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RESUMO

Introdugao: O Cryptococcus neoformans é umalevedura capsulada, agente etioldgico da criptococose
em humanos e animais, encontrado em fontes ambientais, incluindo excretas de pombos, é uma
importante causa de mortalidade em individuos imunodeprimidos em todo o mundo. Métodos:
Com o objetivo de verificar a ocorréncia do Cryptococcus neoformans, em excretas de pombos, na
Cidade de Pelotas, pesquisou-se 70 ambientes, incluindo prédios, pragas e locais ao ar livre, da
Cidade de Pelotas, RS. Apdsa coleta, os excrementos foram adicionados de salina com cloranfenicol,
homogeneizados, semeados em 4gar Sabouraud com cloranfenicol e 4gar Niger e incubados a 32°C.
Paraidentificagio, realizou-se exame direto, prova da fenoloxidase, urease, assimilagao de carboidratos
e cultura em meio CGB. Resultados: Dos locais estudados (n°=70), em 26 (37,1%) havia excretas
de pombos. Estes lugares foram representados por prédios histéricos (n° =8), torre de igreja (n°=1),
engenhos e armazéns de arroz (n° =7), praga (n° =1) e locais ao ar livre (n° =9), o isolamento de
Cryptococcus neoformans ocorreu em 26,9% (n°=7/26), desteslocais. Conclusées: O estudo chamaa
atengao, para o isolamento do fungo em 4reas urbanas, que apresentavam grande aciimulo de excretas,
indicando um risco para a saude publica, especialmente para individuos imunocomprometidos.
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ABSTRACT

Introduction: Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast and is the etiological agent for
human and animal cryptococcosis. It is found in sources within the environment, including pigeon
excrement, and is an important cause of mortality among immunocompromised individuals
worldwide. Methods: Seventy different environments in the city of Pelotas, Rio Grande do Sul,
were surveyed for the purpose of investigating Cryptococcus neoformans occurrences in pigeon
excreta. The environments included buildings, public squares and outdoor locations in the city.
After collection, chloramphenicol saline solution was added to the excreta, which were then
homogenized and seeded onto Sabouraud agar with chloramphenicol and onto Niger agar,
and incubated at 32°C. Identification was performed by direct examination and by means of
the phenoloxidase and urease tests, carbohydrate assimilation and culturing in CGB medium.
Results: Out of the sites investigated (n = 70), 26 (37.1%) of them contained pigeon excreta.
These included historical buildings (n = 8), a church tower (n = 1), rice mills and warehouses
(n =7), a public square (n = 1) and outdoor locations (n = 9). Cryptococcus neoformans was
isolated from 26.9% (n =7/26) of these locations. Conclusions: This study draws attention to
isolation of this fungus in urban areas that present large accumulations of pigeon excrement. This
represents a risk to public health, especially for immunocompromised individuals.
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INTRODUGCAO

O género Cryptococcus comporta mais de 38
espécies, duas das quais sao consideradas potencialmente
patogénicas, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
1,23

gatti
micose grave que tem tido uma crescente importancia

, agentes etiologicos da criptococose, uma

nas ultimas décadas'*. A infec¢do causada por
Cryptococcus neoformans ocorre preferencialmente
em individuos imunocomprometidos, enquanto
Cryptococcus gattii também acomete individuos
imunocompetentes®.

A fonte ambiental do Cryptococcus gattii estd
associada a eucaliptos e material vegetal em
decomposigao®. No Brasil, o Cryptococcus gattii
foi também encontrado em cassia rosa (Cassia
grandis), ficus (Ficus microcarpa) e outras drvores
nativas, evidenciando outros habitats naturais para
essa espécie’.

Cryptococcus neoformans no ambiente é
principalmente encontrado em excretas de aves,
especialmente de pombos (Columba livia), e o
ecossistema urbano tem se tornado propicio para
permanéncia destas aves, proporcionando acumulo
de excretas, que é considerada a fonte de infecgao
mais importante para homens e animais. Aliado
a este fato, a populagdo de pombos domésticos
tem aumentado significativamente em diversas
partes do mundo, inclusive no Brasil, tornando-
se um problema ambiental e de saude publica®®.
Esta espécie tem o hébito de viverem em grupos,
abrigando-se e construindo seus ninhos em
locais altos como prédios, torres, sotaos, beirais
de janelas, entre outros. Estas aves alimentam-se
preferencialmente de graos, mas aproveitam bem
os restos de alimentos e lixo encontrados em locais
publicos como, por exemplo, pragas e parques®*’.

Pelotas estd localizada no sul do Rio Grande
do Sul, sendo considerada um dos mais ricos
patrimonios culturais e arquitetonicos do Brasil.
Esta cidade apresenta grande numero de prédios
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histéricos, igrejas, pragas publicas, além de possuir inimeros
engenhos de arroz e armazéns de graos. Estes ambientes sao
considerados um 6timo habitat para habita¢do e reproducio de
pombos domésticos. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a
ocorréncia de Cryptococcus neoformans em excretas de pombos em
drea urbana na Cidade de Pelotas, RS, Brasil.

METODOS

Para a realizacdo do estudo, selecionou-se 70 locais da Cidade
de Pelotas, por terem a presenga de pombos continuamente. Os
locais selecionados foram engenhos e armazéns de graos (n°=7),
pragas (n°=14) e ruas (n°=9), prédios histéricos (n°=33) e torres de
igrejas (n°=7), por apresentarem construgdes ricas em ornamentos
e detalhes esculturais que servem de abrigo ou como locais de
alimentagao e reprodug¢io dos pombos.

Estes locais foram vistoriados e classificados conforme a
quantidade de excretas no local, pelo seguinte escore: 0. auséncia;
1. pequena quantidade; 2. média quantidade; 3. grande quantidade
de excretas com acimulo no local. Foram considerados locais
com pequena quantidade (escore 1) quando se observava excretas
esparsas no ambiente com pouco material para coleta. Para média
quantidade (escore 2) quando era observada quantidade consideravel
de excretas, mas sem acimulo e para o escore 3 quando se tinha
acimulo, chegando a formar placas de excrementos.

Em cadalocal, com auxilio de espatulas, méscaras e luvas, foram
colhidas entre S e 50 gramas de excretas, de acordo com o volume
encontrado. O material foi acondicionado em frascos pldsticos
padronizados, em triplicata e identificados quanto a data e local da
colheita, e mantidos em refrigeragao por até 48 horas. Cada amostra
foi homogeneizada utilizando-se 2g de excretas em 20ml de solugao
salina acrescida de cloranfenicol (0,2g/1). Os tubos foram levados
a agitagao em vortex por 3 minutos, e mantidos em repouso por 30
minutos para decantagio e obtengao do sobrenadante.

Uma aliquota de 0,1ml do sobrenadante foiretirada e semeada em
triplicata, com algas de Drigalski estéreis, em dgar Sabouraud dextrose
e em é4gar Niger. Os cultivos foram incubados a 32°C e observados
diariamente, por até dez dias, para avaliagio macromorfoldgica das
colonias. A micromorfologia foi realizada através do exame direto
com tinta da China e lactofenol azul de algodao, visualizando-se
em microscopia 6ptica (400X). Para confirmagio do Cryptococcus
neoformans, utilizou-se a prova da fenoloxidase (em meio agar Niger),
hidrolise da uréia, assimilagao de fontes carbonadas e meio CGB
(canavanina, glicina e azul de bromotimol).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados classificados como Cryptococcus neoformans
mostraram, em meio dgar Sabouraud dextrose com cloranfenicol,
colonias com aspecto superficial brilhante, liso, com consisténcia
cremosa a mucodide, coloragdo branca a bege, que com o passar dos
dias flufam da superficie dos meios. No meio de dgar Niger, as col6nias
apresentaram coloragao que variou do marrom claro ao marrom
escuro. Microscopicamente, foram observadas células redondas ou
ovais, envolvidas por uma cdpsula de espessura varidvel, com ou sem
brotamento. Na classificagdo bioquimica, foram positivos para a prova
da fenoloxidase, hidrélise da uréia, assimilaram o Inositol, dextrose e
dulcitol e na prova com meio CGB, nao houve troca da coloragao.

A quantidade de excretas encontradas durante a colheita foi
muito varidvel (Tabela 1), sendo observado que em muitos locais
erarealizada alimpeza didria dos ambientes, ndo ocorrendo acumulo
de excretas, apesar da presenga dos pombos. Dos 70 (100%) locais
selecionados para o estudo, observaram-se excretas de pombos em 26
(37,1%) representados por prédios histéricos (n°=8), torre de igreja
(n°=1), engenhos e armazéns de arroz (n°=7), praca (n°=1) e locais ao
ar livre (n°=9), sendo que o isolamento de Cryptococcus neoformans
ocorreu em 26,9% (n°=7/26) destes locais (Tabela 2).

TABELA 1 - Locais estudados e quantidade de excretas de pombos encontradas
durante a coleta em areas urbanas de Pelotas, RS.

Numero de Volume de excretas
Local prédios e locais 0 1 2 3
Torres de Igreja 7 6 - 1 -
Engenhos e armazéns de arroz 7 - 2 3 2
Pragas 14 13 - 1 -
Prédios histéricos 33 25 2 3 3
Locais ao ar livre 9 - 8 1 -
Total 70 44 12 9 S

TABELA 2 - Percentual de isolamento de Cryptococcus neoformans em diferentes
ambientes urbanos da Cidade de Pelotas, RS, em relagao a presencga de excretas
e ao numero de locais estudados.

Isolamento

Locais Presenca de relativo® absoluto™*
Local visitados  excretas n° % n° %
Torres de Igreja 7 1 1/1 100 1/7 143
Engenhos e armazéns de arroz 7 7 2/7 28,6 2/7 28,6
Pragas 14 1 1/1 100 1/14 7,1
Prédios Histéricos 33 8 2/8 25 2/33 6
Locais ao ar livre 9 9 1/9 11 1/9 11,1
Total 70 26(37,1%) 7/26 269 7/70 10

*numero de isolamentos/local com excretas, **nimero de isolamentos/total de
locais estudados.

A maioria dasigrejas visitadas tinha instalado barreiras mecanicas,
como telas e tapumes em suas torres, a fim de evitar a entrada dos
pombos. Somente em uma torre de igreja foi observada a presenga
de excretas, em quantidade média, de onde foi isolada a levedura,
sendo esta igreja localizada no centro da cidade junto a uma praga
arborizada, onde hd grande oferta de alimento para as aves. O
percentual de isolamento de Cryptococcus neoformans ficou em
14,3% em torres de igrejas (1/7), entretanto se for considerada a
presenga de excretas (1/1) o isolamento fica em 100%. Baroni!!
isolou Cryptococcus neoformans em 27% das amostras de excretas
colhidas em dez torres de igrejas, segundo o autor o ambiente da
torre de igreja apresentava temperatura amena sem incidéncia
direta da luz solar, representando condi¢des climdticas ideais para o
desenvolvimento do fungo.

Dos engenhos e armazéns de arroz visitados, em sete foram
encontradas excretas de pombos, recebendo escore que variou de
1 a3, sendo que os dois (28,6%) locais que receberam escore 3 foi
isolado o Cryptococcus neoformans. Durante a visitagao foi observada
grande quantidade de pombos nestes locais e, conseqiientemente,
maior acimulo de excretas, o que favoreceu o desenvolvimento do
Cryptococcus neoformans. Segundo Levitz’, o acimulo de excretas
favorece o desenvolvimento de Cryptococcus neoformans que assimila
a creatinina, dcido urico, purinas e xantinas presentes nas excretas.
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Das 14 pragas visitadas, somente em uma foi encontrada
quantidade média de excretas, escore 2, de onde foiisolado o agente.
Em outras nove amostras de locais ao ar livre, o isolamento de
Cryptococcus neoformans s6 foi possivel em uma (11,1%). O isolado
foi proveniente de excretas encontradas na drea externa dos armazéns
do porto. A praga encontra-se no centro de prédios histéricos
que servem de abrigo para os pombos, sendo muito arborizada,
protegendo o material da radiagao ultravioleta, da mesma maneira
as excretas colhidas no porto estavam também protegidas por um
semi-encoberto de telhas. As caracteristicas climdticas locais, em
que aumidade do ar é elevada e ndo ocorrem temperaturas extremas,
podem ter possibilitado o isolamento do Cryptococcus neoformans
nestes ambientes abertos. No Rio de Janeiro, onde ocorrem
temperaturas mais altas, foi demonstrado o escasso isolamento
desse agente em dreas ao ar livre, devido a agdo da radiagao solar,
acao da chuva e vento, tornando escassa a quantidade de excretas e,
conseqiientemente, dificultando o crescimento do fungo'’.

Dos 33 prédios histdricos, em oito (24,2%) foram encontradas
excretas, sendo que nos dois (28,6%) que obtiveram escore 3, foi
isolado o Cryptococcus neoformans. Os sotdos e dreas de prédios
historicos serviam de abrigo para os pombos, sendo que em alguns
foi observado além de depdsito de excretas, presenca de penas, restos
de ovos, pombos mortos em decomposic¢ao, associados a pouca
ventilagao, que servia para manutengio da viabilidade e multiplicacio
da levedura'. Em um dos prédios, havia grande quantidade de
excretas frescas, sem acimulo, ja que a limpeza era feita diariamente,
nao ocorrendo o isolamento do Cryptococcus neoformans, o que

coincide com observagdes de outros autores' '

sendo argumentado
que nas excretas frescas hd uma proliferagao bacteriana intensa,

criando um pH alcalino que inibiria o crescimento da levedura.

Os sete isolados de Cryptococcus neoformans foram obtidos de
locais que receberam escore 2 e 3 emrelagao a quantidade de excretas,
representando assim, possiveis focos de risco para a populagao. O
pombo doméstico ao contrério de outras aves, nao retira o material
tecal do ninho, permitindo que se formem pilhas de substrato
no periodo de reproducio, favorecendo o desenvolvimento da
levedura'>'. Outros autores tém descrito a presenca do Cryptococcus
neoformans em excretas de pombos em igrejas, ruas e pragas,
destacando o provével risco ao publico, principalmente individuos

imunocomprometidos que transitam por estes ambientes'"'>.

A frequéncia (26,9%) do Cryptococcus neoformans obtida foi
semelhante as encontradas em outras regides do Brasil, que variaram
de25a27% ao serem pesquisadas em Porto Alegre, Sio Paulo e Rio de
Janeiro!'"'%'¢. Resultados inferiores para o isolamento de Cryptococcus
neoformans foram descritos em Minas Gerais (11,1%)'7 e Santos,
Sdo Paulo (13,9%)'S. A diferenca da frequéncia do Cryptococcus
neoformans pode estar relacionada com o habitat ideal encontrado
por estas aves em algumas cidades, que apresentam abrigos para
constru¢ao de ninhos, disponibilidade de alimentos e auséncia de
predadores.

Baseado em dados de literatura e em nossos resultados, fica
evidente que Cryptococcus neoformans esta presente em locais onde
ocorre acimulo de excretas de pombos, e o estreito contato de
humanos e animais com essas aves em dreas urbanas indica um risco
em potencial para saude publica, principalmente para individuos
imunossuprimidos. O aumento da populacdo de pombos ocorre
devido a condigdes ideais de abrigo e alimentagao, e sio necessdrias
barreiras fisicas em locais propicios para a construgao de ninhos e

formacao de colonias desses animais, assim como controle de lixo e
fontes que possam servir de alimentagao para essas aves.
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