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REsumo

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sdo fungos patogénicos
causadores de pneumonia e meningite em pacientes imunodebilitados e
imunocompetentes. Ambas as espécies sdo encontradas no meio ambiente e
adquiridas via inalagéo, ocasionando uma infec¢éo pulmonar inicial. Foram avaliadas
48 amostras de ar e 32 amostras de fezes de pombos entre junho e agosto de 2007.
A presenca de capsula foi examinada pela microscopia com Tinta Nanquim. As
amostras também foram testadas para producéo de urease e da enzima fenoloxidase.
Cryptococcus neoformans foi isolado em 3,1% de fezes de pombos. Os resultados
sugerem que condi¢des climaticas podem afetar a ocorréncia da levedura em
diferentes fontes ambientais.

PALAVRAS-cHAVE: Fezes de pombos; Ar; Cryptococcus neoformans; Votuporanga.

INTRODUCAO
O Cryptococcus neoformans é um fungo patogénico oportunista causador de
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pneumonia e meningite, de distribuicio mundial (FILIU etal., 2002; QUINTERO;
CASTANEDA; RUIZ, 2005). As variedades neoformans e grubii s3o responsaveis
pela infeccdo em pacientes imunodebilitados. J& o Cryptococcus gatti infecta,
preferencialmente, pacientes imunocompetentes (QUINTERO; CASTANEDA;
RUIZ, 2005; PUKKILA-WORLEY; MYLONAKIS, 2008;VELAGAPUDI etal.,
2009). Ambas as espécies sdo encontradas no meio ambiente e adquiridas pela
inalacdo de propéagulos infectantes que causam infeccdo pulmonar primaria
(VELAGAPUDI et al., 2009; CASTANEDA; RUIZ, 2005). Ha hipéteses de que
o0s propagulos infectantes sejam pequenas células leveduriformes dessecadas ou
esporos produzidos pela reproducéo sexual da levedura no ambiente (VELAGAPUDI
etal., 2009).

O habitat natural do Cryptococcus gatti no meio ambiente foi demonstrado por
pesquisadores australianos por meio da associacdo com espécies de eucaliptos
(CALLEJAS et al., 1998; KROCKENBERGER; CANFIELD; MALIK, 2002;
CAMPISI et al., 2003; DAVEL et al., 2003; GUGNANI et al., 2005; QUINTERO;
CASTANEDA; RUIZ, 2005). Estudos desenvolvidos em varias regides do mundo
tém demonstrado a presenca do C. gatti em diversas espécies de arvores em regides
tropicais e subtropicais (GROVER et al., 2009; GRANADOS; CASTANEDA,
2006; ESCANDON et al., 2005; DAVEL et al., 2003; KROCKENBERGER;
CANFIELD; MALIK, 2002; FORTES et al., 2001; CALLEJAS et al., 1998).

Os reservatarios de C. neoformans variedade neooformans e grubii séo pombos
e passaros domeésticos frequentemente saudaveis, que eliminam em seus excrementos
a levedura, contribuindo com a propagacéo na natureza (PAL, 1997; QUINTERO;
CASTANEDA; RUIZ, 2005; SOOGARUN et al., 2006). Entretanto, vérios estudos
tém demonstrado a presenca dessa espécie em folhas em decomposicéo de diferentes
espécies de arvores e emsujeiras domésticas (GROVER et al., 2009; GRANADOS;
CASTANEDA, 2006; GUGNANI et al., 2005; QUINTERO; CASTANEDA; RUIZ,
2005; ERGIN et al., 2004; CAMPISI et al., 2003).

Baltazar e Ribeiro (2006) isolaram a variedade C. gattii e C. neoformans de
amostras de arvores em diferentes regides do Estado do Espirito Santo. Outro estudo
realizado em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, demonstrou a presenca de C.
neoformans em fezes de pombos (FILIU et al., 2002). Passoni e colaboradores
(1998) associaram C. neoformans em fezes de pombos e poeiras domésticas na
cidade do Rio de Janeiro.

A investigacao de surtos comunitarios de criptococose tem contribuido numa
melhor compreenséo de fontes de transmissao (ELLIS et al., 2000), incentivando
os estudos que possam identificar o nicho ecoldgico dessa levedura.

Compreender a ecologia do C. neoformans e do C. gattii € fundamental na
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epidemiologia da criptococose, pois estabelecendo possiveis habitats se podem
desenvolver medidas preventivas minimizando a transmissao. Este estudo objetiva
avaliar a presenca de espécies de Cryptococcus em amostra ambientais e de fezes
de pombos na cidade de Votuporanga-SP.

METODOLOGIA

Amostras de fezes de pombos e do ar foram coletadas em diferentes regides do
municipio de Votuporanga-SP, no periodo de junho a agosto de 2007. As regides
analisadas foram: central, leste, sul e norte (Figura 01). Para cada regido analisada
foram coletadas 12 amostras do ar e 8 amostras de fezes, totalizando 48 e 32,
respectivamente.

Coleta de fezes de pombos: quantidades significativas de fezes de pombos
secas foram coletadas com auxilio de espatula de madeira estéril e acondicionadas
em placas de Petri estéreis. As amostras foram transportadas para o laboratério
Didatico de Analises Clinicas do Centro Universitario de Votuporanga para
processamento.

Coleta de amostra do ar: placas de Petri contendo Agar Sabouraud com
cloranfenicol 0,05% foram abertas nos mesmos locais em que foram coletadas as
amostras de fezes. As placas foram abertas por 15 minutos e posteriormente
transportadas ao laboratério Didatico de Anélises Clinicas do Centro Universitario
de Votuporanga para processamento.

Identificacdo da levedura nas amostras coletadas: As placas provenientes
do ar foram incubadas em estufa bacteriolégica a 30°C + 1°C durante 7 dias. Ja
as fezes coletadas foram processadas da seguinte maneira: 4g de fezes secas
foram suspendidas em 50mL de solucao fisioldgica 0,9% estéril. Este preparado
foi agitado manualmente por 5 minutos e deixado em repouso por 30 minutos.
Decorrido este tempo, 4mL de sobrenadante foram coletados e acondicionados
em dois tubos estéreis e centrifugados por 15 minutos a 5.000rpm. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento, cultivado em meio Sabouraud com
cloranfenicol 0,05%. O residuo restante foi diluido em 2mL de solucao fisiolégica
estéril 0,9% e homogeneizado por 5 minutos. Essa suspensao foi novamente
cultivada em Sabouraud com cloranfenicol. As placas foram incubadas a 30°C
+ 1°C durante 7 dias.

Apds o periodo de incubacéo, foi realizada a analise microscopica das colonias
suspeitas, investigando a presenca de células leveduriformes Unicas e/ou com
brotamento e capsulas com Tinta Nanquim. As amostras positivas para presenca de
capsula foram cultivadas em Agar uréase, Agar Niger e Agar Yeast Nitrogen Base
(auxanograma) para identificagdo de Cryptococcus.
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Legenda: A: Condominio residencial - Regido Norte
B: Praga Fernando Costa - Regifio Central
C: Clube de campo - Regifo Leste
D: Fabrica - Regido Sul

Figura 1. Mapa representativo das regides analisadas na cidade de
\otuporanga-SP.

REsuLTADOS

Ao todo, 48 amostras de ar e 32 amostras de fezes de regides altamente povoadas
por pombos no municipio de Votuporanga-SP foram analisadas. Das amostras de
ar, apenas 01 coldnia apresentou caracteristica suspeita de Cryptococcus e, das
amostras de fezes, 14 apresentaram mesma caracteristica.

Ap0s as provas bioquimicas para identificacdo de Cryptococcus neoformans,
100% (48) das amostras do ar apresentaram auséncia de Cryptococcus neoformans
— e somente uma era Cryptococcus sp. Ja das 32 amostras de fezes, 14 eram
suspeitas de Cryptococcu sp; destas, 9 eram Cryptococcus sp e somente 1 era
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Cryptococcus neoformans (Tabela 01). Assim, das 80 amostras ambientais (48/ar
e 32/fezes), somente 1,25% era positivo para Cryptococcus neoformans (1 amostra/
fezes). Essa amostra foi coletada na regido central (local: B) (Figura01), sendo o
local que apresentava maior indice populacional de pombos quando comparado as
outras &reas analisadas.

Tabela 1. Distribuicdo de Cryptococcus sp e Cryptococcus neoformans
isolados nas amostras de ar e fezes no municipio de Votuporanga.

Amostras do ar Amostras de fezes
TOTAL %% TOTAL %
48 100 32 100
Amostras positivas para Cryptococcus sp 1 2.1 g 281
Amostras positivas para Cryptococcus 0 0 1 3.1
negfornans
DiscussAo

Cryptococcus neoformans e gattii sdo fungos patogénicos causadores de
pneumonia e meningite em pacientes imunodebilitados e imunocompetentes. Essas
espécies sdo encontradas no meio ambiente e adquiridas via inalacdo (QUINTERO,
CASTANEDA, RUIZ, 2005; PUKKILA-WORLEY, MYLONAKIS,
2008;VELAGAPUDI et al., 2009).

Estudos sugerem uma correlagdo maior entre C. neoformans var. neoformans/
grubii e fezes de pombos e C. gattii e &rvores. Entretanto, Grover e colaboradores
(2009) sugerem que o habitat natural de ambas as espécies é mais amplo.

Neste estudo, 2,1% das amostras do ar apresentaram Cryptococcus sp,
entretanto 100% apresentaram auséncia de crescimento para Cryptococcus
neoformans. Ja 3,1% das amostras de fezes de pombos foram positivas para
Cryptococcus neoformans e 29,1%, para Cryptococcus sp. Esses dados relatam
0 primeiro caso de Cryptococcus neoformans isolado de amostras ambientais
(fezes de pombos) na cidade de Votuporanga-Sao Paulo, visto que estudo anterior
realizado por Rezende e colaboradores (2006) demonstrou auséncia da levedura
em amostras ambientais (fezes de pombos).

Hanasha e colaboradores (2004) analisaram 509 amostras de fezes de
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pombos coletadas de grandes cidades da Jordania; dessas, 336 foram positivas
para Cryptococcus sp; entretanto, ndo houve a presenca de C. neoformans
ou C. gattii.

Soogarun e colaboradores (2006) avaliaram 14 amostras de fezes de pombos
obtidas de diferentes regides de Bangkok — a presenca de C. neoformans var.
neoformans foi demonstrada em 9,09% delas. indice semelhante foi obtido em
estudo na cidade do México, investigando amostras de fezes de aves, frutas e
vegetais, com indices de positividades de 9,5%, 9,5% e 4,2% para Cryptococcus
neoformans, respectivamente (LOPEZ-MARTINEZ, CASTANON-
OLIVARES, 1995).

Pal e colaboradores (1997) obtiveram 25% de fezes de pombos com C.
neoformans em somente 28 amostras avaliadas. indices elevados foram relatados
por Granado e colaboradores (2005) em Bogota, Colémbia.

No Brasil, analises ambientais tém relatado indices de isolamento maiores
que o citado neste estudo. Filit e colaboradores (2002) demonstraram a
presenca de C. nerformans var. grubii em 50% das 20 amostras de excretas
de aves de cativeiros na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
Brasil. Dados semelhantes foram relatados por Abegg e colaboradores (2006),
no Rio Grande do Sul, que isolaram C. neoformans var. grubii em 87% das
amostras de excretas de psitaceos. Ja Passoni e colaboradores (1999)
encontraram em torno de 15% de positividade de isolamento de C. neoformans
var. neoformans de excretas de aves em cativeiros, como canarios, periquitos
e outros psitacideos, assim como na poeira doméstica na cidade do Rio de
Janeiro.

Granados e Castafieda (2006) demonstrou que a prevaléncia de espécies e
variedades de Cryptococcus varia entre cidades, sugerindo que condicdes
climaticas e ambientais, tais como umidade, temperatura, radiacdo solar e
evaporacao, podem influenciar na presenca desta levedura, sugerindo que o C.
neoformans é mais frequentemente isolado nas esta¢cdes mais Umidas e de fezes
secas, sendo esta uma possivel explicacdo para o resultado deste estudo.
Entretanto, Quintero e colaboradores (2005) demonstraram presenca de C.
neoformans e C. gattii emamostras de fezes e de &rvores, e uma maior incidéncia
de isolamento em amostras coletadas no clima frio.

Varios estudos tém demonstrado que as excretas de pombos podem ser
consideradas importantes substratos para a presenca e manutencéo da levedura
na natureza (FILIU et al., 2002). Aadaptacio de pombos aos centros urbanos e
as diferentes espécies de arvores constitui uma importante fonte ambiental de
transmisséo para a populagéo, inclusive de poeira domiciliar (SWINNE et al.,
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1989; PASSONI et al., 1998; PASSONI, 1999; CAMPISI et al., 2003; ERGIN
etal., 2004). Estudo semelhante desenvolvido por Nishikawa e colaboradores
(2003) analisou 80 amostras ambientais obtidas de excreta de passaros, poeira
doméstica, detritos de arvores e fezes de morcegos em diferentes regiées do Brasil,
indicando diferencas regionais nas distribui¢cdes dos sorotipos e isolados de C.
neoformans do ambiente urbano, ndo somente associados com excretas de
pombos e aves, mas também as arvores.

A associacdo saprofitica do C. neoformans var neoformans/grubii com
arvores, no Brasil, foi demonstrada por diferentes pesquisadores, sugerindo um
possivel habitat natural além das fezes de pombos (LAZERA et al., 1993; LAZERA
et al., 1996; LAZERA et al., 2000). Em outros locais do mundo também foi
relatada a associacdo de C. neoformans var grubii e arvores (BAUWENS et
al., 1986; SWINNE, 1988; CAMPISI et al., 2003; GUGNANI et al., 2005;
ERGIN et al., 2004).

CoNcLusAo

A alta biodiversidade de C. neoformans, isolado de diversas fontes ambientais
nas areas urbanas do Brasil e em outros paises, demonstrou a dificuldade de
determinar o habitat natural dessa levedura. Estudos posteriores que estabelecam
as diversidades ambientais e sua manutencdo no meio ambiente sdo necessarios
para uma compreensao da ecologia da levedura, fundamental na patogénese da
criptococose, estabelecendo medidas de prevencdo e controle ambiental na
transmissdo do patdgeno.
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TiTLE: CrYPTOCOCCUS NEOFORMANS: THE FIRST REPORTED CASE OF ISOLATION
IN PicEON EXCRETA IN THE CITY OF VOTUPORANGA-SA0O PAULO

ABSTRACT

Cryptococcocus neoformans and Cryptococcus gattii are closely related
pathogenic fungi that cause pneumonia and meningitis in both
immunocompromised and immunocompetent hosts. Both species are found
in the environment, and are acquired via inhalation, leading to an initial
pulmonary infection. We evaluated 48 air samples and 32 samples of pigeon
excreta from June to August, 2007. The presence of capsule was examined
with Indian ink preparation. They were also tested for urease and phenoloxidase
enzymes. Cryptococcus neoformans was recovered from pigeon excreta in
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3.1%. The results suggest that climatic conditions can affect the occurrence
of the yeast in different environmental sources.

Kevworps: Excreta; Air; Cryptococcus neoformans; Votuporanga.
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