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RESUMEN

El complejo Cryptococcus spp. esta constituido por hongos saprofitos y se encuentra en arboles y aves, siendo su estudio
relevante para la region sur oriente del pais, dada la prevalencia de la infeccion que ocasiona. Con el objetivo de
identificar especies de Cryptococcus aisladas de medios naturales del estado Bolivar y Anzoategui (Venezuela), se
recolectaron 576 muestras de Eucalyptus camadulensis presentes en las plantaciones de Productos Forestales de Oriente,
C.A. (PROFORCA) Los Hachos, Coloradito y Maripa; 20 muestras aéreas y 50 muestras de excretas de aves
comercializadas en Ciudad Bolivar. Todas las muestras fueron sembradas en agar Sabouraud dextrosa cloranfenicol,
agar Guizotia abyssinica-creatinina y agar Helianhus annus, por duplicado. Las levaduras fueron identificadas mediante
pruebas biogquimicas y asimilacion de azlcares mediante el sistema de Api 20C y Api 32C (Biomérieux®), test de
resistencia a la actidiona y produccion de fenoloxidasa. Los aislamientos identificados como Cryptococcus spp., fueron
sembrados en medio con L-canavanina glicina azul de bromotimol. Los hongos aislados en las muestras vegetales
fueron: Aspergillus spp., 75% (n = 432), Mucor spp., 9,5% (n = 55) y Penicilium spp., en 3,3% (n = 19). Cryptococcus
neoformans fue aislado en el 0,3% de las muestras de E. camaldulensis (n = 2): una muestra de la plantacion de
PROFORCA Los Hachos y otra de la plantacién de Maripa; ademas, en las excretas de pollos y gallinas (2%).
Cryptococcus neoformans fue aislado en fuentes ambientales de los estados Bolivar y Anzoategui, lo cual demuestra la
distribucion ambiental de dicho pat6geno, y contribuye al conocimiento epidemiolégico.

PALABRAS CLAVE: Criptococosis, Eucalyptus camadulensis, excretas, gallinas, pollos.
ABSTRACT

The Cryptococcus spp. complex is a cluster of saprophytic fungi, which is found in trees and birds and its study is
relevant for the south-eastern region of the country, given the prevalence of the infection that it can cause. To identify
the Cryptococcus species in natural environments in Bolivar and Anzoategui states (Venezuela), 576 samples of
Eucalyptus camadulensis from plantations of Productos Forestales de Oriente, C.A. (PROFORCA) Los Hachos,
Coloradito and Maripa; 20 air samples and 50 excreta samples from poultry commercialized in Ciudad Bolivar, were
collected. Samples were cultured in Sabouraud dextrose chloramphenicol agar, Guizotia abyssinica-creatinine and agar
Helianhus annus by duplicate. Yeasts were identified by biochemical tests and sugars assimilation by Api 20C and Api
32C (Biomérieux®) systems, resistance test to actidione and phenoloxidase production. The isolates identified as
Cryptococcus spp. were inoculated in L-Canavanine glycine bromothymol blue media. Isolated fungi from plant tissue
samples were: Aspergillus spp., in 75% (n = 432), Mucor spp., 9.5% (n = 55) and Penicilium spp., in 3.3% (n = 19).
Cryptococcus neoformans was isolated from 0.3% of samples (n = 2) from E. camaldulensis: a sample from
PROFORCA Los Hachos and another from Maripa’s plantation; and from chickens and hens excreta samples (2%).
This study demonstrate that Cryptococcus neoformans was isolated in environmental sources from Bolivar and
Anzoétegui states, pointing out the environmental distribution of this pathogen, and contributing to its epidemiological
knowledge.

KEy woRbps: Cryptococcosis, Eucalyptus camadulensis, excreta, hen, chicken.

INTRODUCCION encapsuladas ambientales que pertenecen al género
Cryptococcus, incluidos los Complejos de especies
La criptococosis es una enfermedad C. neoformans y C. gattii frecuentemente (Hagen et
potencialmente letal, especialmente en huéspedes al. 2015, Kwon-Chung et al. 2017).
inmunocomprometidos (Hagen et al. 2015, Kwon- . .
Chung et al. 2017, Rajasingham et al. 2017, Las infecciones por Cryptococcus spp., se
Rakotoarivelo et al. 2020). Es causada por levaduras adquieren de las fuentes ambientales y como

consecuencia de la inhalacién de blastoconidias o
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basidiosporas deshidratadas que van hacia los
pulmones del individuo susceptible y de alli puede
diseminarse a diferentes érganos y tejidos
principalmente pulmones y sistema nervioso central
(Lin y Heitman 2006, Temfack et al. 2019).

Cryptococcus  spp., posee una peculiar
distribucién geogréafica de sus variedades y serotipos,
habiéndose encontrado una elevada incidencia de C.
neoformans en Europa y en el norte de América,
mientras que en zonas tropicales o subtropicales, C.
gattii es el que predomina (Kwong-Chung y Nenett
1984, Cogliati et al. 2016). Esta distribucién
geografica hace importante el estudio de su habitat
natural, como posible fuente de contacto para
individuos susceptibles (Nishikawa et al. 2003),
tanto inmunocompetentes como
inmunocomprometidos, debido a que la transmision
de la infeccion es a través de fuentes ambientales
(Moreira_et al. 2006, Gugnani et al. 2020).

Cryptococcus neoformans se ha aislado
principalmente de excrementos de paloma (Columba
livia), en entornos urbanos y suelos (May et al.
2016). Ademas, se ha aislado de varias especies de
corteza y los huecos del tronco de los arboles (Ellis y
Pfeiffer 1990, 1992, May et al. 2016). C. gattii ha
sido aislado de tejidos vegetales de Eucaliptus
camadulensis, Eucalyptus tereticornis y en mas de
10 especies de arboles nativos de la Isla de
Vancouver (Eucalyptus spp., Arbutus menziesii,
Alnus spp., Cedrus spp., Pseudotsuga spp., entre
otras) (Ellis y Pfeiffer 1992, Kidd et al. 2004,
MacDougall et al. 2007); y se ha podido
correlacionar la distribucion geografica de dicho
arbol con la incidencia de esta levadura en muestras
clinicas (Kwong-Chung y Nenett 1984, Casadevall y
Perfect 1998, Quintero et al. 2005).

El objetivo de este estudio fue investigar la
presencia de especies de Cryptococcus de fuentes
ambientales: arboles de eucalipto (Eucaliptus
camadulensis), muestras de aire del ambiente de las
plantaciones de eucaliptos de los estados Bolivar y
Anzoéategui v, en las excretas de aves de corral de
Ciudad Bolivar, estado Bolivar; con la finalidad de
contribuir al conocimiento epidemioldgico de la
infeccion por Cryptococcus spp., en la regién.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio prospectivo y descriptivo.
Previa obtencion de los permisos de las autoridades
competentes, se seleccionaron al azar arboles de
Eucalyptus camadulensis  presentes en las
plantaciones de Productos Forestales de Oriente,
C.A. (PROFORCA) Los Hachos (latitud:
8°29'58.49"N, longitud: 63°23'0.03"0),

PROFORCA Coloradito (latitud: 8°45'12.10"N,
longitud: 63°27'2.51"0) y de las plantaciones de
Maripa (Corporacion Venezolana de Guayana-CVG)
(latitud: 7°23'33.04"N, longitud: 65° 8'48.67"0).
Ademads, 20 muestras aéreas de dichas plantaciones
y 50 muestras de excretas de aves (pollos y gallinas)
de algunas ventas de aves de corral de varios
establecimientos de Ciudad Bolivar, estado Bolivar,
Venezuela.

Se tomaron muestras vegetales: de la corteza y
hojas de los arboles de Eucalyptus camadulensis, que
se encontraban en estado de descomposicién y fueron
colocadas en bolsas plasticas de primer uso, con
cierre hermético. Las flores no se recolectaron
porque no las hubo en el momento del estudio. Las
muestras se identificaron y se transportaron al
Laboratorio de Parasitologia y Microbiologia de la
Escuela de Ciencias de la Salud “Dr. Francisco
Battistini”, Universidad de Oriente, Nucleo de
Bolivar, estado Bolivar-Venezuela, para su
procesamiento.

Las muestras de excretas de aves fueron
recolectadas con baja lengua de madera estéril y
colocadas en placas de Petri estériles, se sellaron y
rotularon; luego se dispusieron en bolsas plasticas de
primer uso, con cierre hermético, para su traslado.
Cada muestra se dividié en dos porciones. Una
porcidn fue suspendida en solucion salina fisiologica
con cloranfenicol. Se agito y se homogeneizé
vigorosamente durante 15 minutos, luego, se dej6
reposar durante 30 minutos. Del sobrenadante se
tomaron 100 pL y se inocularon en Agar Sabouraud
Dextrosa Cloranfenicol (SDA) (Himedia®), Agar
Guizotia abyssinica-creatinina (AGA) y Agar
semillas de girasol (Helianhus annus) por duplicado.
La otra porciobn de la muestra, se inoculd
directamente en la superficie de los medios de cultivo
SDA, AGA y agar semillas de girasol. Todas las
placas se incubaron a 35°C + 2°C durante 4 semanas,
siendo revisadas diariamente.

Se expusieron 20 placas de Petri, con SDA, AGA
y Agar semillas de girasol, abiertas al aire libre por
espacio de diez minutos, para la recoleccién de
muestras aéreas (método de Koch) (Curo et al. 2005),
en las plantaciones de eucaliptos. Las placas de Petri
expuestas al ambiente fueron incubadas a 35°C y
observadas diariamente hasta evidenciar crecimiento
fingico o hasta por cuatro semanas.

La observacién microscopica directa de las
colonias se realizd mediante un microscopio
(OLYMPUS®) (10X, 25X y 40X). Los hongos
filamentosos se observaron bajo la forma de
numerosos filamentos o hifas, a menudo ramificados
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0 sin septos. Las levaduras se observaron al examen
microscdpico directo. La identificacion de los
hongos aislados se realiz6 mediante las técnicas
estandar de laboratorio. Las colonias que no
esporularon luego de cuatro semanas de incubacion
fueron consideradas como Mycelia sterilia (Calvo et
al. 1980, Pitt y Hocking 1997).

Las colonias sospechosas de levaduras se
estudiaron observando en primer lugar, su
morfologia microscépica utilizando tinciones de azul
de lactofenol y tinta china. Se aislaron las cepas que
presentaron caracteristicas morfoldgicas compatibles
con Cryptococcus spp., sometiéndolas
posteriormente a las pruebas de identificacion y
biotipificacién: identificacion de la capsula, prueba
de la ureasa, produccion de pigmentos (melanina) en
agar de semillas de alpiste (Guizotia abyssinica) y de
girasol (Helianhus annus), crecimiento a 37°C,
ausencia de nitrato-reductasa, estudio de asimilacién
de carbohidratos y nitratos mediante el sistema de
Api 20C y Api 32C (Biomérieux®), test de
resistencia a la actidiona y produccion de
fenoloxidasa. Con los resultados que se obtuvieron
se adjudicé un biotipo de acuerdo al cédigo
correspondiente al sistema comercial Api 20C y 32C
respectivamente. Los aislamientos identificados
como Cryptococcus spp., fueron sembrados en
medio con L-Canavanina Glicina Azul de
Bromotimol (CGB) (Sigma®) para la diferenciacion
entre C. neoformans y C. gattii (Bennet et al. 1977,
Kwon-Chung et al. 1981, Casadevall y Perfect 1998,
Moretti et al. 2008).

Andlisis estadisticos

Se realiz6 estadistica descriptiva, empleando el
Programa SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) para Windows version 21,0.

RESULTADOS

Se recolectaron 576 muestras de tejidos vegetales
(hojas y corteza de los tallos) procedentes de 300
arboles de Eucalyptus camadulensis pertenecientes a
las plantaciones de PROFORCA Los Hachos (n =
103), PROFORCA Coloradito (n = 47) y las
plantaciones de Maripa (n = 150). Los hongos
aislados méas frecuentemente en estas muestras
correspondian a los géneros Aspergillus spp., en 75%
(n = 432), Mucor spp., 9,5% (n = 55) y Penicilium
spp., en 3,3% (n = 19). El género Cryptococcus fue
aislado en el 0,3% (n = 2) de las muestras analizadas
(Tabla 1). Las cepas de Cryptococcus spp., fueron
aisladas en una muestra procedente de la plantacion
de eucalipto de PROFORCA Los Hachos y una
muestra de la plantacién de Maripa. Ambas cepas

fueron aisladas a partir de hojas de los arboles de
eucaliptos identificandose C. neoformans.

En las 20 placas expuestas al aire en las
plantaciones de Eucalipto: PROFORCA Los Hachos
(n = 10); PROFORCA Coloradito (n = 5) y las
plantaciones de Maripa (n = 5), los hongos aislados
fueron Aspergillus spp., en 95% (n = 19) y Mucor
spp., en 5% (n = 1).

En las excretas de pollos y gallinas procedentes
de algunas ventas de aves de corral de Ciudad
Bolivar (n = 50), se aislaron diversos hongos
levaduriformes y filamentos (Tabla 2). Los mas
frecuentes fueron del género Aspergillus spp. (n = 36;
72%), Mucor spp. (n = 4; 8%), Candida
guilliermondii (n = 3; 6%) y sélo hubo un aislamiento
de C. neoformans (2%).

Tabla 1. Hongos filamentosos y levaduriformes aislados en
plantaciones de Eucalyptus camadulensis de los estados
Anzoategui y Bolivar, Venezuela.

Hongos Frecuencia Porcentaje

(n) (%)

Aspergillus spp. 432 75,0
Mucor spp. 55 9,5
Penicilium spp. 19 3,3
Madurella spp. 13 2,3
Fonsecae spp. 10 1,7
Cladophialophora spp. 7 1,2
Acremonium spp. 7 1,2
Curvularia spp 6 1,0
Trichoderma spp. 4 0,7
Exophiala spp. 3 0,5
Scopulariopsis spp. 3 0,5
Cryptococcus neoformans 2 0,3
Pacelomyces sp. 1 0,2
Trichophyton sp. 1 0,2
Rhizopus sp. 1 0,2
Mycelia sterilia 2 0,3
Sin crecimiento 10 1,7

Total 576 100,0

Tabla 2. Hongos filamentosos y levaduriformes aislados en
excretas de pollos y gallinas de Ciudad Bolivar, estado
Bolivar, Venezuela.

Hongos Frecuencia  Porcentaje
(n) (%)
Filamentosos
Aspergillus spp. 36 72,0
Mucor spp. 4 8,0
Cladophialophora spp. 2 4,0
Levaduras
Candida guilliermondii 3 6,0
Trichosporon asahii 2 4.0
Cryptococcus neoformans 1 2,0
Candida famata 1 2,0
Candida albicans 1 2,0
Total 50 100,0
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DISCUSION

En este estudio se aisl6 C. neoformans en la
materia vegetal en descomposicién perteneciente a
&rboles de E. camadulensis, lo que demuestra que
este tipo de materia organica le provee a esa levadura
los requisitos nutricionales basicos, asi como de un
habitat idoneo para su desarrollo. Investigaciones
como la de Quintero et al. (2005), sugieren que al
analizar las fuentes de tipo vegetal es mas probable
encontrar altas densidades del hongo en arboles con
materia en descomposicién (como fue el caso de los
Eucaliptos) que en lugares con escasa cantidad de
detritos (como ocurre con los arboles de almendro).

El aislamiento de C. neoformans en arboles de
Eucaliptos es similar a algunos estudios previos
realizados en Estados Unidos, Brasil y Croacia,
donde varios investigadores han sefialado la
presencia de C. neoformans en materia organica en
descomposicion pertenecientes a diferentes especies
de arboles, entre ellas de especies de Eucalyptus,
Cassia grandis, Senna multijuga, Ficus microcarpa,
Terminalia catappa, Olea europea, Pinus sylvestris
y Moquilea tomentosa (Lazéra et al. 1996,
Litvintseva et al. 2005, Ribeiro et al. 2006, Pllana-
Hajdari et al. 2019).

Cryptococcus neoformans ha sido aislado en
arboles aborigenes pertenecientes a zonas rurales del
Sur de Australia las cuales son areas endémicas de C.
gattii. Se ha demostrado una asociacion especifica
entre C. gattii y E. camldulensis. En esta
investigacion no se aisléd C. gattii en ninguna de las
muestras de estos arboles, solo se aisl6 C.
neoformans. La aparicion de C. gattii y C.
neoformans en el medio ambiente parecia coincidir
con el florecimiento de los é&rboles de E.
camadulensis (Ellis y Pfeiffer 1990, Elhariri et al.
2016).

En la presente investigacion no se aislaron cepas
de C. gattii ni C. neoformans en las muestras aéreas
recolectadas en las cercanias de los arboles de
Eucaliptos, a diferencia de otros estudios realizados
por Ellis y Pfeiffer (1990) donde se aisld esta
levadura. Estos investigadores recolectaron las
muestras aéreas, bajo arboles de Eucalipto que
estaban floreciendo, demostrandose la presencia de
propagulos, los cuales son los transportadores aéreos
del hongo. Quizas, ello explique la razon de los
resultados demostrados en este estudio, ya que en el
momento de la recoleccion de las muestras aéreas en
los &rboles no habia floracion.

Se aisl6 C. neoformans en muestras de excretas
de pollos y gallinas para la venta de Ciudad Bolivar,
este hallazgo concuerda con varias investigaciones
que sefialan la asociacion entre C. neoformans y los
excrementos de aves (Emmons 1955, Littman vy
Schneierson 1959, Bergman 1963, Denton y Di
Salvo 1968, Ansheng et al. 1993, Castanon y Lopez
1994, Casadevall y Perfect 1998, Gugnani et al.
2020). Maltiples estudios sustentan que el
excremento de palomas y aves de corral proporciona
un ambiente sumamente favorable (alcalino,
hiperosmolar, rico en compuestos nitrogenados,
creatinina, xantina, urea y 4&cido drico) para el
desarrollo de Cryptococcus (Rosario et al. 2008,
Gugnani et al. 2020).

El aislamiento de C. neoformans en los
excrementos de pollos y gallinas para la venta al
publico, es un hallazgo importante; ya que implica
que estos establecimientos comerciales son un
héabitat propicio para el mantenimiento del hongo en
el ambiente y, podria constituir una fuente de
infeccion para quienes frecuentan estos sitios o para
los que viven cerca del lugar de venta de estas aves,
ya que las excretas se secan y se podrian esparcir las
blastoconidias del hongo.

El crecimiento de Cryptococcus spp., en las
excretas de las aves esté relacionado con los niveles
de glucosa en el medio. El hecho de que el
aislamiento de Cryptococcus en el guano de aves
marinas no es significativo a menos que el medio sea
complementado con glucosa, apoya esta teoria. De
alli que Cryptococcus tiene predileccion por ciertas
aves (palomas) dependiendo de la composicién de
sus excrementos. Estos hallazgos pueden definir
claramente el papel del excremento de aves, en la
transmisién de C. neoformans (Cermefio et al. 2006,
Nielsen et al. 2007). Sin embargo, las aves no
adquieren la criptococosis, probablemente porque C.
neoformans no puede crecer a la temperatura normal
de su cuerpo (42°C) (Litvintseva et al. 2005).

El aislamiento de C. neoformans en muestras de
tejido vegetal (hojas) de las plantaciones de E.
camadulensis de PROFORCA Los Hachos, estado
Anzoategui y en las plantaciones de Maripa
(Corporacién Venezolana de Guayana), estado
Bolivar, y en excretas de aves de corral de Ciudad
Bolivar, es un hallazgo importante debido a que
sugieren un mayor riesgo de exposicion para los
habitantes que viven en la zona y demuestra la
distribucion ambiental de dicho patogeno en los
estados mencionados.
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