UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL
DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

Sldentificacion de especies de Cryptococcus en excretas
de aves en cautiverio del Parque Zoologico
La Totorilla, Ayacucho 2017.

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO PROFESIONAL DE
BIOLOGA EN LA ESPECIALIDAD DE MICROBIOLOGIA

Presentado por:
Bach. HUALLPA TERRANOBA, Elizabeth

AYACUCHO - PERU
2018






Con todo el amor a mis padres
Victor Huallpa Tomaylla y Eusebia

Terranoba Lonasco.






AGRADECIMIENTO

A la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga, a la Facultad de
Ciencias Biolégicas que por medio de sus docentes, impartieron sus conocimientos
en mi formacién profesional y personal.

Al Instituto Nacional de Salud que mediante los responsables del Laboratorio de
Micologia me dieron la oportunidad de realizar el control de calidad de las cepas
obtenidas durante la ejecucién de la tesis.

Al Bidlogo Serapio Romero Gavilan, por su asesoramiento, por esa insistencia, y
motivacion que fueron muy fundamentales para ejecucion de la tesis.

A la Dra. Susana Zurita, a la Blga. Flor Urcia y a la Tec. Alida Navarro Marifias por
brindarme su apoyo, orientacion constante durante la ejecucion de la tesis.

Al Blgo. Rubén Tenorio director del Laboratorio Referencial de Ayacucho y en
especial a la Blga. Miriam Meneses encargada del area de micologia por el apoyo,
orientacion de la ejecucion de la tesis.

A Blgo Reynan Coéndor, por la ayuda con algunas pautas para la redacciéon del
informe de tesis.

Al Blgo. Edwin Portal Quicafia, por facilitarme con los datos de las aves del Parque
Zooldgico La Totorilla.

A mis hermanos: Nanfer, Roxana, Jhonatan Jhassy y Abel, por su amor y apoyo
incondicional en todos los dias de mi vida.

A Kaelyn Fernandez, por esa amistad y el apoyo en todo momento.

A sefior Saturnino Ochoa, Fidel Castro y Antonio Quispe por el apoyo en la
recoleccion de muestra.

A mis amigos Marcial Pillaca, Kevin Jaico, Américo Quispe, Erick Sulca y Jhonatan

Espinoza, por su amistad.






INDICE GENERAL

DEDICATORIA
AGRADECIMIENTO
INDICE GENERAL
INDICE DE TABLAS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE ANEXOS
RESUMEN

l.

Il.

2.1
2.2.
221
2.2.2
2.2.2.1.
2.22.2
2.2.2.3
2224
2.2.25
2.2.2.6
2227
Il.

3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.4.1.
3.4.2
3.4.3.
3.4.4.
3.4.5.

V1.

INTRODUCCION

MARCO TEORICO

Antecedentes del estudio

Los hongos

Caracteristicas

Levaduras

Clasificacién taxonémica de Cryptococcus sp
Cryptococcus

Habitat y fuente de infeccion de Cryptococcus
Fisiopatologia del Cryptococcus

Implicancia del Cryptococcus en la salud del hombre
Aspectos clinicos

Aves como reservorios del Cryptococcus
MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio

Poblacion

Muestra

Procedimiento y recoleccién de datos
Recoleccién de muestra bioldgica
Aislamiento de Cryptococcus

Obtencién de cepas puras

Pre — identificacion del genero Cryptococcus.
Identificacidn de las especies de Cryptococcus
RESULTADOS

DISCUSION

CONCLUSIONES

Vii

Pag.

vii

Xi

Xiii

(DOO\I\ICDCDU'IU'IU'IOOOOI—‘><<

N N R PR R R R R R R R R
N B 00NN NDNNMDNRRPR PR RO



VIl
VIII.

RECOMENDACIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

viii

29
31
35



Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

Tabla 4.

INDICE DE TABLAS

Cepas de levaduras aisladas a partir de excretas de aves en
cautiverio del Parque Zoologico La Totorilla, Ayacucho 2017.
Frecuencia de especies de Cryptococcus aisladas de las
excretas de aves en cautiverio del Parque Zooldgico La Totorilla
Ayacucho 2017

Presencia de levaduras aisladas en las excretas de aves
mantenidas en cautiverio de Parque Zoolégico La Totorilla
Ayacucho 2017

Presencia Cryptococcus en excretas de las aves en cautiverio
del Parque Zoolégico La Totorilla en relacion a la categoria

orden de taxonomia al que pertenecen. Ayacucho 2017.

Pag.

16

17

18

19






INDICE DE TABLAS

Pag.
Figura 1. Estructura celular de Cryptococcus. 7
Figura 2. Mecanismo de infeccion de Cryptococcus 9

Figura 3. Frecuencia de Cryptococcus en 21 especies de aves en 20
cautiverio del Parque Zoolégico La Totorilla — Ayacucho 2017

Xi






Anexo 1.
Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

Anexo 5.

Anexo 6.

Anexo 7.

Anexo 8.

Anexo 9.

Anexo 10.

Anexo 11

Anexo 12.

Anexo 13.

Anexo 14.

INDICE DE ANEXOS

Preparacion de medios y reactivos

Flujograma de identificacion de especies de Cryptococcus en
excretas de aves en cautiverio del Parque Zoologico La
Totorilla, Ayacucho 2017

Caracteristicas bioquimicas de Cryptococcus neoformans
segun la Serie de Normas Técnicas N°44 del Instituto Nacional
de Salud.

Recoleccion de muestras de excretas de aves en cautiverio
del Parque Zoolégico La Totorilla, Ayacucho 2017

Colonias de hongos aislados en Agar Sabouraud con
cloranfenicol a partir de las excretas de aves del Parque
Zooldgico La Totorilla, Ayacucho 2017

Cepas puras de levaduras aisladas en frascos contenidos con
agar Sabouraud.

Laminas portaobjetos con cada cepa de levadura con tincion
tinta china

Observacion de los halos caracteristicos de levaduras de
Cryptococcus neoformans en el microscopio con el objetivo
100x

Lectura de la asimilacion de azlUcares por Cryptococcus
neoformans

Lectura de la asimilacion de Urea por Cryptococcus
neoformans

Observacion de la formacion de melanina por levaduras de
Cryptococcus neoformans en medio Agar semilla de girasol
Formacion de la melanina con la prueba de fenoloxidasa con

solucion L- Dopa — Citrato férrico

Tabla de resultados de las diferentes pruebas de Ila
identificacion de cepas aisladas del Parque Zoolégico La
Totorilla, Ayacucho 2017

Matriz de consistencia

Xiii

Pag.
37
39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51






RESUMEN

El Parque Zoolégico La Totorilla de la Universidad Nacional San Cristdbal de
Huamanga, Ayacucho, alberga aves de diferentes origenes, las mismas que
pueden comportarse como reservorio de los Cryptococcus; desde ahi los
propagulos fungicos se diseminan a través del aire hacia las personas que van a
visitar al Parque Zoologico, si estas tuvieran tal como indica la bibliografia los
sistemas inmunologicos comprometidos, se pueden convertir en hospedero
oportunista para el ataque microbiano. El presente trabajo se realiz6 con el objetivo
de aislar e identificar las especies de Cryptococcus en excretas de aves mantenidas
en cautiverio del Parque Zoologico la Totorilla. La poblacion estuvo conformado por
excretas de 131 aves en cautiverio, de los que se incluyé en la muestra a 21
especies, seleccionadas por conveniencia al trabajo de investigacion, las muestras
de excretas fueron recolectadas en frascos de boca ancha en horas de la mafana
con la ayuda de una espatula estéril; a cada frasco se le afiadid 5 ml de solucion
salina, se agito con la ayuda de una vagueta de vidrio, se dejé sedimentar por 15
minutos , del sobrenadante se tomé una alicuota con un asa de Kolle y se sembré
en placas conteniendo Agar Sabouraud con cloranfenicol, al cual se incubé a 25 °C
por 7 dias. Las colonias caracteristicas de levaduras fueron repicadas en frascos
pequefios con agar Sabouraud para su posterior identificacién. Se logré aislar 19
levaduras; 14 cepas son otras levaduras, 5 cepas pertenecen al género
Cryptococcus; De las 21 especies de aves en cautiverio del Parque Zooldgico La
Totorilla, 14,28% de las aves presentan Cryptococcus neoformans; las cuales son;
pato creston (Loponeta specularioides), guacamayo de frente castafio (Ara severa)
y pavo real (Pavo cristatus), 9,52% presentan Cryptococcus spp; el guacamayo rojo
(Ara chloroptera) y gallinazo de cabeza roja (Cathartes aura) y 76.2% de las aves
no presentan Cryptococcus.

Palabras clave: Cryptococcus, excretas, Parque Zooldgico.
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INTRODUCCION

En los dltimos tiempos se ha observado un aumento de las enfermedades micéticas
y los que sobresalen son de tipo oportunista, ello ha significado la aparicion de
nuevas formas clinicas de micosis, la mayoria de las micosis oportunistas siguen
siendo ocasionadas por las especies clasicas: Candida albicans, Aspergillus
fumigatus, Cryptococcus neoformans.*

La criptococosis es una micosis oportunista esto afecta a persona
inmunosuprimidos, La infeccién se adquiere por la inhalacién de basiodiosporas o
los blastoconidios encapsuladas, las cuales estan presentes en el medio ambiente.
La entrada es al pulmén y de ahi se diseminan por via hematdgena al sistema
nervioso central la cual es la predileccion para estas levaduras, es ahi donde
causan meningitis.?

Se consideran una posibilidad que aparte de la especie Cryptococcus neoformans
hay algunos informes del aislamiento de otras especies como Cryptococcus albidus
y Cryptococcus laurentii, que son patolégicos para el hombre®.Los estudios
demuestran que la cepa patdgena responsable de la criptococosis esta relacionada
a la saprofita en las heces o tubo digestivo de un ave de compafiia.® Donde la
adquisicion de criptococosis a partir de excretas de otras aves se ha sospechado en
numerosas ocasiones.’

En la mayoria de las investigaciones realizados relacionados al tema indica el
aislamiento de levaduras en excretas de Columbia livia (palomas), y son escasos
las informaciones que se aislaron levaduras en excretas de diferentes aves y mas
aun, en aves en cautiverio, es por ello basados en los antecedentes se inicia la
investigacion, considerando al Parque Zoologico “La Totorilla” un lugar publico
donde acuden muchas personas, por ello no se puede descartar la posibilidad de la
presencia del microorganismo Cryptococcus, ya que en la zona se alberga las

diferentes especies de aves, el presente trabajo tuvo como objetivo aislar e



identificar las especies de Cryptococcus en excretas de aves en cautiverio del
Parque Zoologico La Totorilla, Ayacucho 2017; determinar la frecuencia de las
especies de Cryptococcus en las excretas de las aves mantenidas en cautiverio del
Parque Zoolbégico, Ayacucho 2017



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Gutiérrez R®. En su trabajo investigacion “Especies de Cryptococcus en excretas de
aves y sus ambientes en Ayacucho-Peru”, las muestras de excretas de aves fueron
tomados con espatulas estériles y conducidas en frascos con suero fisiolégico al
0,9% al laboratorio, las cuales han sido sembrados en Agar Sabouraud glucosado e
incubados a 37 °C por 3 dias. Con base a las caracteristicas macroscopicas,
microscopicas y enzimaticas se realizd la identificacion, concluyendo, de las 216
muestras de excretas y 30 muestras de ambientes, aisld 82 cepas de Cryptococcus,
51 cepas identificadas como Cryptococcus neoformans y 31 como Cryptococcus
spp.

Quicafio L’. En su trabajo de investigacién “Frecuencia de Cryptococcus
neoformans en heces, suelos y aire de viviendas con palomas domésticas
(Columbia livia)”. En esta investigacion se utilizé el método de contraste de tinta
china y pruebas bioquimicas como la presencia de la enzima ureasa y asimilacion
de azlcares, ademas habilidad del crecimiento del hongo a 37 °C, concluyendo,
51,4 % pertenecientes a Cryptococcus neoformans y Cryptococcus spp y 48,6%.
Gonzélez -Hein G, Gonzalez J, Diaz MC®. En su trabajo de investigacion “Deteccién
de levaduras en cloaca de dos especies psitacidas nativas en un centro de
rehabilitaciéon en Chile”, de un total de 131 ejemplares de dos especies de
psitacidas nativas mantenidas en cautiverio en siete jaulas no contiguas, en un
centro de rehabilitacién de fauna silvestre, se colectaron 28 hisopados cloacales,
pertenecientes a 4 de 17 E. ferrugineus y 24 de 114 E. leptorhynchus
aparentemente sanas, estas fueron recolectadas con torundas estériles y
humedecidos con solucion salina y se sembraron en Agar Sabouraud glucosado e
incubado a 37 °C por 4 dias y en Agar Staib mas bifenilo al 0,1% y se ha incubado

a 25 °C por 14 dias. La identificacién de las levaduras se realiz6 mediante la



visualizaciébn con tinta china, lactofenol y otra pruebas bioquimicas como
asimilacion de urea, asimilacién de azlcares, reduccion de nitratos, tubo germinal y
en algunos agar Chrom para identificar candidas, concluyendo que Candida famata
fue la méas frecuentemente aislada (8/28 muestras), seguida por Candida tropicalis
(7/28), Cryptococcus laurentii (2/28), Cryptococcus albidus (3/28), Rhodotorula sp.
(2/28), Candida glabrata (1/28) y Cryptococcus neoformans (1/28).

Ayala D, Lépez F y Valencia RE®. En su trabajo de investigacién “Aislamiento de
Cryptococcus neoformans en muestras del ambiente contaminadas con
excrementos de palomas en diferentes zonas en el Salvador”. Las muestras se
cultivaron en Agar semilla de girasol, un medio de cultivo selectivo y diferencial para
estas levaduras, y la identificacion de estas se llevé a cabo mediante pruebas
convencionales y semiautomatizadas como el APl 20CAUX (BioMérieux),
concluyendo con 52 muestras (material obtenido de nidos con excremento de
palomas o sélo excretas acumuladas de palomas), de las cuales en 19 (36,5%) se
aislé Cryptococcus neoformans.

Vallejo DA, Benavides CJ, Chaves CA, Morillo MI, Castillo AM®¥. En su trabajo de
investigacion “Aislamiento de Cryptococcus neoformans en heces de palomas
(Columba livia) en el casco urbano del Municipio de Pasto, Colombia”, Se realizd
cultivo de 128 muestras de excretas de palomas en Agar Sabouraud glucosado con
cloranfenicol. Posteriormente se realiz6 un extendido de capa fina del cultivo donde
hubo crecimiento del patégeno y se le agregd una gota del colorante tinta china
para visualizar el agente en el microscopio, concluyendo del total de 128 muestras
de heces de palomas, que representan un 100%, el 26,56% fueron positivas a
Cryptococcus neoformans.

Curo ME™. En su trabajo de investigacién “Cryptococcus neoformans en excretas
de palomas, suelo y aire de los palomares del perimetro urbano de Ica”. Se
colectaron muestras de excretas de palomas, suelo contaminado y aire de
palomares entre mayo Yy julio del afio 2002. Para el aislamiento primario se us6 agar
Sabouraud glucosado dextrosa con cloranfenicol, para la identificacion por especie
se usaron pruebas convencionales y la determinacién de la variedad se evalué
sobre el medio de cultivo agar canavanina glicina azul de bromotimol sddico.
Concluyendo que de 124 muestras procedentes de palomares de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica, capilla del Hospital
Socorro, Los vifiedos de Santa Maria, La Victoria y San Joaquin. Se aislaron 26

cepas del género Cryptococcus; 9 cepas correspondieron a Cryptococcus



neoformans var. neoformans y 17 a Cryptococcus spp. La mayor frecuencia se
encontré en la zona del palomar de la Facultad de Medicina.

Hurtado D2, En su trabajo de investigacion “Cryptococcus neoformans en excretas
de Zenaida auriculada (rabiblanca) a 2760-20740 m.s.n.m Ayacucho”, recolecto 260
muestras de excretas de rabiblanca, de las diferentes zonas, concluyendo que de la
recoleccion el 21,2% fueron positivos para Cryptococcus neoformans, y 78,8 %
negativo (otra levaduras), de la ciudad universitaria se obtuvo 10,77% y del Parque
Zooldgico La Totorilla 10,38%.

2.2. Los hongos

Son los organismos eucariontes que constituyen un complejo y fascinante grupo de
organismos, tan grande que se calculan alrededor de 200 000 especies, pero se
cree que hay mas de un millon y medio; viven en diferentes medios, y sélo
alrededor de 400 clases son necesariamente patdgenos para mamiferos, aunque
también hay patégenos de vegetales, insectos (entomopatégenos) o de otros
hongos (microparéasitos), y son pocos los hongos oportunistas'®. Los hongos se
pueden agrupar en hongos ornamentales, alimenticios, venenosos o téxicos,
alucindégenos, medicinales, contaminantes y patégenos™ **.

2.2.1. Caracteristicas

Los hongos son organismos eucariontes con nucleos organizados, cuya membrana
nuclear esta bien definida; son aerobios, heterétrofos y la mayoria no maviles; sin
embargo, existen algunos hongos flagelados incluidos en las divisiones
Chytridiomycota y Oomycota, como Pythiuminsidiosum. Los hongos no poseen
cloroplastos, por ello son considerados no fotosintéticos; son organismos
heterétrofos, ya que no pueden realizar sus propios alimentos; su nutricion siempre
es por absorcion de sustancias organicas simples o elaboradas. Los hongos
patdgenaos primarios y oportunistas que afectan al ser humano por lo general crecen
entre 35y 40°C, por lo que estan dentro de los grupos de los mesdfilos y termofilos.
Diferenciandose con las bacterias es que los hongos son acidofilos, crecen mejor
entre 5,6 y 6,8 de pH. La luz no es vital™ . La reproduccién se lleva a cabo por
medio de esporas y los hongos que presentan ambas formas de reproduccion, se
llaman holomorfos. La reproduccién sexuada o perfecta se produce por la union de
dos nucleos, mientras que la asexuada o imperfecta (hongos mitosporicos), se da a
partir de un micelio aéreo o reproductor, sin fusion de los nicleos™ .

2.2.2. Levaduras

Las levaduras son organismos microbiologicos independientes, por lo general

unicelulares, con membrana y pared celular que esta conformada por quitina; su



citoplasma contiene vacuolas y el nucleo. La mayoria de levaduras son mesofilos y
su crecimiento es entre 20-48°C. Se desarrollan en medios neutros y ligeramente
acidos; su rango optimo de pH es entre 4,5-6,5 debido a que por su metabolismo
llegan a acidificar mas su entorno. La mayoria de los géneros son aerobicos,
excepto algunos que llevan a cabo procesos de fermentacion, los cuales son
anaerobicos o anaerobios facultativos; por ello se puede decir que las levaduras
fermentadoras detienen su crecimiento y multiplicacion por la misma falta de
oxigeno. Su fuente basica de alimentacién son los carbohidratos simples, como
glucosa y fructosa, o disacaridos como sacarosa y maltosa; la degradacion de
disacaridos los clasifica dentro del grupo de complejo zimasa. Las levaduras
presentan dos formas de reproduccion: asexuada o anamoérfica y sexuada o
teleomorfica. Las llamadas “levaduras verdaderas” pueden reproducirse mediante
ambas formas, en su mayoria a través de la forma teleomérfica por ascosporas y en
algunos casos por basiodiosporas; mientras que aquellas levaduras que solo
presentan fase anamoarfica son llamadas “células levaduriformes” y se reproducen
principalmente por gemaciones 0 blastoconidios y excepcionalmente mediante
fision transversal o binaria™.

2.2.2.1. Clasificacion taxonémica de Cryptococcus sp.

Division : Basidiomycota
Clase : Himenomycetes
Orden : Tremellales

Familia : Filobasidiaceae
Género : Cryptococcus
Especie : Cryptococcus sp™ *°.

2.2.2.2. Cryptococcus

Cryptococcus es una levadura cuyas especies generalmente tienen una capsula y
no forman micelio®®.

En su fase anamorfa los Cryptococcus son levaduras redondas u ovales (4-6 pm),
rodeadas de una capsula polisacarido de tamafo variable. Entre los factores de
patogenicidad de Cryptococcus se encuentra la capsula, la capacidad de
adherencia y las proteinas con actividad enzimatica como las proteinasas, las
fosfolipasas las fenoloxidasa y las ureasas®’.

Se conocen otras especies mas de este género Cryptococcus, de las cuales solo el
complejo Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii son consideradas

patégenos para los humanos, aunque existen referencias que estas especies en



algunas ocasiones resultan ser oportunistas entre los que destacan son
Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus uniguttulatus,
Cryptococcus humicola, Cryptococcuscurvatus, Cryptococcusluteolus®®**3®, Estas
levaduras en algunas son poco capsuladas y otras similares a las propiedades
macroscopicas y microscopicas de los Cryptococcus neoformans, donde la
diferencia de estas levaduras se pueden realizar mediante otras pruebas
fisiologicas y térmicas™.

Capsula
Pared celular

Membrana ; -
celular N T e - Vacuolas

Micro
CUerpos

Figura 1. Estructura celular de Cryptococcus™®.
2.2.2.3. Habitat y fuente de infeccion de Cryptococcus
Uno de los habitats mas importantes y frecuentes de esta levadura es el guano de
algunas aves como palomas, pichones, gallinas y entre otras aves, es muy
frecuente el aislamiento en los gallineros, palomares, atrios de iglesias, edificios
viejos o abandonados, entre otros lugares** %%,
2.2.2.4. Fisiopatologia del Cryptococcus.
La levadura es adquirida principalmente por la inhalacion de esporas, que llega a
los espacios alveolares y por ello se inicia con la infeccibn pulmonar que pasa
desapercibido o como asintomatica incluso puede resultar en una neumonia
autolimitada que se puede resolver en algunas semanas 0 meses aun en ausencia
de tratamiento®. Posteriormente se puede diseminar por via hematégena al
sistema nervioso central, hueso, préstata y la piel** *°. Esta levadura se prolifera de
manera rapido si no existe una adecuada defensa celular, mas si falta la presencia
de las células mononucleares, esto da conocer que los pacientes con linfomas son
susceptibles a la enfermedad, si al ingresar las levaduras no se detiene su
proliferaciéon  indica que estdn migrando con facilidad por la via linfatica y

hematogénea. Se comprobaron dos vias de ingreso: la primera es que las



levaduras pueden atravesar las paredes de los capilares sanguineos cerebrales
esto indica que traspasan facilmente la barrera hetoencefalica; para ello es
fundamental la accién de los factores de virulencia que tiene las levaduras como las
enzimas ureasa, la otra segunda via es de ingreso comprobada es el “mecanismo
de caballo de Troya” donde las levaduras aprovechan de los monocitos que al
adherirse a ellos ingresan como auténticos pasajeros y una vez que ingresan
causan lesiones que se desarrolla en la meninges y afectan nervios craneales y a
partir de ello se diseminan a otros 6rganos*®°. Para la predileccién al sistema
nervioso central (SNC) no hay una clara explicacion, pero se han planteado las
siguientes hipétesis: a) El liquido cefalorraquideo ayuda en el crecimiento de esta
levadura ya que carece de efectos inhibidores que posee la sangre. b) El alto nivel
de dopamina en el sistema nervioso central puede promover la virulencia de esta
levadura ya que sirve como sustrato para la produccién de melanina por el
microorganismo. c¢) La produccion local de manitol por la levadura puede ayudar al
edema cerebral e inhibir la fagocitosis®*. Algunos estudios indican que el liquido
cefalorraquideo es mas deficiente en un factor fungistatico denominado factor
anticriptococésico, es por ello que pueden evadir con facilidad la respuesta
inmune®®.

2.2.2.5. Implicancia del Cryptococcus en la salud del hombre.

Es una micosis de curso subagudo o cronico, causada por levaduras patégenas
oportunistas denominadas Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii; se
caracteriza por afectar inicialmente pulmones, y después diseminarse a piel y
visceras, y con predileccion hacia el sistema nervioso central (SNC) ** **??, poco
frecuente en los animales domésticos con excepcion de la aparicion de brotes
esporadicos en perros y gatos.?® La criptococosis es una enfermedad cosmopolita;
en cambio, los agentes etiol6gicos y sus variedades tienen localizaciones definidas,
por lo que tenemos que las variedades neoformans y grubii son las que tienen
mayor distribucion®*'*. C. neoformans var. grubii es un hongo de distribucién
universal, que se aisla con facilidad del medio ambiente, principalmente del suelo
contaminado con excretas de palomas y otras aves**!,

No tiene predileccion por sexo, edad, ni raza; afecta mayormente a individuos con
enfermedades neoplasicas, leucemia, diabetes, SIDA y/o colagenopatias, asi como
a pacientes bajo tratamiento con antibioticos, glucocorticoides, inmunosupresores o
trasplante de érganos. La mortalidad es del 15 al 30%. Es mas frecuente en

personas expuestas a excremento de palomas®.



Inhalacion de levaduras secas
(o basidiosporas) en los
alveolos pulmonares

Fagocitosis
por macrofagos
alveolares

Heces de ave =
C. neoformans

Resolucién, latencia, neumopatia,
propagacién a uno o mas sitios o
todos estos fendmenos en conjunto

Arbol =
C. gattii
C. neoformans

Diseminacién al sistema nervioso central

Figura 2. Mecanismo de infeccién de Cryptococcus®.

2.2.2.6. Aspectos clinicos

Criptococosis pulmonar

En estos pacientes inmunocompetentes la infeccion pulmonar puede progresar,
remitir espontaneamente o permanecer estable y asintomatica por mucho tiempo
y cuando el paciente es inmunodeprimidos la enfermedad progresa.
Criptococosis del sistema nervioso

Esta infeccion sefiala que es una complicacion de la enfermedad que se
presenta como meningitis.

Criptococosis cutanea

Esto generalmente es adquirido por personas inmunosuprimidos, donde el
microorganismo ingresa por una solucién de continuidad en la piel®.
Criptococosis 0sea

Esta forma clinica es seguido a diseminacién de un foco pulmonar, un foco
meningeo o de ambos.

Criptococosis ocular

Esta complicacion es raro, ya que es un a consecuencia de la diseminacion del

padecimiento.



e Criptococosis diseminada
Esto ya presenta los pacientes severamente inmunosuprimidos o estado pre

morten, donde indica que la enfermedad invade casi todos los 6rganos™® 24,

2.2.2.7. Aves como reservorio del Cryptococcus.

Las aves es un grupo de animales de mayor interés e importancia en la diversidad
biolégica, cada una de estas especie son muy diferentes en cuanto a su ecologia y
adaptacion ambiental®’. Es por ello que en los zoolégicos los lugares ya son
modificados para conservar cada especie con su tipo de ambiente, todo ello con la
finalidad de impartir conservacion, educacion, investigacion y recreaciéon al hombre.
Las palomas y otras aves se convierten en reservorios o vectores indirectos ellos
mantienen al microorganismo en su interior, pero no adquieren la enfermedad; esto
se ha atribuido, entre otras cosas, al estado inmune y a su temperatura corporal del
ave que es de 40 a 42°C*31415 28,

Las levaduras pueden llegar a permanecer por mas de dos afios en las excretas de
las aves®. Esto se debe que la alta concentracion de creatinina en el estiércol de
paloma favorece el crecimiento de los Cryptococcus, ya que las excretas de las
aves, brindan otras caracteristicas: ambiente alcalino, hiperosmolaridad y rico en

muchos compuestos nitrogenados a parte de la creatinina®.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Zonade estudio.

El Parque Zooldgico "La Totorilla" se encuentra ubicado en el kilbmetro 1,5 de la
Via de Evitamiento Juan Pablo 11 a diez minutos de la plaza Mayor de Huamanga.
Se encuentra ubicado al Noreste de la capital de la provincia del mismo nombre,
region Ayacucho.

Coordenadas Geograficas:

Latitud sur :13°09' 26"
Longitud oeste :74° 13 22"
Coordenadas proyectadas (UTM) WGS84
Este : 0624044

Norte : 8616591

Altitud : 2761 m.s.n.m.

Zona de Vida: estepa espinosa- Montano Bajo Subtropical (ee- MBS) *°.

3.2. Poblacion

Excretas de las 131 aves mantenidas en cautiverio en el Parque Zooldgico La
Totorilla - Ayacucho.

3.3. Muestra

Estuvo constituida por las 21 excretas de especies de aves mantenidas en
cautiverio del Parque Zooldgico La Totorilla, escogidas por conveniencia al trabajo
de investigacion, 21 especies que viven de manera independiente, mientras el resto
de las especies comparten la jaula con otras especies mas.

Criterio de seleccion

Representada por las excretas de las aves del Parque Zoologico La Totorilla que

viven en jaulas de manera independiente.
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3.4. Procedimiento y recoleccidon de datos

3.4.1. Recoleccion de muestra bioldgica.

En horas de la mafiana se recolectaron las excretas hUmedas de las especies de
aves seleccionadas, con ayuda de unas bajas lenguas en frascos de boca ancha
debidamente rotulados, las cuales para su procesamiento fueron llevadas al
laboratorio de Micologia y Epidemiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas

de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

3.4.2. Aislamiento de Cryptococcus.

Las muestras de excretas fueron diluidas con solucién salina fisiolégica con
ayuda de una vagueta, estas fueron diluidas hasta conseguir el homogenizado.
Se tomé una asada del sobrenadante con el asa de Kolle en ansa.

Se sembré en la superficie del Agar Sabouraud con cloranfenicol con la técnica
de agotamiento en superficie.

Se incub6d 25 °C por 7 dias™.

3.4.3. Obtencién de cepas puras

Las colonias caracteristicas de levadura fueron repicados en frascos pequefios
conteniendo Agar Sabouraud y se dej6é incubar a 25°C por 48 horas. Se

almacend en refrigeracion.

3.4.4. Preidentificacion del género Cryptococcus.

Se colocé una gota de tinta china en unas laminas portaobjetos.

Se tomd una asada de la cepa de levaduras con un asa de Kolle en aguja

Se cubrié la gota con laminilla y se realizé la observacion en el microscopio con
el objetivo de 40X y 100X en busca de levaduras con halos caracteristicos. (Ver
anexo 8)

Las colonias encapsuladas fueron codificadas como posibles Cryptococcus®.

3.4.5. Identificacion de las especies de Cryptococcus

Asimilaciéon de azUcares:

Se empled el medio base con los diferentes azlicares como: glucosa, lactosa,
sacarosa, galactosa, maltosa y rafinosa en una concentracion final de 10%

Se repartio en tubos de ensayo con tapa rosca.

Con el asa de Kolle en aguja se tomé una asada de la cepa seleccionada.

Se inoculé en los tubos conteniendo azucares.

Se incub6 a 37 °C por 2 dias

Se realiz6 la lectura. .
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La interpretacion consistié en el viraje es de un color purpura a un color amarillo
cuando las levaduras son degradadores de cada uno de los azlcares
empleados.

Positivo: color amarillo

1,32,33

Negativo: color purpura . (Ver anexo 9)

Asimilacion de Urea:

Se preparé el medio Urea y se repartié en tubos con tapa rosca

Se sembrdé con la ayuda de un asa de Kolle las cepas posibles de Cryptococcus
en medio.

Se dejé incubar a 37 °C por 2 dias.

La interpretacion es la produccion de la enzima ureasa, la cual desdobla la urea
en diéxido de carbono y amonio, incrementando el pH del medio y produciendo
un cambio de color amarillo a rosado si es positivo y no hay cambio de color si

1,32,33

es negativo . (Ver anexo 10)

Deteccidon de la enzima fenoloxidasa en Agar semilla de girasol

Se preparé el medio Agar semilla de girasol (Agar de Staib). (Ver anexo 1)

Se sembré en cada uno de las placas una alicuota de las cepas posibles
Cryptococcus.

Se dejé incubar a 30 °C por 5 dias.

La interpretacion consisti6 observar si hubo la deteccion de la enzima
fenoloxidasa desarrollada por Cryptococcus neoformans, la reaccion enzimatica
produce melanina, la cual es absorbida por la pared celular del hongo
produciendo un color marrén de las colonias si son positivos y colonias blancas

si son negativos *. (Ver anexo 11)

Prueba fenoloxidasa:

Prueba segun la técnica desarrollada por Canelo y Casquero®.

Se preparé la solucién de L — Dopa citrato férrico. (Ver anexo 1)

Se impregno esta solucion a papel watman cortados en cuadraditos de 1 cm?y
dejo secar en la estufa.

Se colocaron los cuadraditos de papel watman en una placa Petri separados y
se humedecieron con 25 uL de buffer fosfato

Se inocularon 1 a 2 colonias de levadura de cada cepa y se dejo en cAmara
himeda a 28 °C por 18 horas, la lectura es realizada si hay produccion de

pigmento marrén (reaccion positiva) **. (Ver anexo 12)
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El aislamiento e identificacibn de la cepa se realizaron en el laboratorio de
Micologia y Epidemiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga y en el Instituto Nacional de Salud (INS)
de la ciudad de Lima.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1: Cepas de levaduras aisladas a partir de excretas de aves en cautiverio del

Parque Zooldégico La Totorilla, Ayacucho 2017.

Numero de cepas

Tipo de cepa \° %
Otras levaduras 14 73.7
Cryptococcus 5 26.3
Total 19 100
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Tabla 2: Frecuencia de especies de Cryptococcus aisladas de las excretas de aves

en cautiverio del Parque Zoolégico La Totorilla Ayacucho 2017

Especies N %
Cryptococcus neoformans 3 60
Cryptococcus spp 2 40
Total 5 100
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Tabla 3: Presencia de levaduras aisladas en las excretas de aves mantenidas en cautiverio de Parque Zooldgico La Totorilla Ayacucho

2017.

Especie Nombre comun Otras levaduras  Cryptococcus Total Total %

Buteo magnirostris Aguilucho caminero 1 0 1 53
Milvago chimachima Chima chima 1 0 1 5,3
Loponeta specularioides Pato crestén 1 1 2 10,5
Chloephaga melanoptera Huallata 2 0 2 10,5
Anser cignoides Ganso africano 1 0 1 53
Aburria aburri. Pava curunculada 1 0 1 53
Pavo cristatus Pavo real 1 1 2 10,5
Ara severa Guacamayo frente castafia 0 1 1 53
Ara chloroptera Guacamayo rojo 1 1 2 10,5
Sarcorhumpus papa Coéndor real de la selva 2 0 2 10,5
Cathartes aura Gallinazo de cabeza roja 1 1 2 10,5
Bubo virginianus Bdho americano 2 0 2 10,5

Total 14 5 19 100
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Tabla 4: Presencia Cryptococcus en excretas de las aves en cautiverio del Parque Zooldgico La Totorilla. Ayacucho 2017.

Orden

Especie

Nombre comun

Cryptococcus neoformans

Cryptococcus spp

Falconiformes

Anseriformes

Galliformes

Struthioniformes

Psittaciformes

Accipitriformes

Strigioformes

Falco sparverius

Buteo magnirostris

Buteo polyosoma
Milvago chimachima
Buteo polyosoma
Loponeta specularioides
Chloephaga melanoptera
Anser cignoides

Aburria aburri.

Pavo cristatus

Struthio camelus
Dromaius novaehollandiae
Ara macao

Ara severa

Ara ararauna
Melopsittacus undulatus
Ara chloroptera
Sarcorhumpus papa
Vultur gryphus

Cathartes aura

Bubo virginianus

Cernicalo

Aguilucho caminero
Aguilucho grande

Chima chima

Aguilucho variable

Pato crestén

Huallata

Ganso africano

Pava curunculada

Pavo real

Avestruz

Emua

Guacamayo escarlata
Guacamayo frente castafia
Guacamayo azul amarillo
Periquito australiano
Guacamayo rojo

Céndor real de la selva
Céndor andino

Gallinazo de cabeza roja

Buho americano

No
No
No
No
No
Si

No
No
No
Si

No
No
No
Si

No
No
No
No
No
No
No

No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Si
No
No
Si
No
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HAusencia de cryptococcus  ECryptococcus neoformans  ®Cryptococcus spp

Figura 3: Frecuencia de Cryptococcus en 21 especies de aves en cautiverio del

Parque Zoolégico La Totorilla — Ayacucho 2017
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V. DISCUSION

Estudiar Cryptococcus es importante porque generalmente las especies
Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gatti, estan asociadas a enfermedades
micéticas llamada criptococosis, tienen distribucién geografica restringida a zonas
tropicales y subtropicales, aunque los hallazgos recientes indican su adaptacion a
otros ambientes®, una infeccién esporadica que afecta principalmente a adultos
varones en una proporcion dos veces mas frecuentes que en las mujeres; se llama
oportunista ya que los estudios indican que la mayor susceptibilidad a la
criptococosis lo presentan las personas que estan infectados por VIH. Ademas,
afecta a los gatos, perros, caballos, monos, vacas y otros animales, estas levaduras
se aislan de nidos viejos y excrementos de las palomas y otras aves®*. Se conoce
que las aves domésticas y las silvestres, entre ellas las palomas, pericos,
rabiblancas, algunos de los psitacidos son reservorio del Cryptococcus® 144,

En la tabla 1, se muestra el aislamiento de levaduras en las excretas de aves en
cautiverio del Parque Zooldgico La Totorilla, de las cuales se logré identificar (5/19)
cepas pertenecientes al género Cryptococcus, en base a la observacion de la
presencia de capsulas; una considerable cantidad (14/19) resultaron ser otras
levaduras.

El tubo digestivo de las aves a parte de sus funciones metabdlicos, presenta una
superficie de interaccion muy amplio entre el ambiente exterior y las aves, las
cuales son puerta de entrada para muchos agentes etioldgicos®’. Las palomas y
otras aves se convierten en reservorios para los Cryptococcus, al mantener al
microrganismo sin adquirir la enfermedad, las condiciones que favorecen la
presencia es la temperatura corporal que presentan que es de 40 a 42°C, por la
cual pueden provocar infecciébn asintomatica en el intestino, por ello en las excretas
es eliminado el hongo y que pueden mantenerse en el ambiente con la humedad
requerida y las condiciones del pH alcalino™. La transmisién al hombre no es

directa con las aves sino por una exposicion en el ambiente®. En las excretas de

21



las aves domésticas y silvestres aparte de Cryptococcus se encuentra otras
levaduras patdégenas y que pueden ocasionar infecciones a los humanos como:
Candida y Rhodotorula sp*, también pueden presentarse otras levaduras
dimérficos en las excretas de aves considerado un patdgeno Histoplasma
capsulatum, que cuando est4 a una temperatura ambiental se encuentran en su
fase micelial, pero al momento del aislamiento a temperatura 37°C se presentan en
su fase levaduriforme®. Los resultados del presente trabajo de investigacion
concuerdan con el trabajo de investigacion realizado por Gutierrez®, logré aislar 119
cepas de levaduras en excretas de diferentes aves incluyendo la paloma (Columbia
livia), de las cuales 82 pertenecian a género Cryptococcus y 37 otras levaduras. En
otro trabajo de investigacion realizado por Quicafio’, ha logrado aislar 180
levaduras de las excretas, suelo y aire de viviendas con palomas domésticas, de las
cuales 35 pertenecientes al género Cryptococcus 145 son otras levaduras,
asimismo Gonzélez y col®, en su trabajo de investigacién colectaron 28 hisopados
cloacales de aves que se encuentra en un centro de rehabilitacion donde aislaron
24 cepas de levaduras y Candida famata se encontr6 con mas frecuencia (8/28
muestras), seguida por Candida tropicalis (7/28), Cryptococcus laurentii (2/28), C.
albidus (3/28), Rhodotorula sp. (2/28), Candida glabrata (1/28) y Cryptococcus
neoformans (1/28).% Curo', logr6 aislar 56 cepas de muestras de excretas de
suelos y ambientes aéreos de palomares, las cuales 26 pertenecientes al género
Cryptococcus; Hurtado®™, logro aislar 260 muestras en excretas de rabiblanca
(Zenaida auriculada) de las cuales 21,2% fueron Cryptococcus y 78,8% fueron otras
levaduras

En la tabla 2, se muestra la frecuencia del aislamiento de Cryptococcus de las
excretas de las aves en cautiverio, donde se logré identificar 3 (60%) especies
pertenecientes a la especie de Cryptococcus neoformans; 2 (40%) resultaron ser
Cryptococcus spp. Corroboradas en el laboratorio de micologia del Instituto
Nacional de Salud. Este trabajo de investigacion concuerda con los trabajos de
investigacion realizada por Gutierrez®, donde logré aislar 119 levaduras de
diferentes aves, de los cuales discriminando 82 cepas con caracteristicas de
Cryptococcus por presentar la capsula caracteristica, fueron identificadas 51 cepas
como Cryptococcus neoformans y 31 cepas como Cryptococcus spp y el trabajo
realizado por Quicafio’, aislaron 51,4% de cepas pertenecientes a Cryptococcus
neoformans y 48,6% Cryptococcus spp. Ayala y col® lograron aislar 52 muestras de
excremento de paloma, identificando 19 como Cryptococcus neoformans; Vallejo y

col'°, lograron aislar en 128 muestras de excretas de palomas, 26,56% de
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Cryptococcus neoformans; Curo™, logré identificar de 26 cepas del genero
Cryptococcus, 9 cepas como Cryptococcus neoformans y 17 cepas como
Cryptococcus spp. Esto demuestra que las excretas de las aves presentan un
ambiente alcalino, y rico en muchos compuestos nitrogenados, ademas de la
creatinina y mas las condiciones que el ambiente presenta favorecen a permanecer
hasta por varios meses a esta levaduras®. La especie de Cryptococcus
neoformans, que es la que presenta una amplia distribuciébn mundial, causando la
enfermedad en personas inmunocomprometidosl3‘ 4. Pero, existes otra especie,
Cryptococcus gatti, que no solo esta presente en excretas de aves sino también
estan presentes en restos vegetales de diversas especies de eucalipto, estas cepas
estan relacionados generalmente a las regiones tropicales y sub tropicales donde
se comportan como patégenos primarios y que causa infecciones en personas

inmunocompetentes*3¢.

Los estudios sobre estas especies Cryptococcus
neoformans y Cryptococcus gatti anteriormente se les consideraba que pertenecian
a una sola especie que es Cryptococcus neoformans y que se consideraban como
variantes; pero, ahora son considerados como especies diferentes debido a que
presentan diferencias epidemioldgicas, ecolégicas y moleculares®. No se ha logrado
identificar las otras especies consideradas no neoformans ya que para ello se
necesita contar con métodos de identificacion molecular, y al lograrlos identificar
las otras especies como Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii,
Cryptococcus uniguttulatus, Cryptococcus humicola, Cryptococcus curvatus,
Cryptococcus luteolus, se puede relacionar con algunas referencias literarias donde
indican que pueden causar enfermedad esporadicamente®, estas especies son
considerados como no patdgenos; pero, se encontraron reportes de las primeras
dos especies que hasta el afio 2007, donde encontraron 20 casos la mayoria de
estos, en pacientes con VIH y solo unos cuantos en pacientes sin VIH*; se
considera que la probabilidad de la presencia de estas levaduras este asociado al
incremento de pacientes inmunocomprometidos®.

La tabla 3, se muestra la presencia de levaduras en las excretas de aves del
Parque Zooldgico La Totorilla — Ayacucho; en excretas de 12/21 especies de aves
se lograron aislar 1 a 2 diferentes levaduras como indica la tabla, mas no lograron
aislar levaduras en excretas de 7/21 especies de aves; esto concuerda con el
trabajo de investigacion de Gonzales y col®, quienes lograron aislar 28 hisopados
cloacales en psittacidos como la cachafia (Enicognathus ferrugineus) y la cotorra

choroy (Enicognathus leptorhynchus) de las cuales identificd distintas especies de
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levaduras del género Candida, Cryptococcus y Rhodotorula; asi mismo otro trabajo
de investigacion realizado por Vieira G y col*, lograron aislar levaduras de Candida
en hisopados faringeos de loros (Amazonas spp). La diferencia de los resultados
con estos trabajos de investigacion, es el aislamientos de estas levaduras en
diferentes muestras como; excretas, hisopados cloacales e hisopados faringeos,
por lo cual la probabilidad de encontrar menos cantidad de las diferentes levaduras
por aves, puede haber sido la razon a diferencia de los otros trabajos de
investigacion.

La tabla 4, muestra la presencia de Cryptococcus en excretas de las 21 especies de
aves en cautiverio del Parque Zooldgico la Totorilla, generalmente estas levaduras
se han aislado el suelos contaminados con deyecciones de paloma, ya que esta
ave es la fuente de reservorio mas conocido, las cuales fueron demostrados en los
trabajos de investigacion de Ayala y col’° donde demuestran que 19 (36,5%)
pertenecen a Cryptococcus neoformans las mismas que se relacionan con los otros
trabajos de investigacién donde aislaron el Cryptococcus en las excretas de la
paloma (Columbia livia)****; pero, también se ha aislado en excretas de pajaros,
pscittaciformes, passeriformes, columbiformes y falconiformes®®; incluso en algunos
casos en el orden psittaciformes, se han relacionado que la presencia de esta
levadura en estas aves generan disrupcion de las narinas, ramfoteca y estructuras

del seno infraorbital***°

, en el presente trabajo de investigacion, de las 21 especies
de aves seleccionadas se encontraron en las excretas del orden Anseriformes en
pato crestdn (Loponeta specularioides), en la orden Psitaciformes en Guacamayo
frente castafia (Ara severa) y Guacamayo rojo (Ara chloroptera) , en la orden
Galliformes en pavo real (Pavo cristatus) y en la orden Accipitriformes en gallinazo
de cabeza roja (Cathartes aura) y no se aislaron en excretas de las aves del orden
Strigiformes, Falconiformes y Struthioniformes; relacionando con otros estudios se
demuestra que otras especies de aves pueden ser el reservorio de esta levadura
como indica la investigacion realizada por Gutiérrez®; donde, demuestra la
presencia de esta levadura en excretas y en su ambiente de otras aves como la
paloma (Columbia livia), la gallina (Gallus gallus), la rabiblanca (Zenaida
auriculada), el guacamayo escarlata (ara macao), el periquito australiano
(Melopsittasus undulatos), el guacamayo rojo (Ara chloroptera) y el guacamayo de
frente roja (Ara rubrogenys); asi mismo Hurtado®, logré aislar en excretas de
rabiblanca (Zenaida auriculada) concluyendo que 21,2% de estas levaduras

|50

pertenecen a Cryptococcus neoformans; Rosario | y col”” , demuestran con los
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diversos estudios en otras especies de aves aislando las especies de
Cryptococcus; deja claro que la paloma no es la Unica portadora de estas
levaduras. Asi mismo se ha logrado aislar de otras fuentes como: suelos, raices de
algunos vegetales, maderas e descomposicion, incluyendo los desechos aviarios de
loros, canarios, pericos, palomas, animales domésticos como; gatos, perros,
caballos y algunos animales de los bosques™. Se ha presentado informaciones;
donde, descubren que algunos amebas y nematodos del suelo; como:
Acanthamoeba castellani y Caenorhabditis elegans, presentan las levaduras de
Cryptococcus, que al ser fagocitados estas levaduras por ellos, desarrollan las
capsulas y otros factores de virulencia, de esta manera llegan a ser reservorios>".

La figura 3, presenta la frecuencia de Cryptococcus en las 21 especies de aves en
cautiverio del Parque Zoolégico La Totorilla, 16 (76,2%) de estas aves no presentan
Cryptococcus en las excretas; 14,28% presentan Cryptococcus neoformans, pato
crestén (Loponeta specularioides), guacamayo de frente castafio (Ara severa) y
pavo real (Pavo cristatus) y 9,52% presentan Cryptococcus spp, el guacamayo rojo
(Ara chloroptera) y gallinazo de cabeza roja (Cathartes aura); este resultado

concuerda con Rosario y col®

, donde demuestran con un buen nimero de estudios
realizados sobre la presencia de esta levadura Cryptococcus en otras especies de

aves.
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VI.  CONCLUSIONES

Se aislaron 19 levaduras de un total de 21 muestras de excretas de 21
especies de aves en cautiverio del Parque Zoolégico La Totorilla de Ayacucho,
donde se identific6 5 cepas pertenecientes al Cryptococcus y 14 cepas
pertenecen a otro género de levaduras.

Se logro6 aislar e identificar Cryptococcus neoformans con una frecuencia 60%
y 40% Cryptococcus spp del total de las cepas aisladas en excretas de 21
especies de aves en cautiverio del Parque Zoolégico La Totorilla — Ayacucho
2017.

De las 21 especies de aves en cautiverio del Parque Zooldgico La Totorilla,
14,28% de las aves presentan Cryptococcus neoformans; las cuales son; pato
creston (Loponeta specularioides), guacamayo de frente castafio (Ara severa) y
pavo real (Pavo cristatus), 9,52% presentan Cryptococcus spp; el guacamayo
rojo (Ara chloroptera) y gallinazo de cabeza roja (Cathartes aura) y 76,2% de

las aves no presentan Cryptococcus.
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VIl. RECOMENDACIONES

Continuar trabajos de investigacion aislando Cryptococcus, en las excretas de
todas las aves del Parque Zoolégico La Totorilla.

Realizar estudios de aislamiento de Cryptococcus en excretas de aves en
cautiverio; y conocer la frecuencia de esta levadura en tiempo de lluvia y
tiempo de sequia.

Realizar trabajos de investigacion para aislar otras cepas de levaduras de las
diferentes aves, que pueden ser patégenos para el hombre y para las mismas

aves.
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Anexo 1: Preparacion de medios y reactivos

1. Agar Urea
Pesar:
e Dextrosa
e Peptona
e Cloruro de sodio
¢ Monofosfato de potasio
e Urea
e Agar
e Rojo fenol
e Agua destilada

Preparacion:

19

19

59

29
209
15¢g
12 mg
1000 M

¢ Disolver la urea en 100mL de agua destilada y esterilizar por filtracion.

¢ Disolver los ingredientes restantes en agua destilada.

e Esterilizar a 121 °C por 15 min.
e Enfriar hasta unos 45 — 50 °C.

e Agregar la solucién de urea en un area estéril y repartir en placas estériles.

2. Medio base para azlcares:

Medio Base

e Peptona 59

e Extracto de carne 1lg

e Cloruro de sodio 59

e Agar 15¢

e Agua destilada 990 mL
e Purpura de bromocresol 10 mL

El pH final es de 5,6 y disolver y autoclavar

Azucares

Pesar 10 g de cada uno de los azlcares y disolver en agua destilada estéril y
esterilizar por filtracion, la concentracion de cada azlcar es 10%. Mezclar cada
azucar con el medio base que ya se encuentra a 45 — 50 °C. Repartir en de

vidrio con tapa rosca.

3. Agar semilla de girasol (Agar Staib)
Pesar:

e Glucosa 1,0

e Creatina 0,78
e Agar 18,0
e Cloranfenicol 0,05

e Extracto de semilla de girasol 350
Autoclavar a 121 °C por 15 minutos

Q Q@ Q «Q

mL



Preparacion del extracto:

e Pulverizar las semillas de girasol

e Pesar 70 g del pulverizado y suspenderlo en 350 mL de agua destilada y
hervir por 1 hora.

¢ Filtrar con gasa, autoclavar 15 minutos a 121°C.

Fundir el extracto en el medio base cuando este a 45 - 50 °C y plaquear

. Preparacién solucion de L — dopa - citrato férrico.

Buffer fosfato
e Fosfato de sodio dibasico Na,HPO, (0,067 M) 0,951g
e Agua destilada 100 mL

Fosfato de potasio monobdasico

e KH,PO, (0,067 M) 0,912 ¢

e Agua destilada 100 mL

Se mezclan volumenes iguales de Ay B (pH final 6,8)

Soluciéon de L —dopa (L — B - 3,4 - dihidroxifenilalanina)

Suspender la L — dopa en una a tres gotas de dimetilsulfoxido agregar agua
destilada hasta alcanzar una concentracion final de 3 mg/mL

Solucién de citrato férrico.

Disolver el citrato férrico en agua destilada hasta alcanzar una concentracion de
1 mg/mL. Calentar suavemente hasta disolver.

Solucién de L — dopa - citrato férrico.
Solucién de L — dopa 1 mL

Solucién de citrato férrico 0,5 mL
Buffer fosfato 3,5 mL

Esta solucién debe tener un color azul claro.
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Anexo 2: Flujograma de identificacion de especies de Cryptococcus en excretas de

aves en cautiverio del Parque Zooldgico La Totorilla, Ayacucho 2017.

Muestra de excretas de aves del Parque
Zooldgico La Totorilla

J

[ Dilucion de la muestra en solucion ]

salina 0.9 %

{

Aislamiento
Siembra en Agar Sabouraud con cloranfenicol incubar a
25°C por 5 dias

J

Identificacion

J

Prueba presuntiva

Estudio macroscopico

Identificacion de colonias lisas, mucoides de color
crema, crecimiento a temperatura 37 °C

Estudio microscépico

Presencia de capsula con la técnica de tinta china

Pruebas confirmativas

e Prueba bioquimica de asimilacion de
carbohidratos

e Prueba bioquimica de asimilacién de urea

e Deteccidn de la enzima fenol oxidasa
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Anexo 3: Caracteristicas bioquimicas de Cryptococcus neoformans segun la Serie

de Normas Técnicas N°44 del Instituto Nacional de Salud.

CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE PRINCIPALES LEVADURAS DE
IMPORTANCIA EN SALUD PUBLICA

REDUCCION
ESPECIES GLU LAC SAC MAL GAL RAF URE DE FENOLOXIDASA

NITRATO

Candida . . . .

albicans

Candida = _ ;

dubliniensis * ot F

C. tropicalis -+ o+ o+

C. glabrata + - - - .- - ;

C guillermondii  + -  + + + +
C. kefyr + + + -+ o+ - .
C. parapsilosis  + - + +
C. krusei + - - - - - -
Geotrichum
. +
capitatum
Cr
yprococcus e . .
neoformans
Rhodotorula
+ + + 4/ + -
rubra
Trichosporon .
i + + + + 4+ + o+ =
mucoides
GLU : Asimilacién de glucosa MAL : Asimilacion de maltosa
GAL : Asimilacion de galactosa RAF - Asimilacion de rafinosa
LAC : Asimilacion de lactosa SAC : Asimilacion de sacarosa

URE : Degradacion de urea

(*) Reacciones variables.
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Anexo 4: Recoleccidon de muestras de excretas de aves en cautiverio del Parque

Zooldgico La Totorilla, Ayacucho 2017.

]

7
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Anexo 5: Colonias de hongos aislados en agar sabouraud con cloranfenicol a partir

de las excretas de aves del Parque Zooldgico La Totorilla, Ayacucho 2017.
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Anexo 6: Cepas puras de levaduras aisladas en frascos contenidos con agar

Sabouraud.
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Anexo 7: Laminas portaobjetos con cada cepa de levadura con tincién tinta china.
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Anexo 8: Observacion de los halos caracteristicos de levaduras de Cryptococcus

neoformans en el microscopio con el objetivo 100x.

Halos caracteristicos
de Cryptococcus
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Anexo 9: Lectura de la asimilacién de azlcares por Cryptococcus neoformans

Leyenda:

Gluc: glucosa Malt: maltosa
Gal: galactosa Lac: lactosa
Sac: Sacarosa Raf: rafinosa

Interpretacién:
Positivo: color amarillo Negativo: color purpura
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Anexo 10: Lectura de la asimilacién de Urea por Cryptococcus neoformans.

Leyenda:

Interpretacion:

Positivo: color rosa o rojo
Negativo: color amarillo
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Anexo 11: Observacion de la formacion de melanina por

Cryptococcus neoformans en medio Agar semilla de girasol

4

Leyenda:
Imagen izquierda: formacion de pigmento colonias de color marrén (positivo)
Imagen derecho: no hay formacién de pigmento colonias de color blanco (negativo)
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Anexo 12: Formacién de la melanina con la prueba de fenoloxidasa con solucién L-

Dopa - Citrato férrico.
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Anexo 13: Tabla de resultados de las diferentes pruebas de la identificacibn de cepas aisladas del Parque Zoologico La Totorilla,
Ayacucho 2017.

Tinta Asimilacion de azucares Asimilacion
Cepa china Glucosa Lactosa Sacarosa Maltosa Galactosa Rafinosa de Urea ASG Fenoloxidasa

1 + + - + + + + + + +
2 + + - + + + + + + +
3 + + + - - - + + - -
4 + + - + + + + + + +
5 + + - + + - + + - -

Leyenda:

Cepa

1: pato creston

2: pavo real

3: guacamayo rojo
4: Guacamayo frente castafia
5: Gallinazo cabeza roja

ASG: Agar semilla de girasol
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Anexo 14: Matriz de consistencia

TITULO PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO  HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Objetivo general - Antecedentes del Se identificaran Variable de interés  Poblacion:

Identificacibn ¢ Qué Identificar las especies de estudio. las especies de Especies Las 131 aves en
de especies de especies de Cryptococcus en excretas de - Los hongos Cryptococcus;  Cryptococcus. cautiverio del parque
Cryptococcus  Cryptococcu aves en cautiverio del Parque - Caracteristicas Cryptococcus zooldgico La Totorilla
en excretas de s se Zooldgico la totorilla - Levaduras neoformans, y Variable Tipo de investigacion:
aves en encuentran  Objetivos especificos - Clasificacion Cryptococcus  caracterizacion Béasica descriptiva
cautiverio del en excretas - Aislar Cryptococcus en taxondmica de spp Especies de aves  Analisis estadistico.

Parque de aves en excretas de aves en cautiverio Cryptococcus sp del Parque Tabla de frecuencia.
Zoolégico “La cautiverio del Parque Zoologico “La - Cryptococcus Zooldgico La
Totorilla”, del parque Totorilla”, Ayacucho 2017. - Habitat y fuente Totorilla.
Ayacucho Zooldgico - Determinar la frecuencia de de infeccion de
2017. “La las especies de Cryptococcus Cryptococcus
Totorilla”, en las excretas de las aves e - Fisiopatologia del
Ayacucho cautiverio del Parque Cryptococcus
2017? Zooldgico La Totorilla, - Implicancia del

Ayacucho 2017. Cryptococcus en la
salud del hombre

- Aspectos clinicos
- Aves como
reservorios del

Cryptococcus
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