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Cryptococcus neoformans en heces de palomas mensajerasy
de Castilla (Columba livia) en Lima, Peru

Cryptococcus neoformans in faeces of feral and homing pigeons (Columba livia)
in Lima, Peru
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la prevalencia de Cryptococcus
neoformans en heces de palomas domésticas (Columba livia) en lugares publicos de la
ciudad de Lima, Peru, en 2015-2016. Se recolectaron muestras de heces secas en paloma-
res de palomas mensajeras criadas en cautiverio y en ambientes publicos de palomas de
Castilla. Las muestras fueron procesadas y sembradas en agar Sabouraud dextrosa, e
incubadas a 37 °C hasta por 10 dias. Las colonias fueron identificadas a través de la
evaluacion macroscopica, visualizacion de capsula con tinta china, prueba de ureasa,
asimilacion de azicares, reduccion rapida de nitrato, prueba de fenoloxidasa y crecimien-
to en agar CGB. Se determiné una frecuencia de 5.16% (16/310) de muestras positivasa C.
neoformans en heces de ambos tipos de palomas evaluadas. En las heces de palomas de
Castilla fue de 8.89% (16/180), en tanto que no hubo muestras positivas en las palomas
mensajeras. En la simulacion estocéstica Beta Pert (@Risk 5.5®) se determind una preva-
lencia minima y méaxima para el estudio de 4.59 y 5.61%, respectivamente. Se concluye que
Cryptococcus neoformans se encuentra presente en heces de palomas Castilla en la
ciudad de Lima, Peru.
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The aim of this study was to determine the prevalence of Cryptococcus neoformans
in faeces of domestic pigeons (Columba livia) in public places in the city of Lima, Peru,
in 2015-2016. Samples of dried faeces were collected from pigeon lofts from captive-bred
racing pigeons and from public places for free-living pigeons. The samples were processed
and cultured on Sabouraud dextrose agar and incubated at 37 °C up to 10 days. Colonies
were identified through macroscopic evaluation, capsule visualization with Indian ink,
urease test, sugar assimilation, rapid nitrate reduction, phenol oxidase test and growth
on CGB agar. A frequency of 5.16% (16/310) of positive samples for C. neoformans in
faeces of both types of pigeons was determined. In the faeces of homing pigeons was
8.89% (16/180), while there were no positive samples in the captive-bred racing pigeons.
The stochastic Beta Pert simulation (@Risk 5.5®) a minimum and maximum prevalence
for the study 0of4.59 and 5.61%, respectively. Cryptococcus neoformans is present in the
feces of homing pigeons in the city of Lima, Peru.
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INTRODUCCION

Criptococosis es una enfermedad infec-
ciosa de distribucion mundial, producida por
el hongo Cryptococcus, una levadura
encapsulada (Galnares-Olalde et al., 2014).
Se reconocen dos especies de Cryptococcus
que comunmente causan enfermedades en
el humano: C. neoformans y C. gattii
(Menezes et al., 2011; Maziarz y Perfect,
2016). Esta levadura se transmite por via res-
piratoria a partir de la inhalacion de excretas
de aves, principalmente palomas, en areas
urbanas densamente pobladas, afectando
animales y personas (Acha y Szyfres, 2001;
Galnares-Olalde er al., 2014; May et al.,
2015).

Esta enfermedad presenta retos en as-
pectos como la epidemiologia, diagnostico y
terapéutica. Se han identificado multiples
mecanismos de virulencia que permiten a los
criptococos infectar, diseminar y finalmente
producir la muerte al humano (May et al.,
2015). Sin embargo, la criptococosis humana
solo se reconocidé como una amenaza impor-
tante con el inicio de la pandemia del SIDA

en la década del 80, cuando estas infeccio-
nes flingicas se convirtieron en una enfer-
medad comun en pacientes con procesos de
inmunosupresion o inmunocomprometidos
(Galnares-Oalde, 2014; Firacative et al.,
2018).

De manera inicial, se identificaron cua-
tro serotipos (A, B, C, D), un hibrido AD y
ocho subtipos moleculares (May et al., 2016;
Maziarz y Perfect, 2016). Posteriormente,
debido a las diferencias entre serotipos, se
clasificaron como Cryptococcus neofor-
mans var. neoformans, C. neoformans var.
Grubii (Maziarz y Perfect, 2016) y C. gattii
(Kwon-Chung et al., 2002). Se le encuentra
comunmente como una levadura encapsulada
y redonda en muestras de aire, suelo y he-
ces, aunque también como basidiosporas (Lin
y Heitman, 2006).

El hongo no causa enfermedad en hu-
manos inmunolégicamente competentes, pero
en individuos con compromiso del sistema
inmune puede causar neumonia y menin-
goencefalitis (Kronstad et al., 2011; Galnares-
Olalde et al., 2014). La presencia de heces
de aves en el suelo incrementa la posibilidad
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de inhalar particulas aéreas del hongo (Criseo
et al., 1995; Kuroki et al., 2004). C.
neoformans ha sido aislada en muchos pai-
ses (Curo, 2005; Cermefio et al., 2006; Lin'y
Heitman, 2006; Firacative et al., 2018). El
presente trabajo tuvo como objetivo el aisla-
miento de Cryptococcus neoformans en
heces de palomas mensajeras y de Castilla
(Columba livia) en la ciudad de Lima.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El estudio se llevo a cabo entre setiem-
bre de 2015 y enero de 2016 en lugares pu-
blicos de la ciudad de Lima, Pert, con abun-
dancia de palomas domésticas (Columba
livia), tanto de vida libre (palomas de Castilla)
como palomas mensajeras. La ciudad se en-
cuentra a una altitud de 150 msnm, en pro-
medio, con temperatura minima y maxima
promedio de 13 y 30 °C, respectivamente y
humedad relativa de 88%.

Se ubicaron espacios publicos con abun-
dancia de palomas de Castilla para la coleccion
de heces, que fueron denominados Iglesia 1, 2,
3 y 4, y una granja interactiva «Lugar ptblico
1». Asimismo, las muestras de heces de palo-
mas mensajeras se colectaron en palomares
especializados de la Asociacién Peruana de
Colombofilos (APCO), a los cuales se les de-
nominé como como Palomar 1,2, 3 y 4.

Muestras y Analisis de Laboratorio

Las muestras de heces secas fueron
tomadas del suelo y de los nidos de palomas
entre octubre de 2015 y enero de 2016. Se
tomaron 130 muestras de palomas mensaje-
ras y 180 de palomas domésticas asilvestradas
(palomas de Castilla). Se opt6 por colectar
heces secas, considerando que el hongo de-
sarrolla mejor en esas condiciones (Kamari
et al.,2017). El nimero de muestras por es-
pacio publico fue calculado por amplitud de
area del muestreo: 30, 40, 12 y 30 para la
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Iglesia 1, 2 3 y 4, respectivamente, y 68 para
Lugar publico 1. Para las palomas mensaje-
ras (poblacion finita) fue de 90, 10, 15y 15
muestras para el Palomar 1, 2, 3 y 4, respec-
tivamente.

Las heces secas (20-100 g) fueron co-
lectadas en bolsas de cierre hermético y trans-
portadas a temperatura ambiente al Labora-
torio de Microbiologia de la Universidad Cien-
tifica del Sur, Lima, donde fueron procesa-
das con las medidas de bioseguridad respec-
tivas, segun la técnica descrita por Cermefio
(2006). Para esto, se tom6 1 g de heces por
muestra que fue disuelta en 10 ml de solu-
cion salina estéril al 0.85%, pasadas por un
agitador eléctrico por 5 min y dejadas en re-
poso por 30 min. Se tomd 0.1 ml del
sobrenadante y se sembro en tubos Falcon
de 50 ml con Agar Sabouraud Dextrosa
(ASD) con cloranfenicol en posicion de pico
de flauta. El cultivo se hizo por 2-10 dias a
37 °C (Canelo y Casquero, 2000; Perfect et
al., 2010). Las colonias sospechosas fueron
seleccionadas por sus caracteristicas tipicas,
como ser ligeramente redondeadas o planas,
de consistencia mucoide, lisas, con olor agra-
dable y de color crema (INS, 2007). Se utili-
zaron para realizar las pruebas microscopi-
cas y bioquimicas correspondientes.

Estas fueron:

- Observacion de la capsula en tinta
china. En el examen directo con tinta
china se visualiz6é la capsula de
polisacarido de C. neoformans como un
halo claro y nitido alrededor del hongo
(INS, 2007).

- Prueba de ureasa. Las colonias sospe-
chosas fueron inoculadas en medio
Christensen e incubadas a 37 °C por 6 h
(INS, 2007). Las muestras que presen-
taron color rojo grosella fueron conside-
radas como positivas.

- Prueba de asimilacion de carbohi-
dratos. Las muestras que resultaron
positivas a las pruebas previas fueron in-
cubadas en agar hierro-triple azicar a
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Cuadro 1. Frecuencia de Cryptococcus neoformans segin el lugar de muestreo y tipo
paloma en la ciudad de Lima (n=310)

Positivas IC 95%
Lugar de Muestras — —
Paloma muesteo (n) (n) (%) Minimo Maximo
(%) (%)
Palomas de  Iglesia 1 30 10 333 16.5 50.2
Castilla Iglesia 2 40 1 2.5 0 7.3
Iglesia 3 12 1 8.3 0 24.0
Iglesia 4 30 0 0 0 5.0!
Lugar publico 1 68 4 59 0.29 11.5
Sub total 180 16 8.89 4.7 13.1
Palomas Palomar 1 90 0 0 0.00 5.0
Mensajeras  Palomar 2 10 0 0 0 5.0'
Palomar 3 15 0 0 0 5.0
Palomar 4 15 0 0 0 5.0
Sub total 130 0 0 0 5.0!
Total 310 16 5.16 2.7 7.6

! Debido al margen de error de muestreo establecido, se considera un 5% como valor maximo

37 °C por 18 h. Los resultados de las
muestras deberian ser positivas a gluco-
sa y sacarosa, y negativas a lactosa.
Prueba de reduccion de nitratos. Se
evalud la reduccion de nitratos en nitritos.
Para ello, se inocul6 el medio con nitrato
y se incubd a 45°C por 10 min. Se agre-
g0 al tubo dos gotas de alfa-naftilamina
(reactivo A) y dos gotas de acido
sulfanilico (reactivo B). El resultado po-
sitivo a la prueba de reduccion de nitra-
tos se evidencia por un cambio de color
arojo (INS, 2007).

Prueba de la enzima fenoloxidasa. Se
colocd una ansada de las colonias sos-
pechosas sobre un papel Whatman es-
terilizado (2 cm?). Se afiadieron 2-3 go-
tas de la solucion L-DOPA (3.0 mg/ml)
citrato férrico y se incubd a 28 °C por un
tiempo maximo de 18 h (Menezes et al.,

2011). Se consideraron como positivas
las muestras que produjeron una tincion
marron oscura.

- Siembra en Agar CGB. Las muestras
fueron sembradas en el medio canava-
nina glicina azul de bromotimol sddico
(CGB) (Hardy Diagnostics®) e incuba-
das a 28 °C por 5 dias con el fin de dife-
renciar C. neoformans de C. gattii
(Kwon-Chung et al., 2002). El resulta-
do positivo se evidencia por el crecimien-
to en el agar y un cambio de color a azul
verdoso.

Para el analisis estadistico se estable-
cieron tablas de frecuencias e intervalos de
confianza al 95%. Se determind la curva de
distribucion Beta Pert para la proporcion de
Cryptococcus neoformans mediante el pro-
grama de analisis de riesgo @Risk 5.5 ® con
1000 interacciones.
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Figura 1. Curva de distribucion beta pert para
la proporcion de Cryptococcus neoformans
en heces secas de palomas domésticas
(Columba livia). Programa de analisis de
riesgo @Risk 5.5 ®

RESULTADOS

Se encontr6 una frecuencia de 5.16%
(16/310), IC95% de 2.7-7.6% de muestras
positivas a C. neoformans (Cuadro 1). En la
distribucion estocastica para analisis de ries-
go se determind una frecuencia de 4.59-
5.61% al 95% (Figura 1) de muestras positi-
vas a C. neoformans en el caso de las palo-
mas de Castilla, mientras que no se encon-
traron muestras positivas para las palomas
mensajeras.

DiscusioN

Cryptococcus neoformans es un hon-
go comun en las heces de aves y otros am-
bientes (Kamari et al., 2017). El presente
estudio determiné una proporcion de 5.16%
(16/310) de muestras de heces de palomas
positivas a C. neoformans en la ciudad de
Lima; corroborando la presencia de este pa-
togeno en Lima (Huaman ef al., 2018). Las
frecuencias de muestras positivas en heces
de palomas en otros paises varian desde 1.4%
hasta valores tan altos como 34% (Curo, 2005;
Cermefio et al., 2006; Zarrini et al., 2010;
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Soltani et al., 2013; Huaman ef al., 2018), asi
como en heces de canarios y gallinas (Criseo
etal.,1995; Kuroki et al., 2004; Cafarchia et
al., 2006). Esto evidencia su importancia
como patdgeno y el riesgo que representa para
la salud ptiblica (Kuroki et al., 2004; Messina
etal.,2014; Firacative et al.,2018), afectan-
do el pulmon y el sistema nervioso central,
aunque puede afectar también otros 6rganos
como el rifidn, prostata, y huesos (Galnares-
Olalde et al.,2014). Por otro lado, se eviden-
cia la asociacion que hay entre este hongo y
las heces de las palomas (Lin y Heitman,
2006; Acha et al., 2001; Zarrini et al., 2010;
Soltani et al.,2013).

La ausencia de C. neoformans en las
muestras de heces de las palomas mensaje-
ras criadas en cautiverio en los cuatro palo-
mares del estudio se deberia posiblemente al
manejo de los ambientes de crianza y a las
actividades periddicas de desinfeccion que se
realizan calendarizados, limpieza de excretas
del suelo y de los nidales (Krangvichain et
al., 2016; Huaman et al., 2018).

La temperatura ambiental promedio en
la ciudad Lima varia entre 18 y 30 °C y se
conoce que los hongos del género
Cryptococcus tienen la habilidad de crecer
en un rango variado de temperatura, En el
trabajo de Cermeiio et al. (2006) se tuvieron
temperaturas entre 23.8 y 28.2°C, en el de
Zarrini et al. (2010) entre 19 y 32 °C. Por
otro lado, solo C. neoformansy C. gattii tie-
nen la capacidad de crecer a temperaturas
mayores de 35 °C, de alli que se utiliza 37 °C
como temperatura estandar para su desarro-
llo en el laboratorio y como una de las prime-
ras pruebas diferenciales (Perfect et al.,
2010).

El reporte de Cryptococcus neofor-
mans en Lima es de importancia epidemio-
logica, debido a su relevancia para la salud
publica, reconocida como la principal causa
de meningitis micotica en el mundo (Firacative
etal.,2018); relacionada a infecciones por el
virus del VIH, donde se identifica su rol opor-
tunista (Messina et al., 2014).
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CONCLUSIONES

Se reporta una frecuencia de 5.16% de

heces secas de palomas positivas a Crypto-
coccus neoformans.
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