio TBI. Con respecto a la coloracion, las colonias
generalmente producian un color café claro tipico en los
medios GA y GBI, que se oscurecia con el transcurso del
tiempo, y un color café oscuro a casi negro en los medios
TCCy TBI. EIl mejor rendimiento del medio GBI en
comparacion a GA, se debe fundamentalmente al menor
sobrecrecimiento de hongos contaminantes en el prime-
ro, lo que facilit6 el reconocimiento de Cryptococcus.

Cabe mencionar que algunas especies de Peni-
cillium impiden el cambio de color sobre el medio de
Staib, por lo cual su contaminaciéon puede afectar el
rendimiento (30). El medio TCC presentd también una
actividad inhibitoria sobre los hongos contaminantes,
pero menor que en los con bifenilo. Esto dificulto el
aislamiento de C.neoformans en algunas muestras de
este medio, por la menor velocidad de crecimiento de la
levadura en comparacién con algunos hongos
filamentosos. En las muestras clinicas el problema de la
contaminacion flingica es bastante menor. Pensamos que
el medio GA o de Staib resulta ser el mds recomendable,
pero por la dificultad de obtener las semillas de Guizotia
abyssinica creemos que el medio TCC representa una
buena alternativa.

El hecho que solamente aislamos Crypfococcus
neoformansvar. neoformans mediante el medio CGBes
concordante con los hallazgos de otros trabajos (10,40) y
confirma nuevamente, que las deposiciones de-aves no
forman parte del habitat natural del Cryptococcus
neoformans var. gaitii.

En las preparaciones microscépicas con tinta china
de los cultivos primarios, pudimos comprobar, como fue
descrito también por Norman Conant (2), la presencia de
tubos germinales cortos. En esta etapa casi no se advierte
capsula, la que se desarrolla recién en forma mas notoria
en los subcultivos.

No usamos la inoculacion experimental en ratones
blancos para demostrar la patogenicidad de las cepas
aisladas, ya que la virulencia de estas cepas ha sido
demostrada en otros trabajos (15, 24).

Mucho se ha especulado sobre los mecanismos de
dispersion del C. neoformansy el rol de la paloma en ese
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aspecto (1.3.8.37.39). Con Swinne, quién aislo por
primera vez el hongo del buche de las palomas (37). tuvo
auge la teoria endosaprofitica, o sea que la paloma
portaria el hongo en el buche. Hubo posteriormente otras
investigaciones, que también tuvieron éxito en aislar el
hongo de esa parte anatémica (6.9.24). A pesar que la
frecuencia de portacion reportada por estos investigado-
res fue relativamente baja (1.25% a 8.2%), permitio
aceptar ampliamente el concepto de la paloma como
portadora.

Es necesario tener presente que el hongo no sélo se
ha aislado de deyecciones de palomas, sino tambiénde las
excretas de muchas otras aves (8.20.23,26), incluso de
deposiciones de murciélagos (4) y también del aire (25,
31.32.37).Basandose en datosy losresultados irregulares
de portacidon en las palomas reportados por Swinne
(38.39), estos sugieren un rol mas bien secundario de la
via endosaprofitica v dan una mayor importancia a los
otros mecanismos de dispersion del hongo. tales como: la
via aérea vy el transporte en el plumaje. Se demostré por
primera vezen 1962, que las deyecciones de aves con sus
componentes nitrogenados de bajo peso molecular
(purinas. creatinina. urea etc.). forma un substrato nutri-
tivo para el taxon (21). C. neoformans es capaz de
degradar estos compuestos nitrogenados altamente con-
centrados. ademas de ser resistente a la desecacion (22).
Si este material organico es expuesto a la humedad o a la
lluvia. el crecimiento concomitante de bacterias que
producenuna alcalinizacion del medio. llevan a la muerte
el Cryptococcus (32). Estas circunstancias son las res-

Figura 1: Rendimiento comparativo de diferentes medios de cultivo en el aislamiento de 35 cepas de
C. neoformans (%) ;

ponsables de que generalmente no se recupere de lugares
expuestos a la influencia del medio ambiente. La baja
positividad de C. neoformans obtenida en deposiciones
frescas ( en nuestro caso fue negativa), como los trabajos
de Gugnani (5) y de Restrepo (16), confirman est¢
planteamiento. Pensamos por lo anterior, que ademas de
la via aérea, la portacion del hongo entre el plumaje dela
paloma. constituiria un mecanismo de dispersion
importante. Los propagulos serian principalmente lleva-
dos de esa forma de un palomar a otro, colonizando las
deposiciones secas ya previamente acumuladas. La
condicion de la paloma como portadoradel Cryptococcus
en su buche,. se deberia a degluciones accidentales.

Como el hongo se aislo de diferentes lugares|
geograficos de Santiago. es de suponer que se encuentra
ampliamente distribuido en la region Metropolitana. En
los recintos hospitalarios, fue aislado del entretecho de
los edificios. donde se refugiaban las palomas y por ende
existia una acumulaciéon de heces bajo condiciones
oOptimas para su colonizacion. Con respecto al criaderoy
las devecciones de las aves presuntamente positivas. cabe
mencionar que en época de no apareamiento, lasjaulasde
las diferentes especies de gallinas se encuentran abiertas,
permitiendo una libre circulacién de éstas. Por esto, las
excretas positivas se atribuyeron a las aves que
normalmente residen en las jaulas. Esta situacion no s/
observo en el Zoologico. ya que las jaulas siempre se
mantienen cerradas y todas las aves examinadas tienen
una larga permanencia en ellas.
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| CONCLUSIONES

i Estos resultados corresponden a los primeros aisla-
‘mientos de C. neoformans en nuestro pais desde una
fuente exdgena natural (deyecciones de aves). Es
importante destacar que las muestras positivas fueron
obtenidas de lugares protegidos de la lluvia y los rayos
;srglares y que el rendimiento de los medios de cultivo en
las muestras protegidas fue satisfactorio ( 24.3% ). La
presencia de C.neoformans en todos los lugares
“examinados (Hospitales, Zoologico v Criadero), permite
- suponer una amplia distribucion geografica en la Region
; IMetropolitana. Los cuatro medios de cultivo empleados

il
- 1. Abou-Gabal, M.& Atia, M. (1977). Study ofthe role of pigeons in the
o dissemination of Cryptococcus neoformans innature. Castellana.
10: 63-68.

Edicion, Nueva Editorial Interamericana, pp. 234

;‘}.'Enunons.C.\\'. (1969). Pathogenic yeasts. Antonie Van Leeuwenhoek.
B 35:113-127.

: AQ.IGugnani ,H.C. & Shrivastav, J.B. (1972). Occurrence of pathogenic
~fungiinsoil in India. Indian J. Med. Res.. 60 : 40-47.

Gugnani, H.C. & Njoku-Obi, A.N.U. (1973). Occurrence of Crypto-
3 coccus neoformans in pigeon excreta in Enugu (Nigeria). The
W.AM.I. October: 121-122.

GA+TCC TCC+TBI
(n=27) (n=27)

MEDIOS DE CULTIVO

pero el mas efectivo para recuperar la levadura de las
muestras de deyecciones de aves, fue el de Staib con
bifenilo (88.6%), mientras que el mas rapido para
detectar C. neoformans fue el de Staib sin bifenilo (2
dias). Todaslas cepas de C. neoformans var.neoformans,
correspondieron a los serotipos AD.

Actualmente no puede despreciarse el riesgo de
contagio en personas inmuno-comprometidasy es por lo
tanto aconsejable, que éstas no se expongan a los lugares
donde frecuntemente habita C.neoformans, ni mantengan
aves enjauladas como mascotas.

Esesencial considerarenclinicael empleo rutinario
de un medio de cultivo de diagndstico rapido.
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