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CRIPTOCOCOSIS EN OVINOS: AISLAMIENTO DE UNA CEPA
RINOTROPICA Y ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO

Ovine Cryptococosis: Isolation of a rhinotropic strain and pathologic anatomy study

RESUMEN

Se tomoé una biopsia de un abultamiento en el drea nasofacial
de un ovino hembra, prefada, mestiza West African de tres 3
afios de edad y 25 Kg. de peso. Al examen directo del
exudado se observaron abundantes levaduras encapsuladas
caracteristicas del Cryptococcus neoformans (C. neoformans),
la cepa fue aislada en agar dextrosa Sabouraud (SDA) y crecida
en agar niger. Se realizé una evaluacion histopatoldgica de la
biopsia, observdndose numerosas levaduras encapsuladas en
una malla de tejido conectivo fibroso con gran cantidad de
leucocitos (neutréfilos, macréfagos y linfocitos) en el drea de la
dermis. El animal fue sacrificado posterior al parto,
presentando evidencia de caquexia avanzada e inanicién. Se
realizaron evaluaciones macroscopicas e histopatoldgicas,
observando una masa de tejido blando, mucinoso, gelatinoso,
de color gris ambarino, cubierta por epitelio cutdneo lacerado
en el area nasofacial izquierda. Histopatoldégicamente la masa
estaba constituida por tejido fibroconectivo laxo mucinoso, en
forma de malla, habia gran cantidad de células inflamatorias
similares a las de la biopsia, en conjunto con estructuras
levaduriformes translicidas, encapsuladas, de 3 a 9 micras de
didmetro, con coldgeno y fibrocitos. Se realizé coloracion
especial de Mucicarmin, evidenciando las caracteristicas
tipicas del C. neoformans. La cepa aislada fue

Recibido: 24/09/93. Aceptado: 20/ 09 / 94.

Francisco Yegres .
Oswaldo Vale Echeto
Nicole Richard Yegres,
Guillermo Zeppenfeldt
Frank Arias

' Programa de Medicina
Universidad Nacional Experimental "Francisco de Miranda”
Apartado 7482. Coro, Estado Falcdn, Venezuela
* Facultad de Ciencias Veterinarias
Universidad del Zulia
Maracaibo, Estado Zulia, Venezuela

experimentalmente inoculada en ratones a nivel del rea nasal,
reproduciendo |as lesiones en estos animales.

Palabras claves: Cryptococosis, ovino, biopsia, necropsia,
inoculacion.

ABSTRACT

A biopsy sample was taken from a swelling on the nasofacial
area of a pregnant West African ewe, 3 years old and 25 Kg of
body weight. On the direct examination great number of
capsulated yeasts of Cryptococcus neoformans (C.
neoformans) were observed; the strain was isolated in
dextrose Sabouraud agar (DSA) and grown in niger agar. The
cutaneous biopsy sample was histopatologically evaluated and
a great number of capsulated yeasts were seen in a matrix of
collagen and conective tissue along with a number of
leukocytes (neutrophils, lymphocytes and macrophages) in the
dermal layer. The ewe was euthanized after lambing, showing
caquexia and starvation. A pathologic anatomy study was done
and there was a soft-gray mass of tissue covered by a
lacerated epithelium on the left nasofacial area, and there were
other pathologic changes described. Histopathologically, the
mass of tissue was composed of mucinous fibroconective
tissue on a net fashion, with a great number of leukocytes
similar to those seen in the biopsy; besides, there were many 3
to 9 microns of diameter yeasts with collagen and fibrocytes. A
special mucicarmine staining method was made to show the
typical characteristics of the C. neoformans. The isolated strain
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was experimentally innoculated in the nasal area of white mice,
reproducing the lesion in these animals.

Key words: Cryptococosis, ovine, biopsy, necropsy,

innoculation.

INTRODUCCION

La Criptococosis es una enfermedad micética sistémica
causada por la levadura Criptococcus neoformans, la cual se
adquiere por inhalacién [2]. La infeccion primaria ocurre en pul-
mon y suele diseminarse al sistema nervioso central si no se
diagnostica a tiempo [3]. Los serotipos existentes en Venezue-
la son A,By D [9]. El hongo C. neoformans ha sido relacionado
con gallineros y palomares; estas aves estarian protegidas por
su elevada temperatura corporal. Se han descrito casos en
equinos, felinos y bovinos, reportdndose mastitis por Cripto-
coccus en vacas lecheras [1,2,6]. En el presente estudio pato-
ldgico y micolégico se describe un caso espontdneo de Cripto-
cocosis nasofacial en un ovino hembra West-African, proce-
dente del area de Cebollal, Municipio Miranda del Estado Fal-
cén. También se comprueba la patogenicidad de la cepa aisla-
da del ovino por inoculacidn experimental en ratones blancos
[5]. Existen reportes de la existencia de la enfermedad como
zoonosis en diferentes especies animales e incluso en el hom-
bre [6]. Los objetivos del presente trabajo son, reportar un
caso natural de Criptococosis espontanea en ovinos y el aisla-
miento de la cepa mediante técnicas micoldgicas. También se
establece un estudio anatomopatoldgico y se mide el poder pa-
tégeno a través de la inoculacion de animales experimentales.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Un ovino hembra West-African en avanzado estado de
gestacién fue reportado en el drea de Cebollal, Estado Falcdn,
con una lesion en el area nasofacial izquierda. Se tomé una
biopsia por incision del tejido lesionado y se permitid que el
animal tuviera su parto normal. El animal fue tratado con Keto-
conazol y yoduro de sodio en el area de la lesién. Posterior-
mente el animal fue sacrificado para realizar el estudio anato-
mopatoldgico [4]. Ratones blancos de laboratorio fueron inocu-
lados experimentalmente con la cepa del hongo previamente
aislada.

Estudio micolégico

Se realizé un examen directo de la muestra con tinta chi-
na. La cepa fue aislada y mantenida en agar Sabouraud. Para
la confirmacion de la produccion de fenoloxidasa el hongo cre-
ci6 en medio de cultivo con extracto de Guizotia abyssinica
(agar niger).

Biopsia

Se tomd una muestra del tejido obtenido y fue procesada
mediante las técnicas rutinarias para tejidos animales y colo-
reada con Hematoxilina y Eosina [7]. La muestra fue evaluada
al microscopio de luz.

Necropsia

El ovino fue sacrificado posterior al parto gemelar, y
exanguinado para el estudio anatomopatolégico. Se realizd la
técnica de necropsia rutinaria mediante incisién ventral y se
abordaron los érganos de las cavidades toraxicas y abdominal
para su correspondiente evaluacion [4]. Los cambios patologi-
cos observados fueron fotografiados y los tejidos fueron reco-
lectados y fijados en solucién de formalina al 10%, en frascos
de vidrio con tapa metdlica, por tres dias [7].

Los tejidos fijados fueron recortados y colocados en ces-
tas plasticas para el procesamiento de lavado, deshidratacion,
inclusién, rehidratacion y montaje. Las técnicas de coloracion
fueron Hematoxilina-Eosina (H-E), Mucicarmin y Grocott, se-
gun descritas en el manual de técnicas para tejidos animales
[7]. Las muestras fueron evaluadas al microscopio de luz y fue-
ron tomadas microfotografias.

Las muestras de tejidos fueron utilizadas para la realiza-
cién de frotis por aposicién y siembra del material en medio de
cultivo selectivo. Los frotis fueron clarificados con KOH (Hidré-
xido de Potasio) al 10% o coloreados con Grocott y tinta china
y las muestras sembradas en agar [7].

Estudios de Patogenicidad

Diez (10) ratones blancos como animales de experimen-
tacion fueron inoculados en cada fosa nasal con 0,1 ml del cul-
tivo en medio YPG liquido, a temperatura ambiente, de la cepa
aislada del ovino e identificada como UNEFM 91001. Los rato-
nes fueron sacrificados a los tres meses y se realizé el estudio
anatomopatolégico correspondiente [4].

RESULTADOS

En el rebafio se observé un solo animal afectado. La
oveja se encontraba en avanzado estado de gestacion y pre-
sentaba marcada dificultad respiratoria. El tratamiento local
instaurado no tuvo éxito, desarrollandose una lesién ulcerativa,
sangrante, nodular y proliferativa, de 10 x 15 cm. en el drea
nasofacial izquierda, FIG. 1. La temperatura corporal del ani-
mal era normal.

Micologia

Al examen directo se comprobdé la presencia de levadu-
ras capsuladas, asi como en la coloracién con tinta china. Los
cultivos presentaron la apariencia pastosa y color crema, ca-
racteristicos de las colonias de Cryptococcus neoformans, re-
sultando positivos los cultivos en agar niger.
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FIGURA 1_. VINO HEMBRA CON LESION NODULAR
PROLIFERATIVA Y ULCERATIVA EN AREA NASOFACIAL
IZQUIERDA.

Biopsia

El estudio y evaluacion de la biopsia demostrd la pre-
sencia de una lesién proliferante, micdtica, en el drea de la
dermis. El tejido lesionado se presentaba como una masa
blanda, mucinosa, gelatinosa, de color gris ambarino, cubierta
por epitelio cltaneo. Histopatoldgicamente se pudo determinar
que la masa estaba constituida por tejido fibroconectivo laxo
en farma de malla con gran cantidad de levaduras capsuladas
y células inflamatorias (neutréfilos, macrofagos y linfocitos),
FIG. 2, estableciéndose un diagndstico de Dermatitis micdtica
proliferativa por Cryptococcus.

Necropsia

Durante el estudio del cadaver se observd, a nivel del
drea nasofacial izquierda, una masa ulcerada, necrosada, pro-
liferante y sangrante constituida por tejido duro fibroso, en su
porcidn externa, y gelatinosa, blanda, de color grisaceo, en su
porcién interna. El ndédulo linfatico mandibular se observé tu-
mefacto y exudaba un liquido seroso, FIG. 3.

La condicion fisica del animal era deplorable cen avan-
zado estado de caquexia e inanicién, con escasa grasa corpo-
ral y perivisceral. La cavidad torédxica contenia 5-10 cc de liqui-
do seroso amarillento y en la cavidad abdominal se encontra-
ron dos (2) estructuras quisticas en forma de bolsas, FIG. 4,
translucidas, lienas de un liquido claro y con un punto blanque-
cino en su interior; este material fue remitido al laboratorio de
parasitologia para su identificacién, pudiendo evidenciar que
se trataba de quistes parasitarios (Cisticercosis).

La cavidad nasal presentaba una masa gelatinosa, grisa-
cea, blanda, que ocupaba el lumen de la cavidad y presionaba
el epitelio nasal, FIG. 5. Habia un exudado ambarino pegajoso
en las mucosas nasal, traqueal y bronquial. EI pulmén izquier-
do presenté un drea nodular de 1 cm de diametro y al corte te-
hia un material caseoso amarillo, FIG. 6. Las visceras abdomi-
nales presentaban un material translicido, geiatinoso, en su

FIGURA 2. BIOPSIA DE MASA TISULAR CON CELULAS
INFLAMATORIAS NEUTROFILOS (a) Y MACROFAGOS (b)
CON LEVADURAS ENCAPSULADAS (c). 40X MUCICAR-
MiN.

...... M@M
FIGURA 3. AREA NASOFACIAL CON MASA DE TEJIDO
FIBROSO Y GELAT!NOSO DE COLOR GRIS (A). NOTESE
LA TUMEFACCION DEL

MANDIBULAR (B).

NODULO  LINFATICO

FIGURA 4. ESTRUCTURAS QUISTICAS EN FORMA DE
BOLSAS TRASLUCIDAS CON LIQUIDO CLARO EN SU
INTERIOR.
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FIGURA 5. MASA TISULAR GELATINOSA GRISACEA (A) FIGURA 8 CEREBRO CON VASODILATACION Y
OCUPANDO EL LUMEN DE LA CAVIDAD NASAL. CONGESTION DE LAS MENINGES.

FIGURA 9. OBSERVESE EL TEJIDO EN FORMA DE MALLA
(A). LAS CELULAS INFLAMATORIAS (B) ALREDEDOR DE
LAS LEVADURAS CAPSULADAS (C). 60X. MUCICARMIN.

¥

FIGURA 6. PULMON Y TRAQUEA. NOTESE EL EXUDADO
ESPUMOSO (A) EN TRAQUEA Y EL AREA NODULAR EN
EL PULMON IZQUIERDO.

periferia. El higado estaba reducido de tamano y de color os-
curo.

El corazdn no presentaba grasa en el surco coronario,
sino un maierial serosc-gelatinoso. El ventriculo izquierdo te-
nia la pared engrosada, FIG. 7, y presentaba un puntillado
blanquecino al corte; el ventriculo derecho estaba dilatado y
tenia una pared flacida. El bazo estaba reducido de tamaho.
Algunos nddules linfaticos cérvico-faciales estaban tumefactos
y hemorragicos.

El cerebro presentaba congestion de las meninges y va-
sodilatacion marcada, FIG. 8.

Histopatologia
La masa de tejido nasofacial estaba constituida por teji-
. do fibroconectivo laxo en forma de malla y presentaba gran
B - B cantidad de células inflamatorias (neutrdfilos, macréfagos y lin-

%EURAT PAI;lED VENTFIICiJL;\R )IZQUVIENRDAA M.CON focitos); se observaron numerosas estructuras levaduriformes,
ENGROSAMIENTO Y PUNTILLADO BLANQUECINO (A). capsuladas, translicidas, FIG. 9, de 3-9 micras de didmetro,
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FIGURA 10. MUCOSA NASAL CON EXFOLIACION Y
PERDIDA DE CILIOS (A). NOTESE EL SUAVE INFILTRADO
DE MONONUCLEARES EN SUBMUCOSA (B). 40X (H-E).

mezcladas con coldgeno y fibrocitos. La mucosa nasal estaba
exfoliada y con un leve infiltrado de mononucleares en la sub-
mucosa, FIG. 10. El parénquima pulmonar presenté vasodila-
tacién e hiperemia difusa, atelectasia y enfisema, con acumu-
los de tejido linfoide en algunas areas. Habia broncodilatacién
marcada e hiperplasia del epitelio bronquial con infiltracién di-
fusa de macrdéfagos.

El corazén presentéd palidez de las fibras cardiacas con
hialinizacién del citoplasma y pérdida de las estriaciones trans-
versales. Se observaron estructuras quisticas intrafibrilares
(Sarcocystis) de color morado, con moderado infiltrado linfoci-
tario interfibrilar.

El tejido esplénico presentd disminucién del tamafno de
los centros de Malpighi y dreas de hemorragia con hemoside-
rosis en la pulpa roja. Los nédulos linfaticos tenfan un infittrado
linfohistiocitario con células plasmaticas e hiperplasia reticular
con fibrosis.

El tejido hepdtico presenté tumefaccion de hepatocitos
con desorganizacién estructural. Se observaron dreas focales
de infiltrado linfohistiocitario y congestion moderada de los si-
nusoides.

El parénquima cerebral, cerebelo y médula espinal, pre-
sentaron moderado grado de vacuolizacidn y gliosis. Los vasos
meningeos estaban dilatados y congestivos.

Inoculacién experimental

Todos los ratones experimentales inoculados desarrolla-
ron granulomas nasales, FIG. 11, en forma nodular, en los
cuales se comprobd la presencia del hongo por examen direc-
to y estudios patolégicos. Ninguno de los ratones presentdé ma-
nifestaciones nerviosas que indicara afeccidon en el sistema
nervioso central. Aun cuando se cbservé un incremento del ta-
mafo de los pulmones e higado en los ratones inoculados,

FIGUA 11. GRANULOMA NASAL EN
INOCULADO. OBSERVESE EL NODULO (A).

FIGUFI 12. N()TESI; EL INCREMENTO SIGNIFICATIVO DE
TAMANO EN PULMON (B) INOCULADO.

FIG. 12, no se pudo demostrar diseminacion del hongo a nivel
de estas visceras.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se reporta, por primera vez en el pais un caso de Cripto-
cocosis en ovinos. Se estudia la virulencia (poder patégeno) y
poder de invasion del agente causal. Aun cuando el animal
presenté evidencia de lesiones significativas de una desnutri-
cién global aguda, con inmunodepresién y estado de prefiez
avanzado, la cepa del hongo no se diseminé en el ovino. Este
hongo es considerado oportunista y recientemente ha sido re-
lacionado con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(S.1.D.A.) [8,9]. Hay un reporte de una cepa aislada del liquido
cefaloraquideo de un paciente positivo para Virus de Immuno-
deficiencia Humana (VIH), dicha cepa fue rinotrépica en rato-
nes inoculados por via intraperitoneal. [8].

La incapacidad de invasion sistémica podria estar rela-
cionada con la temperatura corporal [1], siendo ésta de 39°C
en ovinos, en condiciones ambientales naturales, de esta ma-
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nera la condicién para el desarrollo e invasién del hongo es
poco probable. Sin embargo, en virtud de que no se detectd in-
vasién y diseminacién sistémica del hongo en los ratones, ani-
males susceptibles a desarrollar Criptococosis cerebral se con-
sidera que la cepa aislada difiere bioldgicamente de las que
usualmente se aislan de procesos patolégicos en humanos.[9]
Se concluye que es de singular importancia continuar algunos
estudios sobre los aspectos biolégicos del aislado para diluci-
dar las caracteristicas que no permiten una invasion sistémica
y diseminacion al sistema nervioso central.

Las lesiones de atrofia serosa de la grasa y las observa-
das en el bazo, reflejan un estado de desnutricién global agu-
da, los sarcocystes fueron considerados como hallazgo anato-
mopatoldgico en un animal inmuno-deprimido.

Las observaciones anatomopatoldgicas generales evi-
dencian un estado de desnutricién e inmunodepresion en el
ovino y se pudo demostrar que el hongo tiene caracteristicas
rinotrépicas debido a las lesiones focales en drea nasofacial
externa y cavidad nasal, FIG. 1. Esto concuerda con reportes
de investigacién sobre una cepa rinotrépica en ratones [5,8].

Las lesiones observadas en pulmén fueron consideradas
como un foco abscedado o caseoso probablemente debido a
una bacteria piogénica. La presencia de quistes parasitarios en
la cavidad abdominal es frecuente en estos animales, FIG. 4.

Los resultados de este trabajo aportan informacién origi-
nal sobre el efecto patégeno y los cambios patolégicos obser-
vados en una Cryptococosis natural en un ovino. También se
concluyé que la inoculacién experimental de ratones con la
cepa aislada, reprodujo la enfermedad como ocurre en su for-
ma natural.
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