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Cryptococcus neoformans in the stools of dove (Columba livia) in metropolitan Lima

Ana Huaman %, Vilma Béjar'>*, Gloria Saez >*, Jose Guevara **, Raul Sevilla>*, Mario Tapia*", Edith
Castillo**, Esther Valencia', Luis Marocho'*", Elizabeth Pareja' >, Giuliana Romero'"*¢, Patricia Abanto?‘.

RESUMEN

Objetivos: Investigar la presencia del hongo levaduriforme Cryptococcus neoformans en heces de palomas
domésticas (Columba livia). Material y métodos: Estudio descriptivo transversal realizado en la ciudad de Lima-
Peru. Se recolectaron 300 muestras de heces encontradas en los suelos de parques y hospitales. Ademas se tomd
30 muestras de las cloacas de algunas palomas capturadas. Resultados: Se aislo el hongo en 47 muestras de las
que 7 correspondieron a Cryptococcus neoformans var. neoformans pero no se aislo el hongo en cloaca. Las 7
cepas aisladas tuvieron 100% de sensibilidad frente a Anfotericin B, Nistatina y Clotrimazol; ademas presentaron
100% de resistencia a Fluconazol e Itraconazol y 57% de resistencia a Ketoconazol. Conclusiones: Cryptococcus
neoformans se encuentra presente en heces de palomas en Lima Metropolitana.

PALABRAS CLAVE: Cryptococcus, Columbidae, heces. (Fuente: DeCS BIREME).
SUMMARY

Objectives: To evaluate the presence of Cryptococcus neoformans in the stools of domestic dove (Columba livia).
Methods: Cross-sectional study carried-out in the city of Lima-Peru. 300 stool samples found in the soil of parks
and hospital were collected. In addition, 30 sewage samples were also processed. Results: the fungus was isolated
in 47 samples, Cryptococcus neoformans var neoformans was isolated in 7 of these samples, none was isolated
from sewage samples. The seven strains showed 100% susceptibility to amphotericin B, nystatin and clotrimazol,
but showed 100% resistance to fluconazole and itraconazole and 57% resistance to ketoconazole. Conclusions:
Cryptococcus neoformansis found in the stools of domestic dove in metropolitan Lima.

KEY WORDS: Cryptococcus, Columbidae, feces. (Source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Cryptococccus — neoformans es un  hongo
levaduriforme que puede causar micosis oportunista
en funcion del estado inmunolégico del paciente (1).
Algunas variedades de este hongo, que tiene una
distribucion mundial, han demostrado predileccion

por lugares contaminados con excrementos de aves,
especialmente de palomas (Columba livia) (1-5).

El hecho de no haber obtenido evidencias
suficientes para aceptar la posibilidad que la infeccion
de las personas sea por trasmision directa entre
individuos, favorece la hipotesis que debe adquirirse
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por inhalacion de fuentes ambientales (4), entonces,
conocer los lugares donde se pueda encontrar el hongo
tendrian importante relevancia como posibles fuentes
de infeccion humana (1,2).

Por esta razon, se vio la necesidad de investigar
la presencia de Cryptococccus neoformans en lugares
de uso comun de nuestra ciudad, con presencia de
palomas domésticas y sus deyecciones. Especial
interés surgié en estudiar su presencia en hospitales,
en donde podria encontrarse poblacion especialmente
vulnerable, ademas de algunas areas verdes de gran
extension.

El objetivo del estudio fue investigar la presencia
de Cryptococcus neoformans, en heces de palomas
domésticas excretadas y a punto de ser excretadas
(en las cloacas), en areas urbanas y hospitales de
Lima Metropolitana, y determinar la sensibilidad
antimicoética de los aislamientos.

MATERIAL Y METODOS

Estudio descriptivo transversal realizado en Lima
Metropolitana (Lima-Pert) desde setiembre del 2006
hasta enero del 2007. La ciudad de Lima, capital
de Pertl, se ubica a una altitud de 101 msnm y tiene
una temperatura ambiental que oscila entre 13°C en
invierno y 28-30°C en verano, convirtiéndola en una
ciudad costera de clima relativamente templado, con
una humedad relativa que varia entre 80-100% durante
todo el aflo.

Recoleccion de muestras:

Se recolectaron muestras de heces de palomas
domésticas (Columba livia), en diferentes lugares de
Lima Metropolitana: Plazuela de la Iglesia de San
Francisco, patios y alrededores del Hospital Nacional
Dos de Mayo y patios interiores del Hospital Nacional
Arzobispo Loayza (Figura 1).

Se recolectaron 300 muestras de heces, entre
secas y frescas, 60 de los hospitales mencionados
y 240 de los restantes lugares. Cada muestra fue de
por lo menos un gramo, utilizando para su recojo una
espatula desinfectada y bolsas plasticas de primer
uso rotuladas con los datos del lugar. Asimismo, se
constatd la densidad de las palomas presentes. Las
muestras fueron trasladadas al laboratorio para su
procesamiento el mismo dia.

Ademas, en los mismos lugares, se tomaron 30
muestras cloacales con hisopo, de palomas capturadas.
Estas muestras fueron transportadas en el medio Amies
y sembradas el mismo dia en placas con agar Pal (6).
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Figura 1. Columba livia en plazuela de Lima

Metropolitana

Adicionalmente se tom6 algunos datos anexos, como
ubicacion de la muestra, nlimero de palomas presentes
y pH de las heces (determinadoposteriormente).

Procesamiento de las muestras:

El procesamiento se realizO modificando
ligeramente esquemas ya trabajados en otros
estudios (7). Las muestras de heces, secas o frescas,
se procesaron individualmente diluyendo un
gramo de heces en frascos que contenian 99 ml de
solucion salina estéril al 0,85% con cloramfenicol.
Se agitdé vigorosamente y se dejo reposar unos 15
minutos. Luego se tom6 100ul de la mezcla, previo
homogenizado, y se sembrd en placas con agar Pal
(6), un medio bioquimico preparado en base a semilla
de girasol. Las muestras cloacales también fueron
sembradas en agar Pal siguiendo el mismo esquema
descrito.

Las placas fueron incubadas a 25°C y examinadas
diariamente durante 5 dias buscando el desarrollo de
colonias color café semejantes a las descritas para
Cryptococcus. A las colonias sospechosas se les hizo
un examen directo con azul de lactofenol y con tinta
china para la observacion de capsula, y se resembraron
en Agar Sabouraud para la identificacion de especie
con pruebas diferenciales como hidrélisis de la urea
y asimilacion de carbohidratos. A las cepas aisladas
y catalogadas como Cryptococcus neoformans se
les determiné la variedad mediante la prueba de la
D-prolina (8).

Evaluacion de la sensibilidad antimicotica:
La sensibilidad a los antifiingicos se determin6 por

el método de difusion de discos siguiendo el protocolo
establecido por la National Committee for Clinical
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Laboratory Standards (NCCLS) documento M44-A
(9). A cada cepa aislada se le realiz6 una suspension
equivalente al tubo N° 0,5 de la Escala de McFarland
y se sembro (en tapete) en una placa de agar Mueller
Hinton con azul de metileno y 2% de glucosa. Se
colocaron discos (HIMEDIA Laboratory Mumbai
India) con fluconazol (25 ug), itraconazol (30 ug),
anfotericina B (100 unidades), nistatina (100 unidades),
ketoconazol (50 ug) y clotrimazol (10ug). Se incubo a
37°C por 24 horas antes de proceder a la lectura. El
control de calidad se realizd con cepas de Candida
albicans ATCC 10231 y Sacharomyces cereviseae
ATCC 9763.

RESULTADOS

En ninguna de las muestras cloacales se aislo
Cryptococcus. En 47/300 muestras de heces secas
y frescas se aislo Cryptococcus sp (Tabla 1). Siete
(14,9%) aislados correspondieron a Cryptococcus
neoformans 'y todos de la variedad neoformans.

Tabla 1. Especies de Cryptococcus aisladas de heces
de palomas.

Se estudiaron muestras de heces de palomas
procedentes de zonas urbanas (240) y de centros
hospitalarios  (60).  Cryptococcus  neoformans
var. Neoformans fueron aislados en seis muestras
procedentes de zonas urbanas; 6 de la Plazuela de
la Iglesia de San Francisco (3 de muestras secas y
3 de muestras frescas) y una (muestra seca) de los
alrededores del Hospital Nacional Dos de Mayo. El pH
en todas las muestras estuvo dentro del rango de 4,5 a
5,0.

Seis de los siete aislamientos se obtuvieron en
muestras procedentes de Iugares con mas de 15
ejemplares de Columba livia, considerando el valor de
15 como el limite entre alta y baja densidad, concepto
tomado de estudios anteriores (5).

Conrespecto alasensibilidad antifingica, las 7 cepas
de Cryptococcus neoformans var. neoformans fueron
sensibles a nistatina, anfotericina B y clotrimazol,y
resistentes al itraconazol y fluconazol (Tabla 2).

DISCUSION

El beneficio de las heces de las palomas en la
proliferacion de levaduras del género Cryptococcus,

Especies de Crypt. n (%
pect ryplococeus (%) referido en estudios anteriores (5,8), también se encontro
Cr. laurentii 23(48.,9) en nuestro trabajo. El hecho de no aislar el hongo en las
. muestras de la cloaca, puede significar que las palomas
Cr. uniguttulatus 3(6,4) no serian reservorios naturales (10), pudiéndose inferir
. que las heces favorecerian el crecimiento de levaduras
Cr. gastricus 4 (8.,5) . . . .
existentes en el ambiente. Existen estudios en los que
Cr albidus 3(6,4) no se aisléo Cryptococcus en heces recién emitidas (11-
13).
Cr. neoformans 7 (14.,9)
Cr luteolus 6 (12,8) El saber que menos del 15% de }os aislamigr}tos,
fueron Cryptococcus neoformans da cierta tranquilidad
Cr. albidus-diffuens 1(2,1) pues a la fecha se considera que es la especie patogena
para el hombre (4). Ademas, no llama la atencion
Total 47(100) que todos los aislamientos hayan sido de la variedad
Tabla 2. Sensibilidad antifingica de Cryptococcus neoformans var. Neoformans.
. Cepas de Cryptococcus neoformans var. neoformans
Antifungicos
S10-1 S10-2 MS-2 40-1 Sal2-1 M27 S12-1
Fluconazol R R R R R R R
Nistatina S S S S S S S
Itraconazol R R R R R R R
Anfotericina B S S S S S S S
Clotrimazol S S S S S S S
Ketoconazol R R S S S R R
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neoformans pues su afinidad a la creatinina, xantina,
ureay acido urico, presente en las heces de las palomas
(11), seguramente favorecid su crecimiento. Curo
(14), encontro6 hallazgos similares a nuestro estudio en
el perimetro urbano de Ica en el 2002.

Las caracteristicas de las heces, secas o frescas, para
algunos investigadores no tienen mayor importancia en
el aislamiento del hongo (15); sin embargo, en nuestro
estudio hubo cierta predominancia de aislamientos
en heces secas (4 de 7 aislamientos), similar a otros
estudios (12,13). Asimismo, la mayor cantidad de
excretas también parece ser un factor importante
porque el mayor nimero de aislamientos (6 de 7) fue
en los lugares con mayor densidad de palomas.

El no haber aislado el hongo en muestras
procedentes de hospitales podria deberse al uso de
materiales desinfectantes, junto a las actividades
de limpieza general que suelen realizarse en los
nosocomios, que pueden interferir en la colonizacion
inicial del hongo, situacién que no sucede en lugares
abiertos y de transito ilimitado.

La sensibilidad a la anfotericina B fue similar a
otros estudios (16-18), la resistencia al fluconazol fue
similar al encontrado en el estudio de Garcia-Martos
(16), sin embargo, en este mismo estudio encontraron
sensibilidad total al itraconazol y ketokonazol, a
diferencia de lo hallado en nuestros aislamientos.

En conclusién,  Cryptococcus  neoformans
variedad neoformans se encuentra presente en heces
de palomas halladas en parques recreacionales de
Lima metropolitana, todas resistentes a fluconazol e
itraconazol. Para limitar la presencia de este patdgeno
oportunista deberia contarse con la limpieza periddica
de estas areas de concurrencia publica.
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