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Cativeiro de aves como fonte de Cryptococcus neoformans na cidade
de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil

Avian habitats as sources of Cryptococcus neoformans in the city
of Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brazil

Wander Fernando de Oliveira Filiu'?, Bodo Wanke?, Sandra Maura Agiiena'?,
Valter Oshiro Vilela'?, Regina Célia Lima Macedo® e Marcia Lazéra®

Resumo Cryptococcus neoformans € a levedura capsulada causadora de criptococose em humanos e animais.
A variedade neoformans, encontrada em diversas fontes ambientais, inclusive habitats de aves, € importante
causa de mortalidade em individuos com AIDS em todo o Mundo. Contudo, ainda néo ha estudos sobre a sua
ecologia na regido Centro Oeste brasileira, onde ha registro da ocorréncia de casos humanos da micose. Para
estudar fontes saprofiticas de C. neoformans, na cidade de Campo Grande, foram coletadas 20 amostras de
excretas de aves em distintos ambientes. Suspensdo das amostras em salina estéril foram semeadas em
placas com meio dgar niger. Apds 5 dias, colbnias mucdides marrom-escuro foram subcultivadas para
identificagcdo através de provas morfofisioldgicas, determinagdo da variedade e sorotipagem. C. neoformans
var. neoformans sorotipo A foi isolado de 10 (50%) das amostras, comprovando a ocorréncia saprofitica de
C. neoformans na cidade de Campo Grande, relacionada a habitat de aves em cativeiro.

Palavras-chaves: Cryptococcus neoformans. Aves cativas. Fontes saprofiticas. Criptococose.

Abstract Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast agent of human and animal cryptococcosis. The
variety neoformans is an important cause of mortality in AIDS-patients throughout the world. It has already
been isolated worldwide from different environmental sources, including avian habitats. However, in spite of the
occurrence of human cases of cryptococcosis, there are no studies on the ecology of this agent in the Brazilian
Central-Western region. To study saprophytic sources of C. neoformans in the city of Campo Grande, 20 samples
of avian droppings from distinct environments within the city were collected. The samples were suspended in
sterile saline and then smeared on niger seed agar medium. Five days later smooth dark-brown colonies were
subcultivated for identification by morphophysiologic tests. The variety and serotype was determined.
C. neoformans var. neoformans serotype A was isolated from 10 (50%) of the samples collected. Consequently,
the saprophytic presence of C. neoformans is related to avian habitats.

Key-words: Cryptococcus neoformans. Captive birds. Saprophytic sources. Cryptococcosis.

Cryptococcus neoformans, forma assexuada do
basidiomiceto Filobasidiella neoformans, é levedura
encapsulada uni ou bibrotante de grande importancia
em micologia médica por ser agente da criptococose.
C. neoformans apresenta os sorotipos A, B, C, D e AD
distribuidos em duas variedades que diferem em
aspectos bioquimicos, ecoldgicos, antigénicos e
genéticos®®. A variedade neoformans, com os sorotipos
A, AD e D89, tem distribuicdo cosmopolita relacionada
a solos contaminados naturalmente com excretas de
aves®©®72526 27 Esta variedade tem a capacidade de
colonizar a mucosa do papo de pombos, sem causar

doenga, comportando-se como endosaprdfita natural
destas aves. A universalidade e a peculiar adaptacdo de
pombos a centros urbanos relacionam-se com a
ubiqliidade deste agente fungico, sendo facilmente isolado
de fontes ambientais, inclusive de poeira domiciliar'” 8.

Mais recentemente, foi demonstrada no Brasil a
associacéo saprofitica de C. neoformans var. neoformans
com madeira em decomposi¢cdo em ocos de arvores
vivas'® 1" 1218 constituindo um novo habitat natural e
indicando um possivel nicho ecolégico primario para o
fungo'®. Sem duvida, ha necessidade de desenvolver
estudos similares em outras partes do mundo??' 24,
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C. neoformans var neoformans predomina como
agente oportunista®s, atingindo hospedeiros com
deficiéncia da imunidade celular, ganhando grande
importancia nos dias atuais, ndo sé pelo aumento
populacional mas sobretudo pelo crescente nimero de
hospedeiros suscetiveis: (sindrome da imunodeficiéncia
adquirida) SIDA, leucémicos, transplantados,
portadores de tumores sélidos e pacientes em uso
prolongados de corticoides e antibidticos'® 22,

A infeccdo por C. neoformans var. neoformans é
adquirida através da inalac@o de propagulos de origem
ambiental'®, representados por leveduras desidratadas,
menores que 2mm de didmetro, facilmente aerossolizadas.
Sugeriu-se que basidiésporos da forma sexuada do fungo,
medindo 1,8 x 2,5mm, mais resistentes a dessecacao,
mais facilmente aerossolizados e comprovadamente
patogénicos para animais de laboratério, também possam
ser inalados®'.

A variedade gattii, com sorotipos B e C, ocorre em
regides tropicais e subtropicais e comporta-se como
patégeno primario, acometendo hospedeiros

imunocompetentes® 2. Foi inicialmente associada a
Eucalyptus camaldulensis na Australia®“'°, seguindo-
se seu isolamento de restos vegetais de diversas
espécies de eucaliptos em diferentes paises* '*. No
entanto, C. neoformans var. gattii foi isolado de oco de
arvores tropicais no Brasil, como oiti (Moquilea
tomentosa), cassia rosa (Cdssia grandis), ficus (Ficus
microcarpa) e outros, evidenciando outros habitats
naturais para esta variedade’ '°.

A criptococose deve ser considerada no diagndstico
diferencial das infec¢cdes oportunistas nos individuos
imunodeprimidos, sendo fundamental o diagndstico
precoce, para reduzir a morbidade e letalidade desta
micose, que na maioria dos casos se apresenta na
forma de meningoencefalite.

A ocorréncia da criptococose na Regidao Centro-
Oeste, inclusive em moradores da cidade de Campo
Grande, MS, justifica o interesse pelo estudo das fontes
de infecgédo, iniciando pela investigacdo de C.
neoformans em excretas de aves em cativeiro, bastante
comuns nesta cidade.

MATERIAL E METODOS

Campo Grande, capital do Estado de Mato Grosso
do Sul, faz parte da macro-regido do Centro-Oeste
brasileiro, basicamente constituido por cerrado, um rico
complexo silvestre com exuberante flora, rica fauna,
principalmente de espécies de aves, tendo catalogado
714 espécies na regido. Neste ambiente urbanizado,
com marcada atividade antropica, escolhemos a area
central da cidade, onde foram colhidas 20 amostras de
excretas de aves, assim distribuidas: 16 obtidas em 6
lojas de aves, uma obtida em uma escola, uma obtida
em um domicilio, e 2 corresponderam a raspados de
excretas encontradas em solo de ambiente aberto. Teve-
se o cuidado de colher material envelhecido e seco,
nos poleiros e nas grades das gaiolas e viveiros.

Cada amostra corresponde a uma gaiola ou viveiro,
contendo de 4 a 27 aves, agrupadas segundo sua espécie,
sem divisdo entre machos e fémeas, representadas por
canario belga (Serinus canaria), canario do reino
(Corduelis cocullatos), canario da terra (Sicalis flaveola
brasiliensis), periquito australiano (Melopsittacus
unolulatus), colopsita (Psittacidae), agapore (Psittacidae),
mandarim (Psittacidae), pombo rabo de leque (Columba
sp), pombo africano (Columba sp), papagaio (Psittacidae).
Em duas ocasides foram observadas espécies diferentes
em um mesmo viveiro, agapore com colopsita (amostra
P-05) e canario com mandarim (amostra P-20), todas
essas aves bem adaptadas ao cativeiro.

As amostras foram colhidas em frascos plasticos
estéreis e acondicionadas sob refrigeragédo entre 8 e
12°C por 24 horas. O material foi processado em camara
de fluxo laminar (classe 2-B1), homogeneizado em gral
com pistilo de porcelana previamente esterilizados.
Cerca de 1g do material homogeneizado foi suspenso
em 50ml de salina fisiolégica estéril contendo 0,4g/l de
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cloranfenicol. Apds agitacdo em voértex por 3 minutos, e
repouso por 30 minutos a temperatura ambiente, o
sobrenadante foi aspirado e 0,1ml foi semeado em cada
placa de petri com meio de sementes de niger (Guizotia
abyssinica), contendo 0,29/l de cloranfenicol e 0,2g/l de
amicacina (meio NSA). Foram semeadas 10 placas por
amostra, incubadas a temperatura ambiente, entre 26 e
27,5°C e observadas diariamente até 7 dias.

Colbnias lisas, umidas, brilhantes e de coloragdo marrom-
escura foram repicadas na forma de estrias em placa com
meio NSA para purificagao e obtencédo de subcultivos em
meio de agar-Sabouraud 2% a temperatura ambiente, para
realizacdo das provas de identificagcdo. A microscopia foi
feita em montagens com NaOH a 4%, tinta da china
(nanquim) e lactofenol azul de algodéo. A observacédo de
leveduras de tamanho regulares, globosas, arredondadas,
encapsuladas, unibrotantes ou multibrotantes e sem hifas
ou pseudo-hifas, conduzia a realizagao de testes fisioldgicos
como a producdo de urease, termotolerancia a 35°C,
sensibilidade a cicloheximida e testes de assimilagéo de
carbono e nitrogénio, realizados em equipamento
automatizado, VITEK® (BioMerreux - France).

Para a identificacdo da variedade foi utilizado o meio
canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) conforme
descrito por Kwon-Chung (1984) e a sorotipagem foi
realizada pelo kit Crypto Check latron RM 304-K (latron
Labs, Tokio, Japao). Este ultimo consiste em teste de
aglutinagdo em lamina, utilizando anticorpos policlonais,
monoespecificos, correspondentes a fatores séricos.

Foi estimada numericamente a quantidade de
propagulos de C. neoformans existentes em cada amostra
positiva, expressa em unidades formadoras de col6nias do
fungo por grama de matéria organica processada (UFC/g).
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RESULTADOS

Das 20 amostras analisadas, 10 foram positivas para
Cryptococus neoformans var neoformans sorotipo A,
correspondentes a 3 locais positivos dentre os 10

ambientes estudados (Tabela 1). A contagem das unidades
formadoras de colénias (UFC) de C. neoformans foi
realizada em todas as amostras positivas (Tabela 1).

Tabela 1 - Cryptococcus neoformans em excretas de aves, relacionando local de coleta, gaiolas
estudadas, espécie e numero de aves nas gaiolas e densidade de colbnias nas amostras positivas.

Campo Grande - MS, 1999.

Aves Isolamento de
Local Gaiola espécie nimero C. neoformans UFC/g
Loja 1 1 periquito australiano 18 negativo
Loja 2 2 pombo rabo de leque 3 negativo
Loja 3 3 periquito australiano 9 negativo
4 canario belga 12 negativo
Loja 4 5 agapore + colopsita 12+15 7.000
6 canario 23 negativo
7 periquito australiano 27 1.000
8 periquito australiano 27 9.000
Loja 5 9 periquito australiano 18 negativo
Domicilio 10 papagaio 1 negativo
Escola 11 colopsita + 2+4 25.000
periquito australiano
Patio 12 pardal 2 negativo
Patio 13 sabia 2 negativo
Loja 6 14 periquito australiano 8 negativo
15 periquito australiano 15 46.200
16 periquito australiano 30 8.100
17 pombo burguesinho 6 11.100
18 pombo burguesinho 5 900
19 pombo rabo de leque 2 1.500
20 canario belga + mandarim 3+2 6.600
Total 20 246 10

UFC/g Unidades formadoras de colénias por grama de material

DISCUSSAO

Trabalhos pioneiros de Emmons, no inicio da década
de 50, ja faziam referéncia ao acumulo de excretas
secas e envelhecidas de pombos (Columba livia) bem
como os solos contaminados com estes excrementos
como fontes saprofiticas de C. neoformans em
ambientes urbanos®¢7. Staib (1984) concluiu que a
exposicéo dos homens e animais a excretas dessas
aves explica pelo menos em parte a epidemiologia da
criptococose?. Entretanto, certos aspectos ndo estao
esclarecidos, como a origem de C. neoformans nestes
excrementos, uma vez que o fungo néo é isolado do
trato intestinal de aves, onde tem dificuldade de
sobreviver a competicdo microbiana. Por outro lado, ha
poucos relatos de criptococose em aves® 6, animais
resistentes a invaséo pelo fungo devido a sua elevada
temperatura corporal. Além disso, ja foi relatado o
isolamento do fungo de excretas de uma grande
variedade de psitacideos. Essas aves tém o habito de
raspar e fragmentar pedacos de madeira, galhos, e
parecem oferecer condigdes favoraveis de sobrevivéncia
e multiplicagéo de C. neoformans em seus habitats® 7.

Nossos resultados comprovam, pela primeira vez, a
contaminacéo de excretas de aves de cativeiro por
C. neoformans var neoformans sorotipo A na cidade
de Campo Grande. Foram observadas elevadas
concentragdes do fungo, até 46.000 propagulos viaveis
por grama de material seco, refletindo a existéncia de
fontes ambientais na forma de microfocos deste fungo.
Nestes locais o fungo pode ser disperso no ar e,
subseqlentemente, inalado. A contaminacgao observada
pode estar relacionada ao grande turn-overde aves nas
gaiolas, a forma de limpeza das gaiolas ou viveiros com
a mesma ferramenta, e a grande disponibilidade de
sementes de niger, paingo, alpiste e girassol nos locais,
que podem servir de substrato para o crescimento do
fungo. Estudos conduzidos por Mitchel & Perfect
relataram que é grande o numero de pessoas com
anticorpos circulantes apds exposicao e manejo de aves
e habitats contaminados. Nao desenvolvem, porém, a
doenca, reafirmando a idéia de que a variedade
neoformans é de baixa patogenicidade e comporta-se
essencialmente como oportunista'®.
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Swinne et al isolaram C. neoformans var neoformans
da poeira doméstica das amostras oriundas das
residéncias dos pacientes com criptococose associada a
AIDS e em contato com aves em 35% das residéncias
analisadas no Bujumbura, Burundi (Africa Central)? 3°,
Passoni et al. encontraram em torno de 15% de
positividade de isolamento de C. neoformans var
neoformans da poeira doméstica no Rio de Janeiro,
valorizando o achado do fungo em excretas de aves em
cativeiro, como canarios, periquitos e outros psitacideos.
Foi demonstrada uma correlagéo significativa entre a
existéncia de aves cativas no ambiente domiciliar e a
probabilidade de contaminagéo destas residéncias por
C. neoformans. Consequentemente, pacientes com AIDS
apresentavam risco aumentado em adquirir a doenca
quando residentes em domicilio positivo para o fungo' 8.

Entre outubro de 1994 e fevereiro de 1998 foram
registrados 23 casos de meningoencefalite criptococdcica
no Hospital Universitario da UFMS, na cidade de Campo

Grande, centro de referéncia do estado para
meningites. Destes, 18 pacientes estavam com AIDS
e 5 ndo tinham condigcéo predisponente evidente. Vinte
residiam em Mato Grosso do Sul, sendo 14 naturais
deste estado e 12 procedentes de Campo Grande. A
absoluta maioria era de area urbana. C. neoformans
var gattii ocorreu em dois casos e os demais
21 pacientes apresentavam doenca causada
por C. neoformans var neoformans sorotipo A%*. O
encontro deste mesmo agente e sorotipo em excretas
de fezes de aves de cativeiro correlacionam com os
dados da casuistica local da micose humana.

Estes achados trazem a luz a questao de minimizar
o risco de exposicao a microfocos de C. neoformans
var neoformans em locais de circulag@o publica e em
domicilios de pacientes imunodeprimidos através da
vigilancia das condi¢cdes de higiene e limpeza de
excretas, aeracao, iluminacéo e ventilacdo adequadas,
bem como monitoriza¢do de locais de risco.
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