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ABREVIATURAS

AM: Azul de metileno

AR: Ardilla

CA: Caiman

CANV: Chrysosporium en estado anamorfo de Nanniziopsis vriesii
DE: Delfin

ECAG: Escuela Centroamericana de Ganaderia
EMV-UNA: Escuela de Medicina Veterinaria - Universidad Nacional
FE: Felino silvestre

ID: Identificacion

ICP: Instituto Clodomiro Picado

IG: Iguana

HEMS: Hospital de Especies Menores y Silvestres
KOH: Hidréxido de potasio

LM: Laboratorio de Micologia

LPN: Laboratorio de Patologia y Necropsias

MA: Mapache

MO: Mono

Myc: Agar Mycosel

PE: Perezoso

PI: Pizote

PMP: Parque Marino de Puntarenas

SDA: Agar Sabouraud, por sus siglas en inglés: Sabouraud Dextrose Agar

SE: Serpiente

SSO: Santuario Silvestre de Osa
TO: Tortuga

ufc: Unidades formadoras de colonia

7.0: Zorro
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GLOSARIO

Adaptacion parasitaria: serie de condiciones (mayor temperatura, ambiente tisular reducido,
respuestas inmunoldgicas del huésped) que el hongo debe afrontar para sobrevivir en un
huésped vivo. Las adaptaciones parasitarias que pueden verse en cortes histologicos o
examenes directos son: talo en forma de grano, esfélulas, células fumagoides, estado
levaduriforme, micelio septado y micelio espaciadamente septado.

Anamorfo / teleomorfo: estado imperfecto de un hongo que se reproduce de forma asexual.
Teleomorfo, se refiere al estado perfecto de un hongo con reproduccion sexual.

Animal silvestre: “todo animal que pertenece a las especies nativas, migratorias o de
cualquier otro tipo, acuaticas o terrestres, cuya vida, o parte de ella, ocurra naturalmente
dentro de los limites del territorio nacional y en sus aguas jurisdiccionales” (Neo, 2010).
Dimorfismo: fendomeno presentado por algunos hongos particularmente patdégenos primarios,
en el cudl ocurren cambios de la morfologia filamentosa, metabolismo, componentes de pared
celular y forma de reproduccion del estado saprofitico a para adaptase a la vida parasitaria en
forma de levaduras.

Examen directo: examen al fresco de una muestra clinica procesada con azul de metileno o
hidroxido de potasio.

Factores de virulencia: son los mecanismos propios del agente infeccioso utilizados para
causar enfermedad.

Flora normal: mohos y levaduras saprofiticos en el pelaje, tegumento, mucosas y érganos de
los seres vivos.

Hongo: organismo vivo (levadura, filamento o micelio levaduriforme) clasificado dentro del

reino Fungi.
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Hialino: que no presenta pigmento, color blanco.

Hifa: unidad morfologica basica de los hongos filamentosos.

Levadura: hongo unicelular que se reproduce por gemacion.

Micosis: infeccion causada por hongos filamentosos, levaduriformes o micelio
levaduriformes.

Patogeno (primario, oportunista): se refiere a organismos parasitos o saprofitos que causan
enfermedad. Es primario cuando no requiere de factores predisponentes para causar
enfermedad y oportunista cuando es un organismo saprofito que se aprovecha de factores que
comprometen la inmunidad del hospedero para causar infeccion.

Pigmentado: sinonimos dematiaceo, fuliginoso, negro. Hongo filamentoso oscuro.

Saprofito: organismo que se alimenta de materia organica en descomposicion.

Septado: hongo filamentoso dividido por paredes transversales.

Unidad formadora de colonia: unidad bésica necesaria para iniciar una colonia

(levaduriforme o filamentosa).
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RESUMEN

Se analizaron 320 muestras obtenidas de 117 animales silvestres a saber reptiles 63,
mamiferos 44 y aves 12 de cautiverio y vida libre, de ellos 52 aparentemente sanos y 65 con
lesiones diversas, con el fin de identificar agentes micéticos en superficies corporales
(caparazon, plastron, cloaca, mucosa oral, piel, oidos, pelaje, otros), 6rganos y cavidades
internas. De los 277 examenes directos realizados con azul de metileno e hidroxido de potasio,
50 (18%) resultaron positivos a estructuras fungicas (levaduras y filamentos) y de los 428
cultivos realizados con Agar Sabouraud y Agar Mycosel, en 242 (56,5%) se identifico al
menos un agente micotico. De los 320 aislamientos, 25 grupos de hongos se identificaron
siendo los mas frecuentes Penicillium spp. (24,7%), Aspergillus spp. (19,3%), Fusarium spp.
(12,3%) y Cladosporium spp. (11,8%). Con respecto a las muestras de lesiones u 6rganos con
alteraciones se logré aislar hongos en 112 cultivos, de los cuales los mas frecuentes fueron
Penicillium spp. (21,7%), Fusarium spp. (13%) y Cladosporium spp. (7,2%). En tres animales
se pudo confirmar la etiologia fingica de las lesiones por medio de histopatologia y cultivo.
Todos los hongos identificados tienen importancia en salud publica, pues han sido reportados
como causantes de enfermedades o potencialmente patégenos en humanos y animales. Este es
el primer estudio realizado en Costa Rica para la identificacion de hongos presentes en
superficies y organos de tortugas, iguanas, serpientes, perezosos, aves, pizotes, mapaches,
zorros, cauceles, delfines y ardillas y el segundo realizado en monos. Se reporta por primera
vez fusariosis interdigital en perezosos (Choloepus hoffmanni). Se discute el posible papel de
siete agentes en la etiologia de lesiones, asi como el potencial patégeno de los mismos. Se

recomienda un protocolo para la adecuada toma y transporte de muestras.
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ABSTRACT

A study to identify fungal agents on body surfaces, organs and internal cavities of animals was
performed. A total of 320 samples were examined, obtained from 117 animals, both in
captivity and in the wild, 52 of which were apparently healthy and 65 injured. The test
subjects were 63 reptiles, 44 mammals, and 12 birds. A series of 277 direct examinations with
methylene blue and potassium hydroxide were conducted. Fungal structures (yeast and
filaments) were positively tested on 50 examinations (18%). In 428 cultures treated with
Mycosel Agar and Sabouraud Agar, at least one colony of fungal growth was observed in 242
cases (56.5%). A total of 25 fungal groups were identified in 320 isolates. The most frequently
found were Penicillium spp. (24.7%), Aspergillus spp. (19.3%), Fusarium spp. (12.3%), and
Cladosporium spp. (11.8%). With respect to samples that contained lesions or altered organs,
fungi were isolated in 101 cases, being Penicillium spp. (21.7%), Fusarium spp. (13%), and
Cladosporium spp. (7.2%) the most frequently found. Fungal etiology was confirmed in three
animals by means of histopathologic analysis. All identified fungi have been reported as
potentially pathogenic in humans and animals, and are therefore of relevance for public health.
This is the first study conducted in Costa Rica for the identification of fungi present on body
surfaces and in organs of turtles, iguanas, snakes, sloths, birds, raccoons, white-nosed coati,
foxes, wild cats, dolphins, and squirrels, and it is the second conducted on monkeys. Fusarium
spp. fungal dermatitis on sloths (Choloepus hoffmanni) is being reported for the first time. The
role of seven agents in the etiology of injuries and their pathogenic potential is also discussed.

A procedure is recommended to properly collect and transport samples.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Debido a la extincion de varias especies de animales silvestres, los gobiernos
mundiales y organizaciones no gubernamentales, se han dado a la tarea de incentivar la
investigacion sobre enfermedades tanto infecciosas como no infecciosas y posibles agentes
causales que puedan comprometer la salud de estos animales y la conservacion de su especie
(Fowler y Cubas, 2001). En animales silvestres se han identificado enfermedades de etiologia
infecciosa, metabolica, autoinmune y toxicoldgica (Fowler y Cubas, 2001; Harrison y
Ligthfoot, 2006a; Mader, 2006; Jacobson, 2007); sin embargo, las causas infecciosas son
tomadas mas en consideracion por ser de importancia para la salud publica y veterinaria
(Chomel et al., 2007). Dentro de las enfermedades infecciosas, las de mayor relevancia por
presentar mayor morbilidad y mortalidad, corresponden a las de etiologia viral, seguida de las
bacterianas y luego las parasitarias y las causadas por hongos (Harrison y Ligthfoot, 2006a;
Mader, 2006; Jacobson, 2007).

Las infecciones micoticas en animales silvestres, a pesar de que han sido a menudo
reportadas en casos individuales o hallazgos fortuitos, han cobrado mayor atencion en afios
recientes luego de que se le atribuyera a Batrachochytrium dentrobatidis la debacle de
anfibios a nivel mundial (Daszak et al., 2003; Retallick et al., 2004; Bosch & Martinez-
Solano, 2006; Mendelson III et al., 2006) y a Geomyces destructans la muerte de gran
cantidad de murci¢lagos en Estados Unidos (Buckles y Berh, 2009).

Con respecto a las micosis, factores ambientales, del huésped o del hongo (factores de

virulencia), favorecen la presentacion y evolucion de las mismas. De esta manera condiciones



climaticas adversas, inmunosupresion, fallos en el manejo se mencionan como factores
predisponentes a la enfermedad micoética (Rodriguez, 1998; Quinn et al., 1999; Harrison y
Lightfoot, 2006; Jacobson, 2007).

Los hongos son organismos eucariotas, con morfologia filamentosa, levaduriforme o
micelio levaduriforme, no fotosintéticos, pertenecientes al reino Fungi, que se alimentan de
materia organica y viven en el suelo o como comensales en el hombre y los animales. La
temperatura Optima de crecimiento comprende un rango entre 20 y 30 grados Celsius, sin
embargo los hongos patégenos que causan enfermedades sistémicas, pueden tolerar de 37 a
40 grados Celsius (Rodriguez, 1998; Quinn et al., 1999). De mas de 100 000 especies de
hongos que existen, 200 son potencialmente patdégenas y 50 de ellas son patdgenas primarias
(Rodriguez, 1998, Arenas, 2003; Songer y Post, 2005).

Las enfermedades causadas por hongos se presentan tanto en personas como en
animales; el primer caso reportado en animales afecté a gusanos de seda y fue causado por
Beauveria bassiana (Songer & Post, 2005).

Las infecciones causadas por estos agentes se pueden dividir en micosis superficiales,
subcutaneas, profundas y micosis por agentes oportunistas. Las micosis superficiales se
denominan también dermatomicosis porque afectan piel, anexos y mucosas y se producen por
contacto directo con el patégeno o fomite y este grupo incluye las dermatofitosis, una de las
patologias fungicas de caracter zoonético mas importantes (Rodriguez, 1998; Quinn et al.,
1999; Arenas, 2003).

Las infecciones subcutaneas se inician in situ por el ingreso del hongo via traumatica y
permanecen a nivel subcutdneo o diseminan via linfatica (Rodriguez, 1998; Hirsh y Chung-

Zee, 1999; Burek, 2001).



Las infecciones profundas o sistémicas, son causadas por hongos de mayor
patogenicidad, los cuales ingresan via aerdogena al organismo, se instauran en los pulmones,
diseminan via sanguinea (Rodriguez, 1998; Burek, 2001) e involucran principalmente a
hongos dimorficos (Rodriguez, 1998; Arenas, 2003).

Por ultimo se encuentran las infecciones causadas por hongos oportunistas que afectan
el organismo cuando el sistema inmunoldgico estd comprometido (Rodriguez, 1998; Burek,
2001).

Para el diagnostico de las enfermedades causadas por hongos se recomienda
primeramente la evaluacion clinica para determinar si la lesion es compatible con un agente
infeccioso. Seguidamente, se toma la muestra y se realiza un examen directo del material
clinico o biopsia, en busca de estructuras compatibles con hongos. La histopatologia se
recomienda para demostrar la invasion del agente micotico en el tejido. Luego, se procede a
hacer un cultivo para aislar el o los agentes que estan implicados en dicha patologia y por
ultimo, realizar pruebas especificas para determinar la especie de los agentes involucrados
(Hirsh y Chung-Zee, 1999; Quinn et at., 1999; Songer & Post, 2005).

Las técnicas usadas para recoleccion de muestras micologicas en animales silvestres
han sido tomadas y modificadas de aquellas aplicadas en humanos y animales domésticos. De
esta forma se pueden realizar raspados de piel, hisopados de cavidades, improntas, barridos de
piel con moqueta o cepillo, biopsias, aspirados con aguja fina de nédulos y liquidos contenidos
en cavidades (Cooper, 2000a; Cooper, 2000b; Mullineaux et al., 2003; Girling y Raiti, 2004;
Harrison y Ligthfoot, 2006a; Mader, 2006; Jacobson, 2007).

Los agentes implicados y la presentacion de las micosis varian mucho entre los

anfibios, peces, reptiles, aves y mamiferos. En anfibios se ha observado que estan propensos a



sufrir infecciones de origen fingico al vivir en ambientes hiimedos que favorecen el
crecimiento de hongos potencialmente patogenos (Taylor et al., 1999¢). Tal es el caso de
Batrachochytrium dentrobatidis, Mucor amphibiorum 'y Basidiobolus ranarum (Speare et al.,
1994; Taylor et al., 1999a; Taylor et al., 1999b; Taylor et al., 1999c; Nelson et al., 2002).

Los anfibios acuaticos comparten infecciones fungicas con los peces (University of
[llionis, 2006). Por ejemplo Saprolegnia spp. causa la muerte de los huevos de anfibios y
ulceras en la piel de los anuros adultos (Daszak et al., 2003; University of Illinois, 2006).

A pesar de que no son hongos, sino chromistas, los agentes de la familia
Saprolegniacea, han sido reconocidos por ser los que con mds frecuencia se aislan de
infecciones en peces. De esta familia, se pueden citar géneros como Saprolegnia, Achyla,
Dictyuchus, Aphanomyces y Branchiomyces, los cuales son agentes causales de patologias
tegumentarias, muchas veces secundarias a lesiones o enfermedades subyacentes. Otros
géneros que causan patologias sistémicas en peces de agua dulce son Ichthyophonus (Olson,
1986), Aspergillus, Aureobasidum, Candida, Cryptococcus, Rhizomucor (Khoo, 2000;
Ferguson, 2006) y Fusarium oxysporum (Hatai y Kubota, 1986). En peces de agua salada,
Fusarium solani ha sido reportado como agente etiolégico de dermatitis fingica en tiburones
martillo (Crow et al., 1995).

Los reptiles tienen gran variedad de flora normal compuesta por hongos que bajo
ciertas condiciones puede causar infecciones de cardcter oportunista. Las enfermedades de
origen fungico han sido reportadas en todos los reptiles (Mader, 2006; Jacobson, 2007) con
excepcion de las tuataras (Sphenodon punctatus y S. guntheri). En serpientes se han descrito
hongos de los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Geotrichum, los cuales causan

infecciones cutaneas y sistémicas oportunistas. Sin embargo, el principal agente patdogeno de



las serpientes es el Chrysosporium en el estado anamorfo de Nannizziopsis vriesii (CANV),
causante de lesiones cutaneas primarias que pueden profundizar a la dermis, musculo, hueso y
hasta causar la muerte (University of Illinois, 2006; Mader, 2006; Jacobson, 2007).

En las tortugas, son mas comunes las infecciones fingicas en animales de vida
acuatica, no obstante, la mayoria de los reportes (tanto en animales terrestres como acuaticos)
han sido de infecciones oportunistas, con la excepcion de Fusarium incarnatum. Este hongo es
considerado patégeno primario y es el agente etioldgico de la enfermedad necrotizante del
caparazon en tortugas de Texas (Rose et al., 2001). Los hongos pueden afectar también los
huevos, causando muerte del embrion por disminucién de calcio en la céscara, como es el caso
de Fusarium spp., F. oxysporum y F. solani (Phillot et al., 2006a; Phillot et al., 2006b).

Las micosis en cocodrilos estan asociadas con errores en el manejo, particularmente se
desarrollan por hipotermia. Se ha reportado pododermatitis y enfermedades cutaneas causadas
principalmente por CANV (Mader, 2006; y Jacobson, 2007).

Con respecto a los saurios, se presentan con mas frecuencia las dermatomicosis que las
infecciones sistémicas, en especial dermatomicosis causadas por CANV y otros hongos
hialinos (Mader, 2006; Jacobson, 2007).

Las aves silvestres en cautiverio sufren infecciones micoticas adquiridas por la
inhalacion de agentes tales como Aspergillus spp. provenientes de fuentes exdgenas (Adrian,
1978; Jones & Orosz, 2000; Harrison y Lightfoot, 2006a, Harrison y Lightfoot, 2006b), o bien
a partir de fuentes endogenas por proliferacion de hongos propios de su organismo como
Candida spp. (Hubbard et al., 1985; Curtis, 2000; Harrison y Ligthfoot, 2006a).

Las aspergilosis son la causa mas frecuente de enfermedad respiratoria en aves de

compaiia y la entidad no traumatica que causa mas condiciones clinicas en aves de rapifia de



vida libre (Harrison y Lightfoot, 2006b). Las especies del género Aspergillus como A.
fumigatus, A. flavus, A. niger, entre otras, también causan granulomas a nivel de traquea,
queratitis y dermatitis, encefalitis y meningoencefalitis diseminada (Harrison y Lightfoot,
2006b) y se han reportado en gran cantidad de aves, incluyendo pingiiinos (Obendorf y
McColl, 1980).

Por otro lado, la candidiasis es una entidad clinica casi exclusiva del tracto
gastrointestinal causada principalmente por Candida albicans. Es méas comun en psitacidas y
cokatiles neonatos que se infectan por la ingestion de levaduras durante la alimentacion por
regurgitacion de sus madres. Los cuadros clinicos mas frecuentes son regurgitacion,
inapetencia y retraso en la evacuacion de excretas (Harrison y Lightfoot, 2006b).

Recientemente Macrorhabdus ornithogaster se ha reclasificado como una levadura,
(antes considerado como “megabacteria”) y aunque aun esta en discusion si es patdégeno o
comensal, se ha asociado con condiciones clinicas como regurgitacion, diarrea con o sin
melena y dilatacion del proventriculo en pericos y otras aves ornamentales (Songer y Post,
2005; Harrison y Lightfoot, 2006b). Asi mismo, agentes como Malassezia spp., Microsporum
gallinae, Aspergillus spp. y C. albicans se han relacionado con pérdida de plumas y dermatitis
(Harrison y Lightfoot, 2006a). Se han reportado también infecciones mixtas en piel causadas
por hongos de los géneros Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Exophiala 'y Trichophyton
(Davidson et al., 1989).

Cryptococcus neoformans, se ha reportado causando patologia en palomas a pesar de
que son consideradas portadoras asintomaticas (Griner y Walch, 1978).

Con respecto a los mamiferos, las micosis superficiales como las dermatofitosis son las

mas frecuentemente reportadas. Las infecciones sistémicas letales suceden solo en individuos



con lesiones graves, cuyo sistema inmune esté severamente comprometido por diferentes
causas incluyendo el estrés (Burek, 2001). Por otro lado, algunos animales son considerados
portadores de hongos, como es el caso de Cryptococcus gatti aislado de dos ardillas en Canada
(Duncan et al., 2006).

Los dermatofitos se han descrito ya sea causando patologia o como flora transitoria en
varios animales silvestres, como los erizos que se ha aislado Trichophyton erinacei
(Mullineaux et al., 2003, Riley y Chomel, 2005), en murci¢lagos 7. persicolor, T.
mentagrophytes 'y Microsporum canis (Mullineaux et al.,, 2003), en roedores T.
mentagrophytes (Mullineaux et al., 2003), en jabalies 7. mentagrophytes y T. terrestre
(Mancianti et al., 1997) y en felinos silvestres Microsporum gypseum (Levy et al, 2006).

Las excretas de algunos mamiferos silvestres son reservorio de hongos dimorficos
patoégenos primarios, como Histoplasma capsulatum en las excretas de los murciélagos (Hoff
y Bigler, 1981) y Paracoccidioides brasiliensis en armadillos (Corredor et al., 1999). Pero,
estos y otros hongos dimoérficos también causan patologia en mamiferos silvestres, tales como
coccidioidomicosis en pecari de collar y puma (Lochmiller et al., 1985; Adaska, 1999);
blastomicosis en lobos (Thiel et al., 1987), asi como adiaspiromicosis en mofetas, ardillas y
castor (Leighton y Wobeser, 1978; Albassam et al., 1986; Morner et al., 1999; Mullineaux et
al., 2003;). Ademas, se ha reportado esporotricosis en mamiferos silvestres en cautiverio y
vida libre (Burek, 2001).

En cérvidos, se han documentado aspergilosis y nefritis por oxalatos (metabolitos
secundarios del hongo) (Wyand et al., 1971), aspergilosis pulmonar y encefalitis por Mucor
spp (Fletch y Anderson, 1969), infeccion pulmonar por Mucor spp (Davidson et al., 1985) y

micosis subcutanea por Alternaria alternata (Salkin & Stone, 1974). Por otro lado, en erizos



se ha encontrado, candidiasis intestinal (Riley y Chomel, 2005) y dermatitis por Neosartorya
hyratzukae (Han y Na, 2008). En otros animales han sido reportadas otras infecciones como
micosis diseminadas y fatales por Mucor amphibiorum en ornitorrincos (Obendorf et al.,
1993), neumonia y meningoencefatitis por Aspergillus terreus en un leopardo de nieve (Peden
et al., 1985), zigomicosis nasal y aspergilosis pulmonar en un bisén (Espinosa de los Monteros
et al., 1999) y varios casos de neumocistosis en pequefios mamiferos en California (Lakkonen
et al., 2001), asi como un perezoso de Panama (Yonushonis et al., 1986).

Los mamiferos marinos no escapan de padecer infecciones micdticas tal es el caso de
coccidiomicosis en un leén marino (Reed et al., 1976) y en delfin nariz de botella (Reidarson
et al., 1998), criptococosis en un delfin rayado (Gales et al., 1985), lobomicosis en delfines
(Rotstein et al., 2009) y micosis diseminada por Rhizopus spp en marsopa marina
(Wiinschmann et al., 1999).

También se han reportado candidiasis en marsupiales (canguros) (Obendorf, 1980) e

histoplasmosis en una zarigiieya (Silva-Vergara et al., 2001).



1.2. Justificacion

Los seres humanos tienen el deber de proteger y preservar la vida de las demas
especies con las cuales comparten el planeta. Es fundamental mantener los ecosistemas
naturales y mejorar las condiciones de vida de la fauna silvestre en libertad y la que se
encuentra en cautiverio asegurando su bienestar. Un mayor conocimiento sobre su flora
normal, de las enfermedades que los aquejan y potenciales patdgenos serd un gran aporte para
su conservacion (Chomel et al., 2007; Jacobson, 2007).

Al conocer mas sobre la interaccion de los agentes micéticos en la fauna silvestre se
favorecera un mejor diagndstico y al incluir muestras de rutina adecuadas para estudio
micologico, se podra aumentar la deteccion de infecciones asociadas con hongos, recomendar
la instauracion del tratamiento oportuno y también las medidas de control y prevencion
pertinentes (Jacobson, 2007; Harrison y Lightfoot, 2006b).

Sumado a lo anterior, se conoce que de 1407 especies de patdgenos humanos, 177
corresponden a agentes de zoonosis emergentes y reemergentes y 22 son agentes fungicos
(Woolhouse y Gowtage-Sequeira, 2005). La aparicion de estas enfermedades ha sido atribuida
a una mayor interaccion del ser humano con la vida silvestre, producto del agresivo desarrollo
agricola, la desmedida urbanizacion y un interés especial del hombre por conocer la forma de
vida de estos animales, tanto desde el punto de vista cientifico como desde el punto de vista
ecoturistico (Chomel et al., 2007).

El trafico internacional de fauna silvestre también juega un papel importante en la
emergencia y re-emergencia de enfermedades zoonoticas, puesto que se estima que 40 000

primates no humanos, 4 millones de aves, 64 000 reptiles y 350 millones de peces tropicales,
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son retirados al afio de sus ecosistemas para ser introducidos en otros ambientes, la mayoria de
las veces muy diferentes a los que estan acostumbrados (Chomel et al., 2007). Otros factores
que han contribuido al incremento de las enfermedades zoonéticas son la introduccion de
carnes de animales exoticos en la cultura culinaria de diferentes poblaciones y mercados
donde se ofrecen los animales vivos para consumo asi como también la tenencia de mascotas
exoticas y los zooldgicos, circos u otros lugares donde se permite interactuar con los animales
(Chomel et al., 2007).

Por otra parte, en Costa Rica, existen escasos estudios dedicados a la identificacion de
agentes micdticos en animales silvestres. El primero, corresponde a una tesis para detectar la
presencia del hongo Batrachochytrium dentrobatidis en anuros en Costa Rica (Pushendorf,
2004), el segundo corresponde al aislamiento de levaduras de monos en los que se detectd la
presencia de levaduras en piel, cavidad oral y vagina de estos primates en distintas regiones
geograficas de Costa Rica (Gross et al., en prensa). Otro corresponde a aislamientos fungicos
de las heces de lagartijas domésticas (Sanabria-Romero y Espinosa-Romero, 2000) y otros dos
en los cuales se realiz6 aislamientos de hongos en huevos de tortuga (Mo et al., 1990; Acufia-
Mesén, 1992). Actualmente, el pais depende en gran medida de la industria ecoturistica
(Lizano, 2001) y cuenta con una gran diversidad de fauna silvestre atrayente de turistas
(www.inbio.ac.cr). Dada la creciente importancia mundial de las infecciones micdticas en
animales silvestres; es necesario mas investigacion en el area. Sin embargo, el aporte de la
Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional en el area de Micologia Médica
Veterinaria ha sido deficiente, pues esta area ha sido desatendida durante muchos afios,
muestra de ello es que desde 1985 no se realizan publicaciones (Mendoza y Alfaro, 1985) y no

se han realizado trabajos finales de graduacion en esta area. Hasta el momento existen pocos
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trabajos enfocados en la medicina de especies silvestres y de los existentes, solo en uno se
hace una breve mencion sobre neumonias de origen micoético en serpientes (Quesada, 2005).

Sumado a esto, la inexistencia de un protocolo en el que se describa la forma correcta
de recopilacion de historia y hallazgos clinicos, toma y transporte de muestras bajo las
medidas de bioseguridad pertinentes, inciden negativamente en el adecuado diagndstico, la
investigacion en el area y por consiguiente la informacion disponible. Ademas al no
confirmarse el diagndstico clinico presuntivo mediante exdmenes de laboratorio, se reduce de
manera considerable el éxito del tratamiento y se dificulta la prevencion de una eventual
enfermedad.

Este estudio surge a partir de la necesidad de informacion sobre agentes fungicos
saprofitos o patogenos de la fauna silvestre en Costa Rica. Asi mismo, persigue orientar sobre
la forma correcta para toma y transporte de muestras ¢ informacion pertinente, en pro de
aumentar la deteccion de patologias causadas por hongos, sentar las bases para la posterior
instauracion del tratamiento oportuno y la instauracion de las medidas de control y prevencion
pertinentes. A la vez, pretende enfatizar la importancia de considerar los agentes micoticos en
el diagnodstico diferencial de enfermedades tanto infecciosas como no infecciosas que cursan
con sintomas indiferenciables por el clinico, al igual que persigue aportar conocimiento sobre
los hongos que podrian estar en diferentes huéspedes y su posible potencial infeccioso o

patogeno.
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Determinar los agentes micoticos que se encuentran en superficies corporales y aquellos
asociados con lesiones en piel y 6rganos internos en animales silvestres de vida libre y de cautiverio

en nuestro pais.

1.3.2. Objetivos especificos

» Aislar e identificar los géneros y especies de hongos presentes en superficies corporales y

organos internos de animales silvestres con y sin lesiones aparentes.

= Identificar y describir las presentaciones clinicas y patologicas de lesiones superficiales y

profundas asociadas con los hongos aislados de animales silvestres.

* [Implementar un protocolo para el registro de informacion, toma y envio de muestras para

analisis micologico de animales silvestres.



13

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Seleccion de la muestra

2.1.1. Procedencia de las muestras

El estudio se realiz6 de mayo de 2007 a diciembre de 2009, en el cual, se tomaron en cuenta
todas las muestras sospechosas de etiologia micoética remitidas al Laboratorio de Micologia (LM) de
la Universidad Nacional por médicos veterinarios (Dra. Maria Pia Martin, Dra. Karolina Rodriguez,
Dra. Karolina Solis, Dr. Leonardo Murillo y Dr. Roberto Araya), asi como también el material
recolectado en forma activa de animales mantenidos en cautiverio (Instituto Clodomiro Picado,
Escuela Centroamericana de Ganaderia, Santuario Silvestre de Osa y Parque Marino de Puntarenas)
o en vida libre (Proyecto HEMS), necropsias realizadas en el Laboratorio de Patologia (LPN) y
animales que ingresaron al Hospital de Especies Menores y Silvestres de la Universidad Nacional

(HEMS), pero que no necesariamente se sospechara de infeccion micdtica.

2.1.2. Animales muestreados

Un total de 117 animales fueron muestreados, entre ellos tortugas (n=40), perezosos
(n=19), serpientes (n=14), aves (n=12), monos (n=12), iguanas (n=8) y otros animales (n=12),
provenientes de Heredia, Alajuela, San José y Puntarenas, tanto de vida libre como de cautiverio, sin
importar edad o sexo.

Siempre que estuvo disponible, se registrd la informacion sobre el sexo, grado de

madurez sexual, condicion de cautiverio o vida libre y provincia de procedencia.
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2.1.3. Examen clinico

Previo al envio o toma de muestras, los animales fueron valorados clinicamente por el o la
médico veterinario regente de los lugares donde se mantenian en cautiverio: Dr. Olman Solano, Dra.
Karolina Solis, Dra. Maria Pia Martin, Dra. Karolina Rodriguez, Dr. Leonardo Murillo y Dr.
Roberto Araya. Con respecto a los animales procesados para necropsia, el diagnostico patologico fue
realizado por el Dr. Juan Alberto Morales, Dra. Rocio Gonzalez y Dr. Ricardo Garcia. Los casos que

llegaron al HEMS fueron evaluados por el Dr. Mauricio Jiménez y Dr. José Solano.

2.2. Registro de los datos

Se anot6 la fecha y hora de la toma de muestra, asi como el lugar donde se encontr6 el
animal. Se disefid un formulario donde se anotd la informacién relevante (Anexo 1): el nombre
comun del animal, asi como el género y la especie, el sexo y el grado de madurez sexual (adulto o
juvenil). Para efectos de identificacion del sujeto en estudio, se indico si era de vida libre o de
cautiverio. En el caso de animales de vida libre que estaban bajo un sistema de monitorizacion, se
anot6 el nimero de radiocollar y/o microchip; de lo contario se le adjudico solo la identificacion de
caso de laboratorio y de consecutivo. Para los animales en cautiverio, se anotd el numero de registro
del lugar de procedencia. Se llevd una identificacion del paciente para control interno e
identificacion de las muestras, el cual se conformo por las dos primeras letras del nombre comun del
animal, seguido del consecutivo de toma de muestra. Por ejemplo, perezoso miimero uno, se

1dentificé como PE-01.
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2..3. Tipos de muestra

Se tomaron muestras de superficies corporales de individuos sanos (barridos de piel, pelo,
escamas o plumas, hisopados de canal auditivo externo, cloaca, boca y raspados de caparazon). De
animales enfermos o con lesion, se incluyeron muestras de raspados y en algunos biopsias de
lesiones superficiales y subcutaneas u 6rganos de necropsia con el fin de detectar la presencia de

agentes flingicos.

2.4. Toma de muestra

2.4.1. Animales sin lesiones

Mamiferos: se les tomd hisopados de oidos, boca y un barrido de piel con una moqueta.
Aves: hisopados de cloaca, boca y barrido de plumas con moqueta.
Tortugas: se les tomo hisopados de boca y cloaca, raspado de caparazon

Otros reptiles: hisopados de cloaca y boca.

2.4.2. Animales con lesiones

En aquellos animales que presentaban lesiones se tomo una muestra de la region afectada de
la siguiente manera: para todas las lesiones observadas en piel, se emplearon guantes y se
desinfectd el area con alcohol gel, con el fin de reducir los contaminantes que pudieran
interferir con el diagnostico del agente etiologico que se buscaba (Cork & Halliwell, 2002). A
continuacion se describe el método utilizado para cada tipo de muestra:

Lesiones planas de piel: se tom6 un raspado con filo de bisturi nimero 10 o 20, de la

periferia de la lesion, puesto que los hongos crecen de manera apical (Cork & Halliwell, 2002;
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Mullineaux et al., 2003; Girling y Raiti, 2004).

Lesiones nodulares: se realizaron biopsias con bisturi y previamente se aplico anestesia
local con un bloqueo en anillo con 5ml de lidocaina al 2% (Cork & Halliwell, 2002; Girling y
Raiti, 2004).

Escamas: se utiliz6 una hoja de bisturi, con la cual se raspo la periferia de la superficie
afectada. La hoja de bisturi con todo y material se deposité en un recipiente estéril (Drouhet et
al., 1977; Cork & Halliwell, 2002; Mullineaux et al., 2003; Girling y Raiti, 2004).

Pelos: empleando pinzas, se arrancaron los pelos que tuvieran signos de infeccion,
pues al estar el agente etioldgico en la raiz, se debilita el foliculo piloso y se aumenta la
probabilidad de éxito de encontrar al agente etioldégico (Drouhet et al., 1977; Cork &
Halliwell, 2002; Mullineaux et al., 2003).

Costras: se removié parte de la costra cerca de la piel sana con una hoja de bisturi
estéril (Cork & Halliwell, 2002).

Hisopados de cavidades: se realizaron con un hisopo estéril, en forma circular, rozando
las paredes de las superficies corporales (mucosas, cavidades y canal auditivo externo) (Quinn
et al., 1999; Cooper, 2000a; Cooper, 2000b; Mullineaux et al., 2003; Girling y Raiti, 2004).

Barridos de la superficie del animal. este procedimiento se realizo en los mamiferos y aves
para detectar hongos, en especial dermatofitos, que son portados en el pelaje del animal. Utilizando
una moqueta estéril, se paso varias veces sobre el dorso del animal y se volvio a colocar dentro del
sobre estéril para transportarla al laboratorio (Mariat y Adam-Campos, 1967).

Exudados de mucosas, pus y liquidos patologicos: se colectaron mediante un aspirado con
aguja y jeringa estéril (Drouhet et al., 1977; Girling y Raiti, 2004). Si la cantidad era muy poca o la

viscosidad del material no permitia tomar la muestra mediante esta técnica, se procedia a tomarla
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mediante un hisopo estéril.

Biopsia: se realiz6 tipo excisional (con un bisturi numero 10 o 20) de las lesiones nodulares
de mamiferos, reptiles y aves; se tomo la mitad para su posterior evaluacion histopatologica y la otra
mitad para ser evaluada en el laboratorio de micologia (Drouhet et al., 1977; Mullineaux et al.,

2003; Girling y Raiti, 2004; Mader 2006; Pérez y Carrasco; 2000; Jacobson 2007).

2.5. Envio y rotulacion de las muestras

El material fue remitido en los recipientes donde fue depositada la muestra (platos de Petri,
tubos de ensayo, bolsa ziploc, etc) y fue debidamente identificado con un niimero de control interno
y sitio anatdmico de procedencia; adjuntdndose la hoja de datos.

En el caso de las biopsias, éstas se depositaron en recipientes con formalina al 10%, en una
proporcion de diez partes de formalina por una parte de muestra, para aquellas muestras destinadas a
histopatologia y para las muestras de micologia se transportaron en recipientes estériles sin ningin
medio si la muestra era procesada en las dos horas siguientes, de lo contrario se le adicionaba salina

estéril y se mantenia a 4°C (Quinn et al., 1999; Pérez y Carrasco, 2000).

2.6. Analisis de laboratorio

Procesamiento de las muestras: todas las muestras se enviaron el mismo dia de la toma, solo
en casos excepcionales se refrigeraron. Las mismas, fueron procesadas y analizadas en un periodo no
mayor a 48 horas en el LM. Las biopsias y necropsias fueron procesadas y analizadas en el
Laboratorio de Patologia de la Universidad Nacional.

Examenes directos: se realizaron examenes microscopicos directos con hidroxido de potasio

(KOH) al 10 o 20% a las muestras de raspados y biopsias. Las muestras de aspirados ¢ hisopados
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fueron procesadas con azul de metileno. Se observaron con microscopio de luz bajo los objetivos

10x, 20x, 40x las muestras realizadas con KOH, los directos en azul de metileno se visualizaron en

40x y 100x (Quinn et al., 1999; Scott et al., 2002).

Cultivos: simultaneamente, y si hubo material sufiente, las muestras se cultivaron en

Agar Glucosado de Sabouraud (SDA) y/o Agar Mycosel (Myc), segin tipo de muestra y

disponibilidad de medios, de la siguiente manera:

Hisopados: se realizaron exdmenes directos tefiidos con azul de metileno y se
cultivaron en Myc y en SDA a 25°C (Quinn et al., 1999). Las colonias que crecieron
sobre la superficie rayada fueron las que se tomaron en cuenta.

Moquetas: se cultivaron mediante presion sobre la superficie del agar Myc y por un
periodo de al menos 15 dias incubados a 25°C (Mariat y Adam-Campos, 1967).
Raspados: se realizaron examenes directos con KOH al 10 o0 20% y se cultivaron en
SDA y/o Myc a 25°C. Al revisar los cultivos se consideraron significativas aquellas
colonias que crecieran sobre el material implantado y con una velocidad de
crecimiento igual a lo reportado para la especie (Cork & Halliwell, 2002; Quinn et al.,
1999; Scott el al., 2002).

Biopsias: fueron procesadas y analizadas en el laboratorio de Patologia las muestras
que se transportaron en formalina al 10% y las partes correspondientes a micologia se

procesaron igual que los raspados.
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2.6.1. Cultivos (Agar Sabouraud, Mycosel)

Los medios que se utilizaron en este estudio fueron el Agar Glucosado de Sabouraud (SDA),
porque en €l crecen todo tipo de hongos, a excepcion de los hongos dimorficos en fase
levaduriforme a 25°C (Quinn et al., 1999) y el Agar Glucosado de Sabouraud mas
Cloramfenicol y Cicloheximida (Mycosel), porque se inhibe el crecimiento bacteriano y de

hongos saprofitos contaminantes (Quinn et al., 1999; Cork & Halliwell, 2002).

2.6.2. Identificacion de agentes mediante morfologia macro y microscopica

Se identificaron los hongos que crecieron en los cultivos con base en sus caracteristicas
macroscopicas y microscOpicas con claves establecidas en libros y sitios de internet de

universidades (Larone, 2002, www.doctorfungus.org, www.mycology.adelaide.edu.au,

www.aspergillus.org.uk). Para la visualizacion microscépica del agente, se realizé6 un montaje

en lactofenol si el hongo era fuliginoso al reverso o en lactofenol azul si el hongo era hialino al
reverso y posteriormente se observo con microscopio de luz con los objetivos 10, 20 y 40x.
Las levaduras no fueron identificadas, con excepcion de las cepas de Candida albicans que se
identificaron mediante la clamidosporacion terminal en Agar Harina de Maiz adicionado con
Tween 80 y prueba de tubo germinativo (Larone, 2002).

Las colonias filamentosas que carecian de estructuras caracteristicas, en la medida de lo
posible, se sometieron a cultivos especiales para la produccion de esporas en agar papa glucosa y

cultivo en lamina para su adecuada identificacion (Quinn et al., 1999; Larone, 2002).
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2.7. Registro, analisis e interpretacion de la informacion

Los datos se registraron en las fichas clinicas de cada animal y luego fueron ingresadas en
hojas de Excel 97® (Microsoft Company). Se tomaron fotografias sobre el procedimiento de toma
de muestras y lesiones de los animales. Asi mismo, se fotografiaron los hongos aislados, morfologia
al examen directo, pruebas especiales realizadas y las caracteristicas macroscopicas y microscopicas.
Las cepas de hongos aislados fueron preservadas (siempre que fue posible) en una coleccion de
tubos con medio Sabouraud, Mycosel o Czapeck Dox, o bien se guardaron los cultivos en lamina
para su posterior analisis.

Para el analisis de los datos, se utilizé una estadistica descriptiva de acuerdo con lo descrito
por Aviva y Watson (1999) y la interpretacion de resultados se realizoé con la ayuda de la Dra.
Andrea Urbina, Dra. Norma Gross y Dra. Ingrid Salas (estas ultimas con la identificacion de una
cepa de Verticillium spp), experiencia adquirida en los cursos de Micologia General y Micologia
Médica (Facultad de Microbiologia de la Universidad de Costa Rica), Patobiologia I, II y III,
Medicina y Manejo de Vida Silvestre y Medicina Interna de Especies Menores (EMV-UNA),
pasantia al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Medicina Veterinaria de Hannover
(Alemania), revision de libros sobre micologia, microbiologia y animales silvestres, y recopilacion

de articulos cientificos relacionados con micosis en especies silvestres y técnicas micoldgicas.
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3. RESULTADOS

3.1. Total de muestras recolectadas y analizadas

3.1.1 Examenes directos

De los 117 animales silvestres se obtuvieron en general un total de 320 muestras. De
ellas, se realizaron 277 examenes directos, de los cuales, 161 se realizaron con azul de
metileno (AM) y de ellos 19.9% resultaron positivos por hifas o levaduras. De 116 examenes
directos realizados con hidroxido de potasio (KOH), 15.5% resultaron positivos por
estructuras fungicas. El mayor porcentaje de animales positivos corresponde al grupo de las

iguanas (45,4%), seguido de los perezosos (27,7%) y las aves (26,9%) (cuadro 1).

Cuadro 1. Porcentaje de animales positivos por estructuras fungicas en el examen
directo (AM y KOH)

Animal Positivos/Total (%)

Iguanas 5/11 (45.,4)
Perezosos 15/54 (27,7)
Aves 7/26 (26,9)
Monos 3/16 (18,7)
Serpientes 3/24 (12,5)
Tortugas 11/94 (11,7)
Otros 6/52 (11,5)

Total 50/277 (18,0)
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3.1.2. Aislamientos

Se realizaron 428 cultivos de las diferentes muestras, de los cuales se cultivaron 254 en

Agar Sabouraud y 174 en Agar Mycosel.

A) Agar Sabouraud (SDA)

Se pudo observar crecimiento fungico en un 55,5% de los cultivos realizados con SDA.
El grupo de las muestras de monos fue en el que se registraron mas aislamientos (100% de los

cultivos) y en un segundo lugar las tortugas (85,4% de los cultivos) (cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de hongos aislados en Agar Sabouraud segin tipo de animal

silvestre
Animal Positivo/ Total (%)

Monos 5/5(100)
Tortugas 82/96 (85,4)
Iguanas 579 (55,5)
Aves 13 /26 (50)
Otros 16 /37 (43,2)
Serpientes 11/30(36,6)
Perezosos 9/51(17,6)
Total 141/ 254 (55,5)

B) Agar Mycosel (Myc)

De los 174 cultivos realizados con Myc, 58% presentaron crecimiento positivo por
hongos. El mayor porcentaje de aislamientos con este medio se obtuvo del grupo de los

perezosos (72,7%), seguido por otros animales silvestres (70,8%) (cuadro 3).
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Cuadro 3. Porcentaje de hongos aislados en Agar Mycosel seguin tipo de animal silvestre

Animal Positivo/Total (%)
Perezosos 16/22 (72,7)
Otros 17 /24 (70,8)
Aves 7/10(70)
Tortugas 37/60 (61,6)
Monos 9/17(52,9)
Iguanas 3/8(37,5)
Serpientes 12/33 (36,3)
Total 101/ 174 (58)

C) Concordancia de examenes directos y cultivos

De 321 cultivos, 8,6% de los resultados fueron positivos tanto en los examenes directos
como en los cultivos y 39,2% fueron negativos en ambas pruebas. 44,8% resultaron negativos

al examen directo pero positivos en el cultivo (cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacion de los resultados de examenes directos y cultivos de las muestras
de animales

Examen directo Cultivo
+ -
n/ Total (%) n/Total (%)
+ 34/321 (8,6) 29/321 (7,4)

- 176/321 (44,8)  154/321 (39,2)
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3.1.3. Aislamientos e identificacion

En el 85.4% (n=100) de los animales muestreados se observaron estructuras fungicas,
ya sea mediante examen directo, histopatologia y/o cultivo. De esos animales, se lograron
obtener 320 aislamientos, identificados en 25 grupos de hongos (58,1%). En 4 grupos la
identificacion no pudo ser concretada (41,9%). Los hongos filamentosos se aislaron la mayoria
de las veces, de los cuales, Penicillium spp. fue el mas frecuente (24,7%) y fue el que se
encontrd con mas frecuencia en las muestras de perezosos, aves y monos. Por otra parte, los
agentes del género Aspergillus fueron los segundos que mas se aislaron de las muestras de
animales silvestres (19,3%), encontrandose mayormente en tortugas, monos y otros animales.
El género Cladosporium representd un 12,3% de los hongos identificados, aislandose
principalmente en serpientes y perezosos. Fusarium spp. representd el 11,8% de los
ailamientos que en su gran mayoria provenian de muestras de tortugas. Las levaduras se

identificaron en un menor porcentaje, siendo Candida spp. la que mas se aislé (cuadro 5).
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Cuadro 5. Grupos de agentes micoticos identificados segiin grupo de animal silvestre

Agente Tortugas Serpientes Iguanas Perezosos Monos Aves Otros ¥ Total %
Penicillium spp. 10 6 2 10 5 9 4 46 24,7
Aspergillus spp.t 22 1 0 0 6 2 5 36 19,3
Cladosporium spp. 1 7 1 7 3 3 1 23 12,3
Fusarium spp. 19 0 0 2 0 0 1 22 11,8
Candida spp. ¥ 5 0 0 0 2 0 5 12 6,4
Trichosporon spp. 5 0 0 0 0 0 1 6 3,3
Rhizopus spp. 6 0 0 0 0 0 0 6 3,3
Curvularia spp. 4 0 1 0 0 0 0 5 2,7
Paecilomyces
lilacinus. 5 0 0 0 0 0 0 5 2,7
Verticillium spp. 1 3 0 0 0 0 0 4 2,2
Geotrichum spp. 4 0 0 0 0 0 0 4 2,2
Mucor spp. 1 2 0 0 1 0 0 4 2,2
Malassezia
pachydermatis 0 0 0 0 0 0 3 3 1,6
Rhodotorula spp. 1 0 0 0 1 0 1,6
Mycrosporum
gypseum 0 0 0 1 0 0 1 2 1,1
Prototheca spp. 2 0 0 0 0 0 0 2 1,1
Alternaria spp. 1 0 0 0 0 0 0 1 0,5
Rhizomucor spp. 1 0 0 0 0 0 0 1 0,5
Chaetomium spp. 0 0 0 0 0 0 1 1 0,5
Total 88 19 5 20 17 15 22 186 100
% 47,3 10,2 2,7 10,7 91 81 11,8 100

1 Inclaye 4. niger (n=10), A. terreus (n=7), A clavatus (n=1) y A. flavus (n=1)
Y Incluye Candida albicans (n=2)
Y Pizote, mapache, causel, delfin, caiman

Los hongos hialinos y pigmentados fueron los que se aislaron con mayor frecuencia
(39,5 y 24,6% respectivamente), principalmente de muestras de tortugas. Los grupos de

levaduras y zigomicetes se encontraron en porcentajes menores (cuadro 6).
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Cuadro 6. Porcentaje de animales con hongos no identificados

Agente  Tortugas Serpientes Iguanas Perezosos Monos Aves Otros” Total %

Hongo

hialino 39 4 0 4 0 1 5 53 39,5
Hongo

pigmentado 30 2 1 1 2 40 29,9
Levaduras 7 0 0 3 0 8 3 21 15,7
Zygomicetes 4 1 4 0 4 20 14,9
TOTAL 80 7 5 8 6 14 13 134 100
Y% 59,7 5,2 3,7 5,9 4,5 10,4 9,7 100

Y Pizote, mapache, delfin, caiman

Segun el tipo de muestra analizada, se encontré que la moqueta generé mayor
porcentaje de aislamientos (21%), seguido de los hisopados de cloaca (18,3%). Muestras
bioldgicas que incluyeron biopsias diversas, aspirados y otros, también generaron aislamientos
(19,3%) (cuadro 7).

Los hongos filamentosos de los géneros Penicillium, Aspergillus, Cladosporium y

Fusarium , fueron los mas frecuentes y Candida spp. fue la levadura que mas se aislo.
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Raspado Hisopado Hisopado Hisopado

Agente Caparazon Plastron de piel de boca de cloaca de oidos Moqueta Otras ¥ Total %
Penicillium spp. 3 4 8 1 6 2 18 4 46 24,7
Aspergillus spp.t 5 2 1 1 15 1 6 5 36 19,3
Cladosporium spp. 0 0 4 2 0 0 13 4 23 123
Fusarium spp. 9 3 1 1 0 0 0 8 22 11,8
Candida spp.¥ 1 1 2 1 2 2 0 3 12 6,4
Trichosporon spp. 0 1 0 0 1 0 0 4 6 33
Rhizopus spp. 3 2 0 0 1 0 0 0 6 33
Curvularia spp. 2 1 1 0 1 0 0 0 5 2,7
Paecilomyces
lilacinus 0 1 0 0 4 0 0 0 5 2,7
Verticillium spp. 1 0 0 0 0 0 0 3 4 2,2
Geotrichum spp. 0 0 1 1 0 0 0 2 4 2,2
Mucor spp. 1 0 1 0 0 0 1 1 4 2,2
Rhodotorula spp. 0 0 0 0 3 0 0 0 3 1,6
Penicillium spp. 3 4 8 1 6 2 18 4 46 24,7
Microsporum
gypseum 0 0 1 0 0 0 1 0 2 1,1
Prototheca spp. 0 0 0 0 1 0 0 1 2 1,1
Alternaria spp. 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0,5
Rhizomucor spp. 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0,5
Chaetomium spp. 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0,5
TOTAL 25 16 21 8 34 7 39 36 186 100
% 13,4 8,6 11,3 4,3 18,3 3,7 21 19,3 100

1 Inclaye A. niger (n=10), A. terreus (n=7), A clavatus (n=1) y A. flavus (n=1)
¥ Incluye Candida albicans (n=2)
Y Biopsias (esofago, lengua, pulmones, corazon, higado, foliculo, rifidn, cerebro, intestino, huevo), material de
estomatitis, abceso ocular, aspirados (buche, liquido de cavidad celomica) hisopados y raspado de foseta loreal,
hisopado de espiraculo.

Del caparazon se aislaron principalmente hongos hialinos y pigmentados. En “otras

muestras” se aislaron la mayor cantidad de levaduras y de la muestra de moqueta se

obtuvieron la mayoria de los Zigomicetes (cuadro 8).
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Cuadro 8. Grupos de agentes micoticos no identificados segin tipo de muestra clinica

Raspado Hisopado Hisopado Hisopado
Agente Caparazén Plastron de piel de boca de cloaca de oidos Mogqueta Otros * Total %

Hongo

hialino 22 8 1 3 5 4 3 7 53 39,5
Hongo

pigmentado 20 3 2 0 7 1 5 2 40 299
Levaduras 0 1 1 4 1 1 1 12 21 15,7
Zigomicetes 2 0 6 1 2 0 7 2 20 149
TOTAL 44 12 11 8 15 6 16 23 134 100
% 32,8 8,8 8,1 5,8 11,2 4,4 11,9 17 100

Y Biopsias (cerebro, eséfago, pulmoén, higado, rifién, foliculo), hisopados (foseta loreal, esoéfago y cavidad
celdmica), material de vejiga, traquea, abceso ocular, aspirado cavidad celémica.

Se lograron obtener 112 aislamientos de lesiones diversas, de los cuales 69 géneros
(61,6% de los agentes) fueron identificados. La mayoria se aislaron de muestras de raspados
de piel (34,8%) y plastron (27,5%), siendo Penicillium (%) y Fusarium los géneros mas
aislados (cuadro 9).

Los hongos hialinos fueron los que mayormente se aislaron de las muestras de lesiones

de piel y plastron, por otro lado, las levaduras se lograron aislar de otras muestras (cuadro 10).
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Cuadro 9. Géneros de hongos identificados en lesiones de animales silvestres segiin tipo
de muestra clinica

Raspado de
Agente Caparazén  Plastron piel Otros 6rganos * Total %

Penicillium spp. 2 4 8 1 15 21,7
Fusarium spp. 3 3 1 2 9 13,1
Cladosporium spp. 0 0 4 1 5 7,2
Candida spp.¥ 0 1 2 0 3 4,3
Rhizopus spp. 1 2 0 0 3 4,3
Curvularia spp. 1 1 1 0 3 4,3
Verticillium spp. 0 0 0 3 3 4,3
Aspergillus spp.T 1 2 0 0 3 4,3
Paecilomyces lilacinus 0 1 0 1 2 2,9
Trichosporon spp. 0 1 0 1 2 2,9
Geotrichum spp. 0 0 2 0 2 2,9
Rhizomucor spp. 0 1 0 0 1 1,4
Prototheca spp.* 0 0 0 1 1 14
Alternaria spp. 0 0 0 1 1 14
Microsporum gypseum 0 0 1 0 1 1.4
Chaetomium spp** 0 0 1 0 1 1,4
TOTAL 9 19 24 17 69 100
Y% 13,1 27,5 34,8 24,6 100

Y Pulmoén, higado, rifiéon, esofago, lengua, material de estomatitis, absceso ocular, aspirado de liquido
cavidadcelomica, hisopado de foseta loreal,

Y Inclaye Candida albicans (n=2)

1 Incliye A. niger (n=1)

*  Anexo 2

** Anexo 3
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Cuadro 10. Hongos no identificados en lesiones de animales silvestres segtin tipo de

muestra
v
Agente Caparazon Plastron Piel Otros 6rganos Total %
Hongo hialino 5 8 2 3 18 41,8
Levaduras 0 1 2 7 10 23,2
Zygomicetes 1 0 6 1 8 18,6
Hongo negro 2 3 2 0 7 16,3
TOTAL (%) 8 12 12 11 43 100
% 18,6 27,9 27,9 25,6 100

Y Pulmoén, esofago, higado, rifion, material de vejiga, traquea, absceso ocular, liquido cavidad celomica

3.1.4. Concordancia de resultados de los exdmenes micoldgicos e histopatologicos positivos

De los 117 animales muestreados, 65 (55,5%) presentaban lesiones diversas. En estos
animales se logré demostrar mediante el examen directo (18,4%) o histopatologia (4,6%) y
cultivo (78,4%), la presencia de hongos en el material clinico. Hubo una concordancia de los

hallazgos positivos de esos examenes en 11 (16,9%) animales (cuadro 11).



Cuadro 11. Concordancia de resultados micolégicos en animales con lesion.
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ID Lab Tipo de Muestra Examen directo/ Cultivo
histopatologia
TO-03  Raspado lesion Hifas hialinas Hongo hialino
caparazon septadas
TO-06  Raspado lesion de Hifas hialinas Geotrichum spp.
piel septadas
TO-07  Material de Hifas septadas SDA: Fusarium spp.
estomatitis hialinas Myc: Paecilomyces lilacinus
Hisopado de boca Levaduras Geotrichum spp.
Absceso ocular Hifas hialinas y SDA: Fusarium spp. y
levaduras levaduras
Myc: Hongo hialino
Material de vejiga Levaduras del género  Levaduras
Candida
TO-08  Raspado lesion de Hifas septadas Verticillium spp., Fusarium
caparazon (Anexo 4)  hialinas spp.
TO-09  Raspado lesion de Hifas septadas Curvularia spp.
caparazon fuliginosas
MO-01 Biopsia de lengua Levaduras del género  Candida albicans
Candida
MO-01  Biopsia de esofago Levaduras del género  Candida albicans
(Anexo 5) Candida
1G-02 Raspado lesion de Macroconidias Curvularia spp.
piel pigmentadas
1G-04 Raspado lesion de Hifas septadas Cladosporium spp.
piel fuliginoso
PE-18 Biopsia lesion de piel  Hifas septadas Fusarium spp.
(Anexo 6) hialinas y
macroconidia
compatible con
Fusarium spp
Biopsia de lengua Levaduras del género  Fusarium spp. y levaduras
Candida spp
CA-01  Biopsia de pulmoén Hongo hialino Hongo hialino

(Anexo 7)

artrosporado
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Entre los 52 (44,4%) animales que no presentaban lesiones o enfermedad aparente, se

visualizaron estructuras fungicas en 44 (84,6%) de ellos por medio de examen directo (29,5%)

y cultivo (70,4%) de diversas muestras. De estos animales, en 6 (11,5%) se observaron

concordancias entre los resultados positivos de examen directo y cultivo, tales como hifas

septadas en examen directo y aislamiento de un hongo septado en el cultivo (cuadro 12).

Cuadro 12. Animales asintomaticos con resultados micolégicos positivos

ID Lab  Tipo de Muestra Examen directo Cultivo
PE-08 Hisopado oido Levaduras Levaduras
izquierdo
TO-07 Hisopado de cloaca Levaduras Trichosporon spp
Biopsia foliculo Levaduras Levaduras y Trichosporon spp
PI-01 Hisopado de oido  Malassezia Malassezia pachydermatis
derecho pachydermatis
Hisopado de oido  Malassezia Malassezia pachydermatis
izquierdo pachydermatis
AVE-06 Hisopado de cloaca Hifa septada Aspergillus flavus, Penicillium
spp, Cladosporium spp
AVE-07 Hisopado de cloaca Hifa septada Penicillium spp
AVE-08 Hisopado de cloaca Hifa septada Penicillium spp

Solamente en 5 animales (PI-01, AVE-12, IG-01, PE-19 y TO-14) no hubo

consistencia entre las estructuras observadas al microscopio y el hongo aislado (anexo 8).
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3.1.5. Otros hallazgos microbioldgicos en los animales muestreados

Otros hallazgos corresponden a estructuras compatibles con algas en el caparazon de
tortugas (anexo 9), el acaro Lobalges trouessarti (anexo 10) encontrado en las muestras de
lesion de piel de dos perezosos de tres dedos (Bradypus variegatus) de vida libre y dos
garrapatas Amblyoma spp recolectadas de la piel de una iguana verde (Iguana iguana) cautiva.
Los parésitos fueron identificados por la Dra. Jackeline de Oliveira del Laboratorio de

Parasitologia EMV-UNA.

3.2. Tortugas

Se muestrearon 40 tortugas de cautiverio distribuidas en 7 especies terrestres y 1
marina. Los quelonios terrestres pertenecian a las especies: Trachemys scripta Venusta
(cachetes amarillos), Trachemys scripta Elegant (cachetes rojos), Rhinoclemmys pulcherrima
(roja), Rhinoclemmys funerea (negra), Kinosternon scorpiodes (candado), Cyclemys dentata
(hoja) y Geochelone sulcata (tortuga de espolones), mientras que la especie marina
muestreada fue Lpydochelys kempi (lora) (anexo 11). Los animales provenian en su mayoria
del Parque Marino de Puntarenas (82%), pero también de Heredia, Alajuela y San José; no
estaba determinado el sexo en 77% de los quelonios, ni la madurez sexual en 65%. Dentro de
los principales hallazgos clinicos figuraban las lesiones de plastron (45%) y caparazon (20%).

Se tomaron 94 muestras (anexo 12), de las cuales 11,7% resultaron positivas por
hongos (principalmente filamentosos) en el examen directo, principalmente en las muestras de

caparazon y otros 6rganos (cuadro 13).
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Cuadro 13. Porcentaje de examenes directos positivos en muestras de tortugas

Area anatémica muestreada Positivo / Total (%)
Caparazon (sano y lesion) 5/37 (13,51)
Plastron (lesion) 0/18 (0)
Cloaca 1/19 (5,2)
Otro* 5/20 (25)
TOTAL 11/ 94 (11,7)

* Huevo, material de estomatitis, vejiga y traquea, absceso ocular, biopsias de higado, rifién, pulmoén, foliculo,
intestino, aspirado de liquido en cavidad celomica.

Se realizaron 156 cultivos de diversas muestras en los cuales se observd mayor
crecimiento fungico en el medio SDA con respecto al medio Myc. En las muestras de cloaca y
“otras” fueron en las que se obtuvieron mas aislamientos (cuadro 14). Los hongos Aspergillus
spp, Fusarium spp, hongos hialinos compatibles con CANV (anexo 13) y pigmentados, fueron

los principales agentes que se aislaron de estos animales.

Cuadro 14. Porcentajes de aislamientos en SDA y Myc seglin area anatomica muestreada
en tortugas

Tipo de muestra SDA Myc
Positivos / Total (%) Positivos / Total (%)
Cloaca 19/19 (100) No realizado
Caparazén 34/38(89,5) 20/31 (64,5)
Plastron 14/19 (73,7) 9/19 (47,4)
Otras* 15/20 (75) 8/10 (80)
TOTAL 82 /96 (85,4) 37/60 (61,6)

* Huevo, material de estomatitis, vejiga y traquea, absceso ocular, biopsias de higado, rifion, pulmén, foliculo,
intestino, aspirado de liquido en cavidad celomica.
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Se aislaron 168 agentes micoéticos a partir de 156 cultivos, 77 cultivos fueron de
muestras de lesiones, de los cuales 53 fueron positivos a hongos. De las muestras de lesiones

en el caparazon todas resultaron positivas a agentes micoticos (cuadro 15).

Cuadro 15. Porcentaje de hongos aislados a partir de muestras de lesiones superficiales y
de 6rganos internos de tortugas

Area anatomica Positivos / Total (%)
Caparazon 9/9(100)
Plastron 28 /38 (73,7)
Piel 3/5(60)
Otro* 13/25(52)
TOTAL 53 /77 (68,8)

* Material de estomatitis, vejiga, traquea, absceso ocular, biopsias de higado, rifién, pulmén, aspirado de liquido
cavidad celémica.

De 154 cultivos, 11.7% de los resultados fueron positivos tanto en los examenes

directos como en los cultivos y 22,7% fueron negativos en ambas pruebas (cuadro 16).

Cuadro 16. Comparacion de los resultados de examenes directos y cultivos de las
muestras de tortugas

Examen directo Cultivos
+ -
n/Total (%) n/Total (%)
+ 18 /154 (11,7) 0/154(0)

- 101 /154 (65,6) 35/ 154 (22,7)
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3.3. Perezosos

Se muestrearon un total de 19 perezosos (anexo 14), 58% Bradypus variegatus (tres
dedos) y 42% Choloepus hoffinanni (dos dedos), en su mayoria de vida libre (84%), adultos
(89%), hembras (69%), sin lesiones o enfermedad aparente (63,1%), provenientes de Alajuela
(84%) y Puntarenas.

Se tomaron 70 muestras (anexo 15), de las cuales resultaron positivas por hongos
(filamentosos y levaduriformes) el 89,4% mediante el examen directo o cultivo. Se realizaron
54 examenes directos y 73 cultivos. Con respecto a los examenes directos, en 27,7% se
lograron visualizar hongos, principalmente de las muestras de hisopados de oidos (37,5%),

seguido de piel y mucosa oral (cuadro 17).

Cuadro 17. Porcentaje de examenes directos positivos en muestras de perezosos

Area muestreada Positivos / Total (%)
Hisopado de oidos 12/32(37.,5)
Hisopado de boca 2/16(12,5)
Raspado de piel 1/6(16,6)
TOTAL 15/54 (27,7)

Los resultados positivos en el medio SDA fueron el 17,6% y en el medio Myc 72,7%,
siendo el raspado de piel y la moqueta las muestras en las que mas se aislaron hongos
respectivamente (cuadro 18). Penicillium spp y hongos hialinos fueron los mas cominmente

aislados en muestras de perezosos.
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Cuadro 18. Porcentajes de aislamientos en SDA y Myc segiin drea anatémica muestreada
en perezosos

Tipo de muestra SDA Myc
Positivos / Total (%) Positivos / Total (%)
Raspado de piel 2/3(66,6) 1/6(16,6)
Moqueta No realizado 15/16 (93,7)
Hisopado de oidos 5/32(15,6) No realizado
Hisopado de boca 2/16(12,5) No realizado
TOTAL 9/51(17,6) 16 /22 (72,7)

Con respecto a las muestras de lesiones de piel, Penicillium spp se aisldé de 2 muestras,
mientras que en una ocasion se pudo observar un crecimiento positivo de Fusarium spp.

Hubo una concordancia del 7% en los cultivos y exdmenes directos positivos y del
61,4% en los resultados negativos de ambas pruebas. En un 10,5% de los cultivos se
detectaron agentes micdticos que no fueron vistos en el examen directo y en un 21,1% se
visualizaron estructuras fingicas en el examen directo que no crecieron en el cultivo (cuadro

19).

Cuadro 19. Comparacion de los resultados de examenes directos y cultivos de las
muestras de perezosos

Examen directo Cultivos
+ -
n/Total (%) n/Total (%)
+ 4/57(7,0) 12/57 (21,1)

- 6/57(10,5) 35/57(61,4)
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3.4. Serpientes

Se muestrearon un total de 14 serpientes adultas (anexo 16) de las especies Atropoides
mexicanus (mano de piedra), Bothrops asper (terciopelo), Crotalus durissus (cascabel), Boa
constrictor (boa) y Python molurus Bivitatus (pitdn), en su gran mayoria de cautiverio (93%),
machos (57%), provenientes de San José (64%), Heredia y Alajuela; cuyo principal hallazgo
clinico fueron las lesiones de piel (35,7%).

Un total de 35 muestras fueron tomadas (anexo 17), de éstas, en el 78,5% se logro
observar estructuras fungicas por medio de examen directo y/o cultivo; 33 examenes directos
y 63 cultivos fueron realizados. De los exdmenes directos practicados, se observaron hifas en
3 de las 33 muestras (9%) (hisopado de foseta loreal, boca y cloaca), las mismas fueron
procesadas con azul de metileno.

Con respecto a los aislamientos, un 36,6% correspondieron al medio SDA, mientras
que 36,3% al medio Myc; las muestras de raspado de escamas fueron de las que mas se
aislaron hongos en los dos medios utilizados (cuadro 20). Cladosporium spp y Penicillium
spp fueron los dos agentes micoOticos que se encontraron con mayor frecuencia. Verticillium

spp se aislo en 3 cultivos puros (anexo 18).
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Cuadro 20. Porcentajes de aislamientos en SDA y Myc segiin drea anatémica muestreada
en serpientes

Tipo de muestra SDA Myc
Positivos / Total (%)  Positivos / Total (%)
Raspado de escamas 6/9 (66,6) 579 (55,5)
Hisopado foseta loreal 1/2(50) 1/3(33,3)
Hisopado de boca 1/5(20) 2/6(33,3)
Hisopado de cloaca 0/3(0) 1/3(33,3)
Otra* 3/1127,3) 3/12(25)
TOTAL 11 /30 (36,6) 12/33 (36,3)

* Biopsias de intestino, pulmon, pancreas, higado, testiculo, rifidon

De las 16 muestras con lesion, (78,5%) de los hongos fueron aislados de las escamas y
21,4% de la foseta loreal.

De 63 muestras con examen directo y cultivo resultaron negativas en ambas pruebas el
52,4%, 38,1% de los cultivos detectaron hongos que no se visualizaron en examen directo,
mientras que en un 9,5% de los examenes directos se observaron filamentos o levaduras que
no crecieron en el cultivo (cuadro 21).

Cuadro 21. Comparacion de los resultados de examenes directos y cultivos de las
muestras de serpientes

Examen directo Cultivos
+ -
n/Total (%) n/Total (%)
+ 0/63(0) 6/63(9,5)

- 24 /63 (38,1) 33/63(52.4)
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3.5. Monos

Se muestrearon 12 monos (anexo 19): cinco Alouatta paliatta (congo), dos Ateles
geoffroyi (araia), tres Cebus capuchinus (carablanca), un Saimiri oersterdii (titi) y un
Callitrhix jacchus (marmoseta), en su mayoria hembras (58%), adultos (67%), de cautiverio
(58%), provenientes de Puntarenas, Alajuela y Heredia. Los principales hallazgos clinicos o de
la historia eran baja condicion corporal, lesiones de piel y diarrea.

Se recolectaron 24 muestras (anexo 20), de las cuales a un 66,6 % se les practico
examen directo y se realizaron 22 cultivos. Por medio de estos exdmenes se pudieron
visualizar agentes micoticos en el 83,3% de los animales muestreados.

Un total de 12 examenes directos fueron realizados con AM y en ninguno de ellos se
observaron estructuras fungicas; de los 4 examenes realizados con KOH, el 75% resultaron
positivos (raspado de piel, biopsia de eséfado y lengua).

Por otro lado, todos los cultivos realizados en SDA (n=5) resultaron positivos por
hongos y el 52,9% de los cultivados en Myc también mostraron crecimiento fungico; los
aislamientos obtenidos en su mayoria lo fueron de las muestras de moqueta (cuadro 22).
Hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium, fueron los que se encontraron en la mayoria

de las muestras de monos.
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Cuadro 22. Porcentajes de aislamientos en SDA y Myc segiin area anatémica muestreada

en monos
Tipo de muestra SDA Myc
Positivos /Total (%) Positivos /Total (%)

Hisopado de oidos 2/2(100) 1/6(16,6)
Hisopado de boca 1/1(100) 0/2(0)
Moqueta No realizado 7/7(100)
Raspado de piel No realizado 0/1(0)

Otro* 2 /2 (100) 1/1(100)
TOTAL 5/5(100) 9/17 (52,9)

* Biopsia de lengua, esofago y falange 4 del miembro anterior derecho

Con respecto a los aislamientos de lesiones, se obtuvo Candida albicans de una biopsia

de lengua y de un hisopado de eséfago de MO-01 y ademas un Penicillium spp. de una biopsia

de falange de MO-05.

El porcentaje de coincidencia de los examenes directos con respecto a los cultivos fue

de un 14,3% en resultados positivos y un 50%

(cuadro 23).

coincidian en que ambos eran negativos

Cuadro 23. Comparacion de los resultados de examenes directos y cultivos de las
muestras de monos

Cultivos

Examen directo
+
n/Total (%)
+ 2/14 (14,3)

- 5/14(35,7)

n/Total (%)
0/14(0)
7/ 14 (50)
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3.6.Aves

Un total de 12 aves adultas fueron incluidas en este estudio (anexo 21), de las cuales
92% eran de cautiverio, 17% eran machos, 8% hembras y 75% no habian sido sexadas. Las
especies con las que se trabajo fueron Amazona auropalliata (copete amarillo), Amazona
autumnalis (copete rojo), Amazona farinosa (copete negro), Bubo virginianus (lechuza), Ara
macao (lapa roja) y Ara ambigua (lapa verde), provenientes la mitad de Alajuela y el resto de
Puntarenas y San José. El hallazgo clinico mas comun fueron signos respiratorios (33,3%).

Se tomaron 34 muestras (anexo 22) a las cuales se les realizaron 26 examenes directos
y 36 cultivos, de esta manera se logro aislar o visualizar hongos en el examen directo en el
75% de las aves.

Con respecto a los examenes directos con AM el 26,1% resultaron positivos y 33,3%
de los exdmenes procesados con el medio KOH dieron positivos. En el 50% de las muestras
de lavados de sacos aéreos se encontraron estructuras fungicas y 42,8% de otras muestras

resultaron positivas por hongos (cuadro 24).

Cuadro 24. Porcentaje de examenes directos positivos en muestras de aves

Tipo de muestra Positivos / Total (%)
Lavado sacos aéreos 1/2(50)
Otro* 3/7(42,8)
Hisopado de cloaca 3/8(37)5)
Hisopado de boca 0/9(0)
TOTAL 7/26(26,9)

* Aspirado de buche, hisopados de es6fago, cavidad toracica, biopsias de higado, pulmén y rifion
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Con respecto a los aislamientos, la mayoria crecieron en las muestras de moqueta e
hisopado de cloaca con un 87,5% en ambas muestras. En la mitad de los cultivos realizados
con SDA se observé crecimiento fingico, esta cifra fue superada por el Agar Myc donde se
obtuvieron aislamientos en el 70% de los cultivos (cuadro 25). Penicillium spp y levaduras

fueron los grupos de hongos que con mayor frecuencia se aislaron de muestras de aves.

Cuadro 25. Porcentajes de aislamientos en SDA y Myc segiin drea anatémica muestreada

en aves
Tipo de muestra SDA Myc
Positivos /Total (%) Positivos /Total (%)

Lavado sacos aéreos 0/2(0) 0/2(0)
Hisopado de boca 1/9(11,1) No realizado
Hisopado de cloaca 7/8(87,5) No realizado
Moqueta No realizado 7/8(87,5)
Otro* 5/7(714) No realizado
TOTAL 13 /26 (50) 7/10 (70)

* Aspirado de buche, hisopados de es6fago, cavidad toracica, biopsias de higado, pulmén y rifion

Se obtuvieron levaduras no identificadas de las muestras de pulmoén, higado y rifion
con alteraciones del ave 12.
Se registré un total de 14,3% de concordancia entre los examenes directos y cultivos

positivos, mientras que un 42,8% de ambos resultados negativos (cuadro 26).
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Cuadro 26. Comparacion de los resultados de examenes directos y cultivos de las
muestras de aves

Examen directo Cultivos
+ -
n/Total (%) n/Total (%)
+ 4/28(14,3) 3/28(10,7)
- 9/28(32,1) 12/28 (42,8)

3.7. Iguanas

A 8 iguanas verdes (Iguana iguana) de cautiverio se les tomd muestras para estudio
micologico (anexo 23), 3 hembras, 3 machos y 2 no sexadas, 75% eran adultas, 75%
provenian de Alajuela y el 25% restante de Heredia; las lesiones en piel fueron los principales
hallazgos clinicos (62,5%).

Un total de 11 muestras fueron tomadas a estos animales (anexo 24), a las que se les
realizaron 9 exdmenes directos y 17 cultivos, el 87,5% de las iguanas resultaron positivas por
1 o mas estructuras fingicas en el examen directo y/o cultivo.

De los exdmenes directos, 1 hisopado de boca (33,3%) fue positivo y 4 raspados de
piel (66,6%) también lo fueron.

Los cultivos mostraron crecimiento fungico en 5 (55,5%) en el medio SDA y en 3
(37,5%) de los realizados en Myc. Las muestras de hisopado de boca y cloaca y raspados de
piel fueron en las que mas se aislaron hongos (cuadro 27). Los zigomicetes fueron los hongos

que se aislaron en la mayoria de las muestras de iguanas.
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Cuadro 27. Porcentajes de aislamientos en SDA y Myc segiin drea anatémica
muestreada en iguanas

Tipo de muestra SDA Myc
Positivos /Total (%) Positivos /Total (%)
Raspado de piel 5/6(83,3) 1/6(16,6)
Hisopado de boca 0/2(0) 1/1(100)
Hisopado de cloaca 0/1(0) 1/1(100)
TOTAL 5/9 (55,5) 3/8(37,5)

Los resultados positivos y negativos en los exdmenes directos y cultivos, concordaron

el 17,6% de las veces (cuadro 28).

Cuadro 28. Comparacion de los resultados de examenes directos y cultivos de las
muestras de iguanas

Examen directo Cultivo
+ -
n/Total (%) n/Total (%)
+ 3/17(17,6) 6/17(35,4)
- 5/17(29,4) 3/17(17,6)

De las muestras de lesion de piel y escamas se encontraron Zigomicetes en 4 cultivos,
y un aislamiento de cada uno de los siguientes géneros: Curvularia, Geotrichum,

Cladosporium y un hongo pigmentado cuya identificacion no fue determinada.
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3.8. Otros

Debido a la escasa cantidad de muestras individuales de otros animales silvestres, estos
fueron analizados como un grupo para mayor facilidad (anexo 25). De esta manera, se
tomaron en cuenta para este estudio 12 animales distribuidos en: 11 machos (92%), 10 adultos
(83%), 10 animales de vida libre (83%), provenientes de Heredia, Puntarenas y San José. Las
especies con las que se trabajé fueron: Nasua narica (pizote), Procyon lotor (mapache),
Urocyon cineroargenteus (zorro plateado), Didelphis marsupialis (zariglieya), Leopardus
pardalis (manigordo), Leopardus wiedii (causel), Stenella coeruleoalba (delfin rayado),
Stenella atenuatta (delfin manchado), Caiman crocodilus (caiman) y Scirius variegatoides
(ardilla). 41,6% de los animales muestreados estaban muertos.

Se procesaron 55 muestras (anexo 26) a las que se les practicd examen directo (n=52) y
se realizaron 61 cultivos, 66,6% de los animales muestreados resultaron positivos por
estructuras fungicas ya sea en el examen directo y/o cultivo.

De los examenes directos realizados con AM (hisopados de boca y oidos
principalmente), 16,6% resultaron positivos y 4,5% de las muestras analizadas con el reactivo

KOH (raspados de piel en su mayoria) resultaron positivas (cuadro 29).



47

Cuadro 29. Porcentaje de examenes directos positivos en muestras de otros animales

silvestres
Tipo de muestra Positivos / Total (%)
Hisopado de boca 2/9(22,2)
Hisopado de oidos 3/16(18,7)
Raspado de piel 1/6(16,6)
Otro* 0/21(0)
TOTAL 6/52 (11,5)

* Raspado lesion bucal, biopsias de pulmon, cerebro, esofago, hisopado de espiraculo y ano.

Con respecto a los cultivos, de los realizados en Agar Sabouraud, 16 (43,2%)
mostraron crecimiento fungico y 17 (70,8%) de los realizados en Agar Mycosel también
fueron positivos. La mayoria (n=11) provenia de otros 6rganos, seguido de las muestras de
piel (n=7) (cuadro 30). Candida spp, Aspergillus spp y hongos hialinos, fueron los agentes
mas frecuentemente aislados de otros animales silvestres.

Se logré aislar hongos a partir de todas muestras de lesiones de piel (n=6) y boca

(n=2).

Cuadro 30. Porcentajes de aislamientos en SDA y Myc segiin drea anatémica muestreada
en otros animales silvestres

Tipo de muestra SDA Myc
Positivos /Total (%) Positivos /Total (%)
Hisopado de oidos 4/10 (40) 6/6(100)
Hisopado de boca 4/7(57,1) 1/2(50)
Moqueta No realizado 2/3(66,6)
Raspado de piel 1/1(100) 5/6(83,3)
Otro* 7/19(36,8) 3/7(42,9)
TOTAL 16 /37 (43,2) 17 /24 (70,8)

*Raspado lesion bucal, biopsias de pulmon, cerebro, esofago, hisopado de espiraculo y ano.
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Comparando los resultados de los examenes directos y sus cultivos respectivos, se
puede apreciar que en el 12% de los casos, ambos fueron positivos y en el 87,9% ambos

fueron negativos (cuadro 31).

Cuadro 31. Comparacion de los resultados de examenes directos y cultivos de las
muestras de otros animales silvestres

Examen directo Cultivos
+ -
n/Total (%) n/Total (%)
+ 3/58(5,2) 4/58(6,9)

: 22/58(37,9) 29/ 58 (50)
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4. DISCUSION

Los animales silvestres juegan un papel importante en la transmision de enfermedades
hacia otros animales (silvestres y domésticos) y al ser humano. Conocer las infecciones que se
presentan en ellos es de gran importancia para tomar medidas de prevencion, control,
diagnostico y tratamiento (Hubalek, 2004). Las investigaciones de laboratorio contribuyen de
gran manera para establecer ese diagnostico y tratamiento adecuado en animales enfermos,
conocer el estatus de salud previo a la liberaciéon o introducciéon de un especimen y
postmortem ayudan a dilucidar si la causa de muerte se debid a una etiologia infecciosa
(Mullineaux et al., 2003).

Los hongos, con frecuencia no se relacionan con altas morbilidades o mortalidades, sin
embargo, los hallazgos individuales contribuyen a crear un panorama epidemioldgico de estas
infecciones. La toma de muestras en animales aparentemente sanos también es importante
pues, segiin Tristan “son la piedra angular de la medicina preventiva y la deteccion temprana
de enfermedades subclinicas” (Tristan, 2008).

En este estudio, se demostrd la presencia de hongos en muestras clinicas por medio de
los examenes directos y cultivos, sin embargo, los segundos mostraron ser la mejor técnica
para detectar agentes micdticos. Con respecto al medio de cultivo, en Agar Mycosel se
obtuvieron mas aislamientos fungicos que en Agar Sabouraud, sin embargo, la mayoria de los
cultivos positivos en Agar Mycosel fueron aislamientos de las muestras de barridos de pelaje
(zonas en contacto continuo con esporas flungicas), los cuales no fueron cultivados en
Sabouraud. En las muestras en las que se realiz6 cultivo simultaneo con los dos medios, se

observaron menos aislamientos con el Agar Mycosel, 1o que es esperable pues, al ser un medio
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selectivo inhibe el crecimiento bacteriano y de algunos hongos (Quinn et al., 1999; Cork y
Halliwell, 2002).

Al carecer este trabajo de relevancia estadistica, no se realizan distribuciones por sexo,
grado de madurez sexual, condicion de vida libre o cautiverio y provincia de procedencia. Sin
embargo, la mayor cantidad de muestras de tortugas y perezosos se debid a que se realizaron
giras programadas de los proyectos ‘“Prevalencia y prevencion de enfermedades en animales
silvestres de vida libre y cautiverio” (HEMS) y “Diagnostico de agentes micoticos en animales
domésticos y de vida silvestre” (LM) a lugares donde se mantenian estos animales. Ademas, la
manipulacién mas sencilla de estos animales permiti6é la obtencion de un mayor nimero de
muestras comparado con otros animales. Un mayor nimero de animales de Puntarenas y
Alajuela se produjo porque la mayoria fueron buscados activamente en zooldgicos, parques o
centros de investigacion donde se permitio ingresar y realizar las pruebas. A los perezosos de
vida libre no les fue realizado examen fisico debido a que las muestras se tomaron en giras
programadas de un proyecto interdisciplinario para el cual se necesitaba recolectar muestras para
varios fines en el menor tiempo posible. Todos los hongos aislados e identificados de las
muestras de animales muestreados tanto sanos como con lesiones, han sido reportados como
causantes de infecciones micoticas varias en humanos y animales (Rodriguez, 1998; Hirsh y
Chung-Zee, 1999; Quinn et al., 1999; Arenas, 2003; Burek, 2001; Larone, 2002; Scott et al.,
2002; Songer y Post, 2005; Mader, 2006; Jacobson, 2007). Conocer cuales de estos agentes
pueden ser contagiosos es de importancia en salud publica, pues estos animales podrian ser
fuente de infeccion de potenciales patogenos para los humanos y fauna doméstica o silvestre

(Lewis et al., 1975; Mancianti et al., 1997; Hubalek, 2004; Aratjo-Xavier et al., 2008).
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Los aislamientos fingicos en animales sin lesion, pero con examen directo y cultivo
positivo pueden ser tomados en consideracion como comensales, los cuales, permanecen en
las superficies de los animales pero no necesariamente causando patologia. Esto debido a que
no hubo evidencia de signos clinicos asociados a infeccion como secreciones, eritema, dolor o
mal olor en los oidos (Cafarchia et al., 2005) y cloacas (Harrison y Lightfoot, 2006a) o
anormalidades en la morfologia del foliculo (McArthur et al., 2004). Segin Scott y
colaboradores (2002), “un hongo aislado de un sitio estéril en condiciones normales, como una
biopsia, se debe considerar mas patdgeno que si el mismo hongo se aislara de una superficie
cutanea, donde podria ser un contaminante transportado por el aire” (Scott et al., 2002). Esto
concuerda con los aislamientos en estos animales, de los cuales se obtuvo hongos
considerados como saprofitos (Larone, 2002) y residentes de mucosas y superficies de estos
animales (Cafarchia et al., 2005; Harrison y Lightfoot, 2006a; Jacobson, 2007).

En 5 muestras de distintos animales con y sin lesion, se observaron estructuras fingicas
en el examen directo, sin embargo, se obtuvo un crecimiento de diferente morfologia en el
cultivo. Esto puede deberse a que se confundieran artefactos como mosaicos fungicos o
tricofiticos, pliegues de las escamas y fibras que simulan filamentos fingicos o depositos de
grasa que semejan levaduras (Arenas, 2003). También porque la carga de levaduras o los
filamentos no eran suficientes para crecer en cultivo, mientras que los hongos patégenos se
ven escasos en el directo y crecen bien en el cultivo pero los oportunistas son muy abundantes
en el directo (Arenas, 2003), y esas estructuras podian ser hongos saprofitos presentes de
manera transitoria (Arenas, 2003). El crecimiento de unos hongos puede ser inhibido por otros

hongos ambientales o contaminado por los mismos (Scott et al., 2002; Arenas, 2003).
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Los hallazgos de agentes micdticos en muestras de reptiles tanto sanos como con
lesiones de este estudio, concuerdan con aislamientos de animales aparentemente sanos
realizados en otros paises, de esta manera, la literatura reporta a Penicillium spp. y Aspergillus
spp. como los hongos mas frecuentemente aislados en el sistema tegumentario, ademas
Paecilomyces lilacinus, Zigomicetes, Cladosporium spp. y Fusarium spp. (Mader, 2006;
Jacobson, 2007).  Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Mucor, Candida, Geotrichum,
Rhizopus, Trichosporon, Paecilomyces, Cladosporium y Rhodotorula, son otros aislamientos
que concuerdan con lo encontrado en el presente trabajo, realizados en distintos érganos y
sistemas (sistema respiratorio, intestinos, piel, tejidos subcutdneos y otras visceras, cavidad
oral, cloaca y heces) de reptiles sanos (McArthur et al., 2004; Mader, 2006; Jacobson, 2007).

En varias muestras de reptiles, se observaron consistencias entre los hallazgos del
examen directo con los aislamientos obtenidos en los cultivos. De esta forma, al analizar los
resultados de las muestras de raspados de lesiones de piel de una iguana y caparazon de una
tortuga, se observaron macroconidias pigmentadas e hifas fuliginosas septadas
respectivamente y en ambos cultivos aislamientos puros de Curvularia spp.; a pesar de que
estas estructuras son compatibles entre si, no se puede atribuir la etiologia a este agente sin
antes realizar un estudio histopatologico que demuestre el compromiso tisular (Pérez y
Carrazco, 2000; Jacobson, 2007). Lo anterior se debe a que: 1) las macroconidias pigmentadas
se han descrito como hallazgos comunes de los examenes directos de personas sin que
signifique causa de infeccion (Arenas, 2003), entonces, al ser este hongo un reconocido
contaminante ambiental (Larone, 2003), puede ser encontrado en mayor cantidad en reptiles
por estar en contacto continuo con materia organica (Jacobson, 2007). 2) La forma parasitaria

descrita en lesiones de reptiles infectados con Curvularia spp. corresponde a gran cantidad de
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hifas septadas fuliginosas, tal es el caso de queratitis micdtica en una tortuga (Myers et al.,
2009) y varias lesiones dérmicas con estomatitis en cocodrilos (Jacobson et al., 2000) donde se
visualizaron estas estructuras en cortes histologicos de las lesiones.

Cladosporium spp. se aislo de una muestra de lesion de piel de una iguana, en la que se
evidenciaron hifas septadas fuliginosas en el examen directo; sin embargo, la demostracion del
agente en el tejido (mediante histopatologia) es necesaria para realizar el diagnostico de
micosis superficial, pues este hongo aunque ha sido aislado de reptiles sanos (Jacobson, 2007)
y esta ampliamente distribuido en el ambiente (Larone, 2002), también se sabe que ha causado
dermatitis fingica en una tortuga rusa y en gekos de cautiverio en Nueva Zelanda con lesiones
pigmentadas multifocales (Mader, 2006).

El caso costarricense donde se aisld Fusarium spp. de una lesion hialina tipo
descamativa en el caparazon de una tortuga, es altamente sugestivo de la enfermedad
necrotizante de las escamas, descrita en tortugas de Texas de vida libre, en el cual se
determiné a Fusarium incarnatum (antes F. semitectum) como patéogeno primario (Rose et al.,
2001), sin embargo, para demostrarlo se deben realizar aislamientos seriados, identificar la
especie implicada y demostrar el cumplimiento de los principios de Koch (Mader, 2006).

Sobre el caso de un aislamiento de un hongo hialino a partir de un pulmén de caiman
que muri6 stbitamente y cuya causa de muerte fue neumonia micética, se debe considerar
que: 1) los sintomas en los reptiles son muy sutiles o aparecen solo cuando el animal esta
severamente enfermo y por lo tanto, las enfermedades pueden pasar desapercibidas por los
propietarios o personas que los cuidan. Algunas condiciones cronicas pueden aparentar muerte
subita, como septicemia, desnutricion, fallo renal, neoplasias u obstrucciones intestinales

pueden aparentar muerte subita (Mader, 2006). 2) La eficacia del sistema inmune de los
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reptiles estd influenciada por la combinacion de factores que incluyen la salud y el estado
nutricional, temperatura ambiental, hibernacion, cambios de estacion, edad y estrés. Esto
concuerda con los casos individuales o grupales de micosis descritos en la literatura, en los
cuales, siempre figuran estos problemas como factores predisponentes a la aparicion de
infecciones micoticas (Mader, 2006). 3) El deceso de este animal, no se pudo vincular con
ningun factor ambiental, nutricional o de manejo pues tenia varios afios de vivir cautivo con
otros caimanes y fue el Unico individuo que murié. 4) Las neumonias en reptiles son de
caracter infeccioso (virales, bacterianas, fungicas, parasitarias o por micoplasma) (Mader,
2006). 5) En la histopatologia del parénquima pulmonar se evidenciaron hifas septadas
hialinas y ademas el padecimiento de gota. 6) Aislamiento puro de dos colonias de un hongo
hialino en el reverso y verde pulverulento en el anverso, el cual a pesar de realizarse cultivo en
lamina no pudo ser identificado. Por estas razones, este agente debe ser sometido a
identificacion de género y especie en un laboratorio familiarizado con muestras de reptiles y
posteriormente demostrar los postulados de Koch para corroborar que se trate de un patogeno
primario (Mader., 2006).

Otros hallazgos de interés fueron los aislamientos de Fusarium spp., Geotrichum spp.,
Paecilomyces lilacinus y Verticillium spp. a partir de raspados de lesiones en piel y 6rganos de
tortugas y una serpiente, pues Fusarium spp. y Paecilomyces lilacinus han sido involucrados
con dermatitis y neumonia fiingica en varios reptiles (Cabaiies et al., 1997; Cheatwood et al.,
2003; Mader, 2006; Jacobson., 2007), Geotrichum spp. fue aislado a partir de muestras de
dermatitis en iguanas verdes y serpientes (Mckenzie y Green, 1976; Jacobson et al., 2000;
Cheatwood et al., 2003; Jacobson, 2007) y Verticillium spp. de lesiones dérmicas en una

anaconda (Miller et al., 2004). En los casos estudiados en esta investigacion, hubo
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concordancia con los examenes directos (hifas hialinas septadas) y ademas, existen reportes de
patologias asociadas con estos agentes, sin embargo, al ser microorganismos saprofitos
(Larone, 2002) y parte de la flora normal (excepto Verticillium spp.) de los reptiles (Jacobson,
2007), debe tenerse cautela en la atribucion de patologia en los casos presentados.

Las alteraciones y lesiones en caparazon, presentadas por las tortugas muestreadas
pudieron haber sucedido por las siguientes causas: 1) la excesiva muda de las escamas ha sido
relacionada con: problemas nutricionales (hipovitaminosis A), infecciones (dentro de ellas por
agentes fingicos), quemaduras tanto por calor como por frio, fallas en el manejo e higiene y
miasis (McArthur et al., 2004; Mader, 2006). En tortugas acuaticas, es comuin que se
desprendan “hojuelas” de escamas mientras su caparazon se seca cuando permanecen fuera del
agua y que se desprendan grandes porciones es algo normal del crecimiento (Mader, 2006). 2)
La condicion de ablandamiento del caparazon esta relacionada con factores nutricionales y
metabodlicos, hiperparatiroidismo secundario, crecimiento acelerado o excesivo, trauma
calorico e infecciones locales (Girling y Raiti, 2004; McArthur et al., 2004; Mader, 2006). Sin
embargo esta condicion es normal en animales jovenes (primer afio de vida) y en algunas
especies aun cuando son adultas (Mader, 2006). 3) Despigmentacion de la piel, caparazon o
plastron puede ser un signo de septicemia, trauma o exceso de aplicacion de aceites (McArthur
et al., 2004). 4) La presencia de areas blancas, puede deberse a condiciones fisiologicas (en
juveniles que crecen muy rapido se pueden observar estas areas blancas entre las escamas), a
la cicatrizacion de lesiones, depdsitos minerales o infeccion en curso (enfermedad necrotizante

de las escamas) (Mader, 2006).
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Las lesiones de plastron presentadas en los quelonios estudiados pueden ser causadas
por septicemia, traumas térmicos, problemas de manejo e infecciones necrotizantes (McArhur
et al., 2004).

Las causas mas comunes de lesiones de piel en reptiles corresponden a problemas
nutricionales, obesidad, infecciones (bacterianas, fingicas o virales), traumas, ectoparasitos,
quemaduras (térmicas o quimicas), problemas de manejo y problemas metaboélicos (Girling y
Raiti, 2004; McArthur et al., 2004). Las dermatitis fingicas son las micosis mas comunes en
serpientes y la presentacion clinica mas comun corresponde a lesiones en las escamas
ventrales las cuales se observan arrugadas, levantadas y descoloridas (Heard et al., 2002).

En el caso de las tortugas semiacuaticas muestreadas, el estanque donde permanecen
pudo haber influido en que se aislaran tantas especies de hongos, pues segiin Johnson (2004)
“mantener un estanque limpio es dificil, debido que en ocasiones los animales no ingieren la
totalidad de los alimentos y estos restos funcionan como materia organica que contribuye a la
proliferacion de organismos y asi disminuye la calidad del agua” (Johnson, 2004).

En una tortuga candado cuya necropsia evidencid hipovitaminosis A, deterioro
generalizado de los organos, absceso ocular y acumulacion de material caseoso en boca,
cavidad celomica y vejiga, se encontraron estructuras fungicas en el examen directo y cultivo
en varios de estos 6rganos y mucosas afectadas. Sin embargo, en el estudio histopatologico no
se visualizaron hifas o levaduras, sino una severa necrosis y cimulos de material amorfo, que
no corrobora ni descarta el compromiso fingico hasta no ser sometido a tinciones especiales.
La literatura menciona que la hipovitaminosis A es un padecimiento relativamente comun en
quelonios herbivoros cuya suplementacion es deficiente o luego de la estivacion y/o

hibernacion. Ademads, por ser esta vitamina la responsable de dar mantenimiento a los
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epitelios, los signos clinicos de la deficiencia estdn asociados con blefaritis, conjuntivitis,
rinitis, infecciones del tracto respiratorio bajo y anormalidades cutaneas. Estas condiciones
pueden predisponer a la colonizacion de agentes oportunistas de origen bacteriano o fingico
(McArthur et al., 2004; Mader, 2006). Por otro lado, las infecciones oculares son comunes en
tortugas y lagartos (Girling y Raiti, 2004). Existen varias causas, sin embargo, las bacterianas,
fingicas, virales, micoplasmosis y clamidiasis, deficiencia de vitamina A y dafio corneal son
las mas comunes (Girling y Raiti, 2004; McArthur et al., 2004; Mader, 2006).

Con respecto a los casos de estomatitis en tortugas y serpientes, primero se presentan
hemorragias petequiales, luego edema e hiperemia y luego se pueden desarrollar ulceraciones
y en tortugas y serpientes se acumula material caseoso en el dorso de la lengua (Girling y
Raiti, 2004). La mayoria de los casos de estomatitis en tortugas son de etiologia viral
(iridovirus o herpesvirus); sin embargo, cuando el animal esta inmunosuprimido es susceptible
a sufrir infecciones secundarias por bacterias u hongos oportunistas (McArthur et al., 2004;
Mader, 2006). Otras causas de estomatitis en reptiles son: reacciones a cuerpo extraflo,
infecciones periodontales, enfermedad renal o nurticional, irritantes topicos, toxicos (Girling y
Raiti, 2004).

En el caso de una tortuga que presentd absceso aural pero los examenes realizados
dieron negativos por hongos, la etiologia fingica no puede ser descartada en su totalidad, pues
la mayoria de las infecciones en los oidos de las tortugas son secundarias a infecciones
ascendentes de la trompa de Eustaquio, son comunes en animales semiacuaticos donde se ha
descuidado la calidad del agua, aunque también la retencion de escamas durante la muda
puede predisponer a infecciones secundarias por hongos o bacterias. Estas infecciones se

pueden presentar de forma unilateral o bilateral, formando abscesos en el oido medio que se
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ven como protuberancias en la membrana timpanica y acimulos de material en la trompa de
Eustaquio y faringe; también puede extenderse a los ojos y provocar una sinusitis
subsecuente (McArthur et al., 2004; Girling y Raiti, 2004).

Se identifico Verticillium spp. en tres cultivos puros de la muestra de un absceso en la
foseta loreal de una serpiente en recuperacion, la cual se encontraba en cuarentena tras
terminar una terapia antibidtica. En la literatura, se describe la terapia antibidtica como uno de
los principales factores predisponentes para la aparicion de infecciones micdticas secundarias
(Mader, 2006; Jacobson, 2007), los abscesos pueden darse por infecciones secundarias
(bacterianas o fungicas) a la retencion de segmentos de piel de la muda o ectoparasitos
(Girling y Raiti, 2004) y también hay reportado un caso en el que Verticillium spp. (junto otros
hongos) fue aislado de lesiones dérmicas en una anaconda macho. Por estas razones, es
necesario no descuidar el manejo de animales en cautiverio o someterlos a situaciones de
estrés porque esa flora fungica puede aprovechar esas condiciones y causar infeccion (Mader,
2006; Jacobson, 2007).

En varias muestras de tortugas con y sin lesion en el caparazon y plastron, se aislaron
hongos hialinos muy sugestivos de Chrysosporium en estado anamorfo de Nannizziopsis
vriesii, por la morfologia macroscopica y microscopica (Brandt et al., 2005). A estos hongos
es necesario realizarles mas pruebas para confirmar que se trate de este agente, pues a pesar de
que no se ha identificado en quelonios, es un reconocido patdégeno de piel de serpientes,
saurios y cocodrilos (Mader, 2006; Jacobson, 2007). Asi mismo, es necesario realizar
muestreos seriados de estos animales y en mayor nimero con animales sanos y enfermos para

demostrar la consistencia de los aislamientos.
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Otro caso para analizar es el de un aislamiento de Fusarium spp. y Aspergillus spp. de
un huevo retenido en cavidad celomica de una tortuga, el mismo fue obtenido de manera
aséptica mediante escision quirirgica y sometido a examen directo y cultivo de la cascara y la
yema. La literatura reporta que estos hongos han sido aislados de huevos de estos animales
(Mo et al., 1990; Acufia-Mesén, 1992; Phillot et al. 2006a; Jacobson, 2007), pero a la vez se
han asociado con huevos no eclosionados e infecciones en cavidad celomica (Phillot el al.,
2006a; Jacobson, 2007). Segtin Mader (2006), las causas primarias para que un huevo no
pueda ser liberado de la cavidad celomica en el tiempo estipulado para su especie son factores
nutricionales (enfermedad oOsea metabdlica de origen nutricional, hipovitaminosis A,
hipocalcemia) y estrés por descuidos en el manejo (deshidratacion, inexistencia o inapropiada
area para anidar). También pueden ser anormalidades anatomicas o infecciones del oviducto
(bacterianas, fingicas) y cuerpos extrafios (urolitos y fecalitos) que obstruyen la salida del
huevo (McArthur et al., 2004; Mader, 2006).

En la literatura consultada, hay poca informacion de infecciones causadas por algas en
reptiles, pero es comun encontrarlas en la piel de tortugas acuaticas (al igual que 25 tortugas
de este estudio) y si las condiciones de manejo no son adecuadas podrian causar tlceras,
granulomas y necrosis (Girling y Raiti, 2004; Mader, 2006).

El alga, Prototheca spp. fue aislada (en cultivo puro) de una muestra de hisopado de
cloaca de una tortuga con prolapso cloacal. Las causas para esta condicion en quelonios estan
relacionadas con el segmento involucrado, de esta manera, si la seccion urinaria (urodeo) esta
involucrada puede ser por urolitos, si se trata de la parte reproductiva (coprodeo) puede
deberse a una salpingitis (hembras), trauma o infeccion peneana (machos) (McArthur et al.,

2004). Otras causas corresponden a enfermedades metabolicas, obesidad, hiperestrogenismo e
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hipertofia cloacal secundaria, reduccion de espacio en la cavidad celomica (retencion de
huevo), esfuerzos adicionales (oviposicion) e infecciones (bacterianas, micoéticas, virales o
parasitarias de las vias urinarias bajas o del tracto digestivo (Girling y Raiti, 2004; McArthur
et al, 2004). Prototheca spp. es un alga sin clorofila, ampliamente distribuida en el ambiente,
especialmente en medios acuaticos y desechos animales; que causa infecciones dérmicas
(perros y gatos), de glandulas mamarias (bovinos) y sistémicas (perros) (Scott et al., 2002).
Debido a que en la literatura consultada no hay reportes de infecciones por este agente en
reptiles y la informacion disponible en otras especies sugieren como puerta de entrada de este
agente infecciones ascendentes via colon y heridas cutdneas contaminadas (Scott et al., 2002),
debe investigarse mas sobre la presencia de este agente y su posible rol causal de patologias en
reptiles tanto cutdneas como en cavidades.

La pérdida de peso en iguanas puede deberse a varios factores, entre ellos:
obstrucciones gastrointestinales, parasitos, enfermedades hepaticas, fallas en el manejo, estrés,
enfermedades respiratorias (inclusive con compromiso de hongos), etc (Girling y Raiti, 2004).
Sin embargo, en la iguana estudiada no se hicieron examenes colaterales para asociar la
pérdida de peso con una infeccion interna.

Con respecto a la flora fungica residente de mamiferos terrestres, se cuenta con poca
informacion, sin embargo, los muestreos realizados pueden proveer un panorama de lo que
frecuentemente se puede encontrar en animales que comparten el mismo ecosistema. En un
estudio realizado con 180 ardillas grises en Florida, donde se recolectaron muestras de
raspados de piel y ufias, se logro aislar Alternaria spp., Aspergillus spp., Candida albicans,
Cladosporium spp., Curvularia spp., Fusarium spp., Microsporum gypseum, Mucor spp.,

Penicillium spp., Rhizopus spp., (Lewis et al., 1975). Estos géneros concuerdan con los
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aislamientos de muestras de mamiferos silvestres de este estudio y a la vez son comunes en el
ambiente (Larone, 2002).

Con respecto a las muestras de lesiones orales y esofagicas en un mono con diarrea
severa y lesiones orales de un perezoso que muri6 de manera subita, la demostracion por
medio de examen directo y biopsia de levaduras gemantes e hifas indicaron el compromiso de
Candida albicans en el desarrollo de la patologia. Esto se debe a que uno de los mecanismos
de patogénesis de esta levadura es la emision de filamentos, con el proposito de penetrar los
espacios intracelulares y como sistema de defensa porque la hifa al liberar mas fosfolipasas es
mas resistente a la fagocitosis (Hirsh y Chung-Zee, 1999; Arenas, 2003). Por lo tanto, en este
estudio se establecio, el diagndstico de candiadiasis oral y esogafica en un mono y candidiasis
oral en un perezoso.

Las diarreas en monos son bastante frecuentes, pueden darse por dietas con alto
contenido de frutas y verduras o por algin organismo infeccioso (principalmente bacterianas)
(Catao-Dias, 2001), luego de tratamientos agresivos con antibidticos para contrarestar estas
infecciones bacterianas, se produce un desbalance de la flora normal y es ahi cuando Candida
spp. prolifera (Catao-Dias, 2001). Con respecto a los perezosos, existe muy poca bibliografia
relacionada a medicina interna y menos en lo que respecta a micologia, por lo tanto este podria
ser el primer caso de candidiosis que se reporta en estos animales.

Los aislamientos de Candida albicans y Malassezia pachydermatis en las muestras de
hisopados de oidos de un mapache y pizote respectivamente y la visualizacion de Malassezia
pachydermatis en los examenes directos de varios perezosos, en ausencia de signos clinicos

sugestivos de otitis, no deben ser vinculados con infeccion, pues estos agentes se han descrito
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como flora normal de los oidos de mamiferos (Hirsh y Chug-Zee, 1999; Quinn et al., 1999;
Scott et al., 2003; Carchafia et al, 2005; Songer y Post, 2005).

De la lesion interdigital de un perezoso se identifico Fusarium spp. y el estudio
histopatologico (hifas septadas hialinas, macroconidia en forma de canoa e infiltrado
granulomatoso), concordd con el aislamiento en el cultivo, por lo tanto se confirmé dermatitis
fungica. Este animal, se mantenia en cautiverio luego de ser rescatado con un trauma severo
en uno de los miembros anteriores. Semanas atras de tomarse la muestra, se traté fuertemente
con antibidticos y murié de manera subita (al igual que otros perezosos del lugar).
Electrocuciones, ingestion de plantas toxicas, infecciones con adenovirus, microsporidios o
brotes epidémicos de bacterias, virus, hongos, parasitos, pueden causar muerte subita en
animales silvestres (Mullineaux et al., 2003; Harrison y Ligthfoot, 2006a; Harrison y
Ligthfoot, 2006b; Mader, 2006). La forma de infeccion y repercusion en la causa de muerte
de este perezoso quedaron esclarecidas, pero no pueden ser atribuidas directamente a
Fusarium spp. pues no hubo diseminacion a 6érganos vitales (Nir-Paz et al., 2004). Este seria el
primer caso reportado de fusariosis interdigital en perezosos, ya que existe poca informacion
sobre medicina de estos animales y en la literatura consultada sobre patologias dérmicas de
origen fingico, solo se han reportado dermatofitosis por Microsporum canis y M. gypseum
(Aratjo-Xavier et al., 2008).

Existen diferentes etiologias para los problemas de piel en mamiferos, las mas
frecuentes estan asociadas a traumatismos fisicos recientes o antiguos (lesiones por las jaulas,
peleas por jerarquia o apareamiento), fallas en el manejo (hacinamiento, estrés, deficiencias
nutricionales) e infecciosas (virus, bacterias, hongos y parasitos) (Mullineaux et at, 2003). El

caso de dermatofitosis en monos evidenciado por la visualizacion del micelio artroporado en
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examen directo puede ser directamente asociado a patologia ya que esa estructura constituye la
adaptacion parasitaria de los dermatofitos. Ya se ha descrito dermatofitosis en primates no
humanos (Mullineaux et al., 2003).

Con respecto a los aislamientos en los delfines muestreados no deben ser asociados con
enfermedad pues, segiin Tristan (2008), las citologias de muestras gastricas realizadas
rutinariamente en cetaceos, demuestran la presencia de Candida spp., Aspergillus spp. y
Cunninghamella spp. En muestras respiratorias se observan normalmente hifas y levaduras no
gemantes, sin embargo, el autor considera que de encontrarse levaduras gemantes o con
emision de filamentos y mayor cantidad de hifas en muestras de gastricas, fecales y
respiratorias, debe considerarse como significativo (Tristan, 2008). Cultivos de muestras
respiratorias positivas por Aspergillus spp. y Zigomicetes en ausencia de signos clinicos o
comprometimiento en el parénquima deben ser considerados como saprofitos (Reidarson et
al., 2001).

Con respecto los aislamientos fungicos de las aves de estudiadas, concuerdan con lo
reportado en la literatura, asi se han encontrado Aspergillus spp., Candida albicans, Mucor
spp., Penicillium spp., Rhizopus spp., Rhodotorula spp., en el tracto intestinal de 80 palomas
sanas (Ramirez et al., 1976) y Aspergillus spp. en las plumas, ojos y piel de aves sanas
(Harrison y Lightfoot, 2006a). Ademas, es frecuente encontrar algunas hifas y levaduras no
gemantes en impresiones fecales de animales aparentemente sanos (Harrison y Lightfoot,
2006a).

En las aves que presentaban clinica de infeccion respiratoria pero con cultivos
negativos por hongos, no se puede descartar del todo el compromiso fingico pues, los signos

como respiracion con la boca abierta y movimientos abdominales acompainados de la cola, no
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siempre corresponden a problemas respiratorios, sino también pueden deberse a compresiones
de la cavidad celomica, ascitis, anemia, problemas cardiacos, policitemia, obesidad, retencion
de huevo o problemas de tiroides (Harrison y Lightfoot, 2006b). Por otro lado, cuando el
sistema respiratorio se ve afectado (principalmente por estrés o desnutricion), los signos antes
mencionados, se pueden acompafiar con descargas nasales, sonidos de dificultad respiratoria y
pérdida del canto. Las descargas nasales si no son tratadas a tiempo pueden llegar a
comprometer las vias respiratorias bajas o bien causar una sinusitis, los sonidos respiratorios
deben ser diferenciados de obstrucciones traqueales y la pérdida del canto puede deberse a
granulomas (por Aspergillus spp. u otra etiologia) en la siringe (Harrison y Lightfoot, 2006b).
Las afecciones del tracto respiratorio bajo mas comunes son las causadas por hongos del
género Aspergillus, los cuales colonizan de manera oportunista cuando el sistema inmune del
ave esta debilitado (Harrison y Lightfoot, 2006b). Aspergillus spp., debe diferenciarse de otros
hongos hialinos septados como Penicillium griseofulvum involucrado en la muerte de varios
tucanes de cautiverio por problemas respiratorios (Aho et al., 1990). Por estas razones, los
agentes micoticos deben ser incluidos en el diagnostico diferencial de este tipo de patologias.
La motilidad del buche se ve disminuida cuando existe regurgitacion o retardo en el
vaciamiento del mismo, causando distension, apatia, toxemia, deshidratacion y hasta la
muerte. Las infecciones por levaduras oportunistas pueden darse, como es el caso tipico de
Candida spp. (Harrison y Lightfoot, 2006b). En una de las aves muestreadas con distencion de
buche, a pesar de la puesta en evidencia de levaduras en examen directo, el cultivo resulto
negativo, seguramente porque el crecimiento fungico fue inhibido por la nistatina con la que

fue previamente tratada (Harrison y Lightfoot, 2006b). Otras causas de distension del buche
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pueden ser: quemaduras, cuerpos extrafos, heridas o golpes e hipovitaminosis A (Harrison y
Lightfoot, 2006b).

Otras condiciones clinicas presentadas por las aves estudiadas que pueden asociarse
con hongos son: 1) pérdida de peso que puede haberse debido a distintos factores como
enfermedades sistémicas (por ejemplo Aspergilosis), estrés y problemas de absorcion de la
dieta (Harrison y Lightfoot, 2006b). 2) Las heces acuosas pueden darse por deficiente
formacion de la parte fecal (en el coprodeo), enfermedades metabdlicas (que involucren una
mala absorcion), colonizacion de bacterias u hongos residentes (Candida spp.), inflamacion e
irritacidon de la mucosa géstrica por la presencia de agentes infecciosos o cuerpos extrafios, lo
que ocasiona una disminucion en la absorcion de nutrientes y una digestion deficiente
(Harrison y Lightfoot, 2006b). 3) Deficiencia de vitamina A, problema que pudo haber sido
agravado por una metaplasia de las células escamosas epiletiales del tracto respiratorio,
predisponiendo a la propagacion de Aspergillus spp. y la formacion de granulomas traqueales,
en la siringe o bien del tracto digestivo favoreciendo la colonizacion por Candida spp. o
bacterias (Harrison y Lightfoot, 2006b). Sin embargo, ninguno de estos agentes fue

corroborado.
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo corresponde al primer estudio realizado en nuestro pais sobre
identificacion de agentes micéticos en muestras de superficies corporales, cavidades y
organos internos de tortugas, serpientes, iguanas, caimanes, aves, perezosos, pizotes,
mapaches, delfines, zorros, cauceles y ardillas tanto de vida libre como en cautiverio y
el segundo en monos, el cual sirve de base para futuras investigaciones.

Se describen caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los animales silvestres
estudiados.

Se confirma la presencia de agentes micdticos en superficies corporales, mucosas y
organos internos y se evaluo su papel epidemioldgico y patologico.

Se propone un protocolo para toma y envio de muestras biologicas de animales
silvestres para estudio micoldgico.

Se identifican géneros de hongos que coinciden con lo reportado en la literatura para
especies silvestres.

Segun la literatura consultada, se describe por primera vez Fusarium spp como agente
de una dermatitis interdigital en perezosos.

Se reporta por primera vez en Costa Rica la presencia del acaro Lobalges trouessarti
en dos muestras de lesion de piel de perezosos de tres dedos (Bradypus variegatus) por
la Dra. Jackeline De Oliveira (Laboratorio de Parasitologia).

Una dermatofitosis fue diagnosticada por medio de examen directo en un mono

carablanca (Cebus capuchinus).

Se demostrd la presencia de Microsporum gypseum en el pelaje de un perezoso de dos
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dedos (Choloepus hoffmanni) y un caucel (Leopardus wiedii), poniendo en evidencia la
condicion de portadores de dermatofitos en animales de cautiverio.

Se corrobor6é por medio de exdmenes directos, estudios histopatologicos y cultivos
micologicos, la etiologia fingica en tres animales: fusariosis interdigital y candidiasis
oral en un perezoso de tres dedos (Choloepus hoffmanni), neumonia micética en un
caiman (Caiman crocodilus) y candidiasis oro-esofagica en un mono congo (Alouatta
paliatta).

Se enfatiza la importancia del abordaje integrado para el diagndstico certero de micosis
en estos animales.

Los aislamientos obtenidos en las muestras de animales silvestres tanto de vida libre
como en condicion de cautiverio, tienen importancia en la salud publica al ser estos

reportados por la literatura como potenciales patdogenos de humanos y animales.
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RECOMENDACIONES

* Respaldar las cepas aisladas, fotografias de las lesiones y pruebas realizadas para
revalidar el trabajo y como material de referencia para futuras investigaciones.

* Realizar estudios experimentales para evaluar el papel de patogenicidad de cepas
aisladas de lesiones.

* Hacer muestreos de manera seriada en los animales en los que se aislaron hongos para
demostrar la presencia transitoria de estos agentes y al mismo tiempo tomar muestras
ambientales y de agua para buscar una asociacion con el medio donde se encuentran.

* Recopilar en la medida de lo posible, la historia clinica de los animales silvestres en
cautiverio y realizar examenes de laboratorio, para crear datos referenciales y tratar de
asociar agentes aislados a las lesiones o padecimientos de estos animales.

* Identificar el género y en la medida de lo posible, la especie en los hongos en los que
no se pudo concretar, por medio de mas estudios o referencia a otros investigadores
para contar con material de referencia y posibles publicaciones.

¢ Realizar un estudio integrado y con un nimero de muestra estadisticamente
significativo de animales silvestres en cautiverio y vida libre.

* Publicar los hallazgos mas relevantes de este trabajo, principalmente aquellos que
tengan respaldo histopatologico.

* Realizar mas investigaciones en el area de Micologia Veterinaria, tanto en animales
silvestres como en animales domésticos, pues estos estin en mayor contacto con las
personas y la determinacién de portadores de potenciales patégenos es de suma

importancia para la salud publica.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Hoja de datos

LABORATORIO DE MICOLOGIA

UNIVERSIDAD NACIONAL

HOJA DE REGISTRO DE MUESTRAS DE ESPECIES SILVESTRES

Fecha y hora:

Caso de laboratorio:

Género:

Sexo:

Animal de vida libre:

Radio collar:

Microchip:

Lugar de procedencia:

Nombre comun:

Especie:

Edad: Adulto Juvenil

Animal en cautiverio:

Identificacion:

Provincia

Otras sefias:

Cantén Distrito

Caracteristicas de la lesion:

Material remitido:

Historia (si es de cautiverio):

Examenes requeridos:
Directo KOH:
Directo Azul de metileno:

Otro:

Histopatologia:

Cultivo:
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Anexo 2. Prototheca spp.

B
A) Cultivo puro de Prototheca spp. a partir de una muestra de hisopado de cloaca de una
tortuga cachetes rojos (Trachemys scripta Elegant). B) Montaje en lactofenol azul (40x).

Anexo 3. Chaetomium spp.

A) Chaetomium spp. aislado de una lesion de piel de un pizote (Nasua narica). A) Cultivo
SDA 25°C, 15 dias. B) Montaje en lactofenol azul (40x).
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Anexo 4. Fusarium spp. muestra de caparazon

C D

A) Tortuga candado (Kinosternon scorpioides) con lesiones hialinas y descamativas en el
caparazén. B) Examen directo KOH 20%: hifa septada hialina (40x). C) Cultivo en agar
Sabouraud del hongo Fusarium spp. D) Montaje en lactofenol azul, mostrando las conidias en
forma de canoa.
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Anexo 5. Mono con Candida spp.

A) Histopatologia de esdfago donde se muestra la invasion de Candida albicans en el tejido
(Cortesia Dr. Juan Alberto morales) B) Cultivo en Agar Sabouraud.

Anexo 6. Fusarium spp. de lesion de perezoso.

A

A) Corte histologico positivo por hifas septadas y macronidia en forma de canoa, de la
dermatitis interdigital en un perezoso de dos dedos (Choloepus hoffimanni) B) Cultivo en
lamina de Fusarium spp.
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Anexo 7. Hongo hialino de un pulmon de caiman

D

A y B) Histopatologia de un pulmén de caimén (Caiman crocodilus) con neumonia micdtica
(Cortesia Dr. Juan Alberto Morales). C) Aislamiento puro de un hongo hialino en el reverso y
verde pulverulento en el anverso. D) Cultivo en ldmina.
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Anexo 8. Inconsistencia entre examen directo y cultivo en perezoso

C

A) Examen directo de una lesion de piel de un perezoso de dos dedos (Choloepus hoffinanni)
donde se demuestra la presencia de Aspergillus spp. B) Morfologia macroscopica del
aislamiento en cultivo puro de Penicillium spp Agar Mycosel. C). Morfologia microscopica.
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Anexo 9. Algas en caparazon de tortugas

A B
Ay B) Estructuras compatibles con algas, hallados en los raspados de caparazén de tortugas
semiacuaticas.

Anexo 10. Acaros piel de perezosos.

A
Ay B) Acaros Lobalges trouessarti, encontrados en lesiones de piel de dos perezosos de tres
dedos (Bradypus variegatus).
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Anexo 11. Caracteristicas generales de 40 tortugas de cautiverio muestreadas para estudio micolégico

ID Madurez

Lab Especie Identificacion Sexo sexual  Procedencia Hallazgos clinicos o historia
TO-01 Cyclemys dentata (Hoja) ND ND Adulto ND Lesiones blanquecinas en caparazon
TO-02 Trachemys scripta Elegant (Cachetes rojos) ND Hembra  Adulto Alajuela Huevo retenido en cavidad celomica

Absceso aural y lesion blanquecina en
TO-03 Trachemys scripta Elegant (Cachetes rojos) ND Macho Adulto Heredia caparazon
Trachemys scripta Venusta (Cachetes

TO-04 amarillos) "Jonesy" Macho Adulto Heredia Caparazon suave
TO-05 Trachemys scripta Elegant (Cachetes rojos) "Galleta" Hembra  Adulto Heredia Prolapso cloacal
TO-06 Geochelone sulcata (tortuga de espolones) ND Hembra  Adulto Alajuela Lesion en miembro anterior derecho
TO-07 Kinosternon Scorpioides (Candado) ND Hembra Adulto San José Deficiencia de vitamina A, animal muerto
TO-08 Kinosternon Scorpioides (Candado) ND Hembra  Adulto Puntarenas Lesiones descamativas en caparazon
TO-09 Kinosternon Scorpioides (Candado) ND ND Adulto Puntarenas Lesiones descamativas en caparazon
TO-10 Rhinoclemmys pulcherrima (Roja) "Descarapelada" ND Adulto Puntarenas Lesiones hiperqueratdcicas en caparazon
TO-11 Lpydochelys Kempi (Lora marina) Lora Hembra Adulto Puntarenas Lesiones ulcerativas en plastron
TO-12 Rhinoclemmys pulcherrima (Roja) ND ND ND Puntarenas Sin lesiones aparentes
TO-13  Rhinoclemmys pulcherrima (Roja) ND ND ND Puntarenas Sin lesiones aparentes
TO-14 Trachemys scripta Elegant (Cachetes rojos) ND ND ND Puntarenas Lesiones blanquecinas en caparazon
TO-15 Kinosternon Scorpioides (Candado) ND ND ND Puntarenas Lesiones verduzcas en caparazon
TO-16 Rhinoclemmys Funerea (Negra) ND ND ND Puntarenas Sin lesiones aparentes



Anexo 11. Caracteristicas generales de 40 tortugas de cautiverio muestreadas para estudio micolégico (continuacion)

ID Madurez
Lab Especie Identificacion Sexo sexual  Procedencia Hallazgos clinicos o historia

Trachemys scripta Venusta (Cachetes

TO-17 amarillos) ND ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron

TO-18 Rhinoclemmys pulcherrima (Roja) ND ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron

TO-19 Trachemys scripta Elegant (Cachetes rojos) ND ND ND Puntarenas Lesiones blanquecinas en caparazon

TO-20 Trachemys scripta Elegant (Cachetes rojos) ND ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron

TO-21 Rhinoclemmys pulcherrima (Roja) ND ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron

TO-22 Trachemys scripta Elegant (Cachetes rojos) ND ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron

TO-23 Rhinoclemmys pulcherrima (Roja) ND ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron
Trachemys scripta Venusta (Cachetes

TO-24 amarillos) ND ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron

TO-25 Rhinoclemmys pulcherrima (Roja) ND ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron

TO-26 Rhinoclemmys pulcherrima (Roja) ND ND ND Puntarenas Sin lesiones aparentes

TO-27 Kinosternon Scorpioides (Candado) ND ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron

TO-28 Rhinoclemmys Funerea (Negra) ND ND ND Puntarenas Sin lesiones aparentes
Trachemys scripta Venusta (Cachetes

TO-29 amarillos) ND Macho Adulto Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron

TO-30 Kinosternon Scorpioides (Candado) ND ND ND Puntarenas Sin lesiones aparentes

TO-31 Kinosternon Scorpioides (Candado) ND ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron

Trachemys scripta Venusta (Cachetes
TO-32 amarillos) ND ND ND Puntarenas Sin lesiones aparentes
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Anexo 11. Caracteristicas generales de 40 tortugas de cautiverio muestreadas para estudio micolégico (continuacion)

ID Madurez
Lab Especie Identificacion Sexo sexual  Procedencia Hallazgos clinicos o historia
TO-33 Trachemys scripta Elegant (Cachetes rojos) N°5 ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron
Trachemys scripta Venusta (Cachetes
TO-34 amarillos) N° 102 ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron
Trachemys scripta Venusta (Cachetes
TO-35 amarillos) ND ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron
Trachemys scripta Venusta (Cachetes
TO-36 amarillos) N°3 ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron
Trachemys scripta Venusta (Cachetes
TO-37 amarillos) N° 700 Macho Adulto Puntarenas Sin lesiones aparentes
Trachemys scripta Venusta (Cachetes
TO-38 amarillos) N° 100 ND ND Puntarenas Lesion cicatrizal en plastron
Trachemys scripta Venusta (Cachetes
TO-39 amarillos) N° 400 Macho Adulto Puntarenas Lesion en cicatrizal plastron
TO-40 Rhinoclemmys pulcherrima (Roja) ND ND ND Puntarenas Lesiones verduzcas en caparazon
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Medio
ID Lab  Area muestreada Examen directo utilizado Resultados
TO-01 Lesion caparazon  Negativo SDA Negativo
Hispodado de
boca Negativo SDA Negativo
Huevo retenido en Fusarium spp. 1 ufc,
TO-02 cavidad celomica Negativo SDA Aspergillus spp. 1 ufc
Penicillium spp. 2 ufc,
Myc Aspergillus spp. 2 ufc
Boca Negativo Myc Negativo
Raspado de Positivo por hifas septadas
TO-03 caparazon hialinas SDA Hongo hialino 2 ufc
Absceso aural Negativo SDA Negativo
Boca Negativo SDA Negativo
Raspado de
TO-04 caparazon Negativo SDA Rhizopus spp.
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Hisopado de
TO-05 cloaca Negativo SDA Prototheca spp. incontables ufc
Caparazon Negativo SDA Negativo
Hongo pigmentado 1 ufc, Hongo
Myc hialino 1 ufc
Positivo por hifas septadas
TO-06 Lesion de piel hialinas SDA Geotrichum spp.
Fusarium spp. 1 ufc,
TO-07 Caparazon Negativo SDA Hongo pigmentado spp 1 ufc
Myc Hongo pigmentado 2 ufc
Hongo hialino 2 ufc,
Plastron Negativo SDA Hongo pigmentado 1 ufc
Trichosporon spp. 1 ufc,
Myc Paecilomyces lilacinus 3 ufc
Hisopado de Positivo por levaduras y
cloaca macroconidia fuliginosa SDA Trichosporon spp. incontables ufc
Hispodado de Geotrichum spp. incontables ufc,
boca Positivo por Candida spp  SDA Fusarium spp. 1 ufc
Positivo por hifas septadas
Material de hialinas y fuliginosas y
estomatitis Candida spp SDA Fusarium spp. 4 ufc
Myc Paecilomyces lilacinus 4 ufc
Material de vejiga Positivo por Candida spp ~ SDA Levaduras incontables ufc
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Anexo 12. Resultados de examenes directos y cultivos de muestras de 40 tortugas

(continuacion)
Medio
ID Lab  Area muestreada Examen directo utilizado Resultados
Material de Levaduras incontables ufc, Hongo
TO-07 traquea Negativo SDA hialino 1 ufc
Positivo por hifas septadas Fusarium spp. 2 ufc, levaduras
Absceso ocular hialinas y levaduras SDA incontables ufc
Hongo hialino 1 ufc, Alternaria
Myc spp. 1 ufc
Geotrichum spp. incontables ufc,
Higado Negativo SDA Hongo pigmentado 2 ufc
Myc Trichosporon spp. incontables ufc
Geotrichum spp. incontables ufc,
Rifion Negativo SDA Fusarium spp 4 ufc
Paecilomyces lilacinus 1 ufc,
Myc levaduras 3 ufc
Prototheca spp. incontables ufc,
Pulmén Negativo SDA Fusarium spp 4 ufc
Myc Paecilomyces lilacinus 4 ufc
Trichosporon spp incontables ufc,
Liquido cavidad Cladosporium spp 1 ufc, Hongo
celomica Negativo SDA hialino 6 ufc
Nodulo cavidad Negativo (positivo por bacterias 10
celomica Negativo SDA ufc)
Myc Negativo
Intestino Negativo SDA Candida spp 22 ufc
Levaduras incontables ufc,
Foliculo Positivo por levaduras SDA Fusarium spp. I ufc
Trichosporon spp. 1 ufc,
Paecilomyces lilacinus 2 ufc,
Myc Hongo pigmentado 1 ufc
Positivo por hifas septadas
TO-08 Lesion caparazon  hialinas SDA Verticillium spp. 2 ufc
SDA Fusarium spp. 2 ufc
Positivo por hifas septadas
TO-09 Lesion caparazon  fuliginosas SDA Curvularia spp. 1 ufc
TO-10 Lesion caparazéon  Negativo SDA Negativo
TO-11 Lesion plastron Negativo SDA Hongo hialinos incontables ufc
Myc Candida spp. 11 ufc
Estructuras similares a
TO-12 Caparazon algas SDA Hongo pigmentado incontables ufc

Myc

Hongo hialino 1 ufc
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Anexo 12. Resultados de examenes directos y cultivos de muestras de 40 tortugas

(continuacion)
Medio
ID Lab  Area muestreada Examen directo utilizado Resultados
Caparazon
costado lateral Estructuras similares a Hongo pigmentado incontables ufc,
TO-13 derecho algas SDA Fusarium spp. 3 ufc
Myc Penicillium spp. 2 ufc
Lesion miembro
posterior derecho  Negativo SDA Levadura 2 ufc
Myc Hongo hialino 1 ufc
Estructuras similares a
algas, macroconidias e hifa Hongos hialinos 2 ufc, Penicillium
TO-14 Caparazon fuliginosa SDA spp. 1 ufc
Myc Hongo hialino 1 ufc
Rhizopus spp. incontables ufc, 1
Cloaca Negativo SDA hongo negro, hongo hialino 1 ufc
Hongo pigmentado incontables ufc,
Aspergillus spp 1 ufc, Fusarium
TO-15 Caparazon No realizado SDA spp 1 ufc
Myc Negativo
Estructuras similares a
TO-16 Caparazon algas SDA Fusarium spp. 1 ufc
Hongo hialino 2 ufc Penicillium
Myc spp. 2 ufc
Aspergillus terreus 3 ufc,
Cloaca Negativo SDA Aspergillus niger 1 ufc
Estructuras similares a
TO-17 Caparazon algas SDA Hongo pigmentado 1 ufc
Myc Hongo pigmentado 1 ufc
Estructuras similares a
Plastron algas SDA Rhizopus spp. incontables ufc
Myc Hongo hialino 1 ufc
Cloaca Negativo SDA Hongo hialino incontables ufc
Estructuras similares a
TO-18 Caparazon algas SDA Zigomicete incontables ufc
Myc Negativo
Estructuras similares a
Plastron algas SDA Hongo hialino 1 ufc
Myc Hongo hialino 1 ufc
Estructuras similares a
TO-19 Caparazon algas SDA Zigomicete incontables ufc

Myc

Hongo hialino 1 ufc
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Anexo 12. Resultados de examenes directos y cultivos de muestras de 40 tortugas

(continuacion)
Medio
ID Lab  Area muestreada Examen directo utilizado Resultados
TO-19 Cloaca Negativo SDA Hongo pigmentado incontables ufc
TO-20 Caparazon Negativo SDA Hongo hialino 1 ufc
Myc Candida spp. 1 ufc
Plastron No realizado SDA Negativo
Myc Negativo
Cloaca Negativo SDA Aspergillus terreus 1 ufc
TO-21 Caparazon Negativo SDA Hongo pigmentado 1 ufc
Myc Hongo pigmentado 1 ufc
Estructuras similares a Incontables Rhizomucor spp.,
Plastron algas SDA Incontables levaduras
Myc Negativo
Hongo hialino 1 ufc,
Cloaca Negativo SDA Hongo pigmentado 1 ufc
TO-22 Caparazon Negativo SDA Hongo pigmentado incontables ufc
Myc Negativo
Plastron Negativo SDA Hongo pigmentado 1 ufc
Myc Negativo
Cloaca Negativo SDA Rhodotorula spp. incontables ufc
Hongo pigmentado incontables ufc,
Macroconidias, estructuras Aspergillus spp 1 ufc, Fusarium
TO-23 Caparazon similares a algas SDA spp lufc
Myc Hongo hialino 1 ufc
Aspergillus spp. 1 ufc, Curvularia
Estructuras similares a spp. 1 ufc, hongo hialino 1 ufc,
Plastron algas SDA Rhizopus spp. incontables ufc
Myc Penicillium spp. 1 ufc
Estructuras similares a
TO-24 Caparazoéon algas SDA Rhizopus spp incontables ufc
Myc Negativo
Estructuras similares a
Plastron algas SDA Penicillium spp. 1 ufc
Myc Negativo
Estructuras similares a
TO-25 Caparazon algas SDA Rhizopus spp incontables ufc
Myc Negativo
Estructuras similares a
Plastron algas SDA Fusarium spp. 1 ufc

Myc

Negativo
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Anexo 12. Resultados de examenes directos y cultivos de muestras de 40 tortugas

(continuacion)
Medio
ID Lab  Area muestreada Examen directo utilizado Resultados
Aspergillus niger, incontables ufc,
Aspergillus terreus 2 ufc,
Zigomicete 1 ufc, Penicillium spp.
TO-25 Cloaca Negativo SDA 1 ufc
Estructuras similares a Mucor spp. incontables ufc,
TO-26 Caparazon algas SDA Fusarium spp. 1 ufc
Myc Hongo hialino 1 ufc
Estructuras similares a
TO-27 Caparazon algas SDA Hongo hialino 1 ufc
Myc Hongo hialino 1 ufc
Estructuras similares a
Plastron algas SDA Fusarium spp incontables ufc
Myc Negativo
Estructuras similares a Curvularia spp. 3 ufc, hongo
TO-28 Caparazon algas SDA hialino incontables ufc
Myc Hongo hialino 1 ufc
Cloaca SDA Aspergillus niger incontables ufc
Estructuras similares a
TO-29 Caparazon algas SDA Hongo hialino 1 ufc
Myc Hongo pigmentado 1 ufc
Estructuras similares a
Plastron algas SDA Hongo negro incontables ufc
Myc Hongo hialino 1 ufc
Estructuras similares a
TO-30 Caparazon algas SDA Aspergillus niger incontables ufc
Myc Hongo pigmentado 1 ufc
Aspergillus niger 1 ufc,
Aspergillus terreus 2 ufc, hongo
hialino 1 ufc, Penicillium spp. 1
Cloaca Negativo SDA ufc
Estructuras similares a
TO-31 Caparazon algas SDA Hongo hialino 1 ufc
Myc Hongo hialino 1 ufc
Estructuras similares a
Plastron algas SDA Negativo
Myc Hongo hialino 1 ufc
Cloaca Negativo SDA Hongo pigmentado incontables ufc
Estructuras similares a
TO-32 Caparazon algas SDA Hongo pigmentado 1 ufc
Caparazoéon Myc Hongo hialino 1 ufc
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(continuacion)
Medio
ID Lab  Area muestreada Examen directo utilizado Resultados
TO-32 Cloaca Negativo SDA Hongo pigmentado 1 ufc
Estructuras similares a Aspergillus niger 1 ufc, hongo
TO-33 Caparazon algas SDA pigmentado incontables ufc
Myc Negativo
Plastron Negativo SDA Hongo hialino 4 ufc
Myc Penicillum spp. 1 ufc
Estructuras similares a Hongos pigmentado incontables
TO-34 Caparazon algas SDA ufc, Fusarium spp. 3 ufc
Myc Hongo hialino 2 ufc
Estructuras similares a
Plastron algas SDA Negativo
Myc Penicillium spp. 1 ufc
Aspergillus terreus 1 ufc,
Cloaca Negativo SDA Aspergillus niger 2 ufc
Estructuras similares a
TO-35 Caparazon algas SDA Negativo
Myc Aspergillus spp. 1 ufc
Estructuras similares a
TO-35 Plastron algas SDA Negativo
Myc Negativo
Estructuras similares a
TO-36 Caparazon algas SDA Hongo pigmentado 1 ufc
Myc Negativo
Plastron Negativo SDA Fusarium spp. 1 ufc
Myc Negativo
Aspergillus niger incontables ufc,
Cloaca Negativo SDA Curvularia spp. Incontables ufc
Estructuras similares a
TO-37 Caparazon algas SDA Hongo pigmentado 1 ufc
Myc Hongo hialino 1 ufc
Estructuras similares a
Lesion de cola algas SDA Negativo
Myc Negativo
TO-38 Caparazon Negativo SDA Fusarium spp. 1 ufc
Myc Negativo
Estructuras similares a
Plastron algas SDA Aspergillus niger incontables ufc

Myc

Negativo



Anexo 12. Resultados de examenes directos y cultivos de muestras de 40 tortugas

97

(continuacion)
Medio
ID Lab  Area muestreada Examen directo utilizado Resultados
Aspergillus niger incontables ufc,
Aspergillus terreus 1 ufc, hongo
hialino (cleistotecios) 1 ufc,
TO-38 Cloaca Negativo SDA Zygomicete 1 ufc
Estructuras similares a
TO-39 Caparazon algas SDA Hongo pigementado 1 ufc
Myc Negativo
Estructuras similares a
Plastron algas SDA Negativo
Myc Negativo
Cloaca Negativo SDA Candida spp incontables ufc
TO-40 Caparazon Negativo SDA Hongo hialino 1 ufc
Myc Negativo
Cloaca Negativo SDA Candida spp incontables ufc
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Anexo 13. Hongo hialino

D

Ay B) Cultivos en lamina de CANV realizados con el medio Leonian. Tomado de: Brandt, et
al., 2005). C) Cultivo SDA 25°C de un hongo hialino compatible con la morfologia de
Chrysosporium estado anamorfo de Nanniziopsis vriesii (CANV). D) Cultivo en lamina (40x,
zoom 5.1)
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Anexo 14. Caracteristicas generales de los 19 perezosos muestreados para estudio micoldgico

ID Madurez Cautiverio Hallazgos clinicos
Lab  Genero y especie, nombre comiin ID lugar Sexo sexual Procedencia /vida libre o historia

Bradypus variegatus (perezoso de Lesiones alopécicas multifocales,
PE-01 tres dedos) 6810330 Hembra  Adulto Alajuela Vidalibre  hembra con cria

Bradypus variegatus (perezoso de Lesion sanguinolenta y costrosa en
PE-02 tres dedos) 681097¢ No definido Juvenil Alajuela Vida libre  lomo, cria de PE-01

Choloepus hoffmanni (perezoso de Animal sin lesion o enfermedad
PE-03 dos dedos) 68DB818 Macho Adulto Alajuela Vida libre  aparente

Choloepus hoffimanni (perezoso de Animal sin lesion o enfermedad
PE-04 dos dedos) 67B9787 Macho Adulto Alajuela Vidalibre  aparente

Bradypus variegatus (perezoso de Animal sin lesioén o enfermedad
PE-05 tres dedos) 68DBO02E Hembra  Adulto Alajuela Vidalibre  aparente

Bradypus variegatus (perezoso de Animal sin lesion o enfermedad
PE-06 tres dedos) 68DC4A6 Hembra  Adulto Alajuela Vida libre  aparente

Bradypus variegatus (perezoso de Lesion alopécica, eritematosa,
PE-07 tres dedos) No id Hembra  Adulto Puntarenas Cautiverio  costrosa en el vientre

Bradypus variegatus (perezoso de Animal sin lesion o enfermedad
PE-08 tres dedos) cl4 Hembra  Adulto Alajuela Vida libre  aparente

Bradypus variegatus (perezoso de Alopecia generalizada, positiva por
PE-09 tres dedos) c08 Hembra  Adulto Alajuela Vida libre  4caros

Bradypus variegatus (perezoso de Animal sin lesion o enfermedad
PE-10 tres dedos) 6810D48 Macho Juvenil Alajuela Vida libre  aparente

Bradypus variegatus (perezoso de Animal sin lesion o enfermedad
PE-11 tres dedos) 680E72B Hembra  Adulto Alajuela Vida libre  aparente

Bradypus variegatus (perezoso de Animal sin lesion o enfermedad
PE-12 tres dedos) 68D8B94 Hembra  Adulto Alajuela Vida libre  aparente
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Anexo 14. Caracteristicas generales de los 19 perezosos muestreados para estudio micolégico (continuacion)

ID Madurez Cautiverio Hallazgos clinicos
Lab  Genero y especie, nombre comiin ID lugar Sexo sexual Procedencia /vida libre o historia
Bradypus variegatus (perezoso de Animal sin lesion o enfermedad
PE-13 tres dedos) c23 Hembra  Adulto Alajuela Vida libre  aparente
Choloepus hoffmanni (perezoso de
PE-14 dos dedos) 68ED676 Hembra  Adulto Alajuela Vidalibre  Recién parida
Choloepus hoffmanni (perezoso de Animal sin lesion o enfermedad
PE-15 dos dedos) 68DIDFD Macho Adulto Alajuela Vida libre  aparente
Choloepus hoffimanni (perezoso de Animal sin lesion o enfermedad
PE-16 dos dedos) 680DD57 Hembra  Adulto Alajuela Vida libre  aparente
Choloepus hoffmanni (perezoso de Animal sin lesion o enfermedad
PE-17 dos dedos) 680ED86 Hembra  Adulto Alajuela Vida libre  aparente
Choloepus hoffimanni (perezoso de Muerte subita, lesion en miembro
PE-18 dos dedos) No id Macho Adulto Puntarenas Cautiverio  anterior derecho
Electrocucion, amputacion de un
Choloepus hoffmanni (perezoso de miembro, lesiones generalizadas

PE-19 dos dedos) Juanita Hembra  Adulto Puntarenas Cautiverio  en cuello
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Medio de
ID Tipo de muestra Examen directo cultivo Cultivo
Negativo por hongos,
positivo por el acaro
PE-01 Raspado de piel Lobalges trouessarti Myc Negativo
Negativo por hongos,
positivo por el acaro
PE-02  Raspado de piel Lobalges trouessarti Myc Negativo
PE-03  Hisopado oido izquierdo Malassezia pachydermatis + SDA Negativo
Hisopado oido derecho  Negativo SDA Negativo
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Negativo
Hisopado de oido
PE-04  izquierdo Negativo SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Negativo SDA Negativo
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Penicillium spp. 10 ufc
Hisopado de oido
PE-05 izquierdo Negativo SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Negativo SDA Negativo
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Cladosporium spp. 5 ufc
Hisopado de oido
PE-06 izquierdo Negativo SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Negativo SDA Negativo
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Penicillium spp. 4 ufc
Hisopado de oido
PE-07  izquierdo Negativo SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Negativo SDA Negativo
Hisopado de boca Negativo SDA Levaduras
Penicillium spp. 6 ufc,
Moqueta Myc Cladosporium spp 10 ufc
Raspado de piel Negativo Myc Negativo
Hisopado de oido
PE-08 izquierdo Levaduras SDA Levaduras 25 ufc
Hisopado de oido
derecho Negativo SDA Hongos hialino 3 ufc
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Cladosporium spp 7 ufc
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(continuacion)
Medio de
ID Tipo de muestra Examen directo cultivo Cultivo

Hisopado de oido

PE-09 izquierdo Negativo SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Negativo SDA Negativo
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Cladosporium spp 12 ufc
Hisopado de oido

PE-10  izquierdo Levaduras SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Negativo SDA Hongo hialino 2 ufc
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Penicillium spp. 15 ufc
Hisopado de oido

PE-11  izquierdo Negativo SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Malassezia pachydermatis + SDA Negativo
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Hongo pimentado 13 ufc
Hisopado de oido

PE-12  izquierdo Malassezia pachydermatis + SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Negativo SDA Hongo hialino 6 ufc
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo

Penicillium spp. 5 ufc,

Moqueta Myc Cladosporium spp. 4 ufc
Hisopado de oido

PE-13  izquierdo Negativo SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Negativo SDA Hongo hialino 6 ufc
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Penicillium spp. 4 ufc
Hisopado de oido

PE-14  izquierdo Malassezia pachydermatis + SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Negativo SDA Negativo
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Cladosporium spp 20 ufc
Hisopado de oido
izquierdo Malassezia pachydermatis + SDA Negativo
Hisopado de oido

PE-15  derecho Negativo SDA Negativo
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Penicillium spp. 5 ufc
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Anexo 15. Resultados de examenes directos y cultivos de muestras de 19 perezosos

(continuacion)
Medio de
ID Tipo de muestra Examen directo cultivo Cultivo
Hisopado de oido
PE-16  izquierdo Malassezia pachydermatis + SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Malassezia pachydermatis+ SDA Negativo
Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Moqueta Myc Cladosporium spp 12 ufc
Hisopado de oido
PE-17  izquierdo Malassezia pachydermatis + SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Negativo SDA Negativo
Hisopado de boca Malassezia pachydermatis + SDA Negativo
Moqueta Myc Penicillium spp. 7 ufc
Hisopado de oido
PE-18 izquierdo Malassezia pachydermatis + SDA Negativo
Hisopado de oido
derecho Malassezia pachydermatis + SDA Negativo
Candida spp. incontables ufc,
Hisopado de boca Levaduras SDA Fusarium spp. incontables ufc
Moqueta Myc Microsporum gypseum 1 ufc
Raspado de miembro
anterior derecho Negativo Myc Negativo
SDA Negativo
Raspado lesion
interdigital Negativo Myc Negativo
SDA Fusarium spp. incontables ufc
Raspado lesion piel del — Positivo por Aspergillus spp Penicillium spp. incontables
PE-19  cuello -+ Myc ufc
Penicillium spp. incontables
SDA ufc

+ Pocas, ++ Moderadas, +++ Abundantes
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Anexo 16. Caracteristicas generales de 14 serpientes adultas muestreadas para estudio micologico

ID Cautiverio
Lab  Género, especie, nombre comin  ID lugar Sexo Procedencia / vida libre Hallazgos clinicos o historia
Atropoides mexicanus (mano de Absceso en foseta loreal en proceso de
SE-01 piedra) P-61 Macho San José (ICP) Cautiverio  recuperacion, costra
Atropoides mexicanus (mano de Lesion plana color rosa, historia de
SE-02 piedra) P-626 Macho San José (ICP) Cautiverio  neumonia
SE-03 Bothrops asper (terciopelo) 749 Hembra San José (ICP) Cautiverio  Lesion circunscrita no escamosa
SE-04 Bothrops asper (terciopelo) 733 Hembra San José (ICP) Cautiverio  Animal aparentemente sano
Lesiones planas y costrosas color
SE-05 Crotalus durissus (cascabel) 05 38 Macho San José (ICP) Cautiverio  naranja en area ventral
SE-06 Crotalus durissus (cascabel) 0522 Macho San José (ICP) Cautiverio  Lesion en proceso de reepitelizacion
SE-07 Crotalus durissus (cascabel) 0523 Macho San José (ICP) Cautiverio  Lesion tipo cicatriz negra irregular
SE-08 Boa constrictor (boa) Noesp. NE Alajuela Cautiverio  Estomatitis
SE-09  Boa constrictor (boa) Noesp. NE Heredia Cautiverio  Animal aparentemente sano
SE-10  Boa constrictor (boa) Noesp. NE Heredia Cautiverio  Animal aparentemente sano
SE-11 Boa constrictor (boa) Noesp. NE Heredia Vida libre  Atropello, fractura de mandibula
SE-12  Boa constrictor (boa) BC-876  Macho San José (ICP) Cautiverio  Muerte subita
SE-13  Python molurus bivitatus (piton) ND 68-08 Macho Heredia (SG) Cautiverio  Muerte subita, posible neumonia
SE-14  Boa constrictor (boa) No esp.  Macho San José Cautiverio  Muerte subita, estomatitis
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Anexo 17. Tipos de muestra y resultados de los exiamenes directos y cultivos de muestras
de 14 serpientes

Area muestreada/ Medio de
ID Examen realizado Examen directo cultivo Resultado
SE-01  Raspado foseta loreal Negativo por hongos SDA Verticillium spp. 1 ufc
Myc Verticillium spp. 1 ufc
Hisopado foseta loreal ~ Negativo por hongos Myc Verticillium spp. incontables ufc
SE-02  Hisopado de boca Negativo por hongos Myc Hongo hialino 13 ufc
Raspado de escamas Negativo por hongos SDA Zigomicete
Myc Penicillium spp.
Cladosporium spp. 2 ufc, Penicillium
SE-03  Raspado de escamas Negativo por hongos SDA spp. 2 ufc
Hongo hialino septado 1 ufc, hongo
Myc pigmentado lufc
Hongo hialino 9 ufc, Cladosporium
SE-04 Hisopado de boca Negativo por hongos Myc spp.
SE-05 Raspado de escamas Negativo por hongos SDA Cladosporium spp. 1 ufc
Myc Penicillium spp. 1 ufc
Hisopado de lesion Negativo por hongos Myc Cladosporium spp. 18 ufc
SE-06 Raspado de escamas Negativo por hongos SDA Penicillium spp. 2ufc
Myc Negativo
SE-07 Raspado de escamas Negativo por hongos SDA Cladosporium spp. 1 ufc
Myc Penicillium spp. 2ufc
Hisopado de boca
SE-08  (estomatitis) Negativo por hongos Myc Negativo
SE-09 Hisopado de boca Negativo por hongos SDA Negativo
Raspado de escamas Negativo por hongos SDA Negativo
Myc Negativo
SE-10  Hisopado de boca Negativo por hongos SDA Negativo
SE-11  Hisopado de boca Negativo por hongos SDA Negativo
Myc Negativo
Hisopado de cloaca Negativo por hongos SDA Negativo
Myc Hongo pigmentado 2 ufc
SE-12  Hisopado de boca Negativo por hongos SDA Cladosporium spp. 7 ufc
Myc Negativo
SDAy
Hisopado de cloaca Negativo por hongos Myc Negativo
SDA 'y
Raspado de escamas Negativo por hongos Myc Negativo
SDA 'y
Intestino Negativo por hongos Myc Negativo
Pulmoén Negativo por hongos SDA Mucor spp. incontables ufc
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Anexo 17. Tipos de muestra y resultados de los examenes directos y cultivos de muestras
de 14 serpientes (continuacion)

Area muestreada/ Medio de
ID Examen realizado Examen directo cultivo Resultado
SE-12  Pulmoén Negativo por hongos Myc Hongo hialino 1 ufc
Hisopado foseta loreal ~ Positivo por hifas SDAy
SE-13  derecha cenociticas Myc Negativo
Hisopado foseta loreal
izquierda Negativo por hongos SDA Penicillium spp. 10 ufc
Myc Negativo
Raspado de escamas Negativo por hongos SDA Mucor spp. 1 ufc
Myc Aspergillus spp. 5 ufc
Pulmén Negativo por hongos SDA Cladosporium spp. 3 ufc
Myc Negativo
SDAy
Pancreas Negativo por hongos Myc Negativo
Levaduras, bacterias y
SE-14  Hisopado de boca eritrocitos SDA Negativo
Myc Negativo
Levaduras, bacterias y
Hisopado de cloaca eritrocitos SDA Negativo
Myc Negativo
SDA 'y
Raspado de escamas Negativo por hongos Myc Negativo
SDA 'y
Péancreas Negativo por hongos Myc Negativo
SDA 'y
Higado Negativo por hongos Myc Negativo
SDAy
Pulmoén Negativo por hongos Myc Negativo
SDAy
Testiculo Negativo por hongos Myc Negativo
SDAy
Bazo Negativo por hongos Myc Negativo
SDAy
Rifién Negativo por hongos Myc Negativo
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Anexo 18. Verticillium spp. aislado de una serpiente

A) Raspado de la lesion de foseta loreal de una serpiente mano de piedra (Afropoides
mexicanus). B 'y C) Aislamientos puros de Verticillium spp. y D) Cultivo en lamina.
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ID Genero y Madurez Cautiverio
Lab especie ID Lugar Sexo sexual / vida libre Procedencia Hallazgos clinicos o historia

Alouatta paliatta Animal muerto, historia de diarrea

MO-01 (congo) No identificado ~ Macho Juvenil Cautiverio Alajuela sanguinolenta
Ateles geoffroyi

MO-02 (arafia) Moncha Hembra Adulta Cautiverio Heredia Lesiones cirscunscritas en piel
Cebus capucinus

MO-03 (cara blanca) Tito Macho Adulto Cautiverio Heredia Lesiones cirscunscritas en piel
Alouatta paliatta Animal rescatado, pobre condicion

MO-04 (congo) No identificado ~ No definido Juvenil Vida libre No reportado corporal
Ateles geoffiroyi Lesion eritematosa falange 4

MO-05 (arana) Pappy Hembra Adulta Cautiverio Puntarenas (SSO) miembro anterior derecho
Alouatta paliatta

MO-06 (congo) No identificado =~ Hembra Juvenil Cautiverio Alajuela Diarrea e inanicion
Saimiri oersterdii

MO-07 (titi) No identificado  Hembra Adulta Cautiverio Puntarenas (SSO) Diarrea, pérdida de peso, debilidad
Callithrix
Jjacchus

MO-08 (marmoseta) No identificado  No definido Juvenil Cautiverio No reportado Prolapso rectal post defecacion
Cebus capucinus Lesion costrosa falange 1 miembro

MO-09 (cara blanca) Winky Hembra Adulta Vida libre Puntarenas (SSO) posterior derecho
Cebus capucinus

MO-10 (cara blanca) Sweety Hembra Adulta Vida libre Puntarenas (SSO) Animal aparentemente sano
Alouatta paliatta

MO-11 (congo) No identificado ~ Macho Adulto Vida libre Puntarenas (SSO) Animal aparentemente sano
Alouatta paliatta

MO-12 (congo) No identificado =~ Hembra Adulta Vida libre Puntarenas (SSO) Animal aparentemente sano




Anexo 20. Tipos de muestras y resultados micologicos e 12 monos
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Tipo de Medio de
ID Lab muestra Exdmenes Directos cultivo Resultado
Biopsia de Positivo por levaduras Positivo por Candida albicans
MO-01 lengua del género Candida SDA incontables ufc*
Hisopado de Positivo por levaduras Positivo por Candida albicans
esofago del género Candida SDA incontables ufc*
MO-02 Raspado de piel Negativo No realizado
Positivo por micelio
MO-03 Raspado de piel artrosporado No realizado
Hisopado de
MO-04 oido derecho Negativo Myc Negativo
Hisopado de
oido izquierdo =~ Negativo Myc Negativo
Hisopado de
boca Negativo Myc Negativo
MO-05 Biopsia de piel  Negativo Myc Penicillium spp. 1 ufc
Hisopado de
MO-06 oido derecho Negativo Myc Penicillium spp.
Hisopado de
oido izquierdo ~ Negativo Myc Negativo
Moqueta Myc Cladosporium spp. incontables ufc
Hisopado de
MO-07 boca Negativo Myc Negativo
Hisopado de
oido derecho Negativo Myc Negativo
Hisopado de
oido izquierdo ~ Negativo Myc Negativo
Hongo negro no id 2 ufc,
Moqueta Myc Zygomicete 1 ufc
Hisopado de Mucor spp. 1 ufc,
MO-08 boca Negativo SDA Zygomicete 2 ufc
Hisopado de
oido derecho Negativo SDA Hongo negro no id 7 ufc
Hisopado de
oido izquierdo = Negativo SDA Aspergillus spp. 2 ufc
Aspergillus spp. 2 ufc,
Moqueta Myc Zygomicete 1 ufc
MO-09 Raspado de piel No realizado Myc Negativo
Cladosporium spp. 27 ufc,
Zygomicete 2 ufc, Penicillium spp.
Moqueta Myc 2 ufc, Aspergillus spp. 2 ufc
Aspergillus spp. 1 ufc,
MO-10 Moqueta Myc Cladosporium spp. incontables ufc
Penicillium spp. incontables ufc,
MO-11 Moqueta Myc Aspergillus spp 7 ufc
Penicillium spp. incontables ufc,
MO-12 Moqueta Myc Aspergillus spp 2 ufc
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Anexo 21. Caracteristicas generales de 12 aves adultas para estudio micolégico

Cautiverio
ID Lab Genero y especie ID Lugar Sexo / vida libre Procedencia Hallazgos clinicos o historia
Amazona auropalliata
AVE-01 (copete amarillo) No id ND Cautiverio Alajuela Disnea, inanicion, erizamiento de las plumas
Secreciones nasales, leve disnea,
Amazona autumnalis hipovitaminosis A, metaplasia escamosa de
AVE-02 (copete rojo) Cocora ND Cautiverio Alajuela las células epiteliales respiratorias
Amazona autumnalis Afeccion respiratoria, obstruccion de las
AVE-03 (copete rojo) Lorito Macho Cautiverio Alajuela narinas, estertores secos pulmonares
Bubo virginianus
AVE-04 (lechuza, buho) No id ND Vida Libre Alajuela Fractura de ala
AVE-05 Ara macao (lapa roja) No id ND Cautiverio Puntarenas (SSO)  Animal aparentemente sano
AVE-06 Ara macao (lapa roja) No id ND Cautiverio Puntarenas (SSO)  Animal aparentemente sano
AVE-07 Ara macao (lapa roja) No id ND Cautiverio Puntarenas (SSO)  Animal aparentemente sano
AVE-08 Ara macao (lapa roja) No id ND Cautiverio Puntarenas (SSO)  Animal aparentemente sano
Amazona auropalliata
AVE-09 (copete amarillo) No id ND Cautiverio San José No hay datos sobre condicion del animal
AVE-10 Ara macao (lapa roja) No id ND Cautiverio Alajuela Amputacion de ala por fractura
Distencion del buche, decaido, heces acuosas,
Amazona farinosa (copete pérdida de peso. Tx con Nistatina y
AVE-11 negro) Pot Hembra Cautiverio Alajuela Fluconazol, porque tenia levaduras

AVE-12  Ara ambigua (lapa verde) No id Macho Cautiverio Puntarenas Muerte subita, sospecha de micotoxinas
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Anexo 22. Tipos de muestras y resultados de estudio micolégico en 12 aves silvestres

adultas
Medio de
ID Lab Tipo de muestra Directos cultivo Resultado
Presencia de bacilos
Lavado de sacos y una macroconidia Negativo por hongos, crecimiento
AVE-01  aéreos pigmentada SDA bacteriano
Negativo por hongos, crecimiento
Myc bacteriano
Lavado de sacos Negativo por hongos, crecimiento
AVE-02  aéreos Abundantes bacilos ~ SDA bacteriano
Negativo por hongos, crecimiento
Myc bacteriano
AVE-03  Hisopado de boca Negativo por hongos SDA Negativo
Negativo por hongos,
Lavado nasal bacterias SDA Negativo
Moqueta Myc Negativo
Negativo por hongos, crecimiento
AVE-04  Hisopado de boca Negativo por hongos SDA bacteriano
Hisopado de cloaca  Negativo por hongos SDA Negativo
Negativo por hongos, crecimiento
AVE-05  Hisopado de boca Negativo por hongos SDA bacteriano
Hisopado de cloaca  Negativo por hongos SDA Penicillium spp. 6 ufc
Penicillium spp. 1 ufc,
Cladosporium spp. 1 ufc,
Moqueta Myc Zigomicete incontables ufc
Negativo por hongos, crecimiento
AVE-06  Hisopado de boca Negativo por hongos SDA bacteriano
Hisopado de cloaca  Hifa septada SDA Aspergillus flavus 3 ufc
Cladosporium spp. 10 ufc,
Penicillium spp. 1 ufc, Zygomicete
Mogqueta Myc incontables ufc
Negativo por hongos, Negativo por hongos, crecimiento
AVE-07  Hisopado de boca bacterias SDA bacteriano
Hisopado de cloaca  Hifa septada SDA Penicillium spp. 7 ufc
Moqueta Myc Penicillium spp. incontables ufc
Negativo por hongos, crecimiento
AVE-08  Hisopado de boca Negativo por hongos SDA bacteriano
Hisopado de cloaca  Hifas septadas SDA Hongo pigmentado incontables ufc
Penicillium spp. 7 ufc, Zigomicete
Moqueta Myc incontables ufc
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Anexo 22. Tipos de muestras y resultados de estudio micolégico en 12 aves silvestres
adultas (continuacion)

Medio de
ID Lab Tipo de muestra Directos cultivo Resultado
Negativo por hongos, crecimiento
AVE-09  Hisopado de boca Negativo por hongos SDA bacteriano
Hisopado de cloaca  Negativo por hongos SDA Penicillium spp. 1 ufc
Penicillium spp. 1 ufc, Zigomicete
Moqueta Myc 1 ufc
AVE-10  Hisopado de boca Negativo por hongos SDA Negativo
Aspergillus clavatus inconlables
Hisopado de cloaca  Negativo por hongos SDA ufc, Rhodotorula spp. 7 ufc
Cladosporium spp. incontables ufc,
Penicillium spp. incontables ufc,
Moqueta Myc levadura incontables ufc
Positivo por
AVE-11  Aspirado de buche  levaduras SDA Negativo
Negativo por hongos,
AVE-12  Hisopado de boca presencia de bacterias SDA Levaduras incontables ufc
Hisopado de cloaca  Negativo por hongos SDA Levaduras incontables ufc
Negativo por hongos,
presencia de bacilos
Hisopado de es6fago y células redondas SDA Levaduras incontables ufc
Hisopado de cavidad Negativo por hongos,
toracica presencia de cocos SDA Levaduras incontables ufc
Biopsia de higado Negativo por hongos SDA Levaduras incontables ufc
Hifas hialinas Levaduras incontables ufc,
Biopsia de pulmon  septadas SDA Zigomicete 2 ufc
Biopsia de rifidon Negativo por hongos SDA Levaduras incontables ufc

Moqueta

Myc

Hongo hialino 20 ufc, hongo
pigmentado 1 ufc
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Anexo 23. Caracteristicas generales de las iguanas verdes (Iguana iguana) cautivas
muestreadas para estudio micoldgico

Madurez
ID Lab ID Lugar Sexo sexual Procedencia Hallazgos clinicos o historia
Lesiones tipo placa en el dorso y

Alajuela circunscrita descamativa en el miembro
1G-01 1 Macho Adulto (ECAG) posterior izquierdo

Alajuela Lesiones tipo placa color naranja en el
1G-02 2 Macho Adulto (ECAG) dorso

Alajuela Lesion blanquecina no circunscrita
1G-03 4 Hembra Adulto (ECAG) cerca de la axila

Alajuela Lesion blanquecina no circunscrita
1G-04 5 Macho Adulto (ECAQG) cerca de la axila

Alajuela Lesion blanquecina circunscrita en
1G-05 6 Hembra Adulto (ECAG) miembro posteroir izquierdo
1G-06 No id Hembra Adulto Heredia Depresion, anorexia, deshidratacion
1G-07 No id No definido Juvenil Heredia Animal aparentemente sano
1G-08 Mary No definido Juvenil Alajuela Animal aparentemente sano
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Anexo 24. Resultados de los examenes directos y cultivos de raspado de escamas e
hisopados de mucosas de iguanas verdes cautivas

Medio de
ID Lab Tipo de muestra Examen directo cultivo Resultado
Micelio septado
Raspado de lesion fuliginoso,
Miembro posterior macroconidias
1G-01 izquierdo pigmentadas SDA Zygomicete 2 ufc
Myc Negativo
Raspado de lesion de
dorso Negativo SDA Zygomicete 3 ufc
Myc Negativo
Raspado de lesion de Macroconidias
1G-02 dorso pigmentadas AS Curvularia spp. 2 ufc
Myc Negativo
Hongo negro no id, Zygomicete 1
1G-03 Raspado de lesion axila Negativo SDA ufc
Myc Geotrichum spp.
Micelio septado Cladosporium spp. 2 ufc,
IG-04*  Raspado de lesion axila fuliginoso SDA Zygomicete 1 ufc
Myc Negativo
Micelio septado
1G-05 Raspado de lesion MPI fuliginoso SDA Negativo
Myc Negativo
1G-06 Hisopado de boca Negativo Myc Penicillium spp. incontables ufc
Penicillium spp. 3 ufc, Rhodotorula
Hisopado de cloaca Negativo Myc spp. 2 ufc
1G-07 Hisopado de boca Negativo SDA Negativo
Estructura similar con
1G-08 Hisopado de boca balistospora SDA Negativo
Hisopado de cloaca Negativo SDA Negativo

* Se encontrd 2 garrapatas Amblyoma spp
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Anexo 25. Caracteristicas generales de otros 12 animales muestreados para estudio micolégico

ID Madurez Cautiverio
Lab Genero y especie ID Lugar Sexo sexual / vida libre Procedencia Hallazgos clinicos o historia
Lesion circunscrita, alopécica y costrosa
PI-01  Nasua narica (pizote) German Macho Juvenil Vida libre Heredia en la cabeza
Lesion circunscrita, alopécica y costrosa
PI-02  Nasua narica (pizote) No id Macho Juvenil Vida libre Puntarenas en la cara
Procyon lotor
MA-01 (mapache) No id Macho Adulto Vida libre No reportado No hay datos clinicos
Procyon lotor Animal muerto con lesiones en una pata 'y
MA-02 (mapache) No id Macho Adulto Vida libre No reportado en la boca
Urocyon
cinereoargenteus (zorro Probablemente intoxicado, muerte por
Z0-01 plateada) No id Macho Adulto Vida libre Heredia broncoaspiracion
Didelphis marsupialis Signos nerviosos, lesion sangrante en
Z0-02 (zorro peldn, zarigiieya) No id Hembra Adulto Vida libre San José cola, golpe en ojo izquierdo
Leopardus pardalis
FE-01 (manigordo) No id Macho Adulto Vida libre No reportado Animal atropellado, cirugia ortopédica
Leopardus wiedii Muerte subita, lesiones alopécicas en
FE-02 (causel) Noid Macho Adulto Cautiverio  Heredia (INBio) dorso
Stenella coeruleoalba
DE-01 (Delfin rayado) Noid Macho Adulto Vida libre Puntarenas Animal encalla y luego muere
Stenella atenuatta
DE-02 (Delfin manchado) No id Macho Adulto Vida libre Puntarenas Animal encalla y luego muere
Caiman crocodrilus Animal muerto, historia de problemas
CA-01 (caiméan) No id Macho Adulto Cautiverio  Heredia (INBio) respiratorios
Scirius variegatoides
AR-01 (ardilla) Noid Macho Adulto Vida libre Heredia Animal muerto por atropello
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silvestres
Medio de
ID Lab Tipo de muestra Directos cultivo Resultado
Raspado de piel de  Negativo por Chaetomium spp. 1 ufc,
PI-01 la cabeza hongos Myc Penicillium spp. 1 ufc
Raspado de piel de ~ Negativo por
la cara lado derecho  hongos Myc Candida spp. 3 ufc
Raspado de piel del  Positivo por
miembro anterior micelio
derecho artrosporado Myc Candida spp. 6 ufc
Negativo por Candida spp., Malassezia
Hisopado de boca hongos SDA pachydermatis
Hisopado de oido Malassezia
derecho pachydermatis + SDA Malassezia pachydermatis 5 ufc
Hisopado de oido Malassezia Malassezia pachydermatis
izquierdo pachydermatis + SDA incontables ufc
Hongo pigmentado 7 ufc, hongo
Moqueta Myc hialino 1 ufc
Raspado de piel de ~ Negativo por
PI-02 la cara hongos Myc Negativo
Hisopado de oido Negativo por
MA-01  derecho hongos Myc Candida albicans 5 ufc*
Negativo por
Hisopado de oido hongos, bacterias
izquierdo = Myc Candida albicans 20 ufc*
Raspado lesion de Negativo por
MA-02  una pata hongos SDA Zigomicete incontables ufc
Myc Levaduras
Negativo por
Raspado lesion boca hongos SDA Zigomicete incontables ufc
Myc Levaduras
Negativo por
Hisopado de boca hongos SDA Levadura incontables ufc
Hisopado oido Negativo por
derecho hongos SDA Penicillium spp. incontables ufc
Hisopado oido Negativo por
izquierdo hongos SDA Aspergillus spp. incontables ufc
Negativo por
Biopsia de pulmén  hongos SDA Negativo
Negativo por
Biopsia de cerebro  hongos SDA Negativo
Aspergillus terreus 1 ufc,
Penicillium spp. 2 ufc, Hongo
pigmentado 5 ufc, hongo hialino
Moqueta Myc 1 ufc
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Medio de
ID Lab Tipo de muestra Directos cultivo Resultado
Negativo por
Z0-01 Hisopado de boca hongos SDA Negativo
Hisopado de oido Negativo por
derecho hongos SDA Negativo
Hisopado de oido Negativo por
izquierdo hongos SDA Negativo
Negativo por
Biopsia de cerebro  hongos SDA Negativo
Negativo por
Biopsia de pulmén  hongos SDA Negativo
Malassezia
Z0-02  Hisopado de boca pachydermatis + Myc Negativo
Hisopado de oido Malassezia
derecho pachydermatis + Myc Negativo
Hisopado de oido Negativo por
izquierdo hongos, bacterias Myc Negativo
Negativo por
FE-01 Hisopado de boca hongos Myc Negativo
Hisopado de oido Negativo por
derecho hongos Myc Negativo
Hisopado de oido Negativo por
izquierdo hongos Myc Negativo
Malassezia
FE-02 Hisopado de boca pachydermatis+  SDA Negativo
Negativo por
Hisopado de oido hongos, bacterias Negativo por hongos,
derecho +++ SDA crecimiento bacteriano
Hisopado de oido Negativo por Negativo por hongos,
izquierdo hongos SDA crecimiento bacteriano
Negativo por
Raspado de piel**  hongos Myc Microsporum gypseum 1 ufc
Negativo por
Biopsia de pulmén  hongos Myc Negativo
Negativo por
Biopsia de eséfago  hongos Myc Negativo
Negativo por
DE-01 Hisopado de boca hongos SDA Hongo hialino 1 ufc
Hisopado de Negativo por
espiraculo hongos SDA Negativo
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Medio de
ID Lab Tipo de muestra Directos cultivo Resultado
Negativo por
DE-01 Hisopado de ano hongos SDA Negativo
Negativo por
Biopsia de piel hongos SDA Negativo
Negativo por
Biopsia de cerebro  hongos SDA Negativo
Negativo por
Biopsia de pulmén  hongos SDA Aspergillus spp. 1 ufc
Negativo por
DE-02  Hisopado de boca hongos SDA Aspergillus spp.
Hisopado de Negativo por
espiraculo hongos SDA Cladosporium spp.
Negativo por
Hisopado de ano hongos SDA Negativo
Negativo por
Biopsia de piel hongos SDA Aspergillus spp.
Myc Negativo
Negativo por
Biopsia de cerebro  hongos SDA Negativo
Negativo por
Biopsia de pulm6n  hongos SDA Negativo
Negativo por
Biopsia de corazon  hongos SDA Trichosporon spp 1 ufc
Negativo por Fusarium spp. 1 ufc, Hongo
CA-01 Biopsia de piel hongos SDA hialino lufc
Myc Penicillium spp. 1 ufc
Biopsia de Negativo por
pulmon*** hongos SDA Zygomicete 2 ufc
Myc Hongo hialino 2 ufc
Negativo por
AR-01 Hisopado de boca hongos SDA Negativo
Hisopado de oido Negativo por
derecho hongos SDA Negativo
Hisopado de oido Negativo por
izquierdo hongos SDA Negativo
Hisopado de Negativo por
secrecion peneana hongos SDA y Myc Negativo
Moqueta Myc Negativo

* Tubo germinativo y clamidosporacion terminal en agar harina de maiz con tween 80 positivos
** Histopatologia: dermatitis alérgica
***Histopatologia compatible, cultivo en lamina



