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RESUMEN

En este estudio se tomaron heces de “paloma de castilla” (Coumba livia) de parques y
plazas publicas de El Salvador. Se muestrearon 11 sitios de 8 departamentos, de cada sitio
se tomaron 6 muestras. Se analizaron un total de 66 muestras, de las cuales en 8 (12%) se
encontré evidencia de la presencia de Cryptococcus neoformans. El bajo porcentaje de
heces positivas encontradas, se debe a los factores ambientales de los sitios muestreados.

Esta levadura patdgena, se desarrolla en lugares donde hay heces acumuladas y con poca
radiacion solar. La mayoria de los sitios estudiados estaban bien iluminados y algunos de
ellos eran limpiados constantemente. En contraste, aquellos parques o plazas donde se
encontr6 a C. neoformans, fueron sitios con poca limpieza lo que daba lugar a la
acumulacion de heces y/o con poca iluminacion solar.

No se encontrd una relacion positiva entre el nimero de palomas y la presencia de dicha
levadura. El desarrollo de C. neoformans, no es influenciada solamente por el nimero de
palomas, si no también, como se expuso anteriormente, a la influencia de factores
ambientales. Los resultados no deben interpretarse como que muchas palomas son
inofensivas, sino mas bien, que en donde las condiciones estén dadas, pocas palomas
pueden generar las heces suficientes para representar un riesgo a la salud publica.

Se deben de estudiar los otros 60 diferentes patdgenos relacionados con esta especie de
palomas, ya que es probable que alguno de ellos se vea favorecido con la gran cantidad de
individuos observados en algunos lugares en este estudio. Asi como también, vigilar las
infraestructuras de unidades de salud y hospitales para evitar la anidacion de esta paloma,
lo que implicaria un serio riesgo para la salud de pacientes inmunodeprimidos.

También se debe procurar por parte de las respectivas alcaldias e instituciones de salud una
mejor limpieza de parques y plazas del interior del pais, para evitar un riesgo de contagio
entre sus visitantes y ademas implementar medidas encaminadas a evitar la alimentacién de
estas palomas.



1. INTRODUCCION

La “paloma de castilla” (Columba livia) es frecuentemente sefialada como causante de
enfermedades y del deterioro de monumentos y edificios en las ciudades de todo el mundo.
De acuerdo con Johnston (1998), muchas personas se quejan constantemente sobre la
“paloma de castilla” (C. livia), y sostienen que son un problema para los intereses humanos
por sus habitos de anidacion, la acumulacion de excretas en edificios y monumentos y por
ser fuente potencial de infecciones zoondticas. Se estima que esta especie de paloma porta
60 diferentes organismos patdgenos a humanos, y Cryptococcus neoformans es uno de los
cinco agentes que son transmitidos a humanos regularmente (Acha & Szyfres 2001, Haag-
Wackernagel & Moch 2004).

Solo en Estados Unidos los costos estimados por dafios que causa la “paloma de castilla”
(C. livia) son de $1.1 billones de dolares al afio (Pimentel et al 2005). En El Salvador se
han registrado 435 casos de criptococosis en un periodo de 8 afios (2009-2016) y en el
periodo del 2009 al 2013 se registraron 19 casos fatales (MINSAL 2014, MINSAL 2017).
En este sentido, esta investigacion pretende brindar una nocion de este problema en el pais,
ademas de brindar informacion e insumos a las autoridades correspondientes para ejecutar
las medidas mas apropiadas para un control eficaz de dicha especie.

Uno de los objetivos de esta investigacion fue buscar la presencia C. neoformans en lugares
publicos de 8 de los departamentos mas densamente poblados del pais. Este patégeno
supone un riesgo para la salud publica por el hecho que puede ser propagado por el aire y lo
parques y plazas publicas son, probablemente, los sitios de mayor afluencia en las ciudades;
ya sea para esparcimiento o para comercio. La levadura C. neoformans, fue encontrada en
sitios donde existen las condiciones ambientales para su desarrollo; la evidencia sugiere que
el nimero de “paloma de castilla” (C. livia) en dichos sitios no es un factor fundamental en
la presencia de dicha levadura. El desarrollo de esta levadura parece estar determinada por
factores ambientales y de limpieza en los parques y plazas publicas estudiadas, por lo que
debe ponerse énfasis en la limpieza de dichos lugares a fin de disminuir el desarrollo de
esta levadura y la posibilidad de adquirir criptococosis.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general:

Aislar Cryptococcus neoformans de heces de “paloma de castilla” (Columba livia)
provenientes de lugares publicos de los departamentos de San Salvador, La Libertad, Santa
Ana, Sonsonate, San Miguel, Usulutan, La Paz y Cuscatlan, de El Salvador.

2.2 Objetivos especificos:

Identificar la presencia de C. neoformans en heces de “paloma de castilla” (C. livia)
provenientes de lugares publicos de los departamentos de San Salvador, La Libertad, Santa
Ana, Sonsonate, San Miguel, Usulutan, La Paz y Cuscatlan.

Determinar si existe una relaciéon entre la incidencia de C. neoformans y el nimero de
palomas en los sitios de estudio.



3. MARCO TEORICO
3.1 Antecedentes

Debido a los conflictos que esta especie suscita al publico en general y las autoridades
ambientales y sanitarias por dafios a la infraestructura publica y ser portadores de agentes
patdgenos, esta especie ha sido objeto de innumerables estudios de diversa indole, como
ectoparasitos (Haag-Wackernagel 2005), densidad poblacional (Senar et al 2009),
percepcion del pablico y su relacion con las palomas (Ramirez et al 2008, Ryan 2011),
entre otros.

Sin embargo, los estudios sobre agentes zoondticos asociados a esta especie, han brindado
importante informacion sobre los riesgos a la salud publica que esta especie puede
representar. Muchos estudios a nivel mundial se han enfocado en el aislamiento de la C.
neoformans, por ejemplo, en Nigeria, Nweze et al (2015), aislaron C. neoformans en 39 de
177 (22%) muestras de heces de esta paloma provenientes de 10 locaciones de dicho pais, y
en India Xavier et al (2013), encontraron a esta levadura en 22 de 33 (60.6%) en muestras
del mismo tipo.

Ya en América, Caecido et al (1996) buscaron la presencia de C. neoformans en excretas
de “paloma de castilla” (C. livia) recolectadas en las 20 comunas del perimetro urbano de la
ciudad de Santiago de Cali, Colombia, y encontraron a esta levadura en 59 de 119 (49.5%)
muestras analizadas, cabe mencionar que los autores recolectaron muestras tanto de lugares
de percha y de nidos; aislando la levadura con mayor frecuencia en las muestras de los
nidos.

Colom et al (1997), analizaron 92 muestras ambientales de Alicante, Espafa, en bldsqueda
de levaduras del género Cryptococcus, encontrando a C. neoformans en 73 muestras
(79.3%). Estos autores analizaron y compararon muestras de heces de palomas urbanas y de
palomas enjauladas, encontrando en las muestras de palomas enjauladas la mayor presencia
de C. neoformans.

De igual manera, en el perimetro urbano de Ica, Pert, Curo et al (2005) evidenciaron la
presencia de C. neoformans en 17 de 124 muestras (13.7%). Estos autores recolectaron
muestras de palomares y también ocuparon cajas Petri expuestas al aire para la recoleccion
de esporas de esta levadura. En Meérida, Venezuela, Pérez de Salazar et al (2011),
analizaron muestras de polvo transportado por el aire y provenientes de aceras, tanto de
areas concurridas y no concurridas por palomas de castilla. En este estudio se encontr6
Cryptococcus spp. en ambas muestras. La especie C. neoformans solo se encontrd en un
2% de la muestra.



En Meéxico, Canonico-Gonzalez et al (2013), analizaron 50 muestras tomadas
aleatoriamente en 3 municipalidades de la ciudad de Monterrey, aislando dos especies del
género Cryptococcus: C. neoformans y C. albidus en 10 de las muestras obtenidas. El
porcentaje de aislamiento de la especie C. neoformans fue de 5%.

En El Salvador, existe solamente un estudio llevado a cabo con esta especie. Ayala de
Chavarria et al (2011), aislaron C. neoformans de muestras ambientales contaminadas con
heces de “paloma de castilla” (C. livia), de un total de 52 muestras (material obtenido de
nidos con excremento de palomas o sélo excretas acumuladas de palomas), en 19 se aislé
C. neoformans, en 36.5% de las muestras.

3.2. Caracteristicas generales de la “paloma de castilla” (Columba livia Gmelin, 1789)

3.2.1 Taxonomia de “paloma de castilla” (Columba livia)

La “paloma de castilla” (C. livia), pertenece al reino animal, del filo Chordata, de la clase
Aves, del orden de los Columbiformes, de la familia Columbidae, cientificamente se le
conoce como Columba livia (Terres 1995) (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la “paloma de castilla” (Columba livia) (Terres, 1995).

Reino Animal
Filo Chordata
Clase Aves
Orden Columbiformes
Familia Columbidae
Nombre cientifico Columba livia (Gmelin, 1789)

3.2.2 Morfologia de “paloma de castilla” (Columba livia)

Los adultos de “paloma de castilla” (C. livia) son gris oscuro en gran parte con tonalidades
purpura y verde en el cuello; alas grises, cobertoras medianas y secundarias con las puntas
negras, lo cual forman dos barras negras que atraviesan el ala cuando esta doblada. El pico
es negro Yy las patas color magenta (Stiles & Skutch 2007). Las aves que se asemejan mas a
sus ancestros silvestres tienen la cabeza y el cuello mas oscuro que la espalda, barras negras
en las alas interiores, rabadilla blanca.



El macho es un tanto mas grande que la hembra, aunque el macho y la hembra pueden no
presentar alguna diferencia fisica obvia, lo que puede deberse a que comparten de igual
manera el cuidado parental del pichdn. Algunas especies de la ciudad y el campo son
totalmente blancos, otros son una mezcla de blanco y gris sin la rabadilla blanca (Terres
1995, National Geographic 1999, Haag-Wackernagel s. f.).

3.2.3 Habitos de la “paloma de castilla” (Columba livia)

Los individuos silvestres habitan principalmente areas urbanas, en donde anidan en
estructuras hechas por el hombre, la hembra pone dos huevos que ambos padres incuban
alternadamente. Se alimentan de semillas y desperdicios en calles y plazas y cerca de
mercados. Puede ser muy manso en los parques de las ciudades, donde incluso puede
alimentarse de la mano de personas. Desafortunadamente, cantidades enormes de alimento,
junto con la ausencia de enemigos, provoca grandes poblaciones de palomas que en muchos
casos puede causar problemas (Terres 1995, Stiles & Skutch 2007, Haag-Wackernagel s.f.).

3.2.4 Nido y ciclo de vida “paloma de castilla” (Columba livia)

El tamafio de la puesta es de dos huevos, los padres incuban los huevos alrededor de 18
dias, la hembra desde finales de la tarde hasta la media mafiana y el macho desde la mitad
de la mafiana hasta el final de la tarde; los pichones estan listos para dejar el nido en el dia
30 después de su nacimiento, y la mayoria ya se han ido para el dia 35, los padres habran
producido otro par de huevos cerca del dia 20, traslapando la segunda puesta con los
pichones de la primera (Johnston 1998).

Esta paloma anida en construcciones, tejados, edificios, ventanas y estructuras hechas por
el hombre. Durante los primeros dias, las crias son alimentadas con una especie de “leche”,
esta “leche de paloma” es producida, bajo la influencia de la hormona prolactina, por
células de la pared del buche de ambos padres. Esta leche es muy nutritiva, contiene
principalmente proteinas y grasa que hacen que el pichdn crezca rapidamente. Por eso, este
tipo de palomas son uno de los vertebrados que mas rapido crecen (Terres 1995).

Esta leche hace que los padres no necesiten buscar alimento especial para la cria (como
otras aves insectivoras o semilleras), los padres pueden alimentarse de cualquier cosa y
luego transformarlo en la leche (Haag-Wackernagel s. f.).



3.2.5 Distribucion geografica “paloma de castilla” (Columba livia)

En su rango nativo es residente desde Noruega, Rusia y el norte de China, al sur a travées de
las Islas Britanicas y al oeste de Europa hasta Madeira y las Islas Azores, Egipto y el medio
oriente de India. Pero ahora se ha establecido en la mayoria de las grandes ciudades del
mundo, en Norte, Centro y Suramérica, en el Caribe y las Islas de Hawaii. Aparentemente,
fue introducida por primera vez a América por franceses en Port Royal, Nova Scotia, en
Canadé en 1606 (Terres 1995).

3.3 Enfermedades zoonéticas

Se ha definido como zoonosis a “aquellas enfermedades que se transmiten naturalmente de
los animales vertebrados al humano y viceversa”. Las enfermedades que resultan de la
transmision de parésitos zoon6ticos son comunes. Los humanos pueden infectarse a través
de alimentos, agua y de contacto directo con los animales. La mayoria de las zoonosis
parasitarias son enfermedades que se descuidan, a pesar de causar una considerable carga
global en el deterioro de la salud humana. Las zoonosis y las enfermedades transmisibles
comunes al hombre y a los animales contindan registrandose en altas tasas de incidencia en
muchos paises, causando significativa morbilidad y mortalidad (OMS 1982, Acha y Szyfres
2001, Torgerson y Macpherson 2011).

3.4 Cryptococcus neoformans, sus tipos moleculares y criptococosis

3.4.1 Cryptococcus neoformans

Cryptococcus es una levadura saprofitica que se desarrolla en ciertos suelos. El agente tiene
una forma globular ovoide, es encapsulado, gram-positivo. Las recientes investigaciones
han demostrado que C. neoformans tiene una forma sexual y es un basidiomiceto. (Acha y
Szyfres 2001). Esta levadura tiene dos fases, una anamorfa y otra teleomorfa; la
clasificacion taxondmica en estudios posteriores y en secuencias de nucledtidos de ARN
ribosomal, de acuerdo con Bar6 2002, se encuentra en la Tabla 2.



Tabla 2. Clasificacion taxonémica de la levadura Cryptococcus neoformans (Bar6 2002).

Fase anamorfa Fase teleomorfa
Phyllum Deuteromycetes Basidiomycota
Orden Cryptococcales Filobasidiales
Familia Cryptococcaceae Filobasidiaceae
Género Cryptococcus Filobasidiella
Especie neoformans neoformans

Con la aplicacion de diversas técnicas moleculares, hoy en dia se conocen 8 tipos
moleculares del complejo C. neoformans/C. gatii. La especie C.neoformans tiene 2
variedades (grubii y neoformans) y 3 serotipos (A, D y el hibrido AD) (Tabla 3), y C. gatii
tiene solo 2 serotipos (B y C).

Los 8 tipos moleculares de esta especie son: tipos VNI y VNII (C. neoformans var. grubii),
tipo VNIII (C. neoformans serotipo AD), tipo VNIV (C. neoformans var. neoformans,
serotipo D), y los tipos VGI, VGII, VGIIl y VGIV (C. gattii, serotipos B y C) (Meyer et al.
2003, Cattana et al. 2013).

Tabla 3. Variedad, serotipo y tipo molecular (segun la técnica RFLP URADS) de la especie Cryptococus neoformans
(Meyer et al. 2003, Cattana et al. 2013).

Especie Variedad Serotipo Tipo molecular
j A VNI
C. neoformans grubii
A VNII
Hibrido AD AD VNIII
C. neoformans neoformans D VNIV

3.4.2 Criptococosis

La criptococosis es una micosis oportunista. Se manifiesta principalmente como una
encefalitis o una meningoencefalitis que afecta tanto a humanos como a animales. Es
causada principalmente por dos especies de hongos: Cryptococcus neoformans y C. gatii,
estas especies habitan en la naturaleza, sin embargo C. neoformans se ha aislado a partir de
heces de palomas (Columbiformes) loros y pericos (Psittaciformes) (Pérez de Salazar et al.
2011).



En el ambiente C. neoformans es un saprofito distribuido por todo el mundo. Una fuente de
infeccion evidente son las deyecciones desecadas de paloma. El hongo penetra en el cuerpo
por el aparato respiratorio, causando una infeccion pulmonar que suele ser transitoria.
Algunas infecciones pulmonares se propagan a la piel, los huesos, las visceras y al sistema
nervioso central (Prescott et al 2002).

En el humano se dan casos esporédicos, con una mayor incidencia en hombres y mujeres.
De 1965 a 1977 en los Estados Unidos se documentaron 1,260 casos de criptococosis. En
los Estados Unidos y en Europa, la criptococosis se presenta sobre todo en pacientes con
defectos del sistema inmunitario (especialmente SIDA). La enfermedad se registrd con mas
frecuencia en todo el mundo a medida que aumentd el nimero de enfermos de SIDA, de
hecho, en los Estados Unidos la criptococosis es la cuarta causa potencialmente letal en
pacientes de SIDA (Acha y Szyfres 2001).

Los sintomas maés notorios de la forma meningea son dolor de cabeza y disturbios visuales.
Otros sintomas pueden incluir confusion, alteraciones de la personalidad, agitacion y
letargia. La meningoencefalitis criptocococica puede tener un curso prolongado de semanas
0 meses y es casi siempre mortal si no es tratada adecuadamente. El humano es resistente a
Cryptococcus neoformans. Hay enfermos de criptococosis que no presentan factores
predisponentes evidentes, pero el hongo es en gran medida un agente patégeno oportunista
(Achay Szyfres 2001).

Koneman et al (2008), describen diversas manifestaciones clinicas de la criptococosis y los
agrupan en 4 blogues. La criptococosis del sistema nervioso central, criptococosis
pulmonar, criptococosis cutanea y criptococosis diseminada. Estos mismos autores sefialan
que en la actualidad, se la considera una enfermedad que define al SIDA y deben realizarse
pruebas para VIH siempre que se aisla C. neoformans en muestras clinicas o cuando las
pruebas de deteccion de antigeno sean positivas. No obstante, se han detectado casos
recientes de criptococosis en huéspedes inmunocompetentes.

Existen serotipos que son ubicuos y se han aislado de varias fuentes ambientales, tales
como el suelo, ciertas plantas, heces de pajaros, entre otros. El agente causal se encuentra
con particular frecuencia en los palomares y en el suelo contaminado por excrementos de
paloma. La creatinina que contiene la materia fecal de las palomas sirve como fuente de
nitrégeno para C. neoformans, cuyo desarrollo favorece y prolonga su supervivencia en el
suelo, pero las palomas no se enferman de criptococosis. EI humano se infecta por via
aerogena al inhalar polvo que contiene el agente causal; C. neoformans en la naturaleza no
tiene capsula y se encapsula en los pulmones, lo que le permite resistir a la fagocitosis
(Achay Szyfres 2001).



Para el control de esta enfermedad, el control de la poblacion de palomas podria prevenir
una parte de los casos. Debe evitarse la exposicion del hombre a acumulaciones de
excrementos de paloma en especial en al alféizar de las ventanas, en palomares, perchas y
nidos de aves. La eliminacién de excrementos de paloma debe ser precedida por la
descontaminacion quimica o por el humedecimiento con agua o aceite para evitar los
aerosoles (Acha y Szyfres 2001).

En El Salvador, de acuerdo con estadisticas del Ministerio de Salud (MINSAL), del 2009 al
2016 se registraron 435 casos de criptococosis atendidos en la red de establecimientos
publica a nivel nacional, y un total de 19 muertes en estos cinco afios, siendo San Salvador
el departamento que mas casos reporta (MINSAL 2014, MINSAL 2017).

3.5 Relacion namero de palomas e incidencia de Cryptococcus neoformans.

Caecido et al (1996), establecieron que el aislamiento de C. neoformans era méas frecuente
en lugares donde habia mas de 15 palomas, quizd como un resultado directo de la mayor
cantidad de excretas, sin embargo, estos autores tomaron muestras de nidos, y sefialan que
es mas frecuente aislar a esta levadura en nidos, debido a las excretas acumuladas.

3.6 La “paloma de castilla” (Columba livia) como portador de enfermedades.

Las aves urbanas podrian considerarse como animales de compafiia, especialmente para
nifios y gente mayor. Es comun que la gente encuentre placer en observarlas y alimentarlas.
Sin embargo, algunas especies de aves urbanas se congregan en concentraciones demasiado
elevadas y pueden producir excrementos que dafian los edificios y vehiculos ademas de
causar problemas de polucion con sus excrementos (CIEH 2008).

La “paloma de castilla” (C. livia) y las palomas en general, han sido historicamente
considerada como un simbolo de paz y entendimiento entre las personas y, en general, se
soslaya su papel como transmisora de agentes de numerosas enfermedades zoonéticas, que
incluso pueden conducir a la muerte (Gonzales-Acufia et al 2007).

Cerca de 233 publicaciones proveen firme evidencia que la “paloma de castilla” (C. livia)
es fuente de una gran variedad de agentes zoono6ticos (Magnito et al 2010). De acuerdo con
Haag-Wackernagel & Moch (2004), estudios revelan que estas palomas alojaban al menos
60 diferentes organismos patdgenos para el humano, de los cuales 5 son virus, 9 bacterias,
45 hongos y 1 protozoo. Sin embargo, solo 5 patdgenos son transmitidos a humanos
frecuentemente estos son: Chlamydophila psittaci, Cryptococcus neoformans, Candida
parapsilosis, Histoplasma capsulatu y Aspergillus spp.



3.7 La “paloma de castilla” (Columba livia) en El Salvador.

Desde el 2002 la Direccion General de Patrimonio Natural del Ministerio de Medio
Ambiente y Recursos Naturales (MARN) ha recibido mas de 100 denuncias sobre
problemas atribuidos a esta especie. De estas, mas de la mitad provienen del Gran San
Salvador, especificamente de sectores populosos como Soyapango, la Zacamil y Mejicanos.
Ademaés, se han recibido notas sobre problemas o inconvenientes en hospitales, centros
educativos, empresas de procesamiento de alimento en crudo (granos) e infraestructura
productiva (MARN s.f.).

En El Salvador se han documentado casos de afectaciones a la salud humana, con una
probable responsabilidad de esta paloma. Un caso de fibroma pulmonar en un empleado
que trabaja en una bodega donde palomas de castilla permanecian y defecaban es atribuido
al “polvillo” de las palomas. Otro caso es el de una persona de saneamiento ambiental,
quien trabajaba limpiando canaletas, la cual adquirié criptococosis cerebral quedando ciego
y sordo a causa de esta enfermedad, aun cuando aparentemente era un paciente
inmunocompetente (Chicas 2008).

En cuanto al marco legal, existe en el pais legislacion relacionada con animales que puedan
transmitir enfermedades al humano y su regulacion. El articulo 79 del Codigo de Salud del
MINSAL establece que “el ministerio (el MINSAL) debera dictar las medidas que
correspondan para proteger a la poblacién contra los insectos, roedores; perros u otros
animales que pudieren transmitir enfermedades al ser humano o alterar su bienestar.
Cuando se compruebe su peligrosidad, deberan ser retirados o eliminados por su poseedor
o directamente por el Ministerio”. El art. 12 de la Ley de Conservacion de Vida Silvestre
sostiene que “para el control de especies de la vida silvestre que dafien o0 amenacen la
salud humana, la agricultura y la ganaderia del pais, se estableceran normas
reglamentarias” (MINSAL 1988, MARN 1994).

El MARN, mediante el Acuerdo 052, autoriz6 durante el afio 2014, a particulares que asi lo
creyesen conveniente, la libertad para ejecutar medidas para el control, manejo y
erradicacion de esta especie. Este acuerdo temporal permitio la eliminacion de fuentes de
alimento, agua, nidos e individuos, el MARN actualmente trabaja para que este acuerdo sea
definitivo (MARN 2014).
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4. HIPOTESIS

Ho- La presencia de Cryptococcus neoformans en las muestras analizadas es igual o mayor
al 50%.

Ha.= La presencia de Cryptococcus neoformans en las muestras analizadas es menor al 50%.

Ho= No hay una relacion positiva entre el nimero de palomas y la presencia de
Cryptococcus neoformans en los sitios de estudio.

H.= Hay una relacién positiva entre el nimero de palomas y la presencia de Cryptococcus
neoformans en los sitios de estudio.
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5. METODOLOGIA
5.1 Lugares de estudio:

La recoleccion de las muestras fecales de “paloma de castilla” (C. livia), se realizd en
lugares donde hay una gran afluencia de personas y palomas (atrio de catedrales, plazas y
parques publicos) de los departamentos mas densamente poblados del pais segun la
DIGESTYC, los cuales son: San Salvador, La Libertad, Santa Ana, Sonsonate, San Miguel,

Usulutan, La Paz y Cuscatlan (fig. 1). En la Tabla 4, se detallan las coordenadas de cada
sitio.
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Figura 1. Localizacion de los sitios de muestreo: Parque Rafael Campo (1), Parque El Calvario (2), Catedral de Santa Ana
(3), Parque central de Suchitoto (4), Parque San Martin (5), Parque Daniel Hernandez (6), Plaza Gerardo Barrios

(7), Plaza Libertad (8), Plaza Civica (9), Parque central de Usulutan (10) y Parque Guzman (11). Mapa preparado
por: Ricardo Pérez.
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Tabla 4. Coordenadas de los sitios de muestreo por departamento.

Departamento Sitio Coordenadas

san Salvador Plaza Libertad N 13°41°51.2,089°11°22.2”

Plaza Gerardo Barrios N 13°41°56.6>°, 0 89° 11’ 28.8”’

La Libertad Parque San Martin N 13°40°25.1”°,089°17° 09.0”’

Parque Daniel Hernandez | N 13°40°25.1>”, 0 89° 17’ 18.6”

Catedral de Santa Ana N 13°59°41.9”°, O 89° 33° 21.9”

Santa Ana - - = S =

Parque El Calvario N 13°59°24.9”°, 0 89° 33” 48.1

Usulutan Parque Central N 13°20’41.8°, O 88°26” 23.0”’

. Parque Central de N 13°56°12.4°,0 89° 01° 34.0”
Cuscatlan )

Suchitoto

Sonsonate Parque Rafael Campos N 13°43°14.6”°, 0 89°43” 40.1”’

La Paz Plaza Civica N 13°30’30.7">, O 88° 52> 11.4”

San Miguel Parque Guzman N 13°28”58.2”, 0 88° 10 31.7”

A continuacion, se describen algunos de los sitios de estudio.

Plaza Libertad (N 13°41” 51.2°, O 89° 11’ 22.2”): esta plaza se encuentra ubicada en el
centro historico del departamento de San Salvador. Se observo gran cantidad de palomas, y
heces acumuladas en el monumento principal (fig. 2).

(8 f & ta
Figura 2. Fotografia de la Plaza Libertad y “palomas de catilla” sobre el monumento central de dicha plaza.
Fotografia por: Guillermo Funes, San Salvador 2017.

Plaza Gerardo Barrios o Plaza Civica (N 13° 41° 56.6’, O 89° 11’ 28.8”"): esta plaza se
encuentra frente a la Catedral Metropolitana y al Palacio Nacional (fig. 3). A diario, cientos
de personas se rednen en esta plaza, y también es lugar de reunion de centenares de
palomas que llegan a ser alimentadas.
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Figura 3. Fotografia de la Plaza Gerardo Barrios, se observan muchas palorﬁas sobre el monumento central.
Fotografia por: Guillermo Funes, San Salvador 2017.

Parque San Martin (N 13° 40’ 25.1°>, O 89° 17” 09.0”’): este parque esta ubicado en el
municipio de Santa Tecla, La Libertad. Es un conocido y céntrico lugar, concurrido con
muchas personas que lo visitan para descansar y vendedores informales. Las palomas, al
igual que en otros parques, son alimentadas por personas (fig. 4).

Figura 4. Individuos de “paloma de castilla” alimentandose en el Parque San Martin, Santa Tecla. Fotografia por:
Guillermo Funes, La Libertad 2017.

Parque Daniel Hernandez (N 13° 40’ 25.1°°, O 89° 17” 18.6”’): este parque, junto con la
Plaza San Martin, representan sitios emblematicos en el centro de Santa Tecla. Este parque
también se encuentra ubicado en el centro de Santa Tecla (fig. 5). En ambos sitios puede
evidenciarse una gran afluencia de personas y palomas, estas Gltimas atraidas por la
costumbre de los visitantes de proporcionarles alimento.
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Figura 5. Parque Daniel Hernandez en Santa Tecla, “paldrhas de catillas” siendo alimentadas. Fotografia por:
Guillermo Funes, La Libertad 2017.

Catedral de Santa Ana (N 13° 59° 41.9”°, O 89° 33’ 21.9”"): la emblemética Catedral de
Santa Ana, es visitado tanto por feligreses como por turistas nacionales y extranjeros. Esta
ubicada en el centro de la ciudad de Santa Ana, departamento de Santa Ana (fig. 6).

Al igual que otros lugares, las personas alimentan a las palomas, resultando en un gran
nimero de palomas atraidas al sitio, lo que incluso ha contribuido al deterioro de su
infraestructura, siendo incluso necesario colocar una malla para evitar que dichas palomas
se posen en la misma.

i |
Figura 6. “Palomas de castilla” (Columba Iiviamsobre catedral de Santa Ana. Fotografia por: Guillermo Funes,
Santa Ana 2017.
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Parque El Calvario (N 13° 59’ 24.9>, O 89° 33’ 48.1”°): un concurrido parque del
departamento de Santa Ana. En medio de este parque -como en muchos otros- hay una
estructura central, donde las “palomas de castilla” permanecen perchadas, bajando
ocasionalmente a comer. El parque también es visitado por muchas personas y vendedores.

Parque Central de Suchitoto (N 13° 56° 12.4’, O 89° 01’ 34.0’’): ubicado en el
departamento de Cuscatlan, Suchitoto es visitado por muchos turistas. En la plaza central,
se pueden observar muchas palomas perchadas en la iglesia y en la plaza frente a esta (fig.
7).

Figura 7. Iglesia del parque central de Suchitoto. Se observan “palomas de castilla” (Columba livia) sobre la
estructura. Fotografia por: Guillermo Funes, Cuscatlan 2017.

Parque Central de Usulutan (N 13° 20° 41.8°, O 88° 26’ 23.0”’): este parque se
encuentra ubicado en el centro de la ciudad de Usulutan. Por el hecho de estar rodeado de
almacenes y ventas informales, en este parque y sus alrededores concurre una gran cantidad
de personas. Como es habitual, se encuentran muchas “palomas de castilla” alimentandose
y perchadas en los alrededores o en la iglesia frente al parque llamada iglesia Santa
Catarina.

Parque Rafael Campo (N 13° 43’ 14.6”°, O 89° 43’ 40.1°"): ubicado en el departamento
de Sonsonate, este parque es un lugar donde confluyen muchas personas y “palomas de
castilla”. Comparte las mismas caracteristicas de muchos parques del pais: rodeado de
comercio formal e informal, frente a él hay una iglesia o catedral y en el centro hay una
estructura central techada (la cual, como en otros parques, es utilizado por las palomas para
percharse) (fig. 8).
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Figura 8. Parque Rafael Campo, Sonsonate. Se observan “palomase castilla” cerca de la estructura central.
Fotografia por: Guillermo Funes, Sonsonate 2017.
Plaza civica (N 13° 30’ 30.7°’, O 88° 52° 11.4°*): como es tradicion, este parque se ubica
en corazén del centro del municipio (en este caso del municipio de Zacatecoluca), y frente a
este hay una iglesia que es utilizada por las palomas. Se tomaron muestras de la plaza y de
los alrededores de la iglesia frente a esta plaza.

Parque Guzman (N 13° 28’ 58.2°°, O 88° 10’ 31.7”"): este parque se encuentra ubicado en
el departamento de San Miguel. Frente a este parque donde se posan decenas de palomas, el
parque es frecuentado por muchos visitantes y vendedores (fig. 9).

Figura 9. Parque Guzman, San Miguel, tanto como en el parque como la iglesia se observan decenas de “palomas
de castilla”. Fotografia por: Guillermo Funes, San Miguel 2017.
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5.2 Metodologia de Campo:

5.2.1 Recoleccién

En cada sitio se recolectdé material fecal, dicho material se analiz6 para determinar la
presencia de C. neoformans. Se busco heces en los sitios donde se pudo evidenciar que
efectivamente eran heces de “paloma de castilla” (C. livia) (Fig. 10). Se tomaron en cuenta
también aspectos como la morfologia de las heces de esta especie, para evitar recolectar
material fecal de otra especie. Generalmente, cada sitio de estudio se visitd durante el
transcurso de la mafana, desde la 7:00 a. m hasta las 12:00 del mediodia (Fig. 10).

Figura 10. Recoleccidn de heces en el atrio de la Iglesia de Suchitoto. Septiembre de 2017.

Se utilizaron pequefias espatulas plasticas estériles y se utilizé una espatula por muestra
recolectada. Se tomaron 2 muestras de heces por sitio. Se realizaron 3 viajes de recolecta a
cada sitio. Se documento todos los datos de campo como; lugar, hora y fecha. Todas las
muestras obtenidas mediante la recoleccion con la espatula, se depositaron en bolsas
plasticas estériles Ziploc y se transportaron el mismo dia o el dia posterior de su
recoleccion hacia los laboratorios del Centro de Investigaciones y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) ubicado en las instalaciones de la Universidad de El Salvador, en un
contenedor plastico seco, para ser procesadas.
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5.3 Metodologia de Laboratorio:

5.3.1 Preparacion de medios de cultivo

Para aislar e identificar C. neoformans, primero, se cultivaron las muestras en Agar semilla
de girasol, este es un medio de cultivo selectivo y diferencial para este tipo de levadura. Se
ha comprobado que es uno de los mejores medios para su aislamiento, ademéas de ser
simple de preparar y sin mayores costos (Katiyar et al 2011).

Para la preparacion de este medio de cultivo, se utilizaron los siguientes elementos:

Extracto de semillas de girasol............... 350 ml
GIUCOSA.....c.eeiiiiiiie 19
AGAr-agar.......cccoovereiiiienienee e 18 ¢
Cloranfenicol...........c.ooooiiiiiiiiiin, 0.05¢
Agua destilada.............cccoeevveiiiiieiiennn 650 ml

Para obtener el extracto de semillas de girasol, se utilizéd 70 g de semillas de girasol con
cascaras molidas (molidas en un molino de nixtamal industrial), luego se agregaron 350 ml
de agua destilada. Esto se calentd en un “Hot Plate” hasta la ebullicion. Luego, se filtr6 a
través de una gasa esteéril, descartando el material sélido.

El extracto de semillas de girasol (350 ml), la glucosa, el cloranfenicol y el agar-agar se
colocaron en un Erlenmeyer con 650 ml de agua destilada y, nuevamente en el “Hot Plate”
se calentd hasta la ebullicion. Posteriormente, el medio se autoclavé por 15 minutos a 121
°C. Se vertieron aproximadamente 20 ml del medio en cajas Petri y se refrigero.

5.3.2 Siembra inicial

Para este procedimiento, se siguié la metodologia que se detalla en parte en Ayala de
Chavarria et al (2011). Se colocaron las excretas en un frasco con 30 ml de solucion salina
0.85%. Luego, se colocd en un “Hot Plate”, utilizando Unicamente la funcion del “Magnetic
Stirrer”. Se revolvié por 10 minutos y se dejo sedimentar.

Posteriormente, se tomo6 1.0 ml del sobrenadante y se diluy6 en otro frasco que contenia 9
ml de solucion salina 0.85%, y se tom6 0.1 ml con una micropipeta y se colocé sobre el
Agar Semilla de Girasol y se expandi6é sobre el medio con una espatula de Driglaski
(conocida también como espatula en L) (Fig. 11). Por cada muestra se sacaron dos cajas
Petri, es decir, de la dilucion 1 en 9, se tomd 0.1 ml dos veces. Luego, se incubé a 37 °C de
3a7dias.
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En este medio se esperaba observar el crecimiento de colonias brillantes u opacas,
cremosas, de color marrdn, que son presuntivas de C. neoformans.

Figura 11. Siembra de Cryptococcus neoformans en Agar Semilla de Girasol en la cAmara de flujo laminar.

5.3.3 Segunda siembra

Las colonias sospechosas que crecieron en el Agar Semilla de Girasol, se resembraron de
nuevo en cajas Petri con Agar Semilla de Girasol, para obtener un cultivo puro.

5.3.4 Suspension en Lactofenol Azul Algodon

Con las colonias que crecieron en este segundo cultivo en Agar semilla de Girasol se
preparé una suspension con Lactofenol Azul Algodon. Para preparar esta suspension se
agrego una gota de Lactofenol Azul Algodon sobre un portaobjetos y se tomé una muestra
de la colonia sospechosa con un asa microbioldgica, se coloco en un cubreobjetos y se
observd al microscopio hasta llegar a 40x. Se pretendia observar levaduras capsuladas,
caracteristicas del género Cryptococcus (Ayala de Chavarria et al 2011).

5.3.5 Siembra en Agar Glucosado Sabouraud

Se tomaron muestras de colonias del segundo cultivo en Agar Semilla de Girasol y se
sembraron en tubos de ensayo con Agar Glucosado Sabouraud (Merck) en biselado,
utilizando la técnica del estriado con un asa y se incubaron a 28°C (Fig. 12).
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Se esperaba ver el crecimiento de colonias beige. A las colonias del Agar Glucosado
Sabouraud se les realiz6 la prueba de Produccién de Ureasa.

Figura 12. Siembra de Cryptococcus neoformans en Agar Glucosado Saouraud.
5.3.6 Prueba de Produccion de Ureasa

Para la prueba de Produccion de Ureasa, se utilizd Agar Urea de Chrinstensen. Se tomo las
colonias que crecieron en el Agar Glucosado Sabouraud y se sembraron en el Agar Urea de
Chrinstensen. Se incubd a 28°C. Se esperaba observar un cambio del medio de amarillo a
rosado-fucsia, lo cual evidenciaria la presencia del género Cryptococcus neoformans.

5.3.7 Identificacion molecular de Cryptococcus neoformans

Las colonias sospechosas se mandaron a la Universidad de Costa Rica (UCR) para la
confirmacion de la especie.

Para preparar los aislamientos para su envio, se tomd con un asa microbiologica una
muestra de la colonia sospechosa que habia crecido en el Agar Glucosado Sabouraud, y se
colocé en un tubo Eppendorf con un 1.0 ml se solucion salina al 0.85% estéril, debidamente
rotulado.
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En los laboratorios de la Facultad de Micologia de la UCR, se inocularon en agar L-dopa
(composicion: L- asparagina, glucosa, KH,PO,;, MgSQO,.7H,0, tiamina HCI, biotina, L-
dopa, agar y agua destilada; pH final de 5.6), Agar Urea (composicion: peptona, NaCl,
glucosa, KH,PO4, rojo de fenol como indicador, urea, agua destilada y agar; pH final de
6.8) y agar CGB (Canavanina-Glicina Azul de Bromotimol).

La identificacion a nivel de especie se realizd, primeramente, con el API® 20C AUX
(BioMérieux, Francia). Este equipo logra discriminar entre las distintas especies de
Cryptococcus; sin embargo, en el caso de las especies del complejo C. neoformans/C.
gattii, ambas son identificadas como C. neoformans. Por lo tanto, las levaduras que el
API® 20C AUX identifico como C. neoformans fueron inoculadas en agar CGB
(composicion: glicina, KH,PO4, MgSO,4.7H,0, tiamina HCI, L-canavanina sulfato, agua
destilada, azul de bromotimol y agar; pH final de 5.6).

5.3.8 Caracterizacion genotipica de los aislamientos de Cryptococcus neoformans

Para llevar a cabo la caracterizacion genotipica se realizé una extraccion de ADN mediante
choque térmico. Para esto se tomd cinco asadas de levaduras crecidas en Agar Glucosado
Saboroud y se colocaron en un tubo de 1.5 mL con 500 pL de agua destilada estéril. Se
realizaron tres ciclos de incubacion a distintas temperaturas bajo las siguientes condiciones:
5 minutos a 100 °C y 15 minutos a -70 °C. Luego se centrifugo el tubo durante 5 minutos a
12 000 rpm. EIl sobrenadante se almacend a -20 °C durante un méximo de 24 horas.

Posteriormente, se realizé una tipificacion mediante la técnica de restriccién enzimatica del
gen URADS, con las enzimas Sau96l y Hhal (Escandon et al., 2006). La amplificacion se
realizo con los imprimadores URAS (5 ATG TCC TCC CAA GCC CTC GAC TCC 3") y
SJO1 (5> TTA AGA CCT CTG AAC ACC GTA CTC 3’). Las condiciones de la mezcla
para el PCR con un volumen de 50 pL fueron: 50 ng de ADN, 1X de amortiguador de la
DreamTaq (KCI, (NH4),SO, y 20 mM MgCl,), 0.2 mM de la mezcla de nucledtidos, 50 ng
de cada imprimador y 1.5 U de la DreamTaq polimerasa (Thermo Scientific, Estados
Unidos).

Se llevé a cabo en 35 ciclos de amplificacion: desnaturalizacion inicial 91 °C por 3
minutos, desnaturalizacién a 94 °C por 45 segundos, alineamiento a 62 °C por 1 minuto,
extension a 72 °C por 2 minutos y un ciclo de extension final a 72 °C por 10 minutos
(Meyer et al., 1993). 17 pL del producto de PCR fueron digeridos con las enzimas Sau96l
(10 U/uL) y Hhal (20 U/uL). La restriccion se realiz6 a 37 °C durante toda la noche en
bafio de Maria.

Las digestiones se corrieron en geles de agarosa al 2.5 % con buffer TAE a 80 V durante
3.5 horas. Los geles se tifieron con Gelred y se visualizaron utilizando un transiluminador
de luz ultravioleta.
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El perfil de restricciobn se compar0, visualmente, contra el de las cepas de referencia
empleadas como controles de los patrones moleculares VNI- VNIV y VGI-VGIV que se
describen a continuacion:

Tabla 5. Cepas del complejo C. neoformans/C. gattii del Hospital \Westmead, Australia utilizadas como control en las
pruebas moleculares.

Cadigo de la coleccion de Especie Patron
hongos vivos del Hospital molecular
Westmead

WM 148 C. neoformans var. grubii VNI
WM 626 C. neoformans var. grubii VNII
WM 629 C. neoformans var. neoformans VNIV
WM 628 C. neoformans hibrido VNIII
WM 179 C. gattii VGI
WM 178 C. gatii VGII
WM 161 C. gattii VGIII
WM 779 C. gattii VGIV

5.4 Andlisis estadistico

Todos los datos obtenidos se tabularon en hojas electronicas del programa Microsoft Excel,
para el analisis y presentacién de los datos se utiliz este mismo programa, R y Geogebra.
Para establecer la normalidad de los datos, se hizo uso de la prueba de normalidad de
Shapiro.

5.4.1 Presencia de Cryptococcus neoformans

Se probaron las hipétesis que la presencia de C. neoformans es menor, igual o mayor al
50% en las muestras analizadas, a través de una prueba de proporciones. El objetivo de esta
prueba es evaluar las afirmaciones con respecto a una proporcion (o porcentaje) de la
poblacion. Dado que no existe un estandar del porcentaje aislado de esta levadura en heces
de paloma de castilla (el porcentaje aislado varia en cada estudio), se opté por tomar la
probabilidad de la presencia de esta levadura en un 50%.

Se busco6 un valor Z tedrico (Zpia), Utilizando una tabla Z obtenida de Canavaos (1988), y
se compar0 con el valor Zy, el cual fue obtenido mediante una férmula con valores que se
obtuvieron durante el estudio. Para obtener el valor de Zi1,, Se necesita establecer un nivel
de significancia. Para este estudio, se establecié un nivel de significancia de 0.05.
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Este valor se busca en una tabla de la normal estandar; una vez que se encuentra se busca el
correspondiente valor de Z (en forma horizontal), y a este se le suma el valor que esta arriba
del valor de 0.05. Dado que la hipétesis nula incluye el igual 0 mayor que, esta prueba es de
una cola, esto significa que el &rea de rechazo es a la izquierda del valor de Zpa. Si el valor
de Zyes menor al de Zpia, S€ rechaza la hipétesis nula y se acepta la alternativa, dado que
un numero menor se ubicaria a la izquierda del valor de Zpis. Si el valor de Zy es mayor al
de Z:ania, S€ acepta la hipotesis nula y se rechaza la alternativa.

Para obtener el valor de Z, se utilizo la siguiente formula:

__x-nPo
\/ nPo (1-Po)

Donde

X= observaciones positivas
n= observaciones totales
Po= proporcion teorica

5.4.2 Relacién entre el nimero de palomas y la presencia de Cryptococcus neoformans

Para determinar si existe una relaciéon entre el niumero de palomas y la incidencia de la
levadura, fue necesario llevar a cabo una estimacion del nimero de palomas por cada sitio
de estudio. Para esto, se utiliz6 una metodologia similar a la utilizada por Senar et al
(2009), la cual consistié en caminar lentamente por todo el parque o plaza, contando una
por una todas las palomas observadas. Este autor utiliz6 cuadriculas, pero esto no fue
necesario de hacer ya que cada parque o plaza se tomé como una cuadricula. En ocasiones
cuando las palomas se congregaban para alimentarse se tomé una fotografia para luego ser
contadas en una computadora, o0 se utilizaba una combinacion de ambos procedimientos
(conteo y estimacion a través de fotografias). La mayoria de observaciones y estimaciones
se hicieron en el transcurso de la mafiana (8:00 a. m. a 12:00 p. m.).

Para refutar la hipotesis, se utilizo una correlacion de Spearman (dado que los datos no eran
normales), para esta prueba se tomd un nivel de significancia de 0.05. Se elaboré un
diagrama de dispersion de datos, y se calculé el coeficiente de correlacion de Spearman.

Este coeficiente va desde -1 a 1, si el valor del coeficiente es cercano a 1 la relacion o
asociacion es lineal positiva, si el valor del coeficiente es cercano a -1 la relacién o
asociacion es lineal negativa y, si el valor del coeficiente es cercano a cero no hay relacion
0 asociacion lineal (Bonilla, 1993).
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6. RESULTADOS

Se muestrearon 11 sitios de 8 departamentos de El Salvador, de cada sitio se tomaron 6
muestras. Se analizaron un total de 66 muestras, de las cuales se aislaron 8 colonias (Tabla
5). Estas 8 colonias dieron positivo a las pruebas realizadas (de morfologia y de produccion
de Ureasa).

Tabla 6. Muestras positivas por sitio de estudio.

Parque/Plaza Muestras Muestras positivas
recolectadas

Libertad 6 0
Civica 6 2
Gerardo Barrios 6 0
Daniel Hernandez 6 0
San Martin 6 0
El Calvario 6 2
Catedral Santa Ana 6 0
Rafael Campos 6 1
Central de Usulutan 6 2
Parque Guzman 6 1
Central de Suchitoto 6 0
Total 66 8

En el Agar semilla de Girasol, después de 3 ¢ 4 dias de incubacién a 37°C, se observé el
crecimiento de colonias aisladas color café (Fig. 13). Estas colonias eran consideradas
presuntivas de C. neoformans. De estas colonias se hicieron preparaciones al fresco
utilizando Lactofenol Azul Algodon, para observar las levaduras capsuladas al microscopio
(Fig. 14)
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Figufa 13. Colonias cafés en Agar Semilla de Girasol, presuntivas de C. neoformans.

Figura 14. Vista al microscopio de levaduras encapsuladas, caracteristica morfolégica de C. neoformans.
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De las colonias cafés se realizé un repique: con un asa microbiolégica se tom¢é parte de las
colonias cafés y se realiz6 un estriado en una nueva placa de Agar Semilla de Girasol para
tener un cultivo puro. De las colonias cafés que crecieron en esta nueva placa, se obtuvo
una muestra de ellas y se sembraron en los tubos con Agar Glucosado Sabouraud. En este
medio se observo, tal como se esperaba, el crecimiento de colonias beiges (Fig. 15).

Figura 15. Crecimiento de colonias beige de Cryptococcus neoformans en Agar Glucosado Sabouraud.

De las colonias que crecieron en el Agar Glucosado Sabouraud, se tomd nuevamente una
muestra con un asa microbiolégica y se inoculd en tubos con Urea de Christensen. Se
observé un viraje de color en el medio, de amarillo a rosado-fucsia, indicativo que la
levadura se trataba de C. neoformans (Fig. 16).
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Figura 16. A la izquierda se observa el color del medio original de Urea de Christensen, y a la derecha el medio después

de la inoculacion de Cryptococcus neoformans.

De las 8 colonias enviadas a los laboratorios de la UCR, 3 dieron positivo para el agar L
dopa y para el Agar Urea y negativo para el agar CGB, lo que confirmé que estos 3 aislados
se trataban de C. neoformans. Las muestras confirmadas eran las muestras 39, 45 y 58 (ver
Tabla 6). Utilizando restriccidén enzimatica, fue posible conocer el tipo molecular de las 3
muestras confirmadas, las cuales presentaron patron de restriccién de VNI (muestras 39 y
45) y VNII (muestra 58). Estos son uno de los 8 tipos moleculares conocidos del complejo
C. neoformans/gattii y ambos pertenecen a la variedad grubii (Fig. 17).

Tabla 7. Detalle de resultados de pruebas e identificacién molecular.

Colonias | Colonias en Viraje a
No. Plaza/paraue | _E" Agar Agar morado en | Confirmacion
muestra parq Semillade | Glucosado Urea de molecular
Girasol Sabouraud | Christensen
39 Civica Cafés Beiges Si +
40 Civica Cafés Beiges Si -
45 El Calvario Cafés Beiges Si +
56 El Calvario Cafés Beiges Si -
Rafael . . .
58 Campos Cafes Beiges Si +
Central de . . .
59 Usulutan Cafes Beiges Si -
61 Guzman Cafés Beiges Si -
Central de . . .
65 Usulutan Cafés Beiges Si -
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Figura 17. Genotipos del complejo C. neoformans/C. gattii y las muestras 39, 45 y 58, detectados segun la restriccion
enzimatica del gen URAS5. WM = Hospital Westmead; VG = variante gattii; VN = variante neoformans.
Marcador de peso molecular (GeneRuler 50 pb DNA Ladder, Thermo Scientific®).

Dado que las 8 colonias aisladas dieron positivos para las pruebas realizadas en el pais, se
tomaron como C. neoformans las 8 colonias (aunque a nivel molecular solo se confirmaron
3). En términos de porcentaje solo 12% de las muestras analizadas dieron resultados
positivos (Fig. 18). De los 11 sitios estudiados, en 5 se encontraron muestras con C.
neoformans. Estos sitios fueron: Plaza Civica (La Paz), Parque El Calvario (Santa Ana),
Parque Rafael Campos (Sonsonate), Parque Central de Usulutdn y Parque Guzman (San
Miguel).
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B Positivas M Negativas

Figura 18. Porcentaje de muestras positivas y negativas.

El Parque El Calvario, Plaza Civica y en el Parque Central de Usulutan fueron los sitios
donde se encontrd una mayor cantidad de muestras con C. neoformans: 2 en cada sitio. En
el Parque Rafael Campos y el Parque Guzman solo en una muestra se encontro la levadura

(Fig. 19).
2
0

Civica El Calvario Central de Rafael Campos Parque Guzman
Usulutén

Muestras positivas

Parque o plaza

Figura 19. Muestras positivas a Cryptococcus neoformans por sitio de estudio.
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En cuanto a la prueba de proporciones, el valor de Zypi, €S de -1.65, y el valor obtenido
mediante la ecuacién es -6.15. Este valor se ubica en la zona de rechazo, dado que esta a la
izquierda -1.65, por la tanto se rechaza la hipétesis nula y se acepta la alternativa que
enuncia que la de C. neoformans en las muestras analizadas es menor al 50%. En la Fig. 20,
se puede ver la curva de la normal, y la zona de rechazo sombreada. Al haber solo 8
muestras positivas de 66 (12%), el valor obtenido de Z, (-6.15) es muy bajo, que ni siquiera
puede ser ubicado en el grafico dado que la recta termina en -4.5.

El valor de p fue de 3.764e-10, el cual es extremadamente bajo debido a la poca proporcion
positiva en relacion al total de muestras analizadas. El hecho que se haya obtenido un valor
menor que 0.05, lleva también a rechazar la hipotesis nula y aceptar la hipotesis alternativa
(n= 66, X*= 37.879, p valor= 3.764e-10).

45 4 35 3 25 2 45 4 05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45

Figura 20. Curva de la normal con la zona de rechazo sombreada que empieza desde -1.65 hacia la izquierda.

De la estimacién del nimero de palomas por sitio de estudio, se obtuvo que el maximo
namero estimado de palomas fue de 485 en el Parque Gerardo Barrios en San Salvador. El
minimo fue de 25 en el Parque Guzman del departamento de San Miguel. En promedio, el
Parque Gerardo Barrios en San Salvador, también present6 en valor mas alto con 369
palomas en promedio. El Parque San Martin en Santa Tecla, presentd el promedio de
palomas mas bajo con 59 palomas (fig. 21).
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Figura 21. Promedio de palomas y muestras positivas encontradas por sitio de estudio.

La Fig. 21 muestra también una tendencia de encontrar mayor incidencia de C. neoformans
en lugares con pocas palomas. En los lugares con grandes ndmeros de palomas no se
encontr6 a dicha levadura. Esto también se ve reflejado en el gréfico de dispersion (Fig.
22), en el cual se observa una relacion negativa entre ambas variables. Al obtener el
coeficiente de relacion de Spearman para las variables promedio de nimero de palomas y
muestras positivas se obtiene un valor de -0.31. La prueba de Shapiro se realiz6 en la
variable respuesta (muestras positivas), dando un valor de p extremadamente bajo,
indicando que esta variable no tenia una distribucion normal (n= 66, W = 0.38158, p valor=
3.506e-15).

El valor de p de la correlacién de Spearman es de 0.45. Con estos resultados se acepta la
hipotesis nula que afirma que no hay una relacion positiva entre el nimero de palomas y la
presencia de C. neoformans en los sitios de estudio y se rechaza la hipotesis alternativa que
enuncia que hay una relacién positiva entre ambas variables (n= 33, S = 8084.9, p valor=
0.451).
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Figura 22. Diagrama de dispersion de la variable muestras positivas comparadas con el nimero promedio de palomas por
sitio de estudio.
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7. DISCUSION

9.1 Genotipo de Cryptococcus neoformans.

Los hallazgos de este estudio concuerdan con el hecho que la variedad denominada grubii
(VNI 'y VNII), es la variedad de C. neoformans que més prevalece en el ambiente. Fue esta
la variedad que se aislé con mayor frecuencia en un estudio que analizé muestras de varios
paises de América Latina; en Guatemala 93.3% de las muestras de C. neoformans
analizadas pertenecian a esta variedad y en México, 69.6% de los aislados eran de esta
variedad (Meyer et al 2003). Su relevancia en materia de salud publica es que esta variedad
es la causante de la mayoria de casos de criptococosis en el mundo, y de la mayoria de las
criptococosis en pacientes con SIDA (Ellis et al 2000, Meyer et al 2003, Cattana et al
2013).

9.2 Porcentaje de aislamiento de Cryptococcus neoformans y factores ambientales
determinantes.

Se han llevado a cabo numerosos estudios concernientes a la presencia de C. neoformans en
lugares publicos de diversas ciudades del continente. Principalmente en aquellos lugares
donde se observa una notable presencia de “palomas de castilla” (C. livia). En términos de
porcentaje, la mayoria de estudios presentan grandes variaciones en los porcentajes de
muestras positivas.

En este estudio, en 12% de las muestras se encontré dicha levadura. Este resultado es
comparable con estudios como el de Curo et al (2005) en Pert, quienes evidenciaron la
presencia de C. neoformans en 17 de 124 muestras (13.7%), y el de Nweze et al (2015) en
Nigeria, quienes aislaron C. neoformans en 39 de 177 (22%). En el estudio llevado a cabo
en el pais por docentes de la Universidad de El Salvador (Ayala de Chavarria et al 2011), se
aislo C. neoformans, en 36.5% de las muestras. Sin embargo, teniendo en cuenta que hay
estudios donde el porcentaje de aislamiento es bajo; desde solo el 5% (Canonico-Gonzalez
et al 2013) hasta el 79.3% (Colom et al 1997), es de tener en cuenta factores importantes al
comparar estos estudios, como la metodologia y los lugares de donde se obtuvieron las
muestras de heces de “palomas de castilla” (C. livia).

En el caso del estudio de Ayala de Chavarria et al (2011), los autores analizaron muestras
provenientes de lugares puablicos como parques, iglesias, edificios y hospitales, y también
muestras provenientes de nidos de palomas. Todas las muestras analizadas provenientes de
nidos resultaron positivas. En el presente estudio no se analizaron muestras provenientes de
nido, los cuales tienen heces acumuladas, que tienen mas probabilidades de estar
contaminadas con C. neoformans, que muestras provenientes de suelo o aceras (Caecido et
al 1996, Prescott et al 2002, Curo et al 2005, Ayala de Chavarria et al 2011).
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Todas las muestras obtenidas en el presente estudio fueron del suelo, o repisas de
monumentos y/o estructuras de los parques y plazas. Estudios con alto porcentaje de
aislamiento de C. neoformans han obtenido muestras de palomas enjauladas donde las
heces se acumulan, como el de Colom et al (1997), que encontraron C. neoformans en 73
de 92 muestras analizadas (79.3%); 72 de las cuales provenian de heces de aves enjauladas.
De igual manera, Caecido et al (1996) encontraron a esta levadura en 59 de 119 muestras
analizadas (49.5%); estos autores recolectaron muestras tanto de lugares de percha y de
nidos, aislando la levadura con mayor frecuencia en las muestras de los nidos. El objetivo
de este estudio fue examinar las heces de “palomas de castilla” (C. livia), que se
encontraran mas cerca de las personas que visitan los parques y plazas publicas, por esa
razén no se tomaron muestras de nidos.

El piso (o superficies expuestas) de los parques y plazas que reciben buena radiacion solar,
como la mayoria de los sitios muestreados en el presente estudio, son poco propicios para
que en las heces de paloma se desarrolle C. neoformans. En un estudio llevado a cabo por
Quinteros et al (2005), se encontrd que 88% de las muestras positivas con C. neoformans se
aislé de pisos que presentaron temperaturas entre 12 y 18 °C.

Otro factor igualmente importante es la frecuencia con la que se limpian dichos lugares.
Los datos obtenidos, reflejan que los 5 parques y/o plazas de los cuales se obtuvieron
muestras de heces, en las cuales se pudo evidenciar presencia de C. neoformans, son en su
mayoria del interior del pais (Fig. 18). Estos sitios (a juzgar por la cantidad y condiciones
de las heces de paloma y del estado general del parque) no son limpiados tan
frecuentemente como las plazas/parques de ciudades céntricas como San Salvador y Santa
Tecla. Si un parque o plaza es limpiado frecuentemente, no hay lugar para la acumulacion
de heces de paloma y, consecuentemente, la probabilidad del desarrollo de C. neoformans
es mucho menor. Los factores ambientales y limpieza llevada a cabo en algunos parques
ayudan a explicar el hecho que solo en 8 de 66 muestras (12%) fue posible encontrar a esta
levadura, un porcentaje de aislamiento mucho menor al 50% (Fig. 18 y Fig. 20).

9.3 Relacion entre el nimero de palomas y la presencia de Cryptococcus neoformans

En el presente estudio no se encontr6 una relacion positiva entre el nimero de “palomas de
castilla” (C. livia) y la presencia de C. neoformans. Se esperaba que, a mayor nimero de
palomas, mas serian las muestras de heces de esta paloma donde se encontrara a dicha
levadura, pero los datos sugieren que, al menos en los sitios de estudio, existe una relacion
negativa entre ambas variables, el coeficiente de variacion fue de -0.31; de acuerdo con este
resultado, entre mas palomas menos es la incidencia de C. neoformans, y entre menos
palomas, mayor es la incidencia de la levadura.
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Sin embargo, la presencia o no de C. neoformans, no parece estar limitada a la abundancia
de palomas en un parque o plaza publica; a pesar que un estadistico nos diga que a mas
palomas no hay presencia de esta levadura (0 viceversa), se tiene que considerar otros
factores fundamentales. En las plazas/parques de ciudades céntricas como San Salvador y
Santa Tecla, a pesar de tener los mayores nimeros de palomas, no se encontro evidencia de
la presencia de la levadura. Los sitios de estas dos ultimas ciudades estaban bien
iluminados, y tienen regimenes de limpieza mas constantes y estrictos.

En dichos parques siempre se observaban cuadrillas de limpieza, y cuando fue posible, se
indagd que tan frecuente eran limpiados eran los parques. Los parques de San Salvador y
Santa Tecla eran limpiados al menos dos veces diarias de lunes a viernes, por lo que, a
pesar de tener en promedio 369 y 260 palomas respectivamente (Fig. 21), no se encontraron
heces con C. neoformans. En algunos parques del interior del pais no fue posible saber los
horarios de limpieza, pero algunos eran limpiados ocasionalmente durante la semana.

Fue notable el caso del Parque El Calvario en Santa Ana, que esta casi en abandono. En la
estructura central de dicho parque se encontrd abundante material fecal de paloma (Anexo
8) debido a la falta de limpieza. A esto se suma el hecho que en el parque hay poca
incidencia de los rayos de sol debido a los frondosos arboles que no son podados (Anexo
9). Esto explica porque en este sitio se encontraron 2 muestras con C. neoformans, a pesar
que se estim6 un promedio de tan solo 66 palomas (Fig. 20). Una situacion parecida se
observo en los parques de Usulutan (Parque Central de Usulutan) y Plaza Civica,
Zacatecoluca (La Paz). Estos parques y plazas aparentemente se limpiaban de manera
regular, sin embargo, sitios especificos en dichos lugares que no eran limpiados
adecuadamente, dando lugar a la acumulacion de heces (Anexos 10).

Como se expuso anteriormente, la presencia de C. neoformans, es mas frecuente en lugares
con condiciones especificas (donde hay heces acumuladas y estas estan bajo la sombra o
poca radiacion solar). En el presente estudio, C. neoformans se encontré en Plaza Civica,
Parque EI Calvario, Parque Rafael Campos, Parque Central de Usulutan y Parque Guzman;
en los cuales el denominador comun era precisamente la presencia de heces acumuladas
(debido a la poca limpieza), de “palomas de castilla” (C. livia), y poca iluminacion. Se ha
demostrado la radiacién solar directa, poca humedad, y altas temperaturas afectan
negativamente el desarrollo de C. neoformans (Ishaq et al 1968, Ruiz et al 1981, Levitz
1991), por lo que su presencia es una cuestion multifactorial.

Caecido et al 1996, encontraron que la presencia de C. neoformans, era mas comdn en
lugares donde habia al menos 15 palomas, pero como se ha mencionado anteriormente, el
namero de palomas no es el Unico factor que determina la presencia de esta levadura. Si
bien es cierto en este estudio se encontré a C. neoformans en lugares con mas de 15
palomas; es probable encontrar a esta levadura en lugares con menos de 15 palomas si las
condiciones ambientales son favorables.
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A partir de los hallazgos de este estudio, se puede interpretar que C. neoformans se
desarrollara donde haya heces de “paloma de castilla” (C. livia) y en las condiciones
ambientales propicias. ElI nimero de palomas en los sitios de estudio, no parece estar
directamente relacionado con la incidencia de dicha levadura. La premisa fundamental de
este estudio no debe de ser que las grandes cantidades de palomas vistas en algunos parques
y plazas son inofensivas, sino mas bien, si las condiciones estan dadas, pocas palomas
pueden generar heces suficientes para que esta levadura se desarrolle, representando un
problema en materia de salud pablica. También, es importante considerar que este estudio
se enfoco solo en esta levadura; teniendo en cuenta que esta especie de paloma porta 60
diferentes organismos patdgenos a humanos (Haag-Wackernagel & Moch 2004), podria
haber una relacion positiva mas directa con otros organismos patdgenos que con C.
neoformans.

De acuerdo con las estadisticas del MINSAL, San Salvador es el departamento que mas
casos de criptococosis registra. En este estudio, en ninguno de los parques de San Salvador
se encontraron heces con C. neoformans. Sin embargo, como se vio anteriormente, las
heces acumuladas y en condiciones ambientales dptimas favoreceran el desarrollo de esta
levadura patogena, por lo que es probable un buen porcentaje de los casos de criptococosis,
sean personas que estén en lugares poco ventilados y cerca de estructuras donde anidan
palomas de castilla. Se ha demostrado que las heces de estas palomas, en interiores,
protegidas del ambiente, representan un mayor peligro para el humano, dado que estas
estan mas frecuentemente contaminadas con C. neoformans, que heces de exteriores
expuestas al ambiente (Littman y Schneirson 1958).
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8. CONCLUSIONES

» El porcentaje de aislamiento positivo de Cryptococcus neoformans en estudio fue
mucho menor al 50% esperado. Solo el 12% de las muestras analizadas dio positiva
a C. neoformans, este bajo porcentaje de asilamiento de la levadura, probablemente
se deba a las condiciones ambientales y de limpieza de la mayoria de sitios
muestreados: buena radiacion solar, altas temperaturas del suelo y poca
acumulacion de heces; condiciones que van en detrimento del desarrollo de C.
neoformans. En contraste, los parques y plazas donde se encontrd evidencia de la
presencia de C. neoformans, son por lo general sitios donde las condiciones son
favorables para el desarrollo de esta: poca limpieza y relativamente sombreados, lo
que favorece la acumulacion de heces y poca exposicién de la levadura a la
radiacion solar.

» Los sitios donde se encontrd evidencia de la presencia de C. neoformans fueron
Plaza Civica, Parque EIl Calvario, Parque Rafael Campos, Parque Central de
Usulutan y Parque Guzman. Estos sitios se localizan en el interior del pais, por lo
gue se supone que poco presupuesto es destinado a la limpieza de basura y heces, y
al mantenimiento de estos. Aquellos parques o plazas de ciudades céntricas como
San Salvador y Santa Tecla que probablemente destinan mas presupuesto para
limpieza, a pesar de tener mas palomas en promedio, no se encontrd heces positivas
con dicha levadura. Sin embargo, teniendo en cuenta que 60 diferentes organismos
patdgenos a humanos estan relacionadas a esta paloma, es importante considerar
gue pueden existir otros organismos que si se vean favorecidos en esas condiciones
particulares.

» A pesar que las pruebas estadisticas de este estudio, reflejan que entre maés
individuos de “paloma de castilla” (C. livia) menos es la incidencia de C.
neoformans y viceversa; en realidad deberian tomarse en cuenta la rigurosidad de la
limpieza del sitio y factores ambientales. De acuerdo con la literatura, las
condiciones ambientales podrian ser factor determinante en la incidencia de esta
levadura, por lo que se debe de tener especial atencion en aquellos lugares
sombreados donde las heces se acumulen, y en los nidos de dichas palomas,
especialmente si estos se localizan cerca de hospitales y unidades de salud.
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En aquellos departamentos donde se registran mas casos de criptococosis segun las
estadisticas del MINSAL, se debe poner especial atencion, ya que es posible que
los focos de infeccion sean en casas o lugares poco ventilados donde estas palomas
anidan. Las plazas y parques donde en este estudio se encontré C. neoformans, por
el contrario, pueden representar un serio riesgo a la salud de personas con defensas
bajas, dado que la variedad encontrada, conocida como grubii, es la causante de la
mayoria de casos de criptococosis en el mundo y es la que se aisla mas
comunmente en pacientes con VIH.

39



9. RECOMENDACIONES

Las autoridades del Ministerio de Salud y las alcaldias deberian de evitar la
acumulacién de heces en parques y plazas y principalmente cerca de hospitales y
unidades de salud, por medio de una limpieza constante. Los hospitales y unidades
de salud deberian de ser vigilados estrictamente para evitar que estas palomas
aniden dentro de su infraestructura. Como se sabe, en los nidos es donde hay una
mayor incidencia de C. neoformans, debido a la acumulacién de heces, poniendo en
serio riesgo a la salud de personas inmunodeprimidas. Asi como también realizar
podas en los arboles de los parques para permitir una buena iluminacion solar que
impida el desarrollo de esta levadura.

Aunque la constante limpieza de algin parque o plaza disminuya la probabilidad de
desarrollo de C. neoformans, se debe tener en cuenta los otros 60 organismos que
pueden estan relacionados con la “paloma de castilla” (C. livia) (otros hongos,
bacterias y protozoarios) y que pueden ser un riesgo para la salud publica. Por lo
que se debe contemplar un control ético y eficaz de esta paloma en lugares donde
hay grandes cantidades, y realizar estudios con estos otros tipos de agentes
zoondticos, y si ven favorecidos o no con las condiciones de parques y plazas
publicas.

Se debe regular la alimentacion a palomas por partes de las personas que visitan los
parques o plazas. La disponibilidad de alimento es el factor fundamental que hace
que las poblaciones de estas aumenten, generando grandes cantidades de heces,
aumentando el riesgo de transmisién de enfermedades (especialmente en aquellos
sitios donde no se realiza limpieza regularmente) y, causado dafios a edificios y
monumentos.

Los equipos de limpieza de parques y plazas que estdn constantemente expuestos a
las heces de estas palomas deberian de utilizar el equipo adecuado como guantes y
mascarilla, para evitar una posible infeccion al tener contacto con heces
contaminadas. También se debe de desechar adecuadamente las heces retiradas del
suelo, repisas 0 monumentos, con el fin que no se acumulen y sean propicios para el
desarrollo de C. neoformans.

Realizar estudios cuantificando factores ambientales como la radiacion solar y la
temperatura, para determinar su relacion con esta levadura. Asi como también si
esta levadura crece en heces de otro tipo de aves abundantes en las ciudades o que
pueden estar cerca de los humanos como aves de corral y compafiias como pericos.
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11.ANEXOS

moler a polvo o . . .
hervir por 20 minutos

" y se filtrar a través de

_> una gasa estéril

Gennllas Agua destilada
de girasol (350 ml)
(70 2)

Anexo 1. Preparacion del extracto de semilla de girasol. Esquema por: Guillermo Funes, 2018.

Agar-agar
Extractode gyu005a (18 2)
semilla de girasol g ) .
(350 ml) Cloranfenicol

/ (0.7S82)

~v

Agua destilada
(650 ml)

Autoclavar por
15 minutos a 121°C

Anexo 2. Preparacion del Agar Semilla de Girasol. Esquema por: Guillermo Funes, 2018.
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el sobrenadante
se expande
sobre el medio y

se incuba
L P — a28°Cde3ay
dias -
7
0.1 ml /
se rota por 10 f o
—_ minutos y se deja /' A
- sedimentar /
= —> !
= \ i
. - . se toma 10 ml del /
30 ml solucion salina sobrenadante ‘ ‘
(0.85%) +
0.1 ml Penicilina Agar semilla

de Girasol

Anexo 3. Colocacion de heces en solucion salina, y siembra en Agar Semilla de Girasol. Esquema por: Guillermo Funes,
2018.

las colonias se
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Agar semilla P —
de Girasol e e

——
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g de Girasol
de Girasol

Anexo 4. Resiembra en Agar semilla de Girasol. Esquema por: Guillermo Funes, 2018.
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las colonias se
resiembran en
Agar Glucosado
Sabouraud

Coloni ’
Aga: ns:;s;iill; Agar Glucosado

de Girasol Sabouraud

Anexo 5. Siembra en Agar Glucosado Sabouraud. Esquema por: Guillermo Funes, 2018.

| |

preparacion de
suspension con
Lactofenol Azul

Algodén

Lactofenol Azul
Algodéon

Colonias en
Agar semilla

de Girasol

observacién al
microscopio en biisqueda de
levaduras capsuladas

Anexo 6. Preparacién de suspensiones e Lactofenol Azul Algodén. Esquema por: Guillermo Funes, 2018.
Produccion de Ureasa

(positivo si hay cambio de
color de amarillo a morado)

Colonias en

Agar Glucosado
Sabouraud

Anexo 7. Siembra en Urea de Christensen. Esquema por: Guillermo Funes, 2018.
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Anexo 9. Parque El Calvario, Santa Ana. Los arboles y la estructura central proveen de sombra;

ideal para el desarrollo de C. neoformans. Foto por: Guillermo Funes, 2017.
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Anexo 10. Heces de paloma de castilla acumuladas en el Parque Central de Usulutan. Foto por: Guillermo Funes, 2017.

-

Anexo 11. Plaza Gerardo Barrios, a pesar de la gran cantidad de palomas de castilla, el suelo recibe

buena radiacion solar, lo que va en detrimento del desarrollo de C. neoformans. Foto por: Guillermo Funes, 2017.
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Anexo 12. Ciclo de vida de Cryptococcus neoformans. Fuente: http://slideplayer.com/slide/10687427/
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GLOSARIO

Agente Zoondtico: Microorganismo cuyo reservorio es uno o varios animales; todo parasito,
bacteria, virus u organismo que pueda provocar una zoonosis.

Criptococosis: La criptococosis es una infeccion pulmonar o generalizada que se adquiere a
través de la inhalacién de tierra contaminada con las levaduras encapsuladas
Cryptococcus neoformans o C. gattii. Los sintomas que produce son los de la neumonia,
la meningitis o el compromiso de la piel, los huesos o las visceras.

Encefalitis: Es la irritacion e hinchazén (inflamacion) del cerebro, casi siempre debido a
infecciones.

Fase anamorfa: fase conidica, imperfecta o asexual en los ascomicetos y algunos
basidiomicetos, en la que se producen conidios.

Fase teleoforma: fase ascogena, perfecta o sexual en los ascomicetos, en al que se producen
ascas.

Genotipo: Conjunto de los genes que existen en el nucleo celular de cada individuo.

Enfermedad zoonotica: Una enfermedad zoonética es una enfermedad que puede
transmitirse entre animales y seres humanos. Las enfermedades zoonoéticas pueden ser
provocadas por virus, bacterias, parasitos y hongos.

Meningoencefalitis: Inflamacién simultdnea del encéfalo y las meninges debida a una
infeccion virica o bacteriana.

Organismo patdgeno: Organismos, incluidos virus, bacterias o quistes, capaces de causar
una enfermedad (tifus, célera, disenteria) en un receptor (por ejemplo una persona)

Restriccién enzimatica: es aquella que puede reconocer una secuencia caracteristica de
nucleétidos dentro de una molécula de ADN y cortar el ADN en ese punto en concreto,
Ilamado sitio o diana de restriccion, o en un sitio no muy lejano a este.

Serotipo: microorganismo que puede causar una infeccion y que se clasifica de acuerdo a los
antigenos que exhibe en la superficie de sus células.
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