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INTRODUCCION

Los zigomicetes son un grupo de hongos aerobios, filamentosos, relativamente
primitivos, que se reproducen asexualmente por endosporas y sexualmente por
zigosporas (Ripon 1990; Rodriguez 1998). Son hongos omnipresentes y se encuentran
usualmente en suelos humedos con un alto contenido de nitrégeno y en alimentos en
descomposicién, como el pan y vegetales (Arenas 1993). Se comportan como
saprofitos; sin embargo, algunas especies son potencialmente pat6genas, las que se han
clasificado en dos 6rdenes de importancia médica, que se diferencian por su forma de
esporular; estos son el orden Mucorales y el orden Entomophtorales y las entidades
clinicas asociadas son denominadas zigomicosis.

La primera relacién de los Zigomicetes con patologia, data de inicios del siglo
XIX (Ribes et al 2000), cuando en 1925, Van Overeen informé de la primera infeccion
por Entomophtorales en un caballo. En 1956, Lei-Kian Joe y Njo-Imjo, en Indonesia,
describieron los tres primeros pacientes con zigomicosis subcutdnea, debida a
Basidiobolus ranarum. En Brasil, la entomophtoromicosis en seres humanos se conoce
desde 1966 y hasta 1988 se habian registrado 17 enfermos, procedentes del noroeste de
este pais. En México en 1988, De Jean-Bojoge ef al comunicaron el primer caso de
basidiobolomicosis por B. haptosporus (citado por Arenas 1993). En Costa Rica, no se
han descrito pacientes con infecciones debidas a este hongo, sin embargo, esta presente
en nuestro ambiente; por lo que es necesario estudiarlo a fin de familiarizarse mas con
éste y las entidades clinicas a las cuales se relaciona; pues es posible que algunos casos
hayan pasado desapercibidos o se hayan diagnosticado erréneamente, por falta de un

método de reconocimiento adecuado del agente causal.



ANTECEDENTES

Zigomicosis y las micosis emergentes

Los zigomicetes han cobrado mayor importancia médica en las ultimas décadas,
al igual que ha ocurrido con una amplia gama de hongos, que otrora eran considerados
solo como agentes saprofitos y cuya importancia en biomedicina se reducia a la de
simples contaminantes de laboratorio. El panorama etiolégico en micologia ha ido
cambiando paulatinamente con los avances en salud, que han logrado una mayor
sobrevida de los pacientes con patologias crénicas anteriormente consideradas
terminales, a la vez, los adelantos en biomedicina que implican intubaciones y métodos
diagndsticos invasivos, cada vez mas frecuentes en los hospitales, abren puertas de
entrada que son explotadas por agentes infecciosos, incluyendo algunos con bajos
potenciales de virulencia.

Adicionalmente, la aparicién del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA) puso de manifiesto a un grupo de poblacion con un grado de susceptibilidad
aumentado, que resulta presa facil de esos agentes infecciosos oportunistas (Ribes ez al
2000).

Las zigomicosis son entidades clinicas que se pueden agrupar en agudas o
crénicas. Las primeras suelen afectar a individuos con fallas en su respuesta
inmunolo6gica; en tanto, las zigomicosis cronicas tienden a asociarse mas con los
factores de virulencia del agente, como su capacidad de invasion al hospedero; por lo
tanto, pueden afectar a personas con una respuesta inmunolé6gica adecuada (Rodriguez
1998)

Las zigomicosis agudas son producidas por hongos del orden Mucorales. Estos
son netamente oportunistas, por lo que pueden considerarse patologias adquiridas de
forma secundaria a un factor predisponente, y manifiestan un marcado tropismo hacia el
endotelio vascular, provocando trombosis e isquemia, con infartos y necrosis tisular. El
cuadro clinico se inicia abruptamente y se caracteriza por una respuesta inflamatoria
exacerbada (Ripon 1990; Rodriguez 1998). Por estas razones algunas formas de
zigomicosis se encuentran entre las micosis méas agudas y fulminantes conocidas
(Kwon-Chung 1992).

Las zigomicosis crénicas suelen ser cutineas o subcutdneas. Son causadas por
hongos del orden Entomophtorales y debido a la capacidad para invadir tejidos que

presentan algunos de estos agentes, no se les considera oportunistas, por lo que no es



estrictamente indispensable la presencia de algin factor inmunolégico que predisponga
a la enfermedad. No obstante, a diferencia de las zigomicosis agudas, tienen un curso
mas benigno (Ribes er al 2000; Maciel et al 2005).

En las zigomicosis crénicas se incluyen dos tipos de micosis: las zigomicosis
rinofacial crénica, cuyo agente etiol6gico es Conidiobolus coronatus y su manifestacion
mas comun es la infeccién del tejido subcutdneo nasal, causando deformidades en los
sitios adyacentes (Rodriguez 1998). También est la zigomicosis subcutanea crénica o
basidiobolomicosis, cuyo agente etiol6gico es Basidiobolus sp., (Rodriguez 1998; Ribes
et al 2000), el cual puede causar una celulitis inflamatoria en los miembros superiores,
térax, ghiteos y abdomen (Rodriguez 1998; Bigliazzi et al 2004; Taylor et al 1999),

aunque también, se ha involucrado en infecciones gastrointestinales (Rodriguez 1998).

Infeccién por Basidiobolus sp. en humanos

No se ha descrito ningin factor predisponente para la basidiobolomicosis;
aunque, se ha reportado como més frecuente en personas de la raza negra. Se ha
descrito en ambos sexos. El 80% de los casos ocurren en menores de 20 afios y de estos
el 40% en menores de 10 afios (Arenas 1993).

El cuadro clinico mas comiin es de localizacion subcutinea. Esta infeccion se ha
descrito mds frecuentemente en paises tropicales y subtropicales. La infeccion
comienza con un ndédulo subcutineo unilateral que aumenta gradualmente de tamaiio
(Ribes et al 2000, Arenas 1993). La inflamacién subcutinea tiene consistencia firme y
es bien circunscrita, indolora y no se encuentra adherida a la piel que la cubre; pero esta
anclada a la aponeurosis muscular (Ribes et a/ 2000; Arenas 1993) y por lo regular, se
encuentra contenida dentro de un paniculo. La piel que la cubre tiende a cambiar de
color o a hiperpigmentarse y hacerse atréfica, pero no se ulcera (Fig. 1). La masa
continda creciendo y en ocasiones afecta todo el 6rgano en el que se encuentra (Ribes et
al 2000). Puede haber cierto grado de linfoedema, pero solo ocasionalmente afecta a
ganglios (Arenas 1993).









intestino que asemeja la enfermedad de Crohn y cuyo diagnéstico diferencial se realiza
histopatolégicamente por la observacion de un infiltrado granular eosinofilico, rodeado
de hifas y fenémeno de Splendore-Hoeppli, que no se encuentran en la enfermedad de
Crohn (Prabhul 2004).

El diagndstico se realiza necesariamente a partir de una biopsia del area
lesionada, dado que no se produce ningin exudado y el hongo tiende a profundizar en la
lesién granulomatosa. La muestra se observa al fresco con KOH y se deben buscar
hifas, que aparecen como escasos filamentos cortos, cenociticos o irregularmente
septados. Se prefiere separar diferentes segmentos de la muestra y colocarlos en varias
placas de un agar como el Agar Glucosado de Sabouraud sin cicloheximida ni

cloranfenicol, para aumentar la posibilidad de aislamiento (Rodriguez 1998).

Infeccion por Basidiobolus sp. en animales

Las infecciones por Basidiobolus sp. también se han descrito en animales como
caballos (Rodriguez 1998; Ribes et a/ 2000), sapos, canguros (Speare-Thomas 1985),
murciélagos (Chaturvedi 1984) entre otros, causando lesiones en las partes laterales de
la cabeza y el tronco; son lesiones de tipo deformante, a veces impresionantes, de
acuerdo con la evolucion de la micosis (Rodriguez 1998). Estos animales adquieren el
hongo al estar en contacto con el material contaminado (Ribes et a/ 2000). Ademas, en
perros causa enfermedad diseminada (Miller-Turmwald 1984; Ribes et a/ 2000), en el
ganado vacuno abortos y mastitis; y también en cerdos causa enfermedad gastrica

(Arenas 1993)

Caracteristicas de Basidiobolus.

Se han identificado tres especies del género Basidiobolus: B. meristosporus, B.
haptosporus y B. ranarum, tomando en cuenta su composicién antigenica, andlisis de
restriccion de ADNr y patron de isoenzimas secretadas. B. ranarum es la unica especie
patégena para humanos (Fungus 2006).

Basidiobolus sp. es un hongo de crecimiento rapido, menor a 5 dias (Larone
1995), que puede esporular en un tiempo corto (Arenas 1993). Las colonias son planas y
glabras, con micelio aéreo corto. Presentan color beige en el anverso y blanco en el
reverso (Larone 1995) (Fig. 3A). Su superficie colonial es plegada en el centro, y
algunas cepas tienen un olor caracteristico a humedad, que recuerda al de Streptomyces
(Arenas 1993; Larone 1995).



Las hifas miden entre 8 y 20 pm de diametro, son espaciadamente septadas.
Produce muchas zigosporas redondas intercalares de 20 a 50 pm de diametro con pared
delgada lisa u ondulada y un prominente apéndice en forma de papila o pico, que
representa el remanente del tubo copulatorio (Fig. 3B) (Larone 1995), resultado de la
unién de dos hifas vecinas que forman picos de conjugacion y persisten en la superficie
de la zigospora (Arenas 1993). Los esporangiéforos muestran una parte terminal
alargada que produce un esporangiolo unicelular (conidio adhesivo) que deja por debajo
una vesicula subconidial o esporangiolo; los cuales son proyectados con tal fuerza que
se estampan en la pared del tubo de vidrio a la cual se adhieren; a estas esporas se les

conoce como balistosporas (Arenas 1993).






Los insectos pueden comportarse como vectores mecanicos mas que como
reservorios (Feio et al 1999; Ribes et al 2000), ya que pueden acarrear el hongo en el
tracto alimentario o en su cuticula sin ser parasitados (Ribes et al 2000). La
degeneracion de la quitina (principal compuesto de la cuticula de los insectos) debida a
la enzima quitinasa que posee el hongo, es considerada un importante punto para
explicar la diseminaci6n del hongo mediante insectos (Feio ef al 1999)

Los insectos que portan en sus patas esporas de Basidiobolus sp. son ingeridos
por reptiles y anfibios, los cuales subsecuentemente diseminan las esporas en sus
excretas (Ribes et al 2000).

Ciclo de vida

Basidiobolus sp. lleva parte de su ciclo de vida en el intestino de lagartijas y es
liberado en el excremento, en forma de esporas y micelio. Las esporas germinan y el
organismo crece saprofiticamente en el excremento, de donde puede ser adquirido a
través de una inoculacion traumatica por un individuo (Ribes ez al 2000).

La naturaleza de la relacion entre este hongo y los animales que lo diseminan es
desconocida. La presencia del hongo en el tracto digestivo de anfibios no ha sido
asociada a patogenicidad, por lo tanto no parece ser patégeno del tracto intestinal de
anfibios ni reptiles, lo que refuerza la hip6tesis de que exista una relacién mutualista o
comensalista entre ambos (Nelson 2002).

El aislamiento de Basidiobolus a partir de excretas de la lagartija Hemidactylus
Jfrenatus, una de las especies, de las lagartijas conocidas popularmente como “gecos”, es
de suma importancia debido a su estrecha relacién con el hombre y la gran dispersién

global que ha logrado en los ultimos afios.

El geco doméstico Hemidactylus frenatus

Los gecos son lagartijas arboricolas de la familia Gekkonidae, algunos géneros
son partenogenéticos; mientras que en otros hay sexos separados. Entre estos ultimos se
ubica Hemidactylus frenatus, conocido como “geco doméstico” (Fig. 4) y considerado
uno de los miembros de la familia-mas exitoso para colonizar nuevos territorios,
desplazando a las especies autdctonas, incluyendo los gecos partenogenéticos (Petren y
Case 1998).
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El género Salmonella esta ubicado en la familia Enterobacteriacea y como tal, se
trata de bacilos Gram negativo, anaerobios facultativos y la mayoria de las cepas no
fermentan la lactosa, son indol, Voges Proskauer, fenilalanina y urea negativas; ademas,
producen H;S en agar Triple azicar hierro (TSI) (Mahon & Manuselis 2000). Sin
embargo, la definicién de especies en este género no esta bien consolidada, por lo que a
menudo se hace mas alusién a los serotipos que a las especies. Anteriormente, los
serotipos fueron considerados como especies o subespecies e incluso actualmente
algunos autores siguen nombrandoles como tales. No obstante, el hecho de que se
hayan descrito mas de 2400 serotipos hace que la nomenclatura de este género sea
complicada y en pos de una simplificacién el Centro de Control de Enfermedades
(CDC) ha adoptado un sistema basado en caracteristica genémicas, que agrupa los
serotipos en siete grupos (1, I, Hla, b, IV, V y VI), con solo dos especies S. enterica
(L, 1L, Hla, IlIb, IV y VI) y S. bongori (V), lo que resulta practico para los prop6sitos
epidemioldgicos, especialmente en el seguimiento de brotes epidémicos relacionados
con este agente, que es responsable de la mayoria de los casos pediatricos de diarrea
bacteriana en los EEUU (Brennere et al 2000).

Algunos serotipos de Salmonella, de los subgrupos II, IIl y IV, se han
encontrado como parte de la flora normal de aves, roedores y animales de sangre fria,
incluyendo lagartijas y gecos (Mahon & Manuselis 2000). Las pesquisas
epidemiologicas en las salmonelosis generalmente conducen a contaminacion de
alimentos, aguas o bien transmision humano a ilumano;vno obstante, la contaminacién
fecal de alimentos resulta la via mas comin y en muchos casos se relaciona con
manipulacién de reptiles empleados como mascotas.

La literatura médica documenta muchos casos de este tipo, dos ejemplos son el
caso de dos nifios que al igual que su mascota, una iguana, cultivaron S. chameleon; o el
caso de un nifio y su serpiente mascota positivos por S. orizonae (Sanyal et al 1997). En
la Gitima década la prevalencia de salmonelosis asociada con mascotas reptiles en
EEUU ha aumentado tanto, que se ha catalogado como un problema de salud puiblica y
se ha llamado la atencién para que los hospitales pediatricos consideren esta posibilidad
cuando se presentan nifios con diarrea (Reporter et al 2003).

Como se mencioné previamente la principal puerta de entrada al organismo para
este agente es la via oral, como infeccién de origen alimentario o hidrico, presentando
un periodo de incubacién de 8 a 48 horas. Las bacterias invaden la mucosa intestinal,

donde producen una enterotoxina y una citosina que destruyen las células epiteliales
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(Prescot et al 2004). Los sintomas incluyen nauseas, vémito, fiebre y escalofrios
acompaiiados con diarrea acuosa y dolor abdominal.

En la mayoria de los casos el cuadro es autolimitado y los sintomas desaparecen
usualmente en unos pocos dias con poca o ninguna complicacién. Los mds susceptibles
suelen ser los nifios, ancianos y pacientes inmunosupresos. El uso de antibidticos como
tratamiento no se encuentra indicado en casos leves, ya que puede aumentar el estado
portador; sin embargo, cuando hay diseminacién sanguinea se requiere de la
antibioticoterapia; tal como ocurre en la fiebre Tifoidea y la llamada fiebre intestinal
(Mahon & Manuselis 2000).
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JUSTIFICACION

En Costa Rica no se ha documentado ninguna de las formas clinicas de las
micosis producidas por Basidiobolus sp.; no obstante, este hongo se aislé hace unos
diez afios de excretas de gecos del Pacifico Central. Actualmente, los gecos han
colonizado territorios tan alejados como el Pacifico Norte, el Valle Central e incluso la
zona del Caribe, lo que indirectamente podria ser sinénimo también de una mayor
diseminacién de Basidiobolus sp. hacia estas regiones del pais; lo que implicarfa un
mayor riesgo para las posibles infecciones con tal agente. Para corroborar estas
hip6tesis se plantea en el presente trabajo una investigacién tendiente a evaluar la
prevalencia de Basidiobolus sp. en heces de gecos capturados en Guanacaste, Guépiles
y San José. Ademis, se plantea la caracterizacién cualitativa de los posibles
aislamientos y la evaluacién de algunos factores de virulencia, como la presencia de

hemolisina, gelatinasa, fosfolipasa y proteasas.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Realizar aislamientos de hongos del género Basidiobolus sp. a partir de excretas frescas
del geco doméstico, Hemidactylus frenatus capturados en Guanacaste, Guapiles y San

José.

Objetivos Especificos

1. Determinar la presencia de Basidiobolus sp. a partir de heces del geco
doméstico, Hemidactylus frenatus en las &reas de Guanacaste, Gudpiles y San
José.

2. Realizar una descripcion cualitativa macro y microscdpica de los aislamientos
del hongo en medios para micologia de uso comin.

3. Determinar la produccion de enzimas como hemolisina, gelatinasa, fosfolipasa y
proteasas en los aislamientos de Basidiobolus sp.

4. Determinar variaciones en el patron de crecimiento de los aislamientos de

Basidiobolus sp. a distintas temperaturas de incubaci6n.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio
Para el estudio se escogieron dos zonas de clima calido como la zona de
Nandayure en Guanacaste y la zona central de Guépiles; y una de clima templado, San

José. Las muestras se recolectaron entre los meses de enero y noviembre del afio 2006.

Recoleccién de muestras de heces de Hemidactylus frenatus en casas colonizadas
por este reptil

Se tomaron 20 muestras en San José, 70 de Guanacaste y 15 de Guapiles. En las
casas en las cuales se escuchaban los cantos caracteristicos de los gecos durante la
noche, se asumi6 que estan colonizadas y se hicieron las observaciones para confirmar
la presencia de los gecos.

Se capturaron algunos gecos y se colocaron individualmente en frascos de
vidrio para colectar las heces. También se procedié a colectar materia fecal en las
casas, especia]meﬁte en las cocinas. La colecta de las muestras se realizé con pinzas y
se colocaron dentro de tubos de ensayo (16x100 mm) debidamente rotulados,
posteriormente se llevaron al laboratorio para ser analizadas en un minimo de 24 horas y
un maximo de 48 horas después de recolectadas. Las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente antes de analizarse.

También, se hicieron disecciones de algunos gecos para extraer materia fecal y

contenido del intestino medio y del posterior (cloaca), para aislamiento del hongo.

Aislamiento inicial de Basidiobolus sp

Cada muestra de heces o de intestino del geco se inoculé frotindola con un
aplicador de madera contra un papel de filtro estéril, humedecido, colocado en la tapa de
una placa de Petri con agar glucosado de Sabouraud (ASG).

De manera que cada muestra quedara esparcida en el papel de filtro frente al
medio de cultivo y las placas se incubaron invertidas por 2 a 4 dias, a temperatura
ambiente. Asi, al esporular el hongo, si estaba presente, las balistosporas serian
expelidas, impactando la superficie del medio de cultivo, donde germinarian formando
colonias puras y obviando de esta manera la interferencia del resto de la flora fecal o

intestinal de las muestras de heces o de contenido de intestino, respectivamente.
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Del crecimiento obtenido se hacieron montajes en azul de lactofenol para

observar las caracteristicas microscopicas e identificar al hongo.

Evaluacién de factores de virulencia

De 28 aislamientos del hongo se tomé una porcién y se colocé asépticamente en
cada uno de los siguientes medios de cultivo: agar sangre, agar urea de Christensen,
agar yema de huevo, agar caseina y gelatina nutritiva (Anexo 1). Cada medio de cultivo
inoculado se incub6 de 2-4 dias a temperatura ambiente y se observo el crecimiento y el
cambio en cada uno de los medios, para identiﬁcar los posibles factores de virulencia.
La presencia de hemolisinas se detecté por la hemdlisis en el agar sangre; la actividad
de ureasa se evidencio6 por el viraje del indicador a una tonalidad rosada en el agar Urea
de Christensen; la actividad de fosfolipasa se manifiesté por un precipitadd blanco
alrededor de la colonia en el agar yema de huevo y la formacién de un halo claro
producto de la degradacion de proteinas en el agar caseina. La gelatinasa se manifiesté
por la pérdida de la gelificacion de la gelatina, para lo cual los tubos inoculados
colocaron a 4°C por 30 min., si gelificaban implica que la gelatina no se hidroliz6, o sea

que no se produjo la enzima gelatinasa.

Determinacion de la capacidad de crecimiento del hongo a distintas temperaturas
Cada aislamiento del hongo se cultivd en placas de ASG, se incubd a
temperatura ambiente por 48 horas y luego se cortaron porciones del cultivo de 1 cm?,
se colocé una porcién sobre el centro de cada una de tres placas de ASG y se incubaron
las placas a una temperatura de 20°C, 35°C y 42°C respectivamente y se compard el
didmetro de crecimiento de cada aislamiento en estas tres condiciones a los 4 dias de

incubacidn.

Andlisis estadistico

Se realiz6 el andlisis estadistico de Mann-Whitney para muestras pareadas con el
programa SPSS para observar si existe diferencia significativa en el niimero de
aislamientos obtenidos segiin el lugar de aislamiento. De igual forma, se realiz6 el
método descriptivo del test de NPar (Wilcoxon Signed Ranks Test) para observar si hay
diferencia significativa entre las temperaturas de crecimiento analizadas con respecto al

diametro (en milimetros) de 14 colonia.
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Tabla 1. Analisis de muestras pareadas de Mann-Whitney

Lugar U de Mann-Whitney P
San José- Guépiles* 20 > 0.005
San José- Nandayure* 160 : > 0.005
Gudpiles- Nandayure** 475 <0.001

*Existe diferencia significativa en el niimero de aislamientos realizados entre los lugares
analizados
**No existe diferencia significativa en el nimero de aislamientos realizados entre los lugares

analizados
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DISCUSION

A pesar de que Basidiobolus sp. se puede aislar de suelos y detritus en
descomposicion, se decidié hacerlo a partir de heces de geco, ya que se ha reportado
una mayor facilidad de aislamiento de la herpetofauna, lo que ha permitido que algunos
investigadores consideren como reservorios para este hongo el tracto gastrointestinal de
estos animales (Nelson ef al 2002).

En Costa Rica la herpetofauna es muy rica y abundante, sin embargo, se
seleccion6 al geco doméstico para este trabajo, pues aunque es una especie introducida
hace unas dos décadas, ha colonizado gran parte del pais, debido a su capacidad de
colonizar interiores de casas y edificios, ocultAndose durante el dia y saliendo durante la
noche para alimentarse de los insectos que son atraidos por las lamparas (Hernandez &
Salas 2006; Leenders 2001).

Una de las razones por las que Hemidactylus frenatus tiene la capacidad de
colonizar nuevas 4reas es que las hembras pueden retener esperma viable por mis de 8
meses, esto le permite a una unica hembra producir al menos 10 huevos fértiles atin en
ausencia de un macho. De forma interesante H. garnotii, una segunda especie
encontrada en Costa Rica, estd estrechamente relacionada y es virtualmente
indistinguible de H. frenatus; aunque puede reproducirse sin copular, o sea son
partenogénicas. Esta forma de reproduccion da lugar tinicamente a hembras (Leenders
2001).

También se ha comprobado que los gecos se diseminan facilmente, ya sea los
adultos o los huevos que son depositados en lugares oscuros como cajas, equipaje, o
zapatos, pueden ser transportados de forma pasiva de un lugar a otro, por lo que su

~dispersién-en -el territorio- nacional- ha-aumentado en los dltimos afios (observacién-
personal).

No se sabe si antes este hongo estaba en el pais, ya que hasta el afio 2000 no hay
reportes clinicos de infeccion ni de aislamientos previos de la naturaleza o herpetofauna
autétoma de Costa Rica. En el afio 2000 se comprobd la presencia de este hongo
asociado a gecos de la zona de Caldera, Puntarenas (Sanabria & Espinosa 2000). En
otras 4reas del mundo se ha comprobado que el hongo fue introducido por animales que
provenian de regiones tropicales (Feio et al 1999), por lo que se podria sospechar que

el hongo fue introducido por este animal.
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El método que se utilizé en esta investigacion tiene una gran ventaja para el
aislamiento de Basidiobolus sp., ya que al producir balistosporas, estas son lanzadas a
distancia; asi, la inoculacién de la muestra de heces en la tapa de la placa de Petri, hace
que las balistosporas disparadas impacten la superficie del agar, lo cual permite el
aislamiento de este hongo, obviando la contaminacién bacteriana fecal, que se podria
presentar al inocular directamente la muestra en el medio de cultivo o incluso con
métodos de dilucién de las heces.

Las caracteristicas morfolégicas, tanto macro como microscopicas, de las
colonias obtenidas, corresponden con las descritas por otros autores, como Feio et al.,
quienes en 1999 realizaron un trabajo similar en un zooldgico de Antwerp, donde
recolectaron muestras de distintos anfibios, reptiles y peces; y al igual que en este
trabajo, no se detectd olor a Streptomyces en ninguno de los aislamientos realizados, lo
cual es consistente con la literatura ya que este olor puede ser inconsistente y variable
(Arenas 1993; Larone 1995; Feio ef al 1999)

Los resultados confirman la presencia de Basidiobolus sp. asociado a heces de
gecos colectados en dos regiones de nuestro pais, con clima caliente, como son
Nandayure y Guéapiles. Sin embargo, en los especimenes capturados en San José no se
logro aislar este hongo. Estos resultados se comprobaron estadisticamente por el método
Mann-Whitney, donde quedé demostrado claramente que existe diferencia significativa
en aislamiento del hongo comparando San José con Nandayure y Guapiles, mientras
que no existe diferencia significativa entre Nandayure y Guéﬁiles (Tabla 1 y Anexo 3),
por lo que la presencia del hongo se ve afectada por el lugar de procedencia de la
muestra.

Esta diferencia podria deberse a las variaciones en las condiciones ambientales y
ecologicas que presentan estas zonas, que podrian jugar un papel importante para el
desarrollo del hongo. De acuerdo a la literatura, este hongo se ha aislado de todo el
mundo, sin embargo, las infecciones en humanos se han limitado a zonas tropicales y
subtropicales (Ribes et a/ 2000), donde probablemente podrian encontrarse mayor
cantidad de insectos, lo cual indirectamente favorece el desarrollo del hongo en ese
ambiente, ya que los insectos podrian ser vectores mecanicos de este microorganismo,
pues se puede encontrar en su tracto alimentario o en su cuticula, sin causarles patologia
(Nelson et al 2002). Los insectos son parte del alimento de la herpetofauna, la cual
disemina el microorganismo e incluso podria facilitar el contacto del hongo con

personas, aumentando el riesgo de infeccion.
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También el solo efecto de la temperatura local podria influir en la presencia del
hongo en algunas zonas, ya que como se demostrd en este trabajo, Basidiobolus sp.
present6 un mayor crecimiento a 37°C (40 mm promedio de didmetro) que a 25°C (29
mm promedio de didmetro) y a 42°C (menos de 1 mm promedio de didmetro). En San
José la temperatura oscila entre 16,7 — 26,7°C, mientras que en Nandayure es de 22 a
34,9°C y en Gudpiles de 18,3 a 32,7°C (IMNCR) (Anexo 2). Estd bien comprobado que
algunos especies del grupo de los zigomicetes, entre ellos Basidiobolus sp., es muy
sensible a bajas temperaturas e incluso si un material biolégico infectado, como una
biopsia o contaminado como las heces con Basidiobolus, se guarda por pocas horas en
refrigeracién, se pierde toda posibilidad de aislar este hongo (Gugnani 1999; Lacaz et
al. 2002)

En cuanto a la temperatura debemos de mencionar que de acuerdo a algunos
investigadores, la capacidad de crecimiento a 37°C es un requisito esencial para los
aislamientos de hongos potencialmente patégenos, pero podria ser dada por simple
adaptacion (Feio et al 1999). Sin embargo, como todos nuestros aislamientos crecieron
mejor a 37°C no lo podriamos considerar una simple adaptacion, sino mas bien como
una preferencia, por crecer a temperaturas altas, atn asi, podria probarse su capacidad
de crecimiento en un ambito mayor de temperaturas (Fig. 7). Ademas, se pudo observar
que esta diferencia en el crecimiento segin la temperatura de incubacion de aislamiento
es estadisticamente significativa a través del método descriptivo del test de NPar
(Wilcoxon Signed Ranks Test) (Ver cuadro 2 en anexos).

En cuanto al papel de los insectos en la diseminacion Basidiobolus sp. este es
controversial, ya que para algunos autores éstos son considerados importantes
transportadores y diseminadores del hongo, al acarrearlo en su tracto alimentario o en la
cuticula sin ser parasitados (Coremans-Pelseneer, 1974, Emmons et al 1957); mientras
que otros autores, consideran que su papel no es fundamental, ya que en estudios en
donde anfibios han resultados positivos por este hongo, los insectos utilizados para
alimentarlos han sido negativos para su aislamiento (Feio er al 1999). Por lo que se
podria sugerir que la herpetofauna estaria actuando como reservorio de este hongo y al
eliminarlo por heces, se facilita la contaminacion de insectos en el ambiente; ya que
esta comprobado que Basidiobolus esporula sobre heces de anfibios y reptiles, y que sus
balistosporas tienen la capacidad de adherirse al exoesqueleto de insectos facilitando la
colonizacién (Nelson et al 2002).
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De las 70 muestras tomadas en Nandayure y de las 15 tomadas en Gudpiles, se
obtuvieron aislamientos de Basidiobolus sp. en proporciones altas (78,6% y 86,7%
respectivamente). Estos resultados nos indican que este hongo es un constituyente
comiin del intestino de gecos, lo cual es comparable con el estudio realizado en la
Florida, donde el 69% de los animales analizados dieron positivos por el aislamiento de
este hongo, siendo mas frecuente en los animales de hdbitos terrestres que en los
arboricolas (Nelson et al 2002). Ellos también analizaron las presas mas comunes de
ambos grupos y concluyen que el tipo de presa que utilizan para alimentarse afecta la
frecuencia de la colonizacién, asi los animales que tienen dietas ricas en hormigas,
tienen alta frecuencia de colonizacién de Basidiobolus sp. en comparacién con los que
consumian otros insectos (Nelson et al 2002). En este trabajo no se analiz6 el tipo de
dieta de los gecos, sin embargo, se podria analizar e incluso comprobar si este hongo se
aisla de otros animales auténomos de Costa Rica y de sus dietas.

En cuanto a la produccion de enzimas por parte de los aislamientos de
Basidiobolus obtenidos en este trabajo, se observo en todas la presencia de hemolisinas,
proteasas, fosfolipasas, ureasa y gelatinasa. Estas enzimas son posiblemente usadas por
el hongo cuando esté en la naturaleza para degradar materiales proteinaceos (Feio et al
1999). Sin embargo, estas y otras enzimas que pueda producir este hongo, también
podrian jugar un papel importante en la patogénesis de la infeccion, tanto en humanos
como en otros animales, e incluso se ha propuesto que pueden ayudar en la digestion de
insectos que son consumidos por animales huésped, que tienen el hongo en su tracto
digestivo, lo que refuerza la hipétesis de que la asociaciéon huésped-hongo, podria ser
mutualista o comensalista (Nelson ef al 2002).

La capacidad hemolitica del Basidiobolus sp. (Fig. 8) se ha observado en
aislamiento de casos clinicos humanos y de algunas cepas aisladas de diversos
hospederos (Feio et al 1999), asi como la produccién de lipasas, lecitinasas,
hialuronidasas, colagenasas, proteinasas, gelatinasa, ureasa y de fosfolipasa (Echetebu
& Ononogbu 1982; Okafor & Gugnani 1990; Okafor 1994) también se han reportado
para este hongo. Las colagenasas y elastasas destruyen tejido conectivo e intervienen en
la formaci6n de la inflamaci6n granulomatosa (Fromentin ef al 1978). La hialuronidasa
destruye 4cido hialurénico, facilitando la invasién del microorganismo (Jawetz ef al
1987), las lipasa degeneran tejidos grasos, las lecitinasas y fosfolipasas destruyen

membranas celulares causando necrosis (Echetebu & Ononogbu 1982).
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El papel de la herpetofauna como reservorio es discutible pues se han presentado
casos de infecciones. En un estudio realizado en el Condado de Albany (Wyoming,
USA) entre enero 1989 y junio de 1996 se realiz6 una evaluacién potmortem de 278
sapos y en 100 de estos se logro aislar Basidiobolus sp. a partir de secciones de la piel
abdominal y digital (Taylor et al 1999). Histol6gicamente, observaron la presencia de
numerosos elementos fingicos e hifas en las capas superficiales de la epidermis sin una
reacci6én inflamatoria aparente, similar en morfologia a las causadas por B. ranarum en
sapos canadienses en un trabajo anterior, y en donde aisl6 el hongo en 30 de 54 (56%)
carcasas de sapos analizadas aleaoriamente (Taylor et al 1999 a).

En cuanto a las infecciones causadas por este hongo, en Costa Rica, a pesar de
ser tropical, no se ha encontrado registros de su presencia, lo cual podria deberse a que
no estdn siendo consideradas en los servicios de diagnédstico (laboratorio clinico y
patologia) o bien que realmente no se han presentado casos, aunque esta comprobado la
presencia de este hongo asociado a los gecos.

Se debe considerar que la infeccién subcutinea es mas comin en personas de
corta edad, mientras que las infecciones no subcutdneas se presentan més en personas
mayores y estan asociadas en estos tltimos a la ingesta o inhalacion del hongo (Ribes et
al 2000). Se piensa que variaciones de estos patrones basicos, probablemente reflejan el
estado de inmunocompetencia del paciente (Ribes et al 2000). Hay que tomar en
consideracioén que la infeccion no subcutidnea se puede confundir con otras patologias,
entre ellas el sindrome de Crhon, que parece ser el mas comun (Prabhul 2004).

Reiteramos que en Costa Rica no se han diagnosticado casos de infeccion por
Basidiobolus; aunque se ha comprobado que este hongo esta presente en una gran
proporcion de los gecos domésticos estudiados de zonas calientes, como Nandayure y
Guépiles. Por esa razon, se sugiere ampliar el estudio a otras posibles zonas del pais y a
otros hospederos, especialmente a aquellos que estan siendo consideradas mascotas, e
incluir el aislamiento de Salmonella, ya que esta bacteria también es parte de la
microbiota intestinal de reptiles, incluyendo gecos, serpientes e iguanas (Sanyal et al
1997). En este estudio se intent6 aislar Salmonella, y aunque no se obtuvieron
resultados positivos es importante evaluar més esta posibilidad.

Es importante el hecho de que en las dreas donde se logré aislar el hongo se
ubican en zonas calientes y donde habita gran cantidad de personas de recursos
econémicos limitados, cuyas casas son colonizadas facilmente por los gecos, que se han

convertido en un habitante frecuente, visto tan naturalmente, que las personas no se
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asombran al verlos posados dentro de la casa, cerca de los bombillos eléctricos e
incluso, la gente narra que encuentra los huevos de esta lagartija en las gavetas de los
muebles de la cocina, lo que ven como algo natural. Por otra parte, los nifios que
acostumbran a caminar y jugar descalzos dentro y fuera de sus casas, podrian ser
victimas de este hongo que podria infectarles via traumética en sus pies; también, es
importante continuar las pesquisas para buscar Salmonella en gecos, como ha sido

descrito en otras latitudes.
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Medios de cultivo

Agar Caseina

40 g de leche en polvo descremada
5 g de extracto de levadura

15 g de agar

Iml de BCP al 1% en alcohol

1000 ml de agua

Ajustarel pHa 7,0

Autoclavar 10 minutos a 121°C

Agar yema de huevo

Medio Sabouraud

1 M NaCl

0.005 M CaCl,

Autoclavar 10 minutos a 121°C

Agregar 2% de yema de huevo

Agregar 4.5 ml en placas de petri pequefias
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Cuadro 1. Temperaturas del afio 2006 para el cantén de Nicoya.
Fuente IMNCR

La Ceiba
Estacion: 151, La Ceiba
Cantén: Nicoya
Ubicacién: 10°06 N; 85°19 O; 20m
Tipo: Automaética
Cantidad: 5 ANOS
Fecha final: 31/12/2006

Temperatura
media °C Precipitacién  Promedio
Mes total media  de dias con
Minimo Miximo (mm) Nuvia
diario diario-

Ene 20,7 35,1 L0 0
Feb 214 36,2 32 1
Mar 22,1 37,0 28 2
Abr 23,1 369 78 4
May 22,7 36,6 862 18
Jun 223 344 84,4 19
Jul 222 344 544 16
Ago 222 34,1 652 17
Set 22,0 336 1452 26
Oct 21,9 33,1 1124 24
Nov 21,5 33,0 572 12

Dic 21,7 339 5.5 2



Cuadro 2. Temperaturas del afio 2006 para el canton de San José.

Mes

Ene
Feb
Mar
Abr
May
Jun
Jul
Ago
Set
Oct
Nov
Dic

Fuente IMNCR

Aranjuez
Estacion: 141, Aranjuez
Cantén: San José
Ubicacién: 09°56 N; 84°05 O; 1172m
Tipo: Automatica
Cantidad: 9 ANOS
Fecha final: 31/12/2006

Temperatura
media° C
Precipitacion total  Promedio de dias
media (mm) con lHuvia
Minimo Mixime
diario diario

148 258 16,0 4
150 262 17,7 3
15,6 27,5 13,5 4
16,0 213 38,0 7
17,0 215 2259 i 19
16,9 272 2256 19
16,6 269 196,2 20
16,8 27,1 202,9 22
16,6 27,1 302,5 21
16,4 26,5 265,6 20
16,1 26,0 1439 19
154 25,6 386 8

38



Cuadro 3. Temperaturas del afio 2006 para el cantén dePococi.
Fuente IMNCR

LaRita
Estacion: 125, La Rita
Cantén: Pococi
Ubicacién: 10°15 N; 83°46 O; 125m
Tipo: Automética
Cantidad: 7 ANOS
Fecha final: 31/12/2006

Temperatura
media °C Precipitacion Promedio
Mes total media  de dias con
Minimo Midximo (mm) Huvia
diario diario

Ene 16,4 31,7 1783 23
Feb 16,1 322 126,7 19
Mar 17,0 32,6 122,7 20
Abr 174 328 1274 20
May 193 335 1787 25
Jun 19,8 330 158,6 26
Jul 196 325 161,7 26
Ago 19,6 33,1 150,7 26
Set 19.6 336 87,6 22
Oct 195 329 124,0 26
Nov 183 324 176,7 23

Dic 174 31,5 235.1 24
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Cuadro 1. Andlisis estadistico Mann-Whitney comparando el nimero de aislamientos
realizados entre San José¢ y Gudpiles.

Ranks
LUGAR N Mean Rank | Sum of Ranks
PRESENCI San José 20 11,50 230,00
Guépiles 15 26,67 400,00
Total 35
Test Statistics?
PRESENCI
Mann-Whitney U 20,000
Wilcoxon W 230,000
Z -5,176
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000
Exact Sig. [2*(1-tailed a
sig.)] 000

a. Not corrected for ties.
b. Grouping Variable: LUGAR



Cuadro 2. Anélisis estadistico Mann-Whitney comparando el nimero de aislamientos
realizados entre San José y Nandayure

Ranks
| LUGAR N Mean Rank | Sum of Ranks
PRESENC! San José 20 18,50 370,00
Nandayure 70 53,21 3725,00
Total 90
Test Statistics*
PRESENCI
Mann-Whitney U 160,000
Wilcoxon W 370,000
¥4 -6,176
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000

a. Grouping Variable: LUGAR



Cuadro 3. Anélisis estadistico Mann-Whitney comparando el niimero de aislamientos
realizados entre Guapiles y Nandayure.

Ranks
LUGAR N Mean Rank | Sum of Ranks
PRESENC! Guapiles 15 46,33 695,00
Nandayure 70 42,29 2960,00
Total 85
Test Statistics®
PRESENCH
Mann-Whitney U 475,000
Wilcoxon W 2960,000
Z -814
Asymp. Sig. (2-tailed) 415

a. Grouping Variable: LUGAR
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Cuadro 4. Anélisis estadistico NPar (Wilcoxon Signed Ranks Test) comparando

el crecimiento promedio en milimetros segiin temperatura de incubacion.

Test Statistics®
CREC35- | CREC42- | CRECA42 -
| CREC20 CREC35 CREC20
Z 4,3772 -4,805° -4,630°
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000

a. Based on negative ranks.

b. Based on positive ranks.

C. Wilcoxon Signed Ranks Test



Cuadro 5. Analisis estadistico descriptivo de los aislamientos segun temperatura

de incubacion

Descriptive Statistics
Minimum | Maximum Mean Std. Deviation
CREC20 28 17 40 29,07 5,48
CREC35 28 37 40 39,79 ,79
CREC42 28 0 3 46 ,84
Valid N (listwise) 28
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