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RESUMO

criptococose é uma infeccdo fungica oportunista comum, causada por leveduras

capsuladas do género Cryptococcus, principalmente pelas espécies C. neoformans e C.

gattii. O fungo é adquirido pela inalacdao de propagulos de origem ambiental ou mais
raramente através de transplantes de 6rgaos em individuos imunocomprometidos. Os
pombos domésticos (Columba livia) estdo relacionados com a infeccdo, principalmente
como reservatdrios naturais do fungo, fato relevante devido a grande concentragcao destes
animais em ambientes publicos, sobretudo em locais de grande circulagao de pessoas. Para
o isolamento e diagnéstico de Cryptococcus spp., foram analisadas 195 amostras de excretas
de pombos de seis pracas localizadas na regiao central da cidade de Lages, SC. Das amostras
analisadas, 7,69% (15) foram positivas para a levedura capsulada. Como as amostras
positivas tiveram origem em locais com maior concentracao de pombos e fluxo de pessoas,
sugere-se a criacdo de campanhas educativas visando a conscientizacdo da populacdo sobre
o risco de contrair a criptococose e a importancia de ndo alimentar os pombos em areas de
lazer, a principal estratégia no controle populacional dos pombos.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans. Levedura. Pombos. Zoonose. Praca Publica.
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INTRODUCAO

Fungos do género Cryptococcus sao compostos por 39 espécies, sendo C. neoformans o mais
prevalente. E um fungo leveduriforme encapsulado da forma assexuada do basidiomiceto
Filobasidiella neoformans (REOLON et al., 2004). O sistema nervoso central (SNC) e o trato
respiratdrio sdo os orgaos mais acometidos em infec¢des por C. neoformans e C. gatti;
outros 6rgdaos também podem ser infectados como pele, préstata, olhos, ossos, trato
urindrio e sangue (PASQUALOTTO et al., 2004). A disseminac¢do do agente pode ocorrer em
multiplos 6rgdos causando infec¢des em individuos imunocomprometidos, sobretudo os
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (SEVERO et al., 2009). A mortalidade
por criptococose é estimada em 10% nos paises desenvolvidos, chegando a 43% nos paises

em desenvolvimento (KON, 2008).

O agente, através de suas caracteristicas morfo-tintoriais, apresenta-se como leveduras
globosas ou ovaladas, com brotamento Unico ou multiplo, envolvidas por uma espessa
capsula de mucopolissacarideos, com crescimento colonial de coloracdo branca a creme,
brilhante, de textura mucoide e margem lisa (KWON-CHUNG; BENNETT, 1984; LIN;
HEITMAN, 2006). Sao descritos os sorotipos A, B, C, D e AD (IKEDA et al., 1982; MEYER et al.,
2010) e, atualmente, com a classificacao através da utilizacdo de minissatélites, os sorotipos
foram agrupados em subgrupos: VNI e VNII (variedade grubii — sorotipo A), VNIII (sorotipo
AD), VNIV (var. neoformans - sorotipo D) (MEYER et al., 2010) e VGI, VGII, VGIII e VGIV (C.
gattii), classificado de acordo com a sequéncia de multilocus (MLST) e restricio de
fragmentos polimérficos (AFLP) (ENGELTHALER et al., 2014). O diagndstico laboratorial de
rotina baseia-se principalmente na visualizacao das leveduras capsuladas coradas com tinta
da China sob microscopia 6ptica, tanto no isolamento direto como em cultura com agar

Sabouraud ou agar Niger (FILIU et al., 2002).

C. neoformans apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorre em diversos substratos
organicos, esta frequentemente associado ao habitat de aves, excretas secas, ricas em
fontes de nitrogénio, como ureia e creatinina. Condicdes favoraveis ao crescimento
abundante desta levedura formam microfocos, sobretudo em centros urbanos relacionados

a presenca de pombos (GRANADOS; CASTANEDA, 2005; KOBAYASHI et al., 2005; MACHADO
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et al.,, 1993; QUEIROZ et al., 2008). Os ambientes com grande concentracdo de excretas
favorecem a disseminagado da levedura, ja que a infeccdao por C. neoformans é adquirida
através da inalacdo de propagulos de origem ambiental por leveduras desidratadas que

facilmente se dispersam pelo ar (FILIU et al., 2002).

Devido a alta concentracdo de C. neoformans em excretas de pombos, aliada a alta
densidade destas aves em dreas urbanas e a severidade da criptococose humana, existe um
crescente interesse no estudo da relagdao entre as aves, suas excretas e a doenga em

humanos (HUFFNAGLE, 1999).

Este trabalho objetivou identificar a presenca de Cryptococcus spp. em excretas de pombos
coletadas de pracas da regido central da cidade de Lages, Santa Catarina, durante os

periodos de inverno de 2011 e 2012.

MATERIAL E METODOS

A cidade de Lages estd localizada na regido serrana do estado de Santa Catarina; o clima é
subtropical e a temperatura média é de 14,3 °C. A cidade conta com 64 pracas entre centrais
e periféricas. Para a amostragem foram selecionadas seis pragas de um total de dez pracas
centrais da cidade de Lages, conforme a Figura 1. Para a inclusdo das pracas foram utilizados

o critério de fluxo de pessoas e maior concentracao de pombos.
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Figura 1 - Representagdo das seis pragas localizadas na area central da cidade de Lages, SC, e distribuidas
conforme coordenadas geograficas.

As coletas ocorreram nos meses de junho a setembro nos anos de 2011 e 2012. Foram
realizadas medi¢des nas pragas com a finalidade de calcular a area e posterior divisao de
quadrantes para possibilitar as coletas das excretas de pombos. Quadrantes de 25 m? foram
definidos nas pracas e as amostras foram colhidas de quatro pontos distintos de cada
guadrante, totalizando 29 quadrantes. O nimero de amostras dentro do espago amostral foi
formado por um pool, sendo coletadas em nimero aleatério por praga, com no minimo duas

coletas por quadrante. Estes quadrantes foram representados como uma amostra.

Com o auxilio de espatulas e luvas, foram coletadas aproximadamente cinco gramas de
excretas envelhecidas e secas, pelo fato de oferecem substrato favordvel ao
desenvolvimento da levedura e apresentarem menor quantidade de bactérias, ndo havendo
competicdo nutricional entre estes microrganismos (REOLON et al., 2004). As amostras
foram resgatadas em dias alternados, entre as 14 e 17 horas, em diferentes condi¢bes de
temperatura e umidade, com algumas amostras que se apresentaram expostas a radiacao

solar, enquanto outras em condi¢des de sombreamento.
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Apds coletadas, as excretas foram acondicionadas em potes estéreis devidamente
identificados e encaminhados ao Laboratério de Cultura e Microbiologia da Universidade do
Planalto Catarinense (UNIPLAC) onde permaneceram armazenadas em temperatura
ambiente por 48 horas. As amostras foram homogeneizadas com 2 mL de solucao fisioldgica
estéril, o sobrenadante foi aspirado e semeado em placas de Petri; cada amostra foi
semeada em uma placa contendo o meio de cultura de Agar Niger, conforme indicacdo de
Santos et al. (2009). As placas foram incubadas em estufa, por sete dias, a temperatura de
29-30 °C (MACHADO et al., 1993). Para confirmacdo do crescimento colonial em meio de
cultura com Cryptococcus spp. foi observada a coloragdo que varia de bege claro a marrom.
As colGnias com caracteristicas de levedura foram submetidas a prova da urease, enzima

que auxilia no diagnéstico (FISHER; COOK, 2001).

A identificacdo macroscopica prévia levou em conta as caracteristicas de crescimento de
col6nias compativeis com Cryptococcus spp. que apresentaram aspecto cremoso, brilhante e
Umido, de coloracdo branco-amarelada tornando-se bege escuro a marrom com o passar do
tempo de incubacdo. Estas col6nias foram submetidas a confec¢do de laminas para a analise
microscopica do fungo e coradas com tinta da China, o corante padrao para visualizacao da

capsula fungica e posteriormente observadas em microscopia éptica em aumento de 1000X.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 195 amostras de excretas de pombos coletadas das seis pragas amostradas, 149
(76,41%) apresentaram crescimento de col6nias de tamanho médio e textura cremosa o que
levou ao diagndstico presuntivo de Cryptococcus spp., porém a positividade para a levedura
foi de 7,69% (15), diagnosticadas através do crescimento da cultura com textura e coloracao

compativeis para a levedura, prova da urease e analise microscdpica.

Em relacdo ao diagndstico de Cryptococcus spp. nas pracas, sete amostras foram positivas
para a praca Jodao Costa, quatro obtidas no Calcaddo Tulio Fiuza de Carvalho, trés na Praca

Jodo Ribeiro e uma amostra na praca Jonas Ramos.
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O uso da prova da urease para o diagndstico de Cryptococcus é devido a capacidade do
fungo em hidrolisar ureia por meio de uma metaloenzima, resultando em amodnia e
carbamato, com alteracdo do pH do meio, mudando a coloracdo de amarelo a rosa. Esta
capacidade de hidrolisar ureia é importante para diferenciar outras espécies de leveduras
como Candida spp. (SIDRIM; ROCHA, 2004). O uso do meio de Niger se deve a melhor
visualizacdo e caracterizacdo da col6nia que os métodos tradicionais para a cultura fungica.
A capacidade de produgdao de melanina com formagdo de col6nias marrons em meios com
extrato de sementes de Niger é caracteristica de C. neoformans e C. gattii, ndo ocorrendo
em outras espécies do género Cryptococcus, nem outras leveduras de interesse médico

(SANTOS et al., 2009).

A realizacdo do estudo durante o periodo de inverno explica-se pela influéncia dos fatores
ambientais no isolamento e diagndstico da levedura, baseado em que o clima de uma
determinada regido aliado a temperatura, umidade e exposicdo a radiagdo solar podem
influenciar na recuperacdo e isolamento de cepas do fungo de origem ambiental (QUINTERO

et al., 2005).

Segundo a publicacdo técnica Consenso em Criptococose (2008), o fungo cresce melhor a
temperatura de 30 °C e ndo cresce a temperaturas acima de 40 °C, bem como é sensivel a
luz solar direta. Como Lages esta situada na regido serrana de Santa Catarina, uma das
regidoes mais frias do Brasil, o fator temperatura poderia ter influéncia no isolamento do
fungo. Durante os meses de estudo a média das temperaturas minimas foi de 7 e 8 °C e
maxima de 16 e 17 °C em 2011 e 2012, respectivamente, sendo necessdrio observar o

comportamento do crescimento do fungo nestas condic¢des.

Quanto ao isolamento de Cryptococcus spp. de excretas de pombos, a positividade em nosso
estudo foi baixa em relacdo a estudos semelhantes realizados no Brasil. Na regido sul,
Reolon et al. (2004) detectaram o fungo em 100% de amostras de Porto Alegre e Faria et al.
(2010) em Pelotas registraram positividade de 26,9% em amostras ambientais. Abegg et al.
(2006) analisaram excretas de 59 espécies de aves de cativeiro mantidas em gaiolas em um
jardim zooldégico do Rio Grande do Sul, as aves eram pertencentes a 12 ordens diferentes.

Trinta e oito isolados ambientais de C. neoformans foram obtidos apenas a partir de
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Psitacideos (Psittacidae, Cacatuidae e Psittacula), 33 isolados (87%) foram da var. grubii, o
sorotipo A, tipo VNI e cinco (13%) foram C. gattii. Na regido centro-oeste, em Campo Grande
(MS), Filiu et al. (2002) diagnosticaram C. neoformans em 50% das 20 amostras de excretas
de aves de cativeiro; em Goiania, Kobayashi et al. (2005) isolaram a levedura em 20,3% de
excretas de pombos. Na regido sudeste, Passoni et al (1998), analisaram 824 amostras,
incluindo poeira domicilar, solo e excretas de aves no Rio de Janeiro com C. neoformans
sendo isolado em 20 (13%) das moradias. Foi observado que entre as casas com a presenca
do fungo havia pacientes HIV com criptococose. Soares et al. (2005) obtiveram a positividade
de 13,9% de C. neoformans em Santos (SP); Baroni et al. (2006) encontraram 37,8% da
levedura em excretas de pombos no Rio de Janeiro; Contin et al. (2011) em Caratinga (MG)
identificaram a levedura em 27 (90%) amostras de 10 locais pesquisados. Tortora et al.
(2010) confirmam a ampla distribuicdo de Cryptococcus spp. no solo, onde ha contaminacao
por fezes de pombos, como também em poleiros e ninhos de pombos e nas janelas de

edificios urbanos.

A presenga do fungo em amostras ambientais é maior quando estas se encontram
protegidas das condi¢cdes meteoroldgicas (KOBAYASHI et al., 2005). Entretanto, valores
menores de ocorréncia foram obtidos, recentemente, por Takahara et al. (2013), que
diagnosticaram C. neoformans em 6,6% de amostras ambientais de 49 locais, entre publicos
e particulares, da cidade de Cuiabd (MT) e Yamamura et al. (2013) com 0,84% de

positividade na cidade de Londrina (PR).

A diferenca entre os resultados de isolados de Cryptococcus spp. pode estar relacionada aos
locais e periodo de coleta, embora n3ao se possa afirmar se em dias de frio intenso o
comportamento do microrganismo seria 0 mesmo que em dias quentes. Nao se pode
determinar se as caracteristicas climatoldgicas da regido de Lages apresentam as condicoes
ideais para a propagacdo do fungo, em virtude de ter médias de temperaturas anuais mais

baixas que de outras regides, além da umidade e limpeza do ambiente.

A baixa ocorréncia no isolamento do Cryptococcus spp. neste estudo ndo isenta do risco para
a saude humana, visto que os pombos fazem parte da paisagem dos centros urbanos como

ocorre na cidade de Lages. A multiplicacdo do fungo em fezes e ambientes com falta de
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limpeza aliados ao aumento da temperatura, propicia aos basididsporos do fungo, por via
aerégena a partir dos excrementos, a contamina¢dao de Passeriformes e Psitaciformes
(LUGARINI et al., 2008), reservatdrios da levedura, bem como a contaminagdo de outros

ambientes nas proximidades dos nichos de pombos (ROSARIO et al., 2008).

Na maioria das pracas centrais de Lages ocorre a limpeza diaria do ambiente, o que impede
o acumulo de fezes. A praca Jodo Costa e o calcaddo Tulio Fiuza de Carvalho apresentaram
maior numero de amostras positivas, com relagdo direta ao maior nimero de pombos,
provavelmente como consequéncia do maior fluxo de pessoas que alimentam as aves. As
pragas que tiveram isengdao ou menor contaminag¢ao por Cryptococcus spp. apresentam
circulacdo mais restrita de pessoas e reduzida populacdo de pombos, pela reduzida oferta de
alimento. Para Faria et al. (2010), excluindo-se as caracteristicas ambientais, a quantidade de
excretas pode interferir nos resultados, pois a baixa quantidade pode dificultar a semeadura
e isolamento, fator que muitas vezes foi um obstaculo neste trabalho, devido a limpeza dos
locais de coleta com pouco material depositado no ambiente. Outro fator que pode ter
contribuido para a baixa contaminacdo é a presenca de excretas Umidas, que pode ter
ocorrido em decorréncia do alto indice pluviométrico registrado durante o periodo do
inverno de 2012, além da limpeza didria executada. A umidade dos excrementos interfere na
sobrevivéncia do fungo, pois promove maior quantidade e atividade das bactérias causando
a alcalinizacdo do substrato e a competicdo alimentar com C. neoformans inibindo o

crescimento da levedura (FISHER;COOK, 2001).

A populagdao de pombos vem se tornando um problema ambiental e de saude publica,
devido a preferéncia por abrigos em locais de dificil acesso como torres de igreja e edificios,
nesses nichos as formas evolutivas do fungo, podem permanecer por anos (CERMENO, 2006;
ROSARIO et al., 2008; TAKAHARA et al.,, 2013). Ainda ndo foi esclarecido o motivo da
presenca do fungo nos excrementos de pombos, uma vez que ndo é isolado diretamente do
trato intestinal destas aves (REOLON et al., 2004). O principal mecanismo de infec¢do pelo
fungo é através da inalacdo ou ingestdo de particulas do microrganismo, onde a levedura
assume carater saprofitico em aves, porém estes animais sdo protegidos pela alta

temperatura corporal (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; MALIK et al., 2003).
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A limpeza didria dos ambientes publicos, além de retirar as excretas dos pombos, pode
proporcionar umidade que impede o desenvolvimento do fungo, sendo uma medida
profilatica que pode ser adotada em cidades onde esta pratica pode ser realizada (CIVILA;

CONTI-DIAZ, 1976).

As pracgas sao locais preferenciais para o lazer das pessoas, principalmente de criangas e
idosos, portanto é importante campanhas de orientacdo a populacdo sobre a criptococose;
informar sobre os riscos do aumento da populagdo dos pombos no perimetro urbano,
mostrando as pessoas a importancia em nao alimentd-los. Ainda como medida de controle
nao permitir o contato de criangas, idosos e individuos imunocomprometidos com as
excretas de pombos em dreas de lazer, uma vez que estas pessoas sdo mais suscetiveis a

infeccdo por C. neoformans (SOLTANI et al., 2013).

CONCLUSAO

A maioria das amostras positivas foram colhidas em locais com maior concentracdo de
pombos e fluxo de pessoas. Esses resultados demonstram a necessidade de alertar a
populacdo, através de campanhas educativas, sobre os riscos de contrair a criptococose e a
importancia de ndo alimentar os pombos em areas de lazer, a principal estratégia no

controle populacional dos pombos.

Cryptococcus spp. IN PIGEONS (Columba livia) DROPPINGS IN PUBLIC
SQUARES OF LAGES, SANTA CATARINA

ABSTRACT

ryptococcosis is an opportunistic fungal infection caused by the encapsulated yeast
Cryptococcus mainly C. neoformans and C. gatti, acquired by the inhalation of
infectious propagules from the environment. Pigeons (Columba livia) are associated
with the infection, acting as natural reservoirs of the fungus, given the large number of these
animals in public areas, mainly in places with high concentration of people. A total of 195
samples of pigeon droppings, collected from public squares downtown in Lages, state of
Santa Catarina, Brazil, were analyzed for the isolation and diagnosis of C. neoformans. From
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the analyzed samples, 7.69% (15) were positive for the encapsulated yeast. Therefore, it is
necessary to warn the population about the risk of cryptococcosis and discourage feeding
pigeons in leisure areas, which seems to be the major control strategy.

Keywords: Cryptococcus neoformans. Pigeons. Zoonosis. Yeast. Public Square.

Cryptococcus spp. EN LOS EXCREMENTOS DE PALOMAS (Columba livia) DE
ESPACIOS PUBLICOS DE LAGES, SANTA CATARINA

RESUMEN

encapsulada del genero Cryptococcus, principalmente C. neoformans y Cryptococcus

gattii. El hongo es adquirido por la inhalacion de material de origen ambiental y mas
raramente a través de trasplantes de drganos en individuos inmunodeprimidos. La paloma
doméstica (Columba livia) esta relacionada con la infeccidn, especialmente como reservorios
naturales del hongo y debido a la alta concentracién de estos animales en ambientes
publicos, especialmente en lugares de gran movimiento de personas. Para el aislamiento y el
diagndstico de C. neoformans, 195 muestras fueron analizadas de excrementos de palomas
de seis plazas ubicadas en la regidn central de la ciudad de Lages, SC. De las muestras
analizadas 7,69% (15) fueron positivas para levadura encapsulada. Basado en que la
positividad ocurrid en sitios con mayor concentracién de palomas y mayor flujo de personas
es necesario alertar al publico sobre el riesgo de contraer la criptococosis y de la necesidad
de que las mismas no alimenten a las palomas en las areas publicas. Esta seria la principal
estrategia para controlar la poblacién de las mismas.

| a criptococosis es una infeccién micdtica comun oportunista causada por la levadura

Palabras clave: Cryptococcus neoformans. Levadura. Palomas. Zoonosis. Plaza publica.
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