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RESUMEN

El hongo Cryptococcus neoformans es el agente causal de la criptococosis, enfermedad
fangica de importancia tanto en salud publica como animal. El objetivo del presente estudio
fue determinar la prevalencia de Cryptococcus neoformans en heces de palomas domésticas
(Columba livia domestica) en lugares publicos de la ciudad de Lima, Pert en el periodo
comprendido entre octubre de 2015 y enero de 2016. Se recolectd muestras de heces secas
en palomares de palomas mensajeras criadas por colombofilos y heces secas de palomas de
Castilla (animales de vida libre). Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur, se incubaron en estufa a 37 °C por 2 a
10 dias, y se identificd al hongo en estado de levadura por pruebas fisicas: evaluacion
macroscépica de colonias en agar Saburaud dextrosa con cloranfenicol y visualizacion de
capsula con tinta china; y bioquimicas: prueba de ureasa, asimilacion de azucares,
reduccion rapida de nitrato, prueba de fenoloxidasa y siembra en agar CGB. Se determiné
una proporcion de muestras positivas a Cryptococcus neoformans en heces de ambos tipos
de palomas evaluadas de 5.16% (16/310) con un ICgse: 2.7% - 7.62%. En el grupo de
heces de palomas de Castilla se determin0 una proporcion de 8.89% (16/180) con un
ICys06: 4.73% - 13.05% Yy en el grupo de palomas mensajeras, una proporcion de 0%
(0/130) de muestras positivas a Cryptococcus neoformans. Adicionalmente se realiz6 una
simulacion estocastica Beta Pert (@Risk 5.5®), determinando intervalos mas ajustados de
presencia minima y maxima para ambos tipos de palomas (4.74% y 5.46%), y para
palomas de Castilla (8.26% y 9.52%).

Palabras clave: Cryptococcus neoformans, heces de paloma, palomas mensajeras, palomas
de Castilla.

Tesis publicadas con autorizacién del autor.

No olvide citar esta tesis.




¥* TESIS CIENTIFICA

UNIVERSIDADCIENTIFICA DEL SUR

ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is the causative agent of cryptococcosis, an important fungus
disease in both public and animal health. The objective of this study was to determine the
presence of Cryptococcus neoformans in droppings of domestic pigeons (Columba livia
domestica) from the city of Lima, Peru in the period between October 2015 and January
2016. Samples were collected from dry feces of racing pigeons bred by pigeon fanciers and
dry feces from feral pigeons (free-living pigeons). Samples were processed in the
laboratory of microbiology from the Scientific University of the South (Universidad
Cientifica del Sur). Samples were kept in a microbiological incubator at 37°C for 2 to 10
days. The fungus was identified by physical tests: macroscopic evaluation of colonies in
Saburaud dextrose agar with chloramphenicol and visualization of capsule using India ink.
The biochemical tests performed were: urease test, sugar assimilation, rapid reduction of
nitrate, fenoloxidase test and seeding in CGB agar. The stool proportion of positive samples
to Cryptococcus neoformans in both types of pigeons evaluated was 5.16% (16/310) with a
95% CI: 2.7% - 7.62%. In the group of feral pigeon’s feces, a proportion of 8.89% (16/180)
was determined with a 95% CI: 4.73% - 13.05%. In the group of racing pigeons” feces, a
proportion of 0% (0/130) of positive samples to Cryptococcus neoformans was determined.
In addition, a Beta Pert (@Risk 5.5®) stochastic simulation was performed, determining
more tight intervals of minimum and maximum presence in both types of pigeons (4.74%
and 5.46%), and in the group of feral pigeons (8.26% and 9.52%).

Key words: Cryptococcus neoformans, pigeon droppings, racing pigeons, feral pigeons.
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I. INTRODUCCION

La criptococosis es una enfermedad infecciosa producida por el hongo Cryptococcus
neoformans, patdégeno oportunista que ingresa por via aérea a los pulmones y afecta tanto al
hombre como a los animales (Acha y Szyfres, 2001). Este hongo es practicamente incapaz
de causar enfermedad en un ser humano inmunoldgicamente competente; sin embargo,
cuando el sistema inmune del individuo estd comprometido, la inhalacion del hongo puede
producir neumonia y migrar al sistema nervioso central, causando meningoencefalitis
(Konstad et al., 2011). Esta enfermedad ha emergido paralelamente a la epidemia del
VIH/SIDA, afectando también a grupos de personas con tratamiento inmunosupresor por
trasplante de Organos, enfermedades inmunosupresoras congénitas o0 terapias
anticancerigenas, siendo una importante causa de mortalidad. Al respecto se ha estimado
que entre el 70% y 90% de pacientes con sida desarrollan enfermedades neuroldgicas, y se
calcula una tasa de 1 millon de nuevos casos de criptococosis por afio, con una mortalidad

anual de mas de 650,000 personas alrededor del mundo.

La criptococosis puede tratarse con antibidticos y antifingicos, como anfotericina B,
flucitosina y fluconazol. Estos farmacos se usan para combatir severas infecciones del
cerebro y pulmones. La terapia antifungica se extiende usualmente hasta que las muestras
de liquido cefalorraquideo sean negativas a la presencia del hongo en pacientes con
infecciones cerebrales y las lesiones en pulmones hayan reducido su tamafio en respuesta a

7
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la terapia. En el caso de pacientes inmunodeprimidos el tratamiento con fluconazol dura en

promedio dos afios, pudiendo ser de por vida.

Se ha detectado Cryptococcus neoformans en lugares frecuentados por palomas en varios
paises del mundo, incluyendo paises de America, como Argentina, Brasil, Canada,
Colombia, Estados Unidos, México, Pert y Venezuela (Curo, 2005; Cermefio et al., 2006;
Lin y Heitman, 2006). La ciudad de Lima tiene una poblacion importante de palomas
domésticas asilvestradas (o de Castilla) cerca de centros poblados, anidando en edificios
como iglesias, centros empresariales e incluso hospitales; asi como palomas criadas en

palomares, pudiendo significar un riesgo para la salud.

En la ciudad de Lima ain no se ha reportado investigaciones acerca del tema. Por tal
motivo el presente estudio plantea como objetivo la determinacion de la presencia o no de
Cryptococcus neoformans en heces de palomas mensajeras y de Castilla (Columba livia
domestica), de tal manera que se puedan establecer mejores medidas de control de la
transmision de la enfermedad y un manejo mas eficaz de los animales por parte de las

instituciones publicas y criadores particulares, buscando conservar la salud de las personas.
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Il. MARCO TEORICO

2.1  BIOLOGIA DE Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans es un basidiomiceto perteneciente a la familia Tremellaceae.
Estas levaduras encapsuladas (Figura 1) miden entre 4 a 6 um de diametro, mostrando gran
heterogeneidad en tamafio en muestras clinicas (Levitz, 1991). Su descubrimiento data de
mas de un siglo atras, donde fue aislado de jugo de durazno (Sanfelice, 1894) y de la tibia
de un paciente humano (Busse, 1894; Buschke, 1895).

Basandose en la reaccion de aglutinacion de la capsula, se consideraron inicialmente cuatro
serotipos: A, B, C, D y un hibrido AD (Belay et. al., 1996). Posteriormente gracias a
pruebas bioquimicas, estudios moleculares, diferencias fenotipicas y secuencias genémicas,
se encontraron diferencias significativas entre los serotipos, por lo que se ha podido
clasificar a este organismo en dos variedades y una especie hermana (sibling species):
Cryptococcus neoformans var. neoformans correspondiente al serotipo D; Cryptococcus
neoformans var. grubii correspondiente al serotipo A (Belay et al., 1996; Franzot et al.,

1999); y Cryptococcus gattii correspondiente a los serotipos B y C (Kwon-Chung, 2002).
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Cépsula (halo blanco) no se tifie.

Figura 1: Cryptococcus neoformans
en tinta china. Fuente propia.

Adicionalmente C. neoformans se ha dividido en nueve tipos moleculares: El serotipo A
produce patones: VNI, VNII o VNB (aislado hasta el momento Gnicamente en Botswana)
(Litvintseva et al., 2006); el hibrido AD produce el tipo molecular VNIII; el serotipo B
produce los patrones VGI, VGII, VGIII; mientras que el serotipo C produce los patrones
VGIIl o VGIV (Lin y Heitman, 2006). Como basidiomiceto con sistema de apareamiento
bipolar, C. neoformans contiene s6lo un locus MAT. Este apareamiento ocurre en dos
alelos idiomorficos, correspondiente a los dos tipos opuestos de apareamiento: a 0 a. A
pesar de existir la capacidad de reproducirse sexual o asexualmente, la mayoria de
aislamientos de C. neoformans alrededor del mundo corresponden a células haploides de
tipo de apareamiento o (Brandt et al., 1996; Franzot et. al., 1997; Halliday y Carter,
2003).

De acuerdo a su ciclo de vida, C. neoformans puede adoptar diferentes formas en la
naturaleza: las clamidiosporas, células de pared gruesa con citoplasma condensado que se
forma dentro de las hifas, pueden servir como estructuras que promueven una
sobrevivencia en el largo plazo, pero no de herramienta de dispersion debido a sus
conexidn fisica con el micelio. Estas estructuras han demostrado conferir resistencia ante
depredadores como amoebae (Lin y Heitman, 2006).
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En el caso de aislamientos clinicos y medioambientales en aire, suelo y heces, la forma mas
encontrada es una levadura encapsulada y redonda, pudiendo encontrarse también en forma
de basidiosporas (Lin y Heitman, 2006). Estas basidiosporas miden aproximadamente 2
pum, tamafo suficiente para evadir el efecto de arrastre de las células ciliadas del aparato
respiratorio. Las levaduras, por otro lado, miden en promedio 5 um de didmetro, sin
embargo debido a factores como falta de nutrientes y de humedad, la cépsula se reduce
llegando a medir 3 pum, tamafio suficiente como para ser inhaladas y depositadas en los
alveolos pulmonares. Preparados de esporas de C. neoformans han reportado ser cien veces
mas virulentos que preparados de levaduras; de hecho, se ha demostrado que se requiere un
namero considerablemente menor de esporas que de levaduras para causar criptococosis en
ratones (Sukroongreung et al., 1998). Adicionalmente las basidiosporas son mas
resistentes a la desecacién y facilmente de incorporarse al viento, mientras que las
levaduras tienen menor resistencia a condiciones ambientales como privacion de nutrientes
y baja humedad (Nucci et al. 2010). Bajo estas caracteristicas se sostiene la hipotesis de
que la forma infectiva de C. neoformans son las basidiosporas.

Debido a su distribucion mundial en el ambiente, C. neoformans var. grubii y C.
neoformans var. neoformans son los agentes principales en la criptococosis en pacientes
con sida; sin embargo C. gattii es el causante del 70% a 80% de criptococosis en pacientes
inmunodeprimidos en zonas tropicales y subtropicales, especialmente en Australia y Papua
Nueva Guinea, dada su condicion de especie endémica de estos lugares (Lin y Heitman,
2006).

Si bien la criptococosis ocurre tanto en humanos como en animales (Chen et al., 2003), no
se ha documentado la transmision de la enfermedad entre especies; siendo las principales
fuentes reportadas como transmisoras de Cryptococcus neoformans: suelos contaminados
con guano de paloma, heces de canarios domesticos y pollos (Criseo et al.., 1995; Horta et
al., 2002; Kurori et al., 2004; Curo, 2005), arboles de eucalipto y madera en
descomposicion (Callejas et al, 1998).

En el caso de los humanos, la infeccién por Cryptococcus neoformans se adquiere por
inhalacion del hongo que esta presente en el medio ambiente (Granados y Castafieda,
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2005) y puede colonizar el aparato respiratorio sin causar sintomas en el hospedero. Una
vez ocurrida la infeccion, el hongo puede ser eliminado o entrar en un estado de latencia
por varios afos, para luego reactivarse cuando el sistema inmune esté afectado (Dromer,
1992; Garcia-Hermoso, 1999; Alanio et al., 2015).

Debido a que en el medio ambiente existen diferentes cepas de C. neoformans, es posible
que un individuo inhale simultaneamente varias cepas en una primera infeccion. Respecto
de esto existen varios reportes donde se propone por un lado la infeccion por una cepa
Unica, mas virulenta que las demas inhaladas, y por lo tanto predominante; y por el otro la
infeccion mixta, donde se hace referencia de tropismo hacia ciertos tejidos segun la cepa
(Brandt et al., 1996).

La criptococosis no se desarrolla exclusivamente en humanos, pueden existir también
infecciones en animales, tanto silvestres como domésticos (Lin y Heitman, 2006). Las
presentaciones clinicas en animales difieren de los humanos, encontrandose que en gatos
las infecciones son cuténeas, como en varios casos reportados en humanos (Courville et.
al., 2002), o del aparato respiratorio superior (Krockenberger et al., 2002). En cabras se
aislo C. neoformans en muestras de pulmén con enfermedad pulmonar severa (Baro et al.,
1998); mientras que en perros la criptococosis tiende a ser diseminada, involucrando al
sistema nervioso y 0jos, con signos clinicos asociados a meningoencefalitis, neuritis Optica

y corioretinitis granulomatosa (Lin y Heitman, 2006).

En los animales de granja se han reportado casos en ganado bovino y caprino (Bard et al.,
1998) asociados a mastitis y neumonia; mientras que en los equinos los signos clinicos se
manifiestan en crecimientos obstructivos en los ollares. Se han reportado casos en animales
silvestres como koalas, donde las infecciones fueron principalmente subclinicas

(Krockenberger, 2002) y cutaneas en la periferia de la nariz (Lin y Heitman, 2006).
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2.1.1 Taxonomia de Cryptococcus neoformans

Reino: Fungi

Phylum: Basidiomycota

Orden: Tremellales

Familia: Tremellaceae

Género: Cryptococcus

Especie: Cryptococcus neoformans var. neoformans

Adicionalmente, encontramos las siguiente especies: C. neoformans var. grubii, C. gattii,
C. albidus, C. laurentii, y aproximadamente, otras 35 especies mas que continuamente se
estan reclasificando. Se han registrado casos raros provocados por Cryptococcus albidus, C.
laurentii y C. uniguttulatus. Formalmente se reconoce a C. neoformans y C. gattii como los

agentes etioldgicos de la criptococosis en mamiferos (Vasquez-Tsuji et al., 2005).

2.1.2 Patogenia de Cryptococcus neoformans

Los hongos patégenos, muchas veces toman ventaja del estado alterado del huésped. Esta
situacion es dramaticamente ilustrada por el hongo Cryptococcus neoformans,
microorganismo oportunista que aprovecha situaciones de inmunodepresion y asi causar
enfermedad (Levitz, 1991; Abadi et al., 1999; Konstad et al., 2011).

Las particulas aéreas consistentes en basidiosporas y levaduras que se han desecado son la
mayor fuente de infecciones respiratorias por C. neoformans en los seres humanos
(Granados y Castafieda, 2005; Alanio et al., 2015), sin embargo pueden ocurrir
infecciones primarias en otros organos (Courville et. al.,, 2002). Asi como en la
histoplasmosis, aspergilosis y coccidiomicosis, la criptococosis empieza con el ingreso de
esporas 0 células que se depositan en los alveolos pulmonares (Lin y Heitman, 2006). C.
neoformans interactia con diferentes tejidos y tipos celulares, incluyendo amoebas,

nematodes y células del sistema inmune innato, pudiendo proliferar y sobrevivir por largo
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tiempo en medio intracelular. Estudios epidemioldgicos de afios anteriores y el hallazgo de
levaduras de C. neoformans de bajo metabolismo en ensayos recientes sugieren la
capacidad de este hongo de entrar en estado de dormancia (Alanio et.al., 2015); de hecho
en los pacientes no inmunodeprimidos la afectacion puede progresar, regresar
espontaneamente o0 permanecer estable durante periodos largos de tiempo sin presentar
sintoma. En los pacientes inmunodeprimidos, la afectacion puede ser desde asintomética a
grave, teniéndose que sélo el 5-25% de los enfermos de sida presenta tos y disnea, y en
pocas ocasiones existe dolor pleural y alteraciones radioldgicas. La mortalidad puede llegar

al 42% en este tipo de pacientes (Miro et al., 1997).

Las basidiosporas (1-2 um) y las levaduras deshidratadas (~3 um) son consideradas la
principal fuente de infeccion de C. neoformans, debido a que su tamafio inferior comparado
al de las levaduras activas (4-10 um) facilita la entrada profunda y su depdsito en los
alveolos pulmonares (Konstad, et al., 2011). Sin embargo, en modelos de infeccion en
ratones de laboratorio se ha logrado infectar los pulmones con esporas y células tipo
levaduras, encontrandose que la produccion de levaduras recolectadas a los tres y cinco dias
de infeccion fue diez veces mayor en pulmones de ratones infectados con levaduras
(Velagapudi et. al, 2009).

Como factores de virulencia de C. neoformans tenemos su cépsula de polisacaridos
(Cherniak y Sunstrom, 1994; Bose et al., 2003) y su capacidad de producir melanina a
partir compuestos fendlicos como las catecolaminas dopamina, epinefrina y norepinefrina,
mediante la actividad de la enzima asociada a la pared celular, fenoloxidasa (Williamson,
1994; Butler, 1998; Canelo y Casquero, 2000; Zhu et al., 2001). Cryptococcus
neoformans es la Unica levadura patdgena capaz de realizar dicho metabolismo, lo que le
permite crecer en medios acidos (Garcia-Rivera et al., 2005). Estas células ricas en
melanina son mas resistentes a ser fagocitadas por macrofagos (Wang et al., 1995); de
hecho, cepas de C. neoformans incapaces de producir melanina fueron significativamente

menos virulentas en modelos de infeccidn en ratones (Salas et al., 1996).
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La infeccion inicial ocurre muchas veces en la nifiez (Goldman et al., 2001), y los sintomas
pueden ser: dolor de cabeza, nauseas, mareos, rigidez de cuello, fiebre, visién borrosa y
alteracion del estado mental del individuo afectado; también puede no producir sintomas.
Las levaduras en el alveolo pulmonar son controladas por el sistema inmune con la
formacion de granulomas e inmunidad adaptativa produciendo anticuerpos contra proteinas
de C. neoformans. Desde este punto, como se ha demostrado en estudios epidemioldgicos
(Droner et. al., 1992, Garcia-Hermoso et al., 1999; Chen et. al., 2000) la levadura se
mantiene invisible y la infeccidn es latente hasta que ocurra una inmunodepresion. Una vez
ocurrida la inmunodepresion, la levadura se reactiva y replica en los pulmones causando
infeccion pulmonar y neumonia, diseminadndose desde ahi por el torrente sanguineo hacia
otros Organos incluyendo el sistema nervioso central, causando meningoencefalitis
(Konstad, et al., 2011).

Se ha encontrado que la resistencia a la infeccion parece depender de la activacion de los
macrofagos y neutréfilos por los linfocitos més sensibilizados, siendo ademas necesaria una
buena respuesta humoral con anticuerpos opsonizantes (Miro6 et al., 1997). Por otro lado en
el caso de pacientes inmunocomprometidos el hongo no encuentra resistencia; y el tropismo
por el sistema nervioso central (SNC) puede explicarse por tres principales motivos: la
capacidad del hongo de transformar neurotransmisores en melanina; por la proteccién que
provee la barrera hematoencefalica (BHE), donde la respuesta inmune del hospedero es
notablemente menor a la del resto del organismo; y a la capacidad de C. neoformans de
mantenerse y multiplicarse en ambientes hipdxicos (1% O, y 5% CO, a 37°C) similares a

condiciones cerebrales (Lin y Heitman, 2006).

En condiciones experimentales C. neoformans se adhiere a células pulmonares y gliales, asi
como a células endoteliales de capilares del SNC. C. neoformans logra desencadenar la
formacion de protrusiones similares a microvellosidades desde la capa de células de la
microvasculatura endotelial, generando una via transcelular sin alterar la integridad de la
capa de células, originando subsecuentemente una invasion de las meninges (Chang et al.,
2004). Otro mecanismo de ingreso al SNC observado es el llamado “Caballo de Troya”,
donde se internaliza a C. neoformans en células circulantes mononucleadas que podrian

facilitar el ingreso del patogeno a traves de la BHE promoviendo de esta manera el
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desarrollo de una meningitis y colonizacion del parénquima cerebral (Lin y Heitman,
2006).

Las manifestaciones clinicas varian en funcion del tipo de enfermo. La aparicién de la
enfermedad suele ser aguda en pacientes con sida, en tratamiento con corticoides o que
sufren neoplasias hematologicas, mientras que en los restantes suele presentarse de una
forma mas crénica (Mird et al., 1997). La mayoria de los pacientes presenta signos
inespecificos de fiebre, malestar general y cefalea. Los hallazgos fisicos tampoco aportan
mucho, porque los signos meningeos son poco frecuentes, al igual que los signos

neuroldgicos focales o las convulsiones.

2.1.3 Tratamiento de la criptococosis

El tipo de tratamiento dependera del compromiso del sistema nervioso central (SNC) del
paciente. En casos donde no hay compromiso del SNC suele utilizarse fluconazol via oral
400 mg diariamente por 12 semanas. En casos donde haya compromiso del SNC
(ocurrencia en pacientes con VIH principalmente) se indica una primera fase de induccion
con anfotericina B via endovenosa (EV) a dosis de 0,7 mg/kg diario combinado con 5-
fluocitosina EV a dosis de 100 mg/ kg para lograr una esterilizacion mas rapida del LCR.
Estos farmacos se dividen en cuatro dosis por dos semanas, seguidos por una fase de
mantenimiento con fluconazol 400 mg a 800 mg via oral (VO) diarios por un minimo de 8

semanas (Perfect et al., 2010).

En el caso de pacientes negativos a VIH y que presentan compromiso del SNC se prolonga
fase de induccién por 4 semanas. En pacientes en los cuales el LCR se torna estéril a las
dos semanas podria sustituirse el anfotericina B por anfotericina B liposomal las Gltimas
dos semanas. De no lograrse la esterilizacion del LCR y el paciente presentara
complicaciones neuroldgicas, la fase de induccion se debe prolongar por 6 semanas
(Castafieda y Lizarado, 2012).
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En los pacientes con VIH que han completado las 10 semanas de tratamiento se administran
dosis de fluconazol de 200 mg por dia de manera indefinida o hasta que se produzca una
mejora de su inmunidad (Kaplan et. al, 2009).

2.2 La Columba livia domestica

La paloma (Columba livia domestica) fue una de las primeras especies animales en ser
domesticadas por el hombre; el dato més antiguo que apoya esta teoria son pinturas murales
en la region de Mesopotamia en el afio 3000 a.C. En dicha época la importancia principal

de las palomas fue la de fuente de alimento, y luego, el uso de sus heces como abono.

El ancestro de la paloma domeéstica, la llamada paloma de las rocas, tiene como habitat la
zona mediterranea (norte de Africa y sur de Europa), y el Medio Oriente. Culturas
ancestrales como la persa, mesopotamia, egipcia, griega y romana, que se desarrollaron en
estas zonas llevaron a la paloma doméstica hasta los lugares donde se expandian sus
territorios. Mas tarde la paloma llegd junto con el hombre a América, Oceania y regiones
antes inexploradas de Asia. Hoy en dia la paloma doméstica es un ave cosmopolita,
encontrandose en todas aquellas regiones del mundo donde haya llegado el hombre; sin
embargo escasean en zonas polares, desiertos y en areas en las que la poblacion humana no

es elevada (Timmermann, 2016).
2.2.1 La paloma mensajera

La paloma mensajera (Figura 2) es una de las 1106 razas de palomas reconocidas en el
mundo (Timmermann, 2016). Se origind alrededor del afio 1800 a partir de palomas
procedentes de Persia, Bélgica e Inglaterra. Se formaron dos lineas, una en Bélgica y otra
en Inglaterra con influencia de la mensajera persa (Persian carrier) y la mensajera alemana
(German homers), obteniéndose la paloma mas rapida que haya existido. El peso de estas
palomas oscila entre los 397 g y 524 g. No debe tener ornamentos. Se exige que tenga un
plumaje liso y patas libres de plumas. Existen todos los colores y patrones. Cualquier otro
accesorio es indeseado. El uso primordial que se le dio a estos animales desde sus inicios
fue el de enviar mensajes desde lugares alejados hasta su palomar. El uso de palomas fue
constante para el envio de titulares de diarios y transacciones financieras en Europa hasta la
invencion del telégrafo (Blechman, 2006).
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Las palomas mensajeras son consideradas animales deportivos cuya caracteristica principal
es un regreso rdpido al palomar después de una suelta a distancia. La psiquis que
caracteriza a esta raza es la necesidad de volver a su palomar; una vez dentro son
mantenidas ahi hasta la préxima suelta. Esta necesidad natural de volver a su palomar, muy
diferente a las palomas de Castilla (Edrich y Keeton, 1977), es satisfecha por la habilidad
de estos animales de usar cinco herramientas estudiadas cientificamente: orientacion por la
posicion del sol; memorizacion de objetos en la ruta; deteccion de particulas de olor en el
aire; orientacion por el uso de magnetorreceptores en bordes del pico; y elaboracion de
rutas habituales desde puntos conocidos (Biro et al.,, 2007; Fleissner et al., 2003;
Gagliardo et al., 2002; Meade et al., 2005; Cook et al., 2005). Estos animales son
mantenidos en palomares de carrera toda su vida y estan sujetos a un manejo zootécnico y
sanitario. Al ser el elemento central de un deporte (las carreras de palomas), las aves se
ejercitan diariamente en vuelos sobre el palomar o a través de sueltas desde distancias

alejadas realizadas por parte de los criadores (colombdfilos).
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Figura 2: Caracteristicas fisicas de la paloma mensajera.
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2.2.2 Lapaloma de Castilla

Como consecuencia de la domesticacion de la paloma de las rocas (Columba livia) se forma
la paloma doméstica (Columba livia domestica) y sus diferentes razas. Este animal esta
distribuido por todo el mundo debido a la colonizacion de nuevas tierras principalmente por
parte de paises europeos (Blechman, 2006). Asi como en otras especies de animales
domésticos, el proceso de cruce y seleccion derivd en la formacion de razas. Estas razas de
palomas tuvieron diferentes fines, como: animales de consumo, animales de exhibicion, y
animales de uso deportivo (Timmermann, 2016). A consecuencia de escapes de animales
de sus palomares y las cruzas de estos, se obtienen las palomas de “Castilla” (Figura 3) o de
catedral, animales de origen doméstico que estan en vida libre en las ciudades (condicion

de asilvestrados).

Las palomas de Castilla tienen un comportamiento heredado de su ancestro, la paloma de
las rocas, que consiste en anidar en lugares altos donde existan grietas en las que puedan
posarse y anidar, comportamiento que difiere del de las palomas mensajeras (Edrich y
Keeton, 1977). Su calidad de animal doméstico es un factor importante para que estas aves
busquen alimento cerca del hombre; asi como la arquitectura de las grandes iglesias de

plazas centrales donde las palomas pueden descansar y anidar (Rose et al. 2006).

Las palomas de Castilla no se alimentan Gnicamente en el lugar cercano a la zona de
anidacion, en cambio pueden viajar 2 kilometros hasta lugares fuentes de alimento, con una
distancia maxima de viaje de 25 kilémetros (Rose et al., 2006). Estos animales tienen la
capacidad de reconocer los multiples lugares de fuente de alimento y analizar la “poblacién
de palomas de cada uno de éstos, situandose en el lugar mas conveniente, resultando en una
distribucion homogénea en cada uno de los sitios de alimentacion, de manera que la

competencia se hace menor (Lefebvre, 1983).
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Figura 3: Caracteristicas fisicas de la paloma de Castilla. Fuente: Thinkstock.

24  EL SER HUMANO EN RIESGO

La criptococosis ha sido relacionada con la epidemia del VIH desde los primeros casos
reportados (Kronstad et al., 2011). Entre los afios 1992 y 1994 se realiz6 un estudio en
1083 casos de criptococosis, encontrandose que el 86% de individuos que presentaron la

enfermedad, eran también portadores del virus del VIH (Hajjeh et al., 1999).

En este mismo estudio se encontr6 que entre las personas no infectadas con el virus del
VIH la incidencia de criptococosis tuvo un rango de 0.2 a 0.9/100,000. Por otro lado, el
analisis de casos y controles (158 casos y 423 controles) reveld que el fumar y ocupaciones
al aire libre tuvo una asociacion significativa de aumento del riego de contraer la
enfermedad; mientras que personas que tuvieron terapia antifungica con fluconazol

tuvieron menor riesgo de infeccion.

La criptococosis no se relaciona Unicamente con personas infectadas con el virus del sida,
sino que también a individuos inmunodeprimidos por diversas situaciones, como: bajo
terapias de corticoides para mantener drganos trasplantados, pacientes con tratamientos
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antineoplasicos, o simplemente personas con niveles de linfocitos CD4 por debajo de 100
células por mm?® (CDC, 2010).

Sumado a estos factores de riesgo relacionados al individuo, estan los factores relacionados
al ambiente, es decir, visitar o vivir cerca de lugares donde se acumulen heces de aves,
especialmente domesticas (palomas asilvestradas o en palomares con baja frecuencia de
limpieza, canarios y aves de corral) (Criseo et al., 1995; Kuroki et al., 2004) aumenta la

probabilidad de inhalar particulas aéreas del hongo.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION Y AMBIENTE

Esta investigacion se llevo a cabo en lugares publicos de varios distritos de la provincia y
departamento de Lima, donde se congregan grandes cantidades de palomas domésticas de
vida libre (Columba livia domestica), asi como en palomares de la Asociacion Peruana de
Colombofilos — APCO (Figura 4), en los que se crian palomas mensajeras (Columba livia

domestica).

La provincia de Lima tiene una extension de 2812 km2 y estd localizada a orillas del
Océano Pacifico, a los 12°02'35” Latitud Sur y 77°01'41” Longitud Oeste. Limita por el
Este con las estribaciones de la Cordillera de los Andes y por el Oeste con el Océano
Pacifico. La altitud es de 154 m.s.n.m., en promedio, con una temperatura minima de 13 °C
y una maxima de 30 °C y una humedad relativa promedio de 88%. Se puede dividir el afio
en dos estaciones: verano de diciembre a abril e invierno de junio a octubre, siendo mayo y
noviembre meses transicionales (MINAM, 2016).

Los lugares de toma de muestras de heces de palomas de Castilla fueron espacios publicos

donde palomas domeésticas de vida libre acuden a comer durante ciertas horas del dia, y
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otras anidan también ahi. Los lugares fueron principalmente frontis e interiores de iglesias
del distrito de Cercado de Lima, a los que se denomind: Iglesia 1, Iglesia 2, Iglesia 3, e
Iglesia 4. El quinto espacio publico fue una granja interactiva, ubicada en el distrito de
Pachacamac, donde se tiene casilleros de ladrillo a manera de nidales donde las palomas
pernoctan y se reproducen, al que se denomind “Lugar publico 1”. Por otro lado, las
muestras de heces de palomas mensajeras fueron tomadas de palomares especializados de
la Asociacion Peruana de Colombofilos — APCO, ubicados en domicilios privados en zonas
urbanas, distribuidos de la siguiente manera: Palomar 1, 3 y 4 en el distrito de Santiago de

Surco; y el palomar 2 ubicado en el distrito de Miraflores.
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e Lugares de toma de muestras de heces de palomas de Castilla.
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Figura 4: Mapa de ubicacion de los puntos de toma de muestra.
Fuente: Elaboracion propia.
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32 POBLACIONY MUESTRA

La especie en estudio fue la paloma doméstica (Columba livia domestica). Dentro de esta
especie se estudiaron dos poblaciones diferentes: por un lado las palomas mensajeras,
criadas en palomares de carrera normalmente edificados en el mismo domicilio de los
criadores, animales con un manejo zootécnico y sanitario; y por otro lado las palomas
domeésticas en estado de asilvestradas (o de Castilla), animales de vida libre cuyo
crecimiento poblacional no es determinado por un criador, sino por los recursos que éstos

encuentren.

Estas dos poblaciones se clasificaron en: (a) la poblacion no finita de palomas de Castilla,
de donde se tomaron muestras de heces del suelo donde anidan; y (b) la poblacion finita de
palomas de la Asociacion Peruana de Colombofilos — APCO de donde se tomaron muestras

de suelo y nidales del palomar de carrera.

Para determinar el tamafio de la muestra de estudio se toma la referencia del trabajo de
determinacion de presencia de C. neoformans en la ciudad de Ica (Curo et al., 2005) en el
que se obtuvo como resultado 12.5%, teniendo en la formula:

e Poblacion no finita

a
Z?5p(1—p)

EZ
Donde:

n: Tamafio minimo de muestra.

p: Proporcion de ocurrencia del evento del estudio.

1 — p: Proporcién de ocurrencia del evento del estudio.
E: Error muestras admisible (5%)

Z: Valor del nivel de confianza al 95%

_ (1.96)2x0.125(1-0.125)
- (0.05)2

= 168.07, que equivale a 169.
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Resultan 169 muestras como minimo, sin embargo se tom¢é 180 muestras por oportunidad y
disponibilidad de recursos. EI muestreo fue realizado en lugares publicos de la ciudad de
Lima, principalmente iglesias del centro histdrico, denominadas “Iglesia” seguida del
numero correspondiente, y un centro de esparcimiento para nifios denominado “Lugar
publico” ubicado en el distrito de Pachacamac. EI nUmero de muestras por espacio publico
fue calculado por amplitud de area del muestreo, y la distribucion de la toma de muestras
fue la siguiente: Iglesia 1 (n=30), Iglesia 2 (n=40), Iglesia 3 (n=12), Iglesia 4 (n=30) y
Lugar publico 1 (n=68). El tipo de muestreo fue dirigido por ubicacién y se tomé heces de
suelo y nidos de palomas. Las heces escogidas fueron secas, condicién que favorece la

presencia del hongo.

En el caso de la poblacion finita (palomas mensajeras), se contd con cuatro palomares,
cuyas poblaciones fueron: Palomar 1 (N=300), palomar 2 (N=23), palomar 3 (N=46), y
palomar 4 (N=50), teniendo la siguiente férmula.

e Poblacion finita:

3 NZ?%pq
T d2(N—-1) + Z2pq

n

Donde:

n: Tamario minimo de muestra.

N: Tamafio de la poblacion de estudio.

p: Proporcion de ocurrencia del evento del estudio.

1 — p: Proporcién de ocurrencia del evento del estudio.
d: Error muestras admisible (5%)

Z: Valor del nivel de confianza al 95%

2 -
n = (1.96)7x0.125(1-0.125)(419) = 120.15, que equivale a 121.

(419-1)(0.05)%2+(1.96)2x0.125(1—0.125)

Resultan 121 muestras como minimo, siendo el tamafio de muestra ajustado de 123. Por
razones de oportunidad de toma de muestras, el tamafio de muestra obtenido fue de 130. El
tipo de muestreo fue dirigido por ubicacidon y se tom6 muestras de heces del suelo y nidos
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de palomas. Las heces escogidas fueron secas, condicion que favorece la presencia del

hongo.

Los palomares muestreados 1, 3 y 4 estaban ubicados en el distrito de Santiago de Surco,
mientras que el “Palomar 2” en el distrito de Miraflores. El nimero de muestras tomadas de
cada palomar correspondio al nimero de palomas del mismo, teniendo: Palomar 1 (n=90),
Palomar 2 (n=10), Palomar 3 (n=15), Palomar 4 (n=15).

3.3 DISENO EXPERIMENTAL

La investigacion es de tipo descriptiva, prospectiva, observacional y de orden transversal.

3.4  ANALISIS DE DATOS

Los resultados obtenidos se ingresaron en una planilla de Microsoft Excel® y se analizaron
mediante estadistica descriptiva, haciendo uso de tablas. Se hizo un analisis estocastico

mediante distribucion Beta Pert con uso de @Risk 5.5®.

3.5 AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Cryptococcus neoformans
3.5.1 Toma de Muestras

Las muestras de heces fueron tomadas del piso, nidales y paredes de palomares de la
Asociacion Peruana de Colombdfilos — APCO; asi como del piso, zonas de descanso y
nidales donde viven palomas de Castilla. Las muestras fueron colectadas en bolsas de cierre
hermético de primer uso conteniendo cada una aproximadamente de 20 g a 100 g de heces
secas. Se transportaron a temperatura ambiente, y fueron procesadas en el Laboratorio de

Microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur el mismo dia.

Como medidas de seguridad, se uso la siguiente proteccion: mameluco descartable marca

Dupont, para evitar transportar particulas contaminantes en la ropa; mascarillas
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descartables marca Segre; asi como guantes descartables marca TouchNTuff. Estos ultimos

fueron usados también durante el procesamiento de las muestras.

3.5.2 Procesamiento de muestras

Se proceso las muestras en base a la técnica descrita por Cermefio (2006), tomando 1 g de
heces de cada muestra y se disolvieron en 10 ml de solucién salina estéril al 0.85%. Se
agitd la mezcla con ayuda de un agitador eléctrico por cinco minutos, dejando luego
reposar por 30 minutos. Luego se tomé 0.1 ml del sobrenadante que se sembré en Agar

Saburaud Dextrosa (ASD) con cloranfenicol en pico de flauta en tubos Falcon de 50 ml.
3.5.3 Siembra en tubos

Con una micropipeta se tomo6 0.1 ml del sobrenadante y se sembré en tubos Falcon de 50
ml con Agar Saburaud Dextrosa (ASD) con cloranfenicol en posicion de pico de flauta y se
cultivé por dos a diez dias en estufa a 37 °C (Kaufmann y Merz, 1982; Casquero y
Canelo, 2000). Las colonias caracteristicas se utilizaron para realizar en primer lugar las

pruebas microscopicas y luego las pruebas bioquimicas correspondientes.

3.5.4 Identificacion macroscopica

3541 Observacion macroscopica de colonias y crecimiento a 37 °C

El objetivo fue determinar si las colonias correspondian a cepas de levaduras, tomando las
siguientes consideraciones: el medio de cultivo que se empleé para el aislamiento primario
fue el Agar Saburaud Dextrosa (ASD) con cloranfenicol. Las colonias de levaduras
elegidas crecieron a 37 °C, factor diferencial para Cryptococcus neoformans (Perfect et al.,
2010); fueron ligeramente abombadas o planas, de consistencia mantecosa, lisas, con olor
agradable y color blanco — crema, segun lo recomendado por el Instituto Nacional de Salud
- INS (2007).
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3.5.4.2 Observacion de la capsula en tinta china

Es un método de contraste. Permitid visualizar la capsula de polisacarido de Cryptococcus
neoformans, mediante la presencia de un halo claro y nitido alrededor de la levadura.
Microscopicamente las células de Cryptococcus neoformans se caracterizan por presentar
una capsula de polisacarido visible al examen directo con tinta china (INS, 2007). Se tomo
una muestra de la colonia previamente observada macroscopicamente y se traspasé a una
lamina portaobjeto. Se procedié a afiadir unas gotas de tinta china y se visualizo al
microscopio a un aumento de 100X.

3.5.5 Identificacion bioquimica

Luego de identificar macroscopicamente el crecimiento de colonias blancas mucoides a los
dos dias de sembrado a 37 °C, y observar microscopicamente la capsula por examen directo
de contraste con tinta china, se procedié a la inoculacion de las colonias de levaduras
(positivas a la prueba de observacion de la capsula en tinta china) en diferentes medios e
interpretacion de las pruebas bioquimicas necesarias para la identificacion microbiana,
considerando positivos a Cryptococcus neoformans los resultados siguientes: positivo a
reaccion de ureasa, positivo a reaccion fenoloxidasa; y negativo a los siguientes: negativo a
la reduccion de nitratos, negativo a cambio de color en agar Cavanina, Glinica, Azul de
Bromotimol (CGB).

3551 Prueba de la enzima ureasa

Es una de las pruebas méas usadas en hospitales para diagnosticar criptococosis. Se basa en
la capacidad de la levadura de producir la enzima ureasa, que transforma la urea en dioxido
de carbono y amonio, incrementando el pH del medio y produciendo un cambio de color
rojo-parpura en el indicador rojo fenol (INS, 2007).

Se tomo una azada de las colonias positivas a la prueba de identificacion de la capsula en
tinta china y se incub6 en medio Christensen a 37 °C por 6 horas. En las muestras ureasa
positivas se observd un cambio de color a rojo purpura antes de las seis horas de

incubacion.
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3552 Prueba de asimilacion de carbohidratos

Los patrones de asimilacion de azucares (glucosa, lactosa, sacarosa, maltosa, galactosa y
rafinosa) permiten identificar las diferentes especies como Cryptococcus sp, Candida sp,
Rhodotorula rubra, Trichosporon sp Geotrichum sp.

Interpretacion: positivo, viraje del color del medio de cultivo hacia el amarillo; negativo, no
se produce viraje de color, permaneciendo el color del medio de cultivo en morado o
purpura (INS, 2007).

Una vez terminada la prueba de la enzima ureasa, se tomo6 una azada de las muestras que
resultaron positivas (a la vez resultaron positivas a la prueba de identificacion de la capsula
en tinta china) y se incubd en agar tres azlcares, glucosa, sacarosa y lactosa, resultando

positivas a glucosa y sacarosa, y negativas a lactosa.
3553 Prueba de reduccién de nitratos

Prueba que consiste en determinar la capacidad que tienen algunas cepas de levaduras de
producir nitritos a partir de nitratos (presencia de enzima nitrato reductasa). El hongo C.
neoformans carece de esta enzima, por lo que el resultado negativo sera compatible con

este hongo.

Se cogi6 con ayuda de un hisopo colonias positivas a la prueba de identificacion de la
capsula usando tinta china, aisladas de un cultivo de entre 2 y 10 dias de crecimiento en
ASD con cloranfenicol. El hisopo inoculado se presiond con firmeza contra el fondo de un
tubo vacio para que se desprendan los microorganismos contenidos en la fibra de algodon.
Luego se procedidé a incubar el tubo con el hisopo a 45°C por diez minutos. Se sacé el
hisopo y se agrego al tubo dos gotas de alfa — naftilamina (reactivo A) y dos gotas de acido
sulfanilico (reactivo B). El hisopo se reintrodujo en el tubo para que absorba los reactivos
(INS, 2007).

El resultado de la prueba de reduccion de nitratos fue negativo, dado que se mantuvo el

color original blanquecino de las colonias.
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3554 Prueba de la enzima fenoloxidasa

Se midié la capacidad de C. neoformans de formar un pigmento marron o0 negro
denominado melanina, a partir de compuestos difenolicos. La produccion de este pigmento
mediante la prueba de L — DOPA (Sigma-Aldrich®) citrato férrico (Chaskes, Edberg y
Singer, 1981), es realizada por la accion de la enzima fenoloxidasa. La reaccion positiva se
evidencio con la produccion de un pigmento marron oscuro 0 negro grisaceo sobre la

colonia de C. neoformans (Eisenman et al., 2007).

Las colonias usadas en esta prueba fueron positivas a la identificacion de la capsula usando
tinta china y a la prueba de la ureasa; y negativas a la prueba de asimilacion de nitratos. El
procedimiento consistié en inocular una azada de cada una de las colonias de levaduras
sobre la superficie de cuadrados de 2 cm? de papel Whatman previamente esterilizado en
autoclave. Se inoculé 2 a 3 gotas de la solucion L-DOPA (3.0 mg/ml) citrato férrico en
cada papel y se incub6 a 28°C por un tiempo maximo de 18 horas, esperando la produccién
del pigmento (Chaskes, Edberg y Singer, 1981). Dado que C. neoformans es un hongo
productor de la enzima fenoloxidasa, se consideré positivas a todas las muestras que

produjeron una tincién marrén oscura dentro del tiempo programado de 18 horas.

3.5.55 Siembra en Agar CGB

Se realizo el experimento en medio canavanina glicina azul de bromotimol sédico (CGB)
para diferenciar Cryptococcus. neoformans de Cryptococcus gattii (Kwon-Chung et al,
1981), tomando una azada de las colonias y sembrandola en el medio CGB (Hardy
Diagnostics®), incubandose a 28 °C por cinco dias. Este medio emplea Glicina como Unica
fuente de carbono y nitrogeno; la droga que ayuda a la tipificacion de ambas variedades es
el Sulfato de L-Canavanina y el indicador es el Azul de Bromotimol Sdédico. La
diferenciacion bioquimica de C. neoformans y C. gattii con el uso del medio CGB se debe
a que 28,0 a 33,0% del serotipo A es sensible a < 5Smg/L de canavanina y 100,0% del
serotipo D es sensible a esta concentracion de la droga. De los aislamientos del serotipo A

resistentes a canavanina, 10,0 a 20,0% son capaces de asimilar la glicina; sin embargo,
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éstos no crecen cuando son cultivados sobre el medio que contiene ambos compuestos.
Solamente 11,0% de los aislamientos serotipo D utilizan la glicina, pero todos son sensibles
a la canavanina; en cambio, 100,0% de las cepas de C. gattii (serotipos B y C) resisten la
canavanina hasta o excediendo los 960 mg/l y asimilan la glicina (concentracion de
canavanina en el medio CGB: 30mg/l). Luego del metabolismo de este componente se
forma amonio, el cual alcaliniza el medio haciendo virar el indicador hacia un color azul
cobalto (Canelo et al., 1999).
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IV. RESULTADOS

Se evalu6 310 muestras de heces secas de palomas domésticas (Columba livia domestica)
recolectadas en lugares publicos y palomares de la ciudad de Lima — Peru, durante el
periodo de octubre de 2015 a enero de 2016. Se determind una presencia de 5.16%
(16/310) con un ICgs0: 2.7% - 7.62% de muestras positivas a Cryptococcus neoformans.
Las muestras corresponden a dos grupos de palomas, palomas de Castilla y palomas
mensajeras, en estos grupos de evaluacion se determind una proporcion de 8.89% (16/180)
con un ICgse: 4.73% - 13.05% y de 0% (0/130) de muestras positivas a Cryptococcus
neoformans, respectivamente (Cuadro 1). Para el muestreo se consider6 lugares de
muestreo segin a el tipo de paloma: (1) grupo de palomas de Castilla en estado
asilvestradas (n=180), cuyas excretas fueron recogidas de lugares publicos: Iglesia 1
(n=30), Iglesia 2 (n=40), Iglesia 3 (n=12), lIglesia 4 (n=30), Lugar publico 1 (n=68); (2)
palomas Mensajeras (n=130), cuyas excretas se recogieron estrictamente de los palomares
donde se les cria: Palomar 1 (n=90), Palomar 2 (n= 10), Palomar 3 (n=15), Palomar 4

(n=15). El cuadro 1 muestra a detalle los resultados obtenidos.
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Ademas, se realiz6 un modelo de distribucidn estocastica con el programa para analisis de
riesgo @Risk 5.5® (1000 interacciones), con la intencion de obtener una curva de
distribucién de la proporcion de resultados positivos a Cryptococcus neoformans, bajo el
supuesto que las condiciones en las que se realizé el muestreo se mantienen invariables. Se
determiné un intervalo al 95% de muestras positivas de 4.74% y 5.46%, para los dos tipos
de palomas evaluadas (Figura 5). Segun el tipo de paloma evaluada la distribucion
estocastica determind un rango de intervalo al 95% de muestras positivas de 8.26% vy
9.52% (Figura 6). Para las palomas mensajeras no se determiné muestra positiva a

Cryptococcus neoformans.

Cuadro 1. Proporcion hallada de muestras positivas a Cryptococcus neoformans segin lugar de
muestreo por tipo de paloma evaluada.

. Intervalo de

;;?grgz r';}t%i:rgg Positivo Negativo Total Proporcién __Confianza al 95%
Minimo  Maximo
Iglesia 1 10 20 30 33.33%  16.46% 50.20%

Iglesia 2 1 39 40 2.50% 0.00% 7.34%
Pa(':‘;gﬁslade Iglesia 3 1 11 12 833% 000%  23.97%
Iglesia 4 0 30 30 0.00% 0.00% 5.00%*
Lugar publico 1 4 64 68 5.88%  0.29% 11.47%

Sub Total 16 164 180 8.89% 4.73% 13.05%

Palomar 1 0 90 90 0.00% 0.00% 5.00%*

Palomas Palomar 2 0 10 10 0.00% 0.00% 5.00%*
Mensajeras  Palomar 3 0 15 15 0.00% 0.00% 5.00%*
Palomar 4 0 15 15 0.00% 0.00% 5.00%*

Sub Total 0 130 130 0.00% 0.00% 5.00%*

TOTAL 16 294 310 5.16% 2.70% 7.62%

X?=12.1844  p<0.05
*Debido al margen de error de muestreo establecido, se considera un 5% como valor maximo.

Mediante la prueba de Chi cuadrado, se determind asociacion estadistica significativa
(p<0.05) entre la presencia de Cryptococcus neoformans y las palomas de Castilla.
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Figura 5. Curva de distribucién beta pert para la proporcion de Cryptococcus neoformans
en heces secas de palomas domésticas (Columba livia domestica) durante el muestreo
2,015 — 2,016. Mediante el programa de analisis de riesgo @Risk 5.5 ® se realizaron 1000

interacciones, para establecer la presencia minima y maxima, 4.74% vy 5.46%,
respectivamente.

Tesis publicadas con autorizacién del autor.

No olvide citar esta tesis.




¥ TESIS CIENTIFICA

UNIVERSIDADCIENTIFICA DEL SUR

8262

9,518
I 15
1.2

B r=rtiso0isessTr)

Minirmum 8.0010
Masimum 9.7790
Mean

Std Diaw

Figura 6. Curva de distribucion beta pert para la proporcion de Cryptococcus neoformans
en heces secas de palomas de castilla (Columba livia domestica) durante el muestreo 2,015
— 2,016. Mediante el programa de anélisis de riesgo @Risk 5.5® se realizaron 1000

interacciones, para establecer la presencia minima y maxima, 8.26% y 9.52%,
respectivamente.
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V. DISCUSION

El hongo Cryptococcus neoformans, aislado por primera vez de jugo de durazno por
Sanfelice (1894), recién toma importancia en salud publica casi un siglo mas tarde, en las
décadas de 1980 y 1990 con la epidemia del virus del VIH, donde se le relacion6 como
agente oportunista en individuos que padecian de sida (Levitz, 1991), causando en ellos
neumonia seguida de una meningoencefalitis (Konstad et al., 2011). Actualmente, Lin y
Heitman (2006), entre otros investigadores, relacionan a este hongo y la enfermedad que
éste causa, criptococosis, con personas con compromiso del sistema inmune, no sélo
enfermos de sida, sino también pacientes con corticoterapia por trasplantes de érganos y

pacientes con enfermedades neoplasicas en tratamiento de quimioterapia.

De acuerdo con el Ministerio de Salud del Perd, se notificd mas de 65000 casos de personas
infectadas con VIH hasta el afio 2016. El 67.55% de estos casos fueron reportados en el
departamento de Lima y la Provincia Constitucional del Callao (MINSA, 2016). En Lima
se concentra mas del 30% de la poblacién del Perd, poblacion habituada a visitar plazas y
parques donde habitan palomas de Castilla (también llamadas palomas de plaza o de
catedral), animales relacionados a esta enfermedad en cuanto el hongo tiene predileccién

por desarrollarse en sus heces (asi como en heces de otras especies de aves), y propagarse
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en polvillo de este sustrato seco via aérea, modo de infeccion principal de Cryptococcus
neoformans. En este estudio se determind una proporcion de 8.9% (16/180) de muestras
positivas al hongo en heces de palomas de Castilla de la ciudad de Lima, Per(; mientras
gue no se encontrd a este hongo en heces de palomas mensajeras criadas en palomares de la
Asociacion Peruana de Colombofilos del Perd — APCO, recintos en los que se cumple un
calendario de desinfeccion con una frecuencia de 7 dias. Dicha desinfeccion consiste en la
aplicacion de amonio cuaternario, previa remocién de heces del suelo, paredes, posaderos y
nidales de los palomares. Las muestras de heces fueron tomadas del suelo, nidales de
palomares y lugares frecuentados por las palomas, asi como en el estudio realizado por
Curo (2005), donde se detectd una frecuencia de 12.5% (7/56) del hongo en excretas en
palomares de palomas de Castilla en estado de asilvestradas del perimetro de la ciudad de
Ica. Los resultados del estudio de Curo se asemejan a los obtenidos en el presente estudio,
ya que en situaciones climaticas similares se hall6 al hongo en condiciones de proteccion de
la luz dentro de palomares o nidales de la ciudad de Ica, como en el caso de las muestras
positivas a C. neoformans dentro de las torres de la Iglesia 1.

Por otro lado, Cermefio (2006) encontro en el estado de Bolivar, Venezuela una frecuencia
de 1.4% (1/74) de C. neoformans en heces de palomas en condiciones de clima tropical. La
temperatura en el estado de Bolivar fluctia entre los 23.8 °C y 28.2 °C, temperaturas
superiores a las experimentadas en las fechas de toma de muestras del presente estudio (18
°C a 25 °C en los meses de setiembre a enero). Existe una marcada diferencia en la
frecuencia encontrada entre el presente estudio y el de Cermefio que podria atribuirse a la
diferencia de clima, principalmente a la precipitacion anual, confiriendo mayor humedad en
las heces de palomas del estado de Bolivar, por lo tanto una menor propagacién del hongo.
Sin embargo, el resultado también concuerda con los obtenidos en Lima, en el sentido que
la Gnica muestra positiva al hongo en mencion del experimento de Cermefio fue obtenida de
un lugar pablico abierto, como es el caso de las muestras positivas obtenidas en los frontis

de las Iglesias 2 y 3, y nidos abiertos en el Lugar publico 1.

Zarrini (2010) y Soltani (2013) también obtuvieron resultados positivos a C. neoformans en
Iran. Estos dos estudios tuvieron un muestreo similar al del presente estudio en heces secas

de palomas recolectadas en areas publicas de las ciudades de Ahwaz e Isfahan, donde
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determinaron frecuencias de 34% (22/65) y 2.5% (3/120) respectivamente. Zarrini usé las
mismas técnicas diagnosticas aplicadas en el presente estudio mas una prueba adicional, la
prueba de asimilacion de inositol, y obtuvo un resultado inesperadamente alto, en
comparacion con el resultado en Lima, y en otras ciudades como Ica, Bolivar, Isfahan y
Nueva York. Este resultado puede atribuirse a las condiciones desérticas de la Ciudad de
Ahwaz, con precipitaciones mensuales menores de 10 mm en verano y temperaturas
promedio minima de 19 °C y maxima de 32 °C, dptimas para el desarrollo del hongo;
mientras que Soltani sélo uso las pruebas de observacion del crecimiento de colonias en
agar nutritivo, identificacion de la capsula en tinta china y una prueba RapID para
levaduras, con un resultado menor al obtenido en la ciudad de Lima, pudiendo deberse a las
temperaturas anuales promedio més bajas en Isfahan (minima de 9 °C y méaxima de 20 °C).

Si bien varias especies del género Cryptococcus tienen la habilidad de producir melanina, y
crecer en un rango variado de temperatura, solo dos de estas, C. neoformans y C. gattii,
tienen la capacidad de crecer a temperaturas mayores de 35 °C, razén por la que el
crecimiento estandarizado de laboratorio a 37 °C es una de las primeras pruebas
diferenciales (Perfect et al., 2010); estos autores, aseguran que la méxima temperatura de
desarrollo de C. neoformans es 40 °C, razon por la cual afecta principalmente a mamiferos
y no causa enfermedad en las palomas cuya temperatura corporal promedio es de 41.2 °C.
Existen diversas pruebas para la identificacion de C. neoformans, desde cultivo e
identificacion, deteccion del antigeno capsular y diagnéstico molecular, siendo el cultivo y
observacion microscopica de la levadura métodos confirmatorios recomendados. Entre
estos métodos podemos citar el cultivo e identificacion, deteccion del antigeno capsular,
diagnostico molecular y la observacion de colonias en agar selectivo (Saldanha et al.,
2009).

Adicionalmente a estas pruebas estandarizadas, existe constante desarrollo de nuevos
métodos para diagnosticar C. neoformans, como lo detalla De Paula Menezes (2011), quien
usé Metildopa de facil acceso y bajo costo en farmacias en Brasil. La Metildopa sirvid
como sustrato para la produccion de melanina, en reemplazo de L- DOPA, insumo de

acceso limitado que en el Peru se consigue solo importandolo.
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Desde que Sanfelice (1894) encontrd por primera vez C. neoformans en jugo de durazno, y
posteriormente Emmons (1951) en heces de palomas, la ecologia de C. neoformans ha sido
largamente estudiada. El hongo se puede aislar practicamente de cualquier lugar del medio
ambiente, sin embargo multiples estudios (Acha et al., 2001; Isfahani et al., 2001; Curo,
2004; Cermefio et al., 2006; Zarrini et al., 2010; Soltani et al., 2013) han demostrado la
relacion entre la presencia de este hongo y las heces de las palomas de vida libre y su
potencial riesgo para la salud publica. Este estudio plante6 encontrar la presencia del hongo
no solo en heces secas de palomas de Castilla (de vida libre), sino también en heces secas
de palomas mensajeras criadas en palomares con un manejo sanitario planificado que
consiste en limpiezas semanales con amonio cuaternario, desinfectante probado por
Krangvichain et al. (2016) de accion fungicida 100% eficaz contra C. neoformans. Los
resultados positivos (solo en heces de palomas de vida libre) se apoyan en los estudios
epidemioldgicos que sugieren que el asentamiento y crecimiento del hongo se dan en heces
frescas, y la propagacion del mismo se da en heces secas. Por otro lado, los resultados
negativos de presencia del hongo en muestras de piso de palomares de palomas mensajeras
sugiere que el manejo sanitario de limpieza y desinfeccion en estos recintos cada siete dias
no permite el crecimiento de C. neoformans en heces frescas y por lo tanto no propagarse
en polvillo de las heces que se desecan. Este resultado negativo no sugiere, sin embargo,
que dichos palomares estén exentos de crecimiento del hongo si se retirase el manejo de

limpieza y desinfeccion.

Existen otros reservorios de este patégeno (Cafarchia et al., 2006), como lo detallan Criseo
et al. (1995), quienes hallaron presencia de C. neoformans en heces de canarios criados en
el sur de Italia: 26.6% (48/180) de muestras fueron positivas; de las cuales 29.6% (32/108)
fueron tomadas en heces de canarios de tienda de mascotas, y 22.2% (16/72) fueron
tomadas de heces de canarios de hogares privados. Por otro lado, Kuroki et al. (2004)
aislaron C. neoformans a partir de heces de gallinas de crianza de traspatio en Tailandia,
con un frecuencia elevada de 24% (36/150) en temporada seca y 4% (6/150) en la
temporada lluviosa. Los hallazgos de la frecuencia de Cryptococcus neoformans en heces
de otras especies de aves domésticas fueron notablemente superiores a la media de

resultados positivos encontrados en heces de palomas a nivel mundial.
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VI. CONCLUSION

- Existe presencia de Cryptococcus neoformans en heces secas de palomas
domeésticas (Columba livia domestica) con una prevalencia de 5.1% (16/130) con un
ICys00: 2.7% - 7.62%; correspondiendo a palomas de Castilla una prevalencia de
8.9% (16/180) con un ICgsy: 4.73% - 13.05%, y a palomas Mensajeras 0% (0/130)

en Lima, Perd.
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VIl. RECOMENDACIONES

- Hacer un estudio de mayor dimension en la ciudad de Lima, de manera que se

pueda medir la prevalencia del hongo Cryptococcus neoformans.

- Considerar los resultados y discusién descritos en el presente estudio para elaborar
programas de salud publica en relacién a la restriccién y manejo en la crianza de la

paloma doméstica (Columba livia domestica).
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