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Caracterizacio bioquimica e molecular de Cryptococcus spp. isolados de excretas
ambientais de pombos (Columba livia domestica)

[Biochemical and molecular characterization of Cryptococcus spp. isolates from environmental
feces of pigeons (Columba livia domestic)]
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RESUMO

Os pombos possuem uma rica diversidade de microrganismo, entre eles fungos saprobios, como do
género Cryptococcus, que podem atuar como agentes patogé€nicos para 0 homem ¢ animais. Objetivou-se
o isolamento, a caracterizagdo bioquimica e a molecular de amostras de Cryptococcus spp. de excretas
ambientas de pombos. Foram colhidas 100 amostras ambientais de pontos equidistantes e representativos
da area da cidade de Aragatuba, S8o Paulo. As amostras foram rasteladas do solo de vias publicas,
armazenadas em frasco coletor e encaminhadas para o Laboratério de Bacteriologia e Micologia da
FMVA, onde foram processadas e cultivadas em duplicata, em placas de Petri contendo agar Sabouraud
dextrose a 4% e Niger. Em seguida, foram incubadas & temperatura ambiente e a 30°C, respectivamente,
por um periodo ndo inferior a 15 dias. Apds a observagdo diaria, as coldnias sugestivas para levedura
foram reisoladas em agar Niger e submetidas a testes bioquimicos para posterior caracterizagdo molecular
pela técnica da PCR. Como resultado, a caracterizagdo bioquimica e a molecular isolaram 32 col6nias
leveduriformes, sendo 8% dos cultivos positivos para Cryptococcus neoformans var. neoformans, 17%
para Rhodotorula rubidae e 7% Candida albicans. Pelo exposto, concluiu-se que excretas ambientais de
pombos constituem um microfoco para Cryptococcus neoformans var. neoformans e outras leveduras
com potencial patogénico, representando um risco a saude publica, sendo necessarias medidas
preventivas, como a higienizagdo com a correta remogao das excretas, a fim de minimizar os riscos de
exposi¢ao ambiental.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, pombos, bioquimico, PCR, satide publica
ABSTRACT

Pigeons have a rich diversity of microrganisms, including fungi saprobes such as the genus Cryptococcus
that can act as a pathogen for humans and animals. The aim of this was their isolation, biochemical and
molecular characterization of samples of Cryptococcus from ambientas avian excreta. One hundred
environmental samples,representative of the area equidistant from Aracatuba, Sdo Paulo points were
collected. The samples were removed and stored in collection bottles, sent to the Laboratory of
Bacteriology and Mycology of FMVA, where they were processed and cultivated in duplicate on Petri
dishes containing Sabouraud dextrose 4% and Niger and incubated at room temperature 30° C,
respectively, for a period of no less than 15 days. Colonies after daily observation which were suggestive
for yeast growth were re-isolated in Niger agar and subjected to biochemical analisis for further
molecular characterization by PCR tests. As results, the biochemical and molecular characterization of
32 yeast colonies revealed 8% of cultures positive for Cryptococcus neoformans var. neoformans, 17%
Rhodotorula rubidae and 7% Candida albicans. It was concluded that environmental avian excreta are
active sites for replication of Cryptococcus neoformans var. neoformans and other yeasts with pathogenic
potential. These constitute a public health risk, and preventive measures are necessary, such as cleaning
and complete removal of excreta in order to minimize the risk of environmental exposure.
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INTRODUCAO

A criptococcose constitui uma enfermidade
fingica leveduriforme que acomete o homem e
os animais. Trata-se de espécie heterogénea,
podendo ser diferenciada por caracteristicas
bioquimicas, antigénicas e epidemioldgicas,
distinguindo-se por duas variedades e cinco
sorotipos  (C.  neoformans var. neoformans,
sorotipos A, D e AD; C. neoformans var. gattii,
sorotipos B e C). O Cryptococcus neoformans é
um importante agente zoopatogénico
cosmopolita e representa, na atualidade, a
principal causa de meningoencefalite em
hospedeiros com imunodepressdo celular, cujo
maior contingente ¢ representado por individuos
com Aids (Fortes et al., 1999). O C. neoformans
variedade gattii, com sorotipos B e C, ocorre em
regides tropicais e subtropicais e comporta-se
como patdgeno primario, acometendo pacientes
imunocompetentes (Know-Chung ¢ Bennet et
al., 1994). Em vegetais, foi inicialmente isolado
em 1990 por Ellis e Pfeifer (1990), associado a
espécies de Eucaliptus camaldulensis e
posteriormente relacionado a outras espécies
vegetais, como Céssia grandis, Senna multijuga
e Ficus microcarpa, indicando novas fontes
naturais para o fungo (Queiroz et al., 2008). A
infeccdo pode ocorrer pela inalagdo de
propagulos de origem ambiental (Levitz, 1991),
representados  por leveduras desidratadas,
menores que 2mm de diametro, facilmente
aerossolizadas (Filiu et al., 2002), presentes em
locais contaminados por fezes secas, bem como
pela ingestio de poeira e/ou alimentos
contaminados com as excretas de aves. Os
individuos infectados podem desenvolver
dermatites, problemas respiratorios ou até
mesmo ter o sistema nervoso central acometido
(Silva e Capuano, 2008).

Na maioria das vezes, as infeccBes sdo
esporadicas e ocasionais, porém alguns surtos
epidémicos foram descritos em grande niimero
de animais (Torres-Rodrigues et al., 2006). Nos
ultimos 20 anos, a incidéncia de infecgdes
humanas causadas por leveduras, principalmente
C. neoformans e Candida spp., tem aumentado
em pessoas expostas a excrementos de aves
(Maia, 2009). Entre as aves sinantropicas, o
pombo (Columba livia domestica), ave exodtica
de origem europeia, introduzida no Brasil no
século XVI, apresenta grande interesse em saude
publica (Queiroz et al., 2008). Por ter se
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disseminado amplamente em areas urbanas e por
ser manso, adaptou-se bem em locais onde ha
facilidade de alimento e abrigo, coabitanto
areas de grande aglomerado populacional,
principalmente telhados de escolas, hospitais e
pragas.

Alguns autores tém descrito a presenga do
Cryptococcus neoformans var. neoformans em
excretas de pombos em igrejas, ruas e pragas,
enfatizando o provavel risco ao publico (Filiu et
al., 2002). Apesar do baixo isolamento desse
agente em locais publicos no presente estudo, a
situagdo precaria de higienizagdo desses locais
pode propiciar a infeccdo inclusive de outros
fungos leveduriformes de carater oportunista.
Sabe-se que as aves t€ém um importante papel na
contamina¢do ambiental ¢ na manutencdo de
agentes fungicos devido a presenca de compostos
nutritivos em suas fezes. A  variedade
neoformans, A, AD e D, tem a capacidade de
colonizar a mucosa do papo dos pombos, sem
causar a doenga, comportando-se como agente
endossaprofito natural dessas aves (Filiu et al.,
2002), sendo eventualmente excretada para o
meio ambiente. Pela agdo do ar, os propagulos
aerossolubilizados contaminariam excretas de
pombos ndo contaminados (Casadevall e Perfect,
1998). O isolamento de Cryptococcus spp. de
excretas de psitacideos (Filia et al., 2002),
passeriformes (Marinho et al., 2010) e morcegos
(Tencate et al., 2012) tem sido relatado
constantemente na literatura e muitas vezes
associado ao habito da ave de raspar e
fragmentar pedacos de madeira e galhos (Filiu et
al., 2002).

Destaca-se ainda que outras leveduras,
correlacionadas com potencial patogénico,
podem ser isoladas de excreg¢des, como Candida,
Rhodotorula, Trichosporon e Saccharomyces
(Maia, 2009). As espécies de Rhodotorula,
apesar de estarem amplamente distribuidas na
natureza, nas duas ultimas décadas surgiram
como agentes oportunistas, particularmente em
pacientes imunossuprimidos (Costa, 2008). O
mesmo fato observa-se na casuistica dos casos
que envolvem o género Candida, que compde a
microbiota do homem e de animais higidos,
entretanto adquire cardter oportunista devido a
distirbios nas protecdes fisica, quimica e
imunologica (Staib, 1962). Devido a alta
concentragdo de fungos leveduriformes em locais
com acumulo de excretas de aves,
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principalmente em areas urbanas, acrescida da
severidade da criptococose e de outras
enfermidades fungicas causadas por outras
leveduras associadas, ha um crescente interesse
na relagdo da triade, composta por aves, excretas
ambientais e¢ zoonoses. Entre 1980 e 1999, o
Ministério da Saude verificou que 4,5% de
infec¢des oportunistas em portadores do virus da
imunodeficiéncia  humana  (HIV)  foram
provocadas por Cryptococcus (Faganello, 2008).
Pelo exposto, objetivou-se verificar em excretas
ambientais de pombos, acumuladas em assoalhos
de pracas, escolas e vias publicas, a presenga de
fungos leveduriformes com potencial patogénico,
como Cryptococcus spp. e associados, bem como
identifica-los, utilizando testes bioquimicos e
caracterizagdo molecular, por meio da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR).

MATERIAL E METODOS

Aracatuba localiza-se na regido noroeste do
estado de Sao Paulo, a uma latitude 21° 12'32"
sul e a uma longitude 50° 25'28" oeste, com
altitude de 390m, e de  clima tropical semi
umido, com média pluvial de 1.267 mm e
temperatura média de 23.8°C, (CEPAGRI, 2015).

Para verificar a ocorréncia de leveduras com
carater patogénico enfocando principalmente
Cryptococcus spp. e leveduras associadas, foram
colhidas 100 amostras de excretas ambientais de
pombos provenientes de pragas, parques e
calcadas da cidade de Aragatuba, SP. Os pontos
de coleta foram determinados a fim de se obter
um universo amostral representativo de toda a
area da cidade. As amostras foram rasteladas dos
locais, identificadas e acondicionadas em
recipientes estéreis, com tampa de rosca, e
imediatamente encaminhadas ao laboratério de
Bacteriologia e Micologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria, Unesp/Aragatuba.

As amostras foram processadas em camara de
fluxo laminar, onde 1g da amostra foi macerado,
utilizando-se pistilo e gral. Posteriormente, o
material foi colocado em um frasco Erlenmeyer
de 125mL, contendo 50mL de salina estéril a
0,9%; a essa solugdo foi acrescido cloranfenicol
a 0,04%. Apos vedagdo do frasco com
parafilm®, a amostra foi agitada vigorosamente
em vortex por cinco minutos. Em seguida, a
solugdo foi mantida em repouso por um periodo
de 30 minutos. Posteriormente, ImL do
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sobrenadante foi aspirado e acondicionado em
tubo tipo Eppendorf, para posterior semeadura de
0,ImL da solucdo com alca de Drigalski, em
placas de Petri contendo agar Niger e Sabouraud
com 4% dextrose. As placas foram identificadas
e incubadas a temperatura de 30°C e a
temperatura ambiente, respectivamente. A leitura
ocorria diariamente, € as amostras foram
repicadas conforme necessario para obtencdo de
isolados puros.

No meio de cultura agar Niger, as colonias de C.
neoformans var neoformans ¢ de C. neoformans
var gattii adquirem uma coloragdo marrom,
devido a atividade fenoloxidase em presenca de
substrato contendo compostos fenolicos. As
coldnias com crescimento sugestivo de levedura
foram repicadas, em placas contendo agar Niger
e Sabouraud dextrose a 4% para identificagdo e
manutencdo da amostra até a obtencdo de
coldnias puras.

Todas as colonias leveduriformes foram
submetidas a coloragdo com tinta nanquim e
lactofenol — azul algoddo —, para a andlise
morfologica das estruturas fungicas. As colonias
identificadas do género Cryptococcus foram
submetidas a testes bioquimicos e a
caracterizagdo molecular para a identificagdo da
espécie.

Para andlise da termotolerdncia, as amostras
foram repicadas em agar Sabouraud, mantidas a
37°C por sete dias

A  utilizagdo do meio  ureia-agar-base
(Christensen, 1946),permite observar a hidrolise
da ureia com producio de amonia e alcalinizacao
do meio, causando alteracdo do indicador de pH
de neutro para basico, evidenciando-se, assim,
uma coloracdo de tom roseo intenso. Os isolados
foram repicados nesse meio ¢ incubados a 30°C
por cinco dias.

Para diferenciar as espécies de C. neoformans e
C. gattii, foi utilizado o meio canavanina-glicina-
azul de bromotimol (CGB) (Know-Chung et al.,
1982). As colonias de C. gattii utilizam a glicina
como fonte de carbono e nitrogénio e sdo
resistentes a canavanina, mostrando uma
coloragdo azul-cobalto, enquanto C. neoformans
ndo demonstra mudancga na coloracdo do meio.
Os isolados foram repicados em meio CGB e
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incubados a 30°C por até cinco dias, observando-
se diariamente a coloragdo do meio.

Com a utilizagdo de alca bacterioldgica, uma
porcdo do isolado de levedura foi suspendida
para um tubo de 1,5mL contendo 500uL de
solugdo de Tris-EDTA (10mM Tris, ImM
EDTA). Para efetivar a extragdo do DNA, a
mistura foi aquecida a 95°C por trés minutos e
congelada em nitrogénio liquido por um minuto,
perfazendo um ciclo realizado cinco vezes, com
uma centrifugagdo final a 16.100g, por um
periodo de cinco minutos.

Foram utilizados dois primers especificos para
regido do espagador transcrito interno (ITS-2) de
leveduras (De Baere et al., 2002), um senso
(CRYITS2F) e um antissenso (CRYITS2R) com

as sequéncias respectivas
GTGAATCATCGAATCTTTGAAC e
TCCTCCGCTTATTGATATGC (Invitrogen,

Séo Paulo, Brasil). O perfil de ciclagem consistiu
de 35 ciclos, sendo 94°C/2minutos (1X),
94°C/45 segundos, 61°C/1 minuto e 72°C/2
minutos (35X) e uma extensdo final a 72°C por
10 minutos. O fragmento amplificado foi
analisado em gel de agarose a 1%, e a banda
visualizada, removida e purificada para posterior
sequenciamento. O fragmento resultante da PCR
para o gene da ITS-2 foi purificado utilizando-se
o kit de purificagdo “QIAquick Gel Extraction
Kit” (Qiagen®) e foi submetido a
sequenciamento utilizando-se o “ABI Prism®
Dye Terminator Cicling Sequence Kit” (Applied
Biosystems). As reagdes de sequenciamento
foram realizadas nas duas diregdes, utilizando-se
os primers da PCR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram que das 100 amostras
processadas, 27 apresentaram crescimento de
pelo menos um tipo de levedura com carater
patogénico. A maior ocorréncia foi para
Rhodotorula rubidae, 17% das amostras
positivas, seguido por Cryptococcus neoformans
var. neoformans, 8%, ¢ Candida albicans, 7% .
Ressalta-se que, em cinco cultivos, houve o
crescimento associado Cryptococcus spp. e
Rhodotorula sp. e outros dois de Candida sp. ¢
Rhodotorula sp.

A cidade de Aracatuba ndo é considerada area
endémica para a Criptococose, mas a
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permanéncia de microfocos em 4reas publicas
aumenta os riscos a exposi¢do. Outro fator
importante, além de agravante em termos de
saude publica, ¢ a infec¢do por C. neoformans
var. gatti, por se comportar como patdogeno
primario, néo estando associado a
imunodeficiéncia dos  hospedeiros, sendo
observada sua ocorréncia em  paciente
imunocompetente  (Filia et al., 2002),
diferentemente da infecgdo pelo C. neoformans
var. neoformans, que se encontra associada a
imunossupressdo. As amostras do presente
estudo foram positivas para o isolamento de
Cryptococcus neoformas var. neoformans,
semelhantemente a  Baroni  (2001) e
diferentemente de Soares et al. (2005), que
examinaram 79 amostras de excretas de pombos
da cidade de Santos e encontraram 13,9% de
cultivos positivos para C. neoformans var.
grubii. A origem do Criptococcus spp. nessas
excre¢cdes permanece obscura, uma vez que O
fungo ndo tem sido isolado do trato
gastrintestinal de aves, onde, inclusive, teria
dificuldade em sobreviver a competigdo
microbiana (Filiu et al., 2002). De acordo com
Reolon et al. (1998), excretas secas oferecem um
substrato mais favordvel devido a menor
quantidade de bactérias, diminuindo a
competicdo, o que pode resultar em melhor
crescimento de C. neoformans var. neoformans
nesse substrato.

Pode-se inferir que Aracatuba ndo apresenta
condi¢des climaticas favoraveis a permanéncia
prolongada do fungo no ambiente, por apresentar
altas temperaturas e baixa umidade do ar,
entretanto ¢ plausivel acreditar que haja a
ocorréncia da infeccdo, posto que existe uma
grande quantidade de excrecdes de aves,
facilmente observadas em vias e locais publicos.

A temperatura elevada associada a baixa
umidade e a exposi¢do direta a radiagdo solar sdo
fatores que podem ter contribuido para o
resultado reduzido dos isolamentos para
Cryptococcus, uma vez que altas temperaturas
(30°C) sdo menos favoraveis a sobrevivéncia do
fungo (Oliveira et al., 2005). Quintero et al.
(2005) ainda atribuem a altitude entre 2000 e
3000m e o clima frio como fatores favoraveis ao
desenvolvimento do Cryptococcus.

Isto posto, ainda se ressalta a capacidade de
resisténcia  dos  fungos no  ambiente,
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permanecendo vidvel mesmo em situagdes
adversas. Baroni (2001), em um estudo realizado
na cidade de Rio de Janeiro, analisou 219
amostras de excretas de pombos provenientes de
diversos ambientes, como torres de igreja, solo,
insetos, ovos e ninho, e encontrou 37,8% de
isolamentos positivos para Cryptocococcus
neoformans var. neoformans. O referido autor
também relacionou as condi¢des climaticas,
como temperatura moderada do ar, como um
fator favoravel a ocorréncia do agente no
ambiente. Alguns autores t€m descrito a presenga
do Cryptococcus neoformans var. neoformans
em excretas de pombos em igrejas, ruas e pragas,
enfatizando o provavel risco ao publico (Filiu et
al., 2002; Reolon et al., 2004).

A tipificagdo molecular tem sido uma ferramenta
importante em  estudos  epidemioldgicos
buscando um maior conhecimento sobre a
dinamica do ciclo ecoldgico do fungo. O método
utilizado para a tipagem de C. neoformans,
descrito por Meyer et al. (2003), baseia-se na
analise dos perfis de restricdo enzimatica, que
permite diferenciar os isolados em oito tipos
moleculares: VNI  (correspondente a C.
neoformans wvar. grubii, sorotipo A); VNII
(também correspondente a C. neoformans var.
grubii, sorotipo A); VNIII (estirpes hibridas de
sorotipo A/D); VNIV (correspondente a C.
neoformans var. neoformans, sorotipo D); e VGI,
VGII, VGII e VGIV (correspondentes a C.
neoformans var. gattii, sorotipos B e C).

A caracterizagdo do sequenciamento da regido do
espacador transcrito interno 2 (ITS-2) foi
compativel com oito amostras positivas para
Cryptococcus neoformans var. neoformans (Tab.
1). Normalmente, a maioria dos Cryptococcus
isolados s3o haploides, no entanto alguns
isolados diploides ou aneuploides podem levar a
fenotipos instaveis, que  podem ser
recombinantes ou hibridos (Know-Chung e
Varma, 2006).

A detecgdo de sequéncias génicas por meio de
DNA, pela PCR em infec¢des fliingicas, vem
sendo  apresentada como promessa de
diagnostico na identificacdo desse agente (Costa,
2007).
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Tabela 1. Tipificagdo molecular das oito
amostras positivas para Cryptococcus
neoformans
Cryptococcus neoformans
Tipo molecular Sorotipo Variedade
VNI A Grubii
VNII A Grubii
VGI B Gatti
VGII B Gatti
VGIIL B Gatti
VGIV C Gatti
VNIV D Neoformans
VNIII AD Hibrido

A ocorréncia de 7% para Candida sp., apesar de
pequena, ¢ importante, por se referir a uma
levedura que infecta o homem e vérias espécies
animais, incluindo as aves (Godoy, 2007). A
ocorréncia de Candida sp. nas fezes de aves pode
ser indicativo de imunossupressdao das aves, por
ser um fungo de carater oportunista (McCullage,
1996), porém as amostras foram colhidas do
solo, portanto essa levedura pode ter origem
ambiental ndo necessariamente relacionada com
a ave.

Em um levantamento literario sobre infecgdes
por Rhodotorula spp. em humanos, verificou-se
que 40% dos quadros de infec¢do ocorrem
associados a imunossupressdo. Outros fatores
predisponentes observados foram neoplasias,
doencas hematoldgicas e transplantes. A espécie
mais isolada foi R. mucilaginosa, seguida por R.
glutinis. Foram relatados dois casos de
endoftalmite, cujo agente etioldgico era R.
minuta (Tuon e Costa, 2008).

Perniola et al. (2006) relataram a ocorréncia de
um surto de infec¢do por R. mucilaginosa em
uma unidade de tratamento intensivo neonatal,
na Italia. Todos os neonatos acometidos
apresentavam trombocitopenia, e, em 50%, com
concomitante de neutropenia. Apesar de
isolados, ndo foram identificadas as espécies de
Rhodotorula e Candida presentes nas amostras,
por ndo ser o foco principal do presente estudo.

Sendo assim ¢ necessario repensar sobre algumas
medidas adotas como preventivas contra a
permanéncia de fungos com potencial patogénico
no ambiente, constituindo-se em focos.

O estudo realizado por Santos et al. (2009)
sugere procedimentos rotineiros de limpeza e
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desinfec¢do de locais onde ha acimulo de fezes,
pois essas medidas sdo consideradas eficazes no
controle  epidemiologico de  Cryptococcus
neoformans, contudo tais medidas ndo sdo
realizadas com eficiéncia em locais publicos de
Aragatuba, SP, onde ha acimulo de excretas de
aves, tornando esses locais possiveis focos de
infecgao.

Em excretas de pombos localizadas em
ambientes urbanos de acesso publico, foi
possivel o isolamento de Cryptococcus spp.,
Rhodotorula spp. e Candida spp., géneros de
leveduras oportunistas com potencial patogénico.
Foram identificadas por meio da técnica da PCR
e do sequenciamento de oito amostras positivas
para  Cryptococcus, sendo dois  deles
identificados como C. neoformans var. grubii,
um como C. neoformans var. neoformans, outros
quatro positivos para C. neoformans var. gatti,
além de um isolado hibrido.

CONCLUSAO

Pelo exposto, concluiu-se a existéncia de fontes
ambientais na cidade de Aragatuba, SP, que
constituem microfocos para Cryptococcus
neoformans var. neoformans e leveduras
correlatas com potencial de contaminagdo, seja
pela dispersdo de propagulos aerossolizados no
ambiente carreados pela agdo do vento, seja pela
inalagdo das particulas, o que acarreta doengas
no homem e em animais, representando risco
populacional. Isto posto, enfatiza-se a
necessidade da implantacdo de medida
preventiva, como a higienizagdo de locais de
acesso publico, a fim de diminuir os focos de
exposi¢ao.
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