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Resumen

Cryptococcus neoformans es una levadura encapsulada de importancia médica y
veterinaria, asociada a la criptococosis, una micosis oportunista que puede aislarse en
superficies contaminadas, comprometiendo la salud publica. Afecta principalmente a
individuos inmunodeprimidos. El objetivo del estudio fue evaluar la presencia de Cryptoccocus
neoformans en el alimento a granel para perros en cuatro mercados de alta concurrencia de la
ciudad de Cuenca, considerando dicho alimento como posible vehiculo de diseminacion del
hongo hacia animales de compaiia y personas.

Se procedi6 a la recoleccion de un total de 45 muestras que fueron cultivadas en el
medio Sabouraud con Cloranfenicol e incubadas a 37°C durante 7 dias. El estudio
macroscopico evidencid crecimiento de colonias blanquecinas y cremosas acompafiadas de
mohos oportunistas. Mediante examen microscopico y posterior identificacion por
espectrometria de masas MALDI-TOF, se determind la presencia de Cdndida parapsilosis.

C. neoformans no fue detectado en las muestras analizadas, los hallazgos evidencian la
contaminacion microbiologica del alimento por levaduras asociadas a excretas de palomas, lo
cual representa un potencial riesgo para la salud publica, especialmente en poblaciones
vulnerables expuestas a aerosoles contaminados.

Palabras claves: Cryptococcus neoformans, alimento para perros, contaminacion

microbiologica, excretas de palomas, salud publica.



Abstract

Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast of medical and veterinary
importance, associated with cryptococcosis —an opportunistic mycosis that mainly affects
immunocompromised individuals. This study aimed to evaluate the presence of Cryptoccocus
neoformans in bulk dog food sold in five busy markets in the city of Cuenca, considering this
food as a possible vehicle for dissemination of the fungus to pets and people.

A total of 45 samples were collected cultured on Sabouraud agar supplemented with
Chloramphenicol and incubated at 37°C for seven days. The macroscopic study showed the
growth of whitish and creamy colonies accompanied by opportunistic molds. By microscopic
examination and subsequent identification by MALDI-TOF mass spectrometry, the presence
of Candida parapsilosis was confirmed.

C. neoformans was not detected in the samples analyzed. These findings show the
microbiological contamination of food by yeasts associated with pigeon droppings, which
represents a potential risk to public health, especially for vulnerable populations exposed to
contaminated aerosols.

Keywords: Cryptococcus neoformans, dog food, microbiological contamination, pigeon

droppings, public health.
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Introduccion

El entorno urbano actual favorece la proliferacion de palomas (Columba livia),
especialmente por practicas humanas como la exposicién de alimentos a la intemperie sin
normas adecuadas de almacenamiento (Arteaga et al. 2023), lo que facilita la acumulacion de
excretas y la diseminacion de patdgenos como Cryptococcus neoformans (Nunes et al. 2021).
Esta levadura encapsulada es un hongo oportunista ampliamente distribuido en el ambiente,
con afinidad por componentes presentes en las excretas como acido Urico, urea y creatinina
(Serna et al. 2021), y puede aislarse en superficies contaminadas (Caicedo & Alvarez, 2020).

En Cuenca se han realizado estudios a partir de muestras cloacales y de excretas
(Palaguachi, 2024; Corte, 2021); sin embargo, no se ha evaluado su presencia en alimentos
balanceados para perros vendidos a granel, los cuales estan expuestos a la contaminacion por
aves en mercados urbanos. Se ha demostrado que estos productos pueden contener bacterias
patogenas como Escherichia coli y Salmonella spp. (Rubio et al., 2021), y aunque el proceso
de extrusion reduce la carga microbiana inicial (Mufioz et al., 2015), las malas précticas de
almacenamiento, junto con factores ambientales como humedad, temperatura, y pH, favorecen
el desarrollo fungico (Davis, 2023; Chen et al. 2023).

Estudios en América Latina han reportado prevalencias variables de C. neoformans en
excretas secas de palomas: 5.16 % en Pert (Timmermann et al. 2020), 4.5 % en El Salvador
(Funes et al. 2022) y hasta 26.56 % en Colombia (Vallejo et al. 2016), segiin condiciones
ambientales como ventilacion, luz solar y densidad de aves.

La criptococosis, enfermedad causada por Cryptococcus spp., es una infeccion
potencialmente fatal, especialmente en personas inmunocomprometidas como pacientes con
VIH/SIDA (Firacative et al. 2021; Moreno et al. 2022), pero también puede afectar a individuos

inmunocompetentes, aunque en menor grado (Normile, 2020; Tovar et al. 2023).
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La meningitis criptococica es su manifestacion mas severa, aunque puede comprometer
multiples 6rganos (Dawaher et al. 2024; Howard et al. 2022).

Dada la alta prevalencia del patdégeno, su adaptabilidad ambiental (Schwiesow et al.
2024), y su potencial zoonotico, es prioritario identificar fuentes de exposicion (Messina et al.
2022). Aunque el aislamiento directo desde aves es posible, se prefieren muestras ambientales
secas sin mezcla con excretas de otras especies y sin exposicion a radiacion UV (Cabrera,
2024). Bajo este contexto el objetivo del estudio fue evaluar la presencia de Cryptococcus
neoformans en alimento balanceado para perros expendido a granel en cuatro mercados de alta
afluencia de la ciudad de Cuenca, como posible fuente de contaminacion fungica y riesgo para
la salud publica.
Metodologia

El estudio se realizo en cuatro mercados de alta concurrencia y elevada densidad de
palomas ubicados en la ciudad de Cuenca, provincia del Azuay, Ecuador: 9 de Octubre, 27 de
Febrero, El Arenal y 10 de Agosto. La investigacion tuvo como objetivo determinar la
prevalencia de Cryptococcus neoformans en alimento balanceado a granel distribuido en estos
mercados. Se recolectaron un total de 45 muestras, distribuidas de la siguiente manera: 18 del
mercado 9 de Octubre, y 9 muestras de cada uno de los mercados 27 de Febrero, El Arenal y
10 de Agosto. Todas las muestras fueron transportadas bajo condiciones controladas al
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Catolica de Cuenca, donde se llevaron a cabo los respectivos andlisis microbiologicos.
Recoleccion de muestras

Se emplearon fundas plésticas tipo Ziploc para recolectar 250 gramos de balanceado a
granel proveniente de diferentes establecimientos de venta en los mercados seleccionados. Las
muestras se sellaron y rotularon debidamente, posterior se las introdujo en una caja de

poliuretano para su debido transporte hacia el Laboratorio con el fin de evitar la contaminacion



12

cruzada, cambios de temperatura y exposicion a la luz solar, los cuales son factores decisivos
a la hora de mantener la integridad de las muestras.

En el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Catoélica de Cuenca se procedid a la preparacion de los medios de cultivo: agua
peptonada y agar Sabouraud dextrosa con cloranfenicol, siguiendo los lineamientos
establecidos por las normas ISO pertinentes.

Preparacion de medios de cultivo

Se peso 15 gramos de agar peptona y se disolvio en 1 litro de agua destilada. La mezcla
se homogenizo, se llevo a ebullicion en microondas y se distribuy6 en frascos de vidrio. Estos
fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 15 minutos, se dejo enfriar y se almaceno
bajo refrigeracion hasta su uso. Se peso 65 gramos del medio Sabouraud con cloranfenicol y
se disolvid en 1 litro de agua destilada. La mezcla se calent6 hasta su completa homogenizacion
y luego se transfirio a frascos de vidrio. Se esteriliz6 en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Posteriormente, se dejo enfriar hasta alcanzar una temperatura de entre 50 y 55 °C.

Finalmente, bajo condiciones estériles dentro de una cabina y con el uso de un mechero
para crear una corriente ascendente de aire caliente, se plaqued el medio en cajas de Petri. Se
las dejo reposar hasta su solidificacion, se selld cada caja con cinta Parafilm y se almacenaron
en refrigeracion envueltas en plastico film.

Preparacion de muestras

Cada muestra fue extraida individualmente de su contenedor y triturada con un mortero
hasta obtener fragmentos de aproximadamente 1cm de didmetro. Se pes6 25 gramos del
material reducido y se insertd en una funda Ziploc junto con 225 ml de agua peptonada. La
mezcla se homogeniz6, se selld y se dejo reposar durante 10 minutos para obtener el
sobrenadante, conforme a lo establecido en la norma ISO 6579-1:2007.

Siembra
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Para la siembra se realiz6 dos diluciones: 1:10 y 1:100, se dispusieron tubos de ensayo
estériles, los cuales fueron rotulados con marcador permanente indicando nimero de muestra
y dilucién correspondiente. Para la dilucion 1:10 se mezcld 1 ml del sobrenadante con 9 ml de
agua destilada estéril. Posteriormente, se tomo 1 ml de esta dilucidon y se agregd a otro tubo con
9 ml de agua estéril para obtener la dilucion 1:100. Se empled una pipeta estéril distinta para
cada muestra a fin de evitar contaminacion cruzada.

Subsecuentemente, se inocul6 1 ml de cada dilucion en las cajas de Petri que contenian
agar Sabouraud, empleando la técnica de siembra por extension con hisopo, con el fin de
favorecer un crecimiento micdtico uniforme. Las cajas fueron selladas y rotuladas con la fecha
de procesamiento, su origen, su nimero de muestra y su nivel de dilucién correspondiente.
Finalmente, se envolvieron con plastico film para evitar contaminacion externa oportunista y
se incubaron a una temperatura constante de 30 °C durante un periodo de 7 dias.

Microscopia

Finalizado el periodo de incubacion, se procedid a la evaluacion del crecimiento
fingico de acuerdo con los lineamientos establecidos en la norma ISO 21527-1:2008. Las
colonias con morfologia compatible con Cryptococcus neoformans, descritas como cremosas,
blanquecinas y de aspecto brillante, fueron seleccionadas para su analisis mediante la técnica
de tincidon con tinta china, con el propdsito de evidenciar la presencia del halo capsular
caracteristico de este microorganismo.

Para ello, se dispusieron los portaobjetos y empleando un asa de siembra estéril se tomo
una pequefia cantidad de la colonia sospechosa y se mezcld con una gota de tinta china, se
extendié cuidadosamente sobre el portaobjetos y se dejo secar, como paso final, se coloco un
cubreobjetos y se afiadi6 una gota de aceite de inmersion para su observacion al microscopio

mediante un lente objetivo de 100x.
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Eliminacion de material biologico

Al finalizar el analisis, el material utilizado (restos de cultivo, portaobjetos e
instrumentos) se recolectd cuidadosamente con una cuchara de laboratorio y se transfirié a un
recipiente de vidrio resistente a altas temperaturas, a continuacion, se sometio a un proceso de
esterilizacion mediante autoclave y se descarto el material residual.

Resultados

En este estudio, se evaluo la prevalencia de Cryptococcus Neoformans en balanceado a
granel para perros, que se comercializa en distintos mercados de la ciudad de Cuenca, se realiz6
el muestreo mediante la obtencion de alimento de locales aledafios para su analisis, se tomo un
total de 45 muestras de los mercados y se realizd la siembra con dos diluciones.

Luego de un andlisis detallado, se obtuvieron 7 muestras con un crecimiento fungico
que presentaban colonias con caracteristicas fisicas observables similares a las de Cryptococcus
Neoformans. Por lo cual fueron consideradas sospechosas para el patdogeno y para su posterior
analisis mediante la técnica de tinta china y verificacion microscopica. Al realizar la prueba,
esta resultd negativa para todas las muestras bajo sospecha.

Dentro de un andlisis general, de un total de 45 muestras se obtuvo como resultado 21
muestras negativas a microorganismos contra 24 muestras positivas, en donde se observa una
tendencia marcada de contaminacién en el mercado 9 de octubre con un 50% del total de
muestras contaminadas tal como se ilustra en la Figura 1.

Mediante la observacion microscopica se pudo constatar la presencia de hifas de
caracteristicas similares a Aspergillus spp. de las cuales, de un total de 45, en 17 (37,7%) se
presento solo hifas, en 4 de ellas (8,88%) se observd crecimiento de colonias y 3 (6,67%) hubo

crecimiento de ambos microorganismos en convivencia.
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Figura 1

Muestras positivas y negativas a microorganismos acorde al lugar de muestreo.
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Adicionalmente, se evalud la asociacion entre los lugares de muestreo y la proporcion
de resultados positivos y negativos mediante la prueba de Chi cuadrado (?), en donde el valor-
p (= 0.149) es mayor que 0.05, no se rechaza la hipotesis nula. Esto indica que no hay evidencia
estadisticamente significativa de que los lugares estén asociados con la proporcion de casos
positivos o negativos.

En la Figura 2, se detalla el andlisis molecular MALDI-TOFF, el cual constat6 que las
colonias sospechosas presentes en las 7 placas pertenecian a la especie de Candida
parapsilosis.

Figura 2

Andalisis molecular MALDI-TOFF.
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Del mismo modo se tomo6 en cuenta el porcentaje restante de la cantidad de alimento
en el empaque expuesto al exterior, en donde se observd que cuando las fundas alcanzan el
50%, la totalidad de mercados presentan muestras positivas y en este caso se puede notar que
conforme la funda estd mas vacia (20%) el nimero de casos positivos se acrecienta, tanto en
frecuencia total, como la relativa a los mercados, como se detalla en la Figura 3.

Figura 3

Casos positivos en relacion con el porcentaje de contenido restante de cada funda de alimento.

Vacio 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
Lleno Lleno

B 10 de Agosto H 27 de Febrero 9 de Octubre El Arenal

Finalmente, del total de las muestras recogidas (n=45) se observd que el alimento
balanceado con mas demanda pertenece a la marca Procan del cual se obtuvieron el 62.22% de
las muestras pertenecientes al estudio y dentro de las cuales un 37.78% presentd
contaminacion, seguida de la marca Alcon con un 24.24% del total de muestras, Compa con

un 6.67% y Buen Can con el 6.66% del total de muestras (n=45), como se observa en la Figura

4,
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Figura 4

Numero de muestras obtenidas por marca de balanceado.

37,78%

Alcén Buen Can Compa Procan Alcén Buen Can Procan

Discusion

En un estudio anterior realizado por Palaguachi et al. (2024) en la ciudad de Cuenca, se
analizaron muestras (n=94) provenientes de palomas mediante la técnica de hisopado nasal, sin
encontrarse casos positivos. Este hecho sugiere que Cryptococcus Neoformans no es un
patogeno frecuente en la poblacion de aves en la ciudad. La baja prevalencia de este patogeno
en las palomas como vector principal, permite también deducir una reducida probabilidad de
hallar patdgenos en fuentes indirectas de contaminacidon, como los alimentos secos. De igual
manera, en el andlisis del presente estudio la ausencia del patdgeno en el alimento balanceado
estd dada por la baja presencia en el entorno inmediato, lo que concuerda con los resultados
obtenidos.

Ademas, multiples investigaciones también han sefialado al factor de la radiacion solar
como un limitante relevante, con impacto directo sobre el desarrollo del hongo en excretas de
paloma (Cordero et al. 2022), factor que del mismo modo se consider6 en el marco de la

presente investigacion y concuerda con la baja probabilidad de encontrar casos positivos.
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Si bien no existen estudios en la ciudad que evaluen el alimento balanceado seco para
caninos como una fuente viable de reserva del patogeno, este estudio se sustentd de distintas
investigaciones relacionadas. Fazelipour et al. (2020) examinaron la supervivencia del
patogeno en alimentos conservados por congelamiento; Lopez et al. (1995) realizaron un
muestreo en diversos tipos de vegetales y frutas que tenian contacto directo con las excretas de
aves portadoras de Cryptococcus neoformans; y Pal et al. (1990) observaron su viabilidad en
superficies vegetales. Por su parte, Davis Rosado (2023) explica que al exponer los alimentos
secos a la interperie, absorben humedad del ambiente, creando un medio enriquecido y apto
para albergar bacterias, mohos y levaduras.

Aunque, no se identificd Cryptococcus neoformans en este estudio, se detect6 el hongo
Candida parapsilosis en un 15.5% de las muestras. Acorde a lo mencionado por Branco et al.
(2023), este hongo tiene la su capacidad de generar biofilm y adherirse sin alteraciones en
superficies abioticas, ocupando el segundo lugar dentro de las especies de Cdndida que causan
infecciones oportunistas mundialmente.

Cabe resaltar que en el muestreo de esta investigacion, la marca ProCan perteneciente
a la empresa PRONACA, es la més difundida en los diferentes puestos de comercio, con un
75% del total de las muestras. Esta marca, es la mas reconocida por su amplia distribucion y
demanda dentro de las grandes ciudades del Ecuador, como lo expone Torres (2014) mediante
un estudio de mercado. Dentro de su formulacioén se incluyen derivados carnicos y granos
enriquecidos con vitaminas y minerales, los cuales segin Geicu et al. (2023), son capaces de
albergar microorganismos fungicos y micotoxinas si no se almacenan y/o distribuyen
adecuadamente.

Por otra parte, también se evidencid una considerable contaminacion causada por otros
microorganismos. Entre los identificados estd Cdndida parapsilosis e hifas con caracteristicas

afines a Aspergillus spp. Esto concuerda con el estudio de Soltani et al. (2013), en el cual se
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analizaron un total de 120 muestras y un 2.5 % resultd ser positiva para Cryptococcus
neoformans, ademas se identificaron otras levaduras, entre ellas C. parapsilosis, también
hallada en el presente trabajo. Esto confirma que el microorganismo principal de este estudio
es capaz de mantener una coexistencia con la misma, dada su asociacion con un vector comun
transmisor (Columba livia). Por esta razon, ambas especies pueden identificarse en una misma
muestra obtenida a partir de excretas, lo que indicaria una posible exposicion del alimento
balanceado a residuos fecales de palomas.

Asi mismo, en el trabajo de Lima Coronel et al. (2020) se registré la presencia de C.
parapsilosis en un 1.2 % del total de pacientes geriatricos, lo que demuestra la posibilidad de
coexistencia de este microorganismo con C. neoformans, en un mismo medio, en este caso la
dermis. Ambas especies poseen un potencial patdgeno relevante, especialmente para personas
con factores de riesgo que comprometen su sistema inmunologico. Ademas, los resultados
expuestos en este trabajo sefialan que C. parapsilosis es una de las especies mas comunes que
causan afeccion a la salud humana en especial a neonatos y adultos inmunocomprometidos,
ademas de su potencial y notable resistencia antimicotica.

Las hifas presentes en un 42.2 % de las muestras de este trabajo podrian indicar la
presencia de hongos productores de micotoxinas. Estudios como los de Deligeorgakis et al.
(2023) y Yang et al. (2023) estudiaron el impacto que tienen estos alimentos contaminados
sobre la salud animal y humana; explican la importancia de un monitoreo de la calidad de los
alimentos suministrados a los perros, incluso una minima cantidad de micotoxinas incluso por
debajo delos limites establecidos genera un impacto importante a largo plazo en la salud de los
animales de compafiia. Ademas, la diferencia en cuanto a la formulacion, los alimentos para
perros contienen un porcentaje mayor de cereales como el trigo en comparacion a otros, esto
los convierte en un blanco facil mucho mas susceptible a la contaminacion fungica Entonces

sugiere de forma indispensable un monitoreo constante y riguroso de la calidad de los alimentos
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dentro de un enfoque mas especifico, dado que algunos tipos de micotoxinas se mantienen
estables en los alimentos y cuando son ingeridas se almacenan progresivamente en érganos,
comprometiendo el funcionamiento fisioldgico a nivel gastrointestinal, nervioso u orgénico a
largo plazo (Yang et al. 2023).

Cabe senalar, ademas, que en la investigacion ya mencionada de Lima Coronel et al.
(2020), se evidencido un 0.30 % de casos positivos de Cryptococcus neoformans a nivel
dérmico, en un total de historias clinicas analizadas (n=417). Este hallazgo constituye una
prueba de su presencia y viabilidad en poblaciones vulnerables. Aunque en nuestro estudio no
se hallaron resultados positivos, este antecedente evidencia la necesidad de generar un rastreo
de posibles vectores contaminantes y reservorios ambientales del microorganismo en nuestro
entorno, incluso cuando los estudios no detectan su presencia directa.

Para finalizar, el estudio presentd las siguientes limitaciones que deben ser
consideradas, en primer lugar la investigacion se centrd exclusivamente en muestras de
alimento balanceado secos para caninos como una fuente indirecta de contaminacion, unidad
de analisis con sensibilidad reducida para la recuperacion del patdogeno, en comparacion con
otras muestras como excretas desecadas de palomas o particulas provenientes de nidales, que
han mostrado mayor sensibilidad para la deteccion de Cryptococcus neoformans. En segundo
lugar la exposicion a la luz solar puede haber afectado negativamente en la obtecion de
muestras viables para laboratorio.

Finalmente, para la deteccion no se aplicod una técnica molecular mas sensible, como el
ensayo de LAMP, que podria haber mejorado la capacidad de deteccion del patogeno a nivel
del laboratorio en concentraciones bajas.

Conclusiones
En consecuencia, los resultados obtenidos en este estudio no demostraron la presencia

de Cryptococcus neoformans en muestras de alimento seco a granel formulado para perros que
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se comercializan en cuatro mercados de la ciudad de Cuenca (EI Arenal, 9 de Octubre, 27 de
Febrero, 10 de Agosto). No obstante, en el analisis de verificacion se observo contaminacion
por Candida parapsilosis, esta levadura suele estar acompanada de Cryptococcus neoformans;
es responsable de la mayor parte de casos de candidiasis resistente en mucosas, piel o en
organos internos en pacientes inmunocomprometidos.

Se sugiere para proximos estudios indagar la prevalencia de Cryptococcus neoformans
basandose en muestras de diferente indole tales como, residuos de almacenamiento y
superficies de contacto en los puntos de venta, igualmente considerando la poblacion de
palomas de cada sector.

Asi mismo, se recomienda el empleo de métodos moleculares de mayor sensibilidad,
como la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), con el fin de mejorar la
deteccion de Cryptococcus neoformans en niveles bajos de carga flingica. Este enfoque
contribuira a la obtencion de datos mas concisos para fortalecer la vigilancia sanitaria e
implementacion de medidas de control y prevencion en la distribucion de alimentos para

mascotas.
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