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RESUMEN

En el area de investigacion se ha identificado a las palomas como portadoras de diversas
enfermedades, en Puebla podemos ver una amplia distribucion y cantidad de palomas en espacios
publicos, mayormente en las iglesias. Adentrando un poco la investigacion encontramos a
Cryptococcus neoformans dentro de la lista de enfermedades que desencadenan las palomas,
Cryptococcus neoformans es una levadura que se puede encontrar en las heces de las palomas y
mayormente en las heces secas y acumuladas esto debido a su riqueza en xantina, urea, acido urico
y creatinina ademas es una levadura oportunista que ataca a las personas con sistema inmune

debilitado.

Para realizar este trabajo obtuvimos muestras de heces de palomas de la iglesia De la Compaiiia
de Jesus de la Ciudad de Puebla, para la recoleccion de estas, con algunos abatelenguas raspamos
las heces y se recolectaron en bolsas de plastico para después ser transportadas al laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimica de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla para su proceso. Para procesar la muestra agregamos solucion salina a dichas muestras,
agitamos por algunos minutos y dejamos sedimentar, procedimos a obtener asadas de las muestras

y sembramos en agar sabouraud y en agar alpiste el cual fue elaborado desde cero.

Nuestro objetivo general fue determinar la frecuencia de Cryptococcus neoformans en heces de
palomas recolectadas en espacios fisicos (pisos, banquetas y jardineras) de la iglesia De la

Compaiiia de Jesus de la Ciudad de Puebla.

Como resultado de la investigacion en la recoleccion de las 100 heces de palomas una vez
procesadas y encubadas por aproximadamente 9 dias obtuvimos como resultado 6 muestras
positivas de Cryptococcus neoformans de 100 muestras, dandonos un margen de frecuencia del 6%
de las cuales 4 muestras fueron obtenidas de las jardineras, dando un 4% de margen de frecuencia
de Cryptococcus neoformans en ellas y las dos restantes se obtuvieron de los pisos dando margen
al 2%, por lo que se concluy6 la frecuencia de Cryptococcus neoformans en las heces recolectadas

en laiglesia De la Compaiiia de Jests de la Ciudad de Puebla.



INTRODUCCION:

Cryptococcus neoformans es un hongo oportunista, una de sus principales caracteristicas es que
es una levadura ovalada en gemacion y que, ademas cuenta con propiedades de estar rodeada
por una capsula amplia de polisacaridos, no es dismorfica y por lo que al ser observada se nota

una forma de yema de base estrecha.

Cryptococcus neoformans es causante de algunas enfermedades como lo son la criptococosis y
la meningitis criptococica. La criptococosis es mortal y una de las enfermedades mas comunes
y con una amplia distribucion mundial. Es de gran importancia para pacientes con SIDA
(sindrome de inmunodeficiencia adquirida) o en pacientes inmunocompetentes que presenten
alguna enfermedad cronica, ya que la inmunosupresion celular es un factor importante y

fundamental para el desarrollo de la enfermedad.

La forma en la que Cryptococcus neoformans se transmite es por inhalacion de las esporas o por
la transmisién en heridas, lo que es bastante comun ya que esta levadura se encuentra
ampliamente distribuida en la naturaleza y en su mayoria, en los suelos enriquecidos con
excremento de aves en especial el de las palomas ya que también las heces de éstas pueden

contener esta levadura.

En el estado de Puebla se cuenta con una gran cantidad de iglesias, se sabe que tiene
aproximadamente 2 mil 500 templos, santuarios y ermitas. Como bien es conocido, las iglesias
son el hogar de muchas aves en especial el de las palomas y como también es bien sabido la fe
y la creencia han llevado de la mano a muchas personas a ir a estas iglesias a pedir por su salud,
por estas razones, se tiene el interés de conocer mas sobre la epidemiologia de esta levadura y
que tan factible es que una persona con una enfermedad inmunosupresora vaya a estas iglesias
asi como que tan bueno es el dejar habitar ahi a las palomas, tomando en cuenta que a través de
un analisis en las heces de paloma en estos espacios se pretende determinar si son entonces un

riesgo potencial para la salud de las personas o no hay ningun factor de riesgo.



Por lo que es importante realizar un muestreo de las heces de paloma, tomando dichas muestras
de palomas que estén dentro o por fuera del templo haciendo una recoleccion de heces que
provengan especificamente de “palomas” ya que son la especie en la cual se ha determinado que
alcanza concentraciones elevadas de este hongo en sus heces debido a las condiciones dptimas
que presentan. Con esta investigacion se pretende contribuir en el estudio de este agente

patdgeno que podria llegar a afectar la salud publica.



MARCO TEORICO

Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans es una levadura de gemacion y esta rodeada por una capsula de
polisacarido. A diferencia de otras levaduras, no cambia de forma. Este organismo produce una
forma de yema con una base estrecha. Se encuentra en muchos lugares de la naturaleza, uno de
los lugares donde mas esta presente es en los suelos enriquecido con excremento de aves en
especial el de las palomas [Chin-Hong, 2024]. Cryptococcus neoformans puede propagarse
desde los pulmones a otras partes del cuerpo, incluyendo el cerebro, donde puede causar

meningoencefalitis y otras enfermedades [Walsh, 2019]
Enfermedad

Cryptococcus neoformans causa criptococosis, una de las mas conocidas es la meningitis
criptocécica. La criptococosis una enfermedad fungica invasiva y puede llegar a ser muy
peligrosa y mortal ademas de ser la enfermedad més comun en todo el mundo. Es de mayor
importancia en pacientes con SIDA [Chin-Hong, 2024]. El hongo puede diseminarse
produciendo lesiones que se pueden manifestar simultineamente en el parénquima cerebral,

médula espinal, piel, rifiones, prostata, higado y huesos.
Criptococosis

La criptococosis, es una infeccion micotica con una amplia distribucién mundial, es también
una de las principales enfermedades micoticas sistémicas que se produce cuando hay
debilitamiento del sistema inmune, tiene un curso subagudo o cronico, su primera concentracion
primaria es pulmonar, pero sus manifestaciones estan generalmente asociadas con el sistema

nervioso central.



Transmision

Cryptococcus neoformans se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza como se dijo
anteriormente y crece abundantemente en suelos y mayormente en los que estan enriquecidos
con heces de palomas. Las aves no se infectan con esta levadura sin embargo se da la infeccion
humana y se produce por inhalar al microorganismo (inhalacion de células de levadura en el

aire). No hay transmision de persona a persona. [Chin-Hong, 2024]

Etiologia

“Existen dos estados perfectos o telemorficos (estados de reproduccion sexual) los cuales son
Fillobasidiella neoformans var neoformans que se deriva de Cryptococcus neoformans [Li,
2010]. El hongo se comporta como heterotalico, encontrandonse dos tipos de aislamientos en la
naturaleza la variedad “a” y la “a”; mas del 95% de los aislamientos clinicos corresponden a la
variedad a “[Pérez, 2003]. En una fase anamorfa Crypfococcus se presenta como una levadura
redonda u oval (4-6 um), y éstas estdn rodeadas de una cépsula polisacérida que normalmente
tiene variabilidad. Los aislamientos que se hacen en fuentes ambientales son por lo general
pequefios [4 um) con céapsula practicamente inaparente en tanto que en los de origen clinico
sucede lo contrario (> 30 um). Con la amplia diferencia antigénicas de la capsula se identificaron
cinco serotipos: A, B, C, D y AD [Kronstad, 2011]. La distribucion en la naturaleza es C.

neoformans var neoformans'y este se encuentra asociado con las deyecciones de palomas y otros

péjaros. [ Pérez, 2003]

El habitat y fuente de infeccion donde se encuentra con mayor frecuencia esta levadura esta
ubicada en la naturaleza y se han hecho investigaciones en algunas zonas y en diversas fuentes
como: suelo. Uno de los hdbitats més importantes y frecuentes de esta levadura (C. neoformans)

son las heces de aves, como palomas, pichones y gallinas.
Ecologia

El papel de la paloma como portadora de hongos patogenos fue establecido por Emmons en

1955, quien aisld C. neoformans de las heces de palomas urbanas (Columba livia), siendo el
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primero en dar a conocer la relacion existente, y actualmente fundamentada entre el
microorganismo (levaduras) y las heces de estas aves. [Colom, 2001] Tras el gran
descubrimiento de Emmons, muchos investigadores de casi todo el mundo han demostrado que
las heces de paloma son un importante habitat y fuente de crecimiento enriquecido de C.
neoformans. [Rosario, 2008] Segun algunos autores, esta levadura no suele aislarse en heces
recientes, pero si en aquellas acumuladas y secas. Por otro lado, otros estudios no muestran
diferencias significativas en la frecuencia de aislamiento entre las heces secas y las frescas, o
incluso ellos dicen que han llegado a aislar al microorganismo con mas facilidad en heces

frescas.

Parece que la alta concentracion de creatinina en el estiércol de paloma favorece el crecimiento
de Cryptococcus neoformans, ademas las heces le brindan un ambiente alcalino, hiperosmolar
y rico en muchos compuestos nitrogenados. Las concentraciones de C. neoformans en las heces
de paloma a menudo exceden 106 organismos viables por gramo, su alta concentracion también
puede estar relacionada con su habilidad para asimilar no s6lo la creatinina, sino también la
xantina, la urea, y el acido urico que ademas estos ayudan a la levadura a estimular su

crecimiento. [Rosario, 2008]

Epidemiologia

La estimacion actualizada de la enfermedad criptococica reveld una incidencia global de

223.100 casos al afio [Oladele, 2017]. La mayoria de los casos ocurren en paises de bajos y de

pocos ingresos, particularmente en Africa subsahariana [Wykowski, 2020].

A medida que la epidemia del VIH crecio y se expandi6 en la década de 1980, C.
neoformans surgié como una importante infeccion oportunista en los Estados Unidos, Europa y
Australia, que se present6 en el 5-10% de todos los pacientes con SIDA [Selik, 1997] [ Hajjeh,
1999]. Las tasas de infeccion disminuyeron durante la década de 1990, gracias al uso frecuente
y generalizado de azoles para tratar la candidiasis [Chen, 2000][ Kaplan, 2000] v,
posteriormente, con la introduccion de HAART (terapia antirretroviral de alta eficiencia)

[Mirza, 1992-2000][ Gordon, 2000].
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“C. neoformans es la principal causa de meningitis en Africa central y meridional, y representa
el 26,5% de los casos en Malawi” [Békondi, 2006], “el 31% en una serie de la Republica
Centroafricana” [Hakim, 2000] “y el 45% de Zimbabue” [Chariyalertsak, 1994-1998]. “En
Tailandia, la criptococosis representa hasta el 20% de las enfermedades definitorias del SIDA”
[ Suwanagool, 1985-1993][ Kumarasamy, 2003] y “se informa como una importante infeccion
oportunista en India”’[ Pappalardo, 2003] y Brasil[Ramirez, 2017]. “América Latina tiene la
tercera tasa mas alta de meningitis criptococica asociada con el VIH/SIDA en el mundo, con
casi 55,000 casos estimados anualmente, siendo la poblacion mas afectada la del sexo masculino

en un 80%, con una media de edad de 36 afios” [ Skipper, 2019].

En estudios retrospectivos y prospectivos que se realizaron en hospitales en Brasil y Argentina,
la mortalidad por casos de criptococosis han oscilado entre 26% y 63% [ De Castro Spadari,
2020], en una comparacion con los de Africa subsahariana donde la mortalidad alcanza el 70% [
Ministerio de Salud Publica, 2019]. De esta manera un estudio realizado en EEUU (Atlanta,
Georgia, y Houston, Texas) demuestra que la incidencia de criptococosis disminuy6 de 2,4 - 6,6
% (1992-1993) a 0,2-0,7% (2000).) [Mirza, 2003], otro estudio que se realizd6 en Francia

demuestra una disminucion del 46% en la incidencia de criptococosis [Dromer, 2004].

En paises sin acceso a TARGA (terapia antirretroviral de gran actividad) la criptococosis es alin
alta [Centers for Disease Control and Prevention, 2020]. también se inform6 que hasta el 6 %
de las personas que tenian deterioro de la funcién de la inmunidad celular debido a otras causas
(como neoplasias, lupus eritematoso sistémico, trasplante de o6rgano sélido o médula Osea,
diabetes, sarcoidosis, tratamiento con corticoides u otra medicacion inmunosupresora) corren
un gran riesgo de presentar criptococosis [Levitz, 2006]. Se estima que actualmente a nivel
mundial hay mas de 1.000.000 de casos anuales de neurocriptococosis y con esto dan un total
de 625.000 muertos y la mayoria de estos casos tienen origen y provienen de Africa

Subsaharian[Kronstad, 2011].

“En Paraguay, no hay muchas publicaciones que hayan caracterizado a los pacientes con
meningitis criptococica asociadas al VIH, asi en el afio 2013 en una serie de casos de 13
pacientes con meningitis criptocdcica, se informoé que 8 tenian VIH, y de estos, 7 eran varones.
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En otro estudio en el 2013 de patologias asociadas al VIH, se estudiaron 168 pacientes con VIH,

y se encontraron a 9 pacientes (5%) con meningitis criptococica.” [Vera, 2013]

Patogénesis

La infeccion pulmonar suele ser asintomdtica o quizd llegue a provocar neumonia. La
enfermedad causada por C. neoformans ocurre con mayor incidencia en pacientes
inmunocomprometidos al estar cursando una enfermedad, en especial aquellos con SIDA, en
quienes el microorganismo se disemina al sistema nervioso central (meningitis) y otros 6rganos.
Muchas veces, los nédulos subcutaneos se ven en la enfermedad diseminada; sin embargo, cabe
destacar que alrededor de la mitad de los pacientes con meningitis criptococica no muestra ni

presentan evidencia de inmunosupresion. [ Chin-Hong, 2024]

La puerta de entrada habitual de C. neoformans a nuestro organismo es a través de la via
respiratoria, con la inhalacioén de blastoconidias no encapsuladas presentes en el ambiente que
son arrastradas de las heces secas de palomas por accion del viento y que, por su reducido

tamafio, pueden llegar hasta los alvéolos pulmonares en donde se encapsulan. [Revenga, 2007]

La reaccion inflamatoria contra las blastoconidias inhaladas nos da como resultado un complejo
ganglionar pulmonar primario, compuesto por macrofagos y células gigantes, el cual,
usualmente, impide la diseminacioén del hongo. [Hakim, 2000] El hongo puede permanecer
latente en el parénquima o en los ganglios linfaticos pulmonares por periodos bastante largos
después de la infeccion y se reactivan solo cuando las defensas del organismo se debilitan. Al
evitar la respuesta inmunologica que presenta el hospedero, el organismo se llega a reproducir
produciendo la enfermedad sintomatica del pulmoén y la diseminacion por via sanguinea a otros
organos, especialmente, al sistema nervioso central (SNC). También en el curso de la infeccion
primaria las blastoconidias se pueden diseminar a otros Organos en los pacientes

inmunosuprimidos [Revenga, 2007].
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Manifestaciones clinicas

La criptococosis pulmonar es una enfermedad preocupante ya que estd suele ingresar por el
tracto respiratorio (siendo esta la puerta de entrada mas comun) y algunas de las manifestaciones
pulmonares que se presentan abarcan un amplio espectro que va desde hallazgos radiologicos
asintomaticos hasta trastornos respiratorios agudos. Pueden presentarse como nodulos,
infiltrados lobares, intersticiales, patron miliar, masas endobronquiales y cavitaciones. La forma
localizada pulmonar puede afectar a personas normales o inmunosuprimidas siendo poco

frecuente en las primeras [Brizendine, 2011]

Diagnostico para detectar a Cryptococcus neoformans

El diagnostico se hard con base en demostrar la evidencia de la levadura por medio de cultivos
selectivos como lo es el agar de alpiste negro o también conocido como nigger y también por

medio de tinta china.
En el cultivo se podra diferenciar de otras especies como céandidas u otras especies de

Cryptococcus.

Algunos otros métodos utilizados para la deteccion de Cryptococcus neoformans son:

e Cultivos: agar BHI, agar Sabouraud, agar chocolate, agar sangre de carnero.

e (riterios bioquimicos y Criterios enzimaticos: Urea, inositol, fenoloxidasa,
auxonograma del carbono o asimilacion de carbohidratos, fermentaciéon de

carbohidratos.

e Prueba de termotolerancia.
e Diagnostico serologicos: aglutinacion en latex, inmunofluorescencia indirecta, Elisa.

e Tinciones: mucicarmin de Meyer, etc.
14



MARCO DE REFERENCIA

FUNES y colaboradores en 2022 hicieron una investigacion de aislar al hongo Cryptococcus
neoformans de muestras de heces de paloma de castilla las cuales fueron tomadas de parques y

plazas publicas en El Salvador. Ellos obtuvieron como resultado de su investigacion solo 3

muestras positivas con la levadura de Cryptococcus neoformans de las 66 muestras que

analizaron siendo un equivalente al 4.5%.

BARBOSA y colaboradores en 2016 sembraron a Cryptococcus neoformans en agar alpiste
negro para diferenciarlo y observaron colonias con pigmentos café (marrén) por la

transformacion del 4cido cafeinico con una peculiar forma de yema de huevo

QUINTERO vy colaboradores en 2005 hicieron un estudio sobre la distribucion ambiental de
Cryptococcus neoformans 'y dentro de ellas qué tipo de suelo favorecia el crecimiento del
mismo, tomando en cuenta piso térmico calido, templado, frio y paramo y se encontrd que de
las 146 muestras recolectadas de heces de paloma, 31 muestras fueron positivas lo que
equivaldria al 21%, estas muestras de heces de paloma fueron donde con mayor frecuencia se
aislo a la levadura sin embargo se tomaron muestras de diferentes clases que abarcaron a los
detritos de eucalipto y almendros, tomando en cuenta la recoleccion variada se encontrd que 92
de los aislamientos con una representacion del 88% fueron recuperados del piso térmico frio
con lo que se evidencia su preferencia de Cryptococcus neoformans por los pisos térmicos frios,

pocas horas de exposicion solar, humedad y temperaturas poco extremas.

En la tesis hecha por Valery Maul Rivas en Guatemala en el afio 2012, recolectd informacion
nueva acerca del hallazgo de Cryptococcus neoformans en heces de paloma en la que hizo un
estudio de aproximadamente dos semanas donde se investigaron alrededor de 9 lugares publicos
de la ciudad de Antigua Guatemala donde recolectdé 15 muestras de cada uno de ellos y
repitiendo el procedimiento la semana siguiente obteniendo asi 270 muestras en total, de las
cuales el 33.33% de los espacios publicos estudiados con presencia de palomas de la ciudad de

la Antigua Guatemala resultaron ser positivos a la presencia de Cryptococcus neoformans.
HUAMAN vy colaboradores realizaron una investigacion de la deteccion de Cryptococcus
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neoformans en heces de palomas en Lima metropolitana en el 2018, tomando 300 muestras de
heces encontradas en suelos de parques y hospitales. Ademas, tomaron 30 muestras extras de
las cloacas de palomas capturadas y tuvieron como resultado 47 de 300 muestras de heces secas
y frescas positivas a la levadura de Crypfococcus y de ellas solo 7 muestras aisladas

correspondieron a Cryptococcus neoformans lo que corresponderia al 14.9% ademads, en su

estudio determinaron que hubo cierta predominancia de aislamiento en las heces secas en un
promedio de 4 a 7 aislamientos y también la cantidad de heces parece ser un factor importante
debido a que el nimero mayor de aislamientos (6 de 7) fueron en lugares con mayor poblacion

de palomas.

VALLEJO y colaboradores hicieron un estudio de investigacién en el casco urbano del
municipio de Pasto, Colombia en 2016, en la cual analizaron 128 muestras de heces,
recolectadas de 10 zonas diferentes de las cuales 9 de 10 se aisl6 al agente, lo que corresponde
a una prevalencia de Cryptococcus neoformans en heces de palomas en el municipio de Pasto
del 90% y del total de las muestras 34 de 128 fueron positivas a esta levadura siendo equivalente
al 26.56% ademas, el 80% de las muestras que tomaron no eran frescas ya que la mayoria fueron

secas, en exteriores y principalmente en el suelo.

TIMMERMANN vy sus colaboradores en Lima, Pert analizaron heces de palomas domésticas y
de lugares publicos en 2015-2016 en las cuales encontraron una frecuencia del 5.16% (16/310)
de muestras positivas a Cryptococcus neoformans en ambos tipos de palomas evaluadas, en las
heces de palomas de castilla encontraron el 8.89% (16/180) de muestras recolectadas con un
IC95% de 2.7-7.6% de las muestras positivas a Cryptococcus neoformans, todas ellas tomadas
en heces secas en palomares de palomas mensajeras criadas en cautiverio y en ambientes

publicos de palomas de castilla.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las aves son portadoras de muchas enfermedades, ha llamado el interés una en especial que es
la criptococosis la cual es provocada por el hongo levaduriforme Cryptococcus neoformans.
Esta levadura puede transmitirse en humanos por inhalacion o por medio de heridas, sin
embargo, se ha estudiado que al ser inhalada por personas con problemas de inmunosupresion
como el VIH/SIDA, enfermedades que provocan estar en estado inmunocomprometido e incluso
en personas “sanas”, son infectadas con esta levadura por ejemplo, en un estudio realizado en
Estados Unidos, se encontré que la incidencia anual de criptococosis en personas no infectadas
con VIH era de entre 0.2 a 0.9 por cada 100,000 habitantes, en Francia, de 1,057 casos de

criptococosis, aproximadamente el 20% correspondi6 a personas sin VIH [Cano 2002].

Uno de los habitats de esta levadura es el suelo ya que éstas inundan las heces de paloma por su

contenido de xantina, creatinina, urea y acido urico que enriquece su crecimiento. Se ha

encontrado, en diferentes trabajos, que a Cryptococcus neoformans le gustan los suelo con
temperatura fria y con poca luz solar, ademads, también se ha visto que es mds probable su

aislamiento cuando proviene de heces secas y en general que estas estén acumuladas.

En Puebla hay innumerables iglesias que son visitados por cientos de personas diariamente y
muchas de estas personas asisten con el fin de pedir por su salud ya sea por alguna enfermedad
por la que estén pasando o simplemente porque la mayoria de las iglesias en Puebla cuentan con
una gran belleza arquitectonica. Sin embargo, existe la duda si en Puebla hay heces de palomas
que puedan estar contaminadas con esta levadura, que tan contradictorio es que las palomas

estén en esos espacios y que personas con una inmunosupresion los visiten.

Por esta razén se decidid realizar este estudio de investigacion donde se recolectaron heces de
palomas que estuvieron en el perimetro de la iglesia De la Compaiiia de Jesus de la Ciudad de

Puebla que es una de las iglesias mas visitadas de la ciudad.

Con esto llegamos a la siguiente pregunta de investigacion ;con que frecuencia se encontrara
Cryptococcus neoformans en las heces de palomas que habitan en la iglesia De la Compaiiia de

Jesus de la Ciudad de Puebla?
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JUSTIFICACION

Esta investigacion estd dirigida a tener resultados positivos o negativos sobre la presencia de
Cryptococcus neoformans en heces de palomas de la iglesia De la Compaiia de Jesus en la
Ciudad de Puebla, debido a que es una de las ciudades con un mayor numero de iglesias que dia
tras dia son visitadas por muchas personas. La complejidad del problema radica en el desarrollo
de muchas enfermedades que inmunocomprometen a cientos de personas diariamente y con
problemas pulmonares, que resulta para este hongo oportunista una gran ventaja el transmitirse
en ellos, se sabe que el contagio de este puede darse también en personas sanas sin embargo es

menos comun.

La indagacion parte de la duda y teorias propias sobre si esta levadura esta presente en las heces

de las palomas que estan en la iglesia De la Compafiia de Jesus en la Ciudad de Puebla.

La importancia de poder estudiar y conocer los resultados de esta recae en poder promover un
poco de orientacion sobre si esto representa un problema para la salud de las personas y que con
este estudio las iglesias puedan conocer la problematica si es que existe la presencia de
Cryptococcus neoformans en una cantidad significativa de aislamientos o simplemente no existe
tal riesgo. Por lo tanto, es fundamental poder tener un estudio que nos corrobore si es momento
de tomar accion con las palomas que estan en la iglesia De la Compaiiia de Jesus en la Ciudad
de Puebla y con ello poder continuar una investigaciéon mas exhaustiva en las demas iglesias que
nos puedan dar un dato mas real sobre si en todas esta ocurriendo esto y que accion tomar para
evitar que esto provoque mas enfermedades o simplemente la iglesia De la Compaiiia de Jesus

no represente ningin problema con sus palomas debido a la poca presencia del hongo.

Tomando en cuenta las caracteristicas de desarrollo del hongo como por ejemplo lugares
sombreados, se debe verificar la limpieza que tienen las iglesias con estas heces ya que si
encontramos cimulos de heces secas también se recolectaran para corroborar lo que se ha

descubierto en otras investigaciones.

Con las muestras recolectadas podremos tener un analisis mas certero sobre la existencia de este
hongo en las heces de palomas, que tan factible es que la iglesia deje habitar a las palomas en la
misma, si es una necesidad el limpiar diariamente estas heces y que tan contradictorio es que las

personas inmunosuprimidas vayan a pedir por su salud a lugares con un cumulo de palomas alto.
18



OBJETIVOS
General:

v' Determinar la frecuencia de Cryptococcus neoformans en heces de paloma recolectadas
en espacios fisicos (pisos, banquetas, jardineras) de la iglesia De la Compainia de Jesus

en la Ciudad de Puebla.

Especificos:

v’ Aislar e identificar a Cryptococcus neoformans en heces de paloma.

v' Determinar la frecuencia de Cryptococcus neoformans en éreas fisicas de la iglesia De

la Compatiia de Jests en la Ciudad de Puebla

v’ Aislar a Cryptococcus neoformans en agar alpiste y se confirma a través de una

tincidn negativa realizando la observacion con el objetivo 40x y 100x.
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HIPOTESIS

Cryptococcus neoformans se encuentra en las heces de paloma recolectadas en espacios fisicos de

la iglesia De la Compaiia de Jesus en la Ciudad de Puebla

Hipotesis nula:

Cryptococcus neoformans no se encuentra en las heces de paloma recolectadas en espacios fisicos

de la iglesia De la Compaiiia de Jesus en la Ciudad de Puebla
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DISENO DE LA INVESTIGACION

Tipo de estudio:

Descriptivo, observacional, prospectivo, transversal.

Universo del estudio:

Heces de palomas tomadas de la iglesia De la Compania de Jests

Tamano de la muestra:

100.

Sede y lugar de estudio:

Las muestras se recolectaron en espacios fisicos (pisos, banquetas, jardineras) ubicados en la
iglesia De la Compaiiia de la Ciudad de Puebla y las muestras se procesaron en el Laboratorio

de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas, BUAP.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:
muestras de heces secas de palomas.

muestras acumuladas secas de heces de paloma.

>

>

» muestras recolectadas en sombra.

» muestras recolectadas en pisos, bancas y paredes.
>

muestras en exposicion solar

Criterios de exclusion:
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muestras de heces frescas de paloma.
muestras recolectas en nidos de palomas.

muestras de heces palomas en cautiverio.

Y WV VYV V¥V

muestra recolectadas en otras iglesias.

Recursos humanos:

v’ Asesores de investigacion.

v" Estudiante investigador.

Recursos financieros

Los gastos correrdn a cargo del tesista.

Medios como Agar son dados por la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Auténoma

de Puebla.

Disenio estadistico

Estadistica descriptiva.
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MATERIALES:

Materiales

v' Portaobjetos.

v Cubreobjetos.

v’ Asas bacteriologias.

v Tubos de ensayo.

v" Placas Petri.

v Guantes quirdrgicos no estériles.
v' Pinzas.

v Semillas de “alpiste negro”.
v Agar.

v" Creatinina.

v" Glucosa.

v" Cloranfenicol.

v' Agua destilada.

v" Solucion salina estéril.

v" Alcohol cetona.

v" Tinta china.

v Mechero.

v" Incubadora.

v Microscopio.

v Muestras coproldgicas de palomas.



v" Cepa control de Cryptococcus neoformans.
v’ Abatelenguas estériles.
v" Bolsas de plastico.

v Agar Sabouraud
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METODOLOGIA

Procedimiento para el muestreo

Como fase inicial del estudio se determinoel espacio fisico a estudiar. Después de visitar varias
iglesias ubicadas en la Ciudad de Puebla se observo la actividad humana, asi como la presencia
de palomas y el sitio que se decide muestrear es la iglesia De la Compaiiia de la Ciudad de

Puebla que se encuentra ubicada en Calle 4 Sur, sin niimero, en el Centro Historico de Puebla, Puebla.

Para recolectar la muestra y que esta sea homogénea y representativa, las muestras a recolectar
fueron: heces en sombra, heces en piso con exposicion solar, heces en paredes sin exposicion

solar y heces secas acumuladas.

Pasos para la toma de muestra:

1. Con ayuda de pinzas y abatelenguas se recolectaron 100 muestras de heces de palomas,
tomando las muestras de todos los lugares mencionados anteriormente.

2. Se colocaron las muestras de heces en bolsas de plastico, las cuales estaban rotuladas
para identificar de que sitio fue tomado.

3. Una vez obtenidas las muestras se trasladaron en un lapso no mayor a tres horas al
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita

Universidad Auténoma de Puebla.

Pasos del procedimiento en el laboratorio:

Para poder sembrar las muestras primero preparamos agar “aliste negro” de la siguiente manera:
Ingredientes:

e (Glucosa 10g
e C(Creatinina 0.78¢g
e Guizotia abyssinica 70g

e Agar20g
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e Agua destilada 1000ml

Diagrama de trabajo para la preparacion del agar “alpiste negro”

Moler las semillas y
adicionar 350 ml de
agua.

Esterilizar en
autoclave y filtrar.

Aforar con agua a
1000 ml.

Control de calidad:

Aspecto del agar:
transparente

Esterilizar a 121 °C
por 15 minutos y
dejar enfriara45°C.

Agregar los
componentes
restantes

Una vez que se ha realizado el agar donde se sembraron las muestras recolectadas se procedid

a trabajar en condiciones de esterilidad para evitar cualquier tipo de contaminacion, siguiendo

los pasos siguientes:
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Diagrama de trabajo para sembrar las muestras recolectadas en el agar

“alpiste negro”

Homogenizar la
muestra con ayuda
de una bolsa
plastica

De las muestras de
heces se pesaran 5
gramos y a eso le

ahadiremos 30
mililitros de
solucion salina

esteéril al 0.85%

homogenizaremos
con una agitacion

La muestra vya
inoculada en el agar
se incubara en un
medio aerobico a 27
*Cde3a7dias

Con el sobrenadante
obtendremos una
asada para luego
sembrarla en el agar
“alpiste negro”

rapida y fuerte por 5
minutos
Se dejara

sedimentar por 10
minutos

Una vez que haya transcurrido el tiempo se examinaron, por aproximadamente 5 dias, las
muestra para identificar las probables colonias que se caractericzaban por tener un
pigmento oscuro que era el indicativo y diferenciador debido a la fenoloxidasa producida.

En el medio de cultivo se sospechd de Cryptococcus neoformans por lo que fue identificado por

observacion bajo microscopio de la siguiente manera:
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Diagrama de trabajo para observar con “tinta china” las muestras

En un portaobjetos
colocar una gota de
tinta china y una
gota de la cepa
aislada en el “alpiste
negro”.

) Homogenizar ambas

gotas suavemente.

Buscar la presencia
de capsula del
hongo

Colocar un
cubreobjetos sobre
la muestra

Observar al

microscopio a 10x y
40x
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Algunos ejemplos sobre como se veria en cada una de las pruebas

Imagen 1 . Cryptococcus neoformans observada través de
microscopio con la técnica Tinta china [Manuales MSD, 2024]

Imagen 2. Cryptococcus neoformans crecimiento en agar
“alpiste negro” [Maul, 2012]
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se recolectaron heces de palomas presente en los espacios fisicos como las jardineras, pisos y

banquetas de la iglesia La Compania de Jesus en la Ciudad de Puebla.

En cada lugar (jardineras, pisos y banquetas) se obtuvieron 33 muestras excepto de las jardineras
donde se recolectaron 34 para completar las 100 muestras. Dicho procedimiento fue repartido
en dias diferentes ya que se hizo la toma 2 veces por semana por un periodo de 3 semanas, para
b‘ obtener muestras y rangos de fechas

2%

diferentes.

Las heces fueron recolectadas en
bolsas de plasticos y rotuladas del
lugar donde fueron recolectadas tal y

como se observa en la imagen 3.

Las heces fueron homogenizadas y
de esa forma fueron inoculadas en

placas individuales de agar “alpiste

. negro” dichas placas se observan en

Imagen 4. Muestras coprolégicas de palomas la imagen niimero 4, este agar fue

elaborado unicamente para el
aislamiento selectivo de Cryptococcus neoformans y poder observar bien sus caracteristicas

morfologicas macroscopicamente.

Imagen 3. Placas de agar “alpiste negro”

Para las primeras 40 muestras recolectadas en la primera semana se incubaron aproximadamente

9 dias y se reveld la presencia de algunas placas sospechosas las cuales provenian de las
30



jardineras, estas fueron resembradas en placas nuevas de agar alpiste negro para obtener un

cultivo més puro y asi facilitar su observacion macroscopica y microscopica.

Después del tiempo que se tomd la cepa resembrada en crecer (aproximadamente 12 dias) se
realizé la identificacion por medio de la tincién negativa de tinta china donde se lograron
observar la presencia de estructuras levaduriformes capsuladas tal como las caracteristicas de

Cryptococcus neoformans.

En esas muestras se encontraron 4 placas positivas con
Cryptococcus  neoformans, tanto en la  valoracion
macroscopica como en la microscopica se observo muy bien su
morfologia ya que en las placas se podia apreciar a las colonias
levaduriformes de color marrén con el centro mas claro y con
la forma de una yema de huevo tal como se observa en la

imagen numero 5.

Imagen 5. Placa de agar alpiste
negro positiva a crecimiento de
Cryptococcus neoformans

Imagen 6. Levadura de
Cryptococcus neoformans
observada en microscopio a
100x con tincion tinta china

Imagen 7. Levaduras de Cryptococcus
neoformans observada en microscopio
a 40x Con tincioén tinta china
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En la observacion microscopica se observaron levaduras capsuladas que no permitian que la

tinta china les diera coloracion y es donde se forma la tincion negativa logrando observar la

capsula de polisacaridos y sus delimitaciones tal como se puede ver en la imagen 6y 7.

En la segunda semana se recolectaron 30 muestras de las cuales todas fueron negativas no hubo
ningun crecimiento en el agar alpiste, incluso se dejaron las placas en observacion por mas dias

para ver si habria algiin crecimiento sin embargo no lo hubo.

Para la tercera semana también se tomaron 30 muestras donde con éxito tuvimos 4 placas
sospechosas nuevamente con la observacidon macroscopica por lo que se aislaron a placas
nuevas, prosiguiendo con los pasos se volvieron a observar microscopicamente con la tinta china
donde de las placas sospechosas encontramos positivas a 2 placas de acuerdo con las

caracteristicas y se pueden observar en la imagen 8 y 9.

YRR 7 7 ; S e _
f. '?@@ Sk ] % S % A %%
Imagen 8. Levaduras de Cryptococcus Imagen 9. Levaduras de Cryptococcus
neoformans observada en microscopio neoformans observada en microscopio a
a 40x con tincion de tinta china 40x con tincién de tinta china

De esta forma, las pruebas que se realizaron nos confirmaron la presencia de Cryptococcus
neoformans en dos de los lugares de donde se recolectaron las muestras, las areas de la iglesia
La Compaiia de Jesus de donde se encontrd la presencia de Cryptococcus neoformans fueron

las jardineras y pisos.

De acuerdo con los lugares donde se encontraron las muestras positivas, se observo que el
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nimero de palomas era de por lo menos mas de 20 aves, ademads, existia la presencia de heces

de palomas acumuladas y existia muy poca limpieza de éstas.

Con esto obtuvimos como resultado 6 muestras positivas de las 100 evaluadas, lo que equivale
al 6% muestras positivas encontradadas. En comparacion a las demads investigaciones podemos
decir que hay una pequena similitud a la que realiz6 FUNES en 2022 con el 4.5% en un rango
de 3 muestras positivas de 66 recolectadas y TIMMERMANN en 2015-2016 con el 8.89% en
un rango de 16 muestras positivas de 180 recolectadas. Con estos resultados se puede dar paso
a que se presenten nuevas investigaciones con mas amplitud en diferentes iglesias ya que esto
puede representar una potencial fuente de infeccion ya que como se ha venido mencionando en
Puebla existen una gran cantidad de iglesias las cuales acogen innumerables palomas, estas
iglesias son visitadas diariamente por muchas personas pero lo preocupante son las personas
que se encuentran inmunocomprometidas con enfermedades cronicas como VIH sida, diabetes,
cancer, etcétera; ya que son el principal huésped de esta levadura y debido a los problemas de
identificacion que conlleva la enfermedad, y la presencia de personas enfermas o
inmunosuprimidas (las cuales son mas susceptibles a padecer criptococosis) es importante que
sea investigado ya que los resultados obtenidos en esta investigacion sobre la frecuencia de

Cryptococcus neoformans no fue nula.
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CONCLUSION

1. Losresultados del estudio nos confirman la existencia de Cryptococcus neoformans en heces
de palomas ubicadas en la iglesia de La Compaiiia de Jesus de la Ciudad de Puebla.

2. La iglesia de La Compaiiia de Jesus es transitado y visitado diariamente por una gran
cantidad de personas, lo cual representa un riesgo potencial en salud publica y en especial a
las personas inmunocomprometidas.

3. Dado las propiedades de las heces de palomas, la acumulacion de éstas, la poca limpieza del
lugar y la cantidad de palomas que habitan en la iglesia de La Compafiia de Jests constituyen
un elemento importante para la presencia de Cryptococcus neoformans y su frecuencia.

4. El agar elaborado de “alpiste negro” es un medio de cultivo que ayuda a la identificacion y
aislamiento de Cryptococcus neoformans ya que es un medio selectivo y hace facil su
identificacion con su caracteristico crecimiento color café.
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