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Resumo

Objetivo — Identificar a presenca de Cryptococcus neoformans em amostras de fezes secas de pombos em diferentes pragas da regiao
central de Sao José dos Campos — SP. Métodos — Para a elaboragdo da pesquisa foi realizada a identificagao de Cryptococcus neoformans
em fezes de pombos utilizando microscopia das fezes em suspensao com solucao fisiolégica 0,9% com tinta da China, com posterior
semeadura em meio Agar Sabouraud dextrosado a 2%, e incubadas em estufa bacteriolégica & 30°C por 5 dias. Apés esse periodo rea-
lizou-se o exame direto das col6nias das amostras por meio da montagem de [aminas com tinta da China para observagdo em micros-
copio optico. Resultados — Identificou-se e verificou-se o crescimento de Cryptococcus neoformans e Candida sp. em amostras de fezes
de pombos, tendo assim potenciais focos de contaminacdo, no local de origem das amostras positivas. Conclusao — Comprova-se a pre-
senca de Cryptococcus neoformans em uma das trés pragas e a presenca de Candida sp. em duas das trés pracas analisadas. Desse
modo, espera-se que os resultados dessa pesquisa contribuam para a implementagcdo de uma estratégia de controle da populagado de
pombos buscando minimizar os riscos de contaminagdo humana.

Descritores: Cryptococcus neoformans; Criptococose diagnéstico; Cryptococcus isolamento; Cryptococcus/imunologia; Epidemiologia

Abstract

Objective — To identify the presence of Cryptococcus neoformans in samples of dried feces of pigeons in different squares of the central
region of Sao José dos Campos-SP. Methods — The identification of Cryptococcus neoformans in pigeon stools using microscopic feces
in suspension with 0.9% physiological solution with Chinese ink was carried out, with subsequent seeding in 2% dextrose Agar Sabouraud
medium and incubated In a bacteriological oven at 30°C for 5 days. After this period, the colonies of the samples were directly examined
by the assembly of slides with Chinese ink for optical microscope observation. Results — Cryptococcus neoformans and Candida sp.
Were identified and grown. In faeces samples from pigeons, thus having potential foci of contamination at the origin site of the positive
samples. Conclusion — The presence of Cryptococcus neoformans in one of the three squares and the presence of Candida sp. In two
of the three squares analyzed. Thus, it is expected that the results of this research contribute to the implementation of a strategy to control
the pigeon population in order to minimize the risks of human contamination.

Descriptors: Cryptococcus neoformans; Cryptococcosis diagnosis; Cryptococcus isolation; Cryptococcus imumunology; Epidemiology

Introducao contrado nessas arvores associado ao contato das aves
com seus troncos e galhosz47-913,15-18,21,

Cryptococcus neoformans é causador da criptococo-
se, uma doenca flingica de maior risco a vida de pacien-
tes imunocomprometidos, especialmente da meningite
criptocécica. Essa infeccdo se da por meio da inalagéo

Cryptococcus neoformans é identificado como um
fungo responsavel por infecgoes sistémicas principal-
mente em pacientes imunocomprometidos. Micro-orga-
nismo eucariético, agrupado no Reino Fungi, é a forma
assexuada do basidiomiceto Filobasidiella neoformans,

apresenta-se como uma levedura oval, envolta por uma de p.erpégulos, representado por leveduras desidratas,
capsula polissacaridica, se reproduz por brotamento e de diametro menor que 2ecm. Esse micro-organismo po-
cresce em forma de células Gnicas. E uma levedura en- de causar infeccao em indivf.dugs saudéveis, porém, a
capsulada, identificada como patégeno humano desde maior propor¢ao ocorre em individuos Imunocompro-
1894, podendo ser encontrado tanto em substratos de metidos. Entende-se por imunocomprometidos indivi-
origem animal quanto vegetal'35810,12,17,1921, duos portadores de algum tipo de imunodeficiéncia, se-

C. neoformans se manifesta em sorotipos A, B, C, D ja imunodepressao seja por causa patologica, como o
e AD, classificados como C. neoformans var neofor- portador do virus HIV ou paciente com cancer; ou imu-
mans (A, D e AD), C. neoformans var gattii (B e C) e C. nossupressdo que tem como causa o uso medicamen-
neoformanss var grubii (A), se distinguem pelos aspectos toso ou pacientes transplantados. O primeiro estagio da
bioquimicos, genéticos, antigénicos e ecolégicos. A va- doenca se manifesta como uma infec¢do do sistema
riedade neoformans tem distribuicado cosmopolita, en- respiratério, podendo ser aguda, subaguda ou cronica.
contrada em solos contaminados com fezes de aves, Pode se manifestar como uma infeccdo secundaria
madeira em decomposicdo ou até mesmo em arvores, quando disseminada para o sistema nervoso central
o que sugere um novo habitat natural. Este fungo é en- acarretando quadros de meningite, encefalite e menin-
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goencefalite. Geralmente a infec¢do pulmonar é assin-
tomatica, esse micro-organismo causa sindrome similar
a gripe ou produz pneumonia. Por meio da corrente
sanguinea se dissemina até as meninges. A demora na
terapia adequada € associada ao aumento da morbidade
e mortalidade dos pacientes acometidos'357-1214-1517-18,20,

A patogenicidade do C. neoformans esta relacionada
as caracteristicas da infec¢ao no hospedeiro e capaci-
dade do parasita nele, e aos fatores de viruléncia afe-
tando o grau de patogenicidade. Sua capsula polissa-
caridica é um fator de viruléncia, ela atua na resisténcia
a fagocitose, acarretando a diminuicdo da resposta
imunologica2s.

Amplamente distribuida na natureza, essa levedura
cresce de forma abundante em solos onde contém ex-
cremento de aves, especialmente pombos, onde os fun-
gos mantém-se viavel para contagio por até dois anos.
Porém, por ser apenas um parasita natural da mucosa
do papo dos pombos, as aves ndo sao infectadas, sendo
vistas apenas como fonte de transmissao. Sendo assim o
Cryptococcus spp. é um agente endossaprofito natural
dos pombos, as fezes dos pombos servem como fonte
nutritiva para o Cryptococcus. A infeccao humana é
dada através da inalagdo de células de levedura que fi-
cam em suspensdao no meio ambiente. O micro-orga-
nismo tem tamanho compativel para transpor barreiras
do trato respiratério e se depositar nos alvéolos pulmo-
nares. Nao ocorre transmissdo entre humanos2351417-1921,

Ha& na regidao uma caréncia de dados sobre a epide-
miologia e vias de infec¢do da criptococose, o que jus-
tifica o interesse em mostrar para a populacao que esses
micro-organismos estdao mais proximos do que podemos
imaginar, visando contribuir para um melhor entendi-
mento acerca da populacao.

Por ser uma micose cosmopolita, a criptococose as-
sume um importante papel dentre as infec¢des fangicas,
especialmente por afetar de forma relacionada a imu-
nidade do paciente, assim sendo, em sua grande maio-
ria pacientes imunodeficientes. Portanto, torna-se de
grande importancia colaborar com informacdes para
que medidas de controle da disseminagao do fungo se-
jam tomadas. Como por exemplo, o controle da popu-
lagdo de pombos em areas urbanas, por ser um dos
principais reservatérios. A precaria situacao de higiene
em alguns locais publicos propicia a infeccao inclusive
de outros fungos de carater oportunista, como a Can-
dida spp., sendo assim um provavel risco ao publico
usuario de por exemplo pragas publicas.

A realizagdo desta pesquisa teve como objetivo co-
letar amostras secas de fezes de pombos em 3 pragas
publicas na regido central de Sao José dos Campos-SP,
sendo 5 amostras em cada uma delas, e submete-las a
analise qualitativa para identificar a presenca de Cryp-
tococcus neoformans.

Métodos

As amostras de fezes de pombos foram colhidas no
dia 5 de maio de 2016, na Praca Monsenhor Ascanio
Branddo (Praca Sdo Dimas), Parque Santos Dumont e
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Parque Vicentina Aranha, localizados na regiao central
da cidade de Sao José dos Campos-SP. Todos os locais
investigados tém grande fluxo de pessoas diariamente.
Com o auxilio de mascara e luvas, foram utilizados
frascos e espatulas estéreis para colheita de material.
De cada praga foram colhidas 5 amostras, um total de
15, e levadas para o laboratério de anélises clinicas da
Universidade Paulista-UNIP, Campus SJC, procedimento
realizado dia 6 de maio de 2016.

Esse trabalho foi baseado utilizando a metodologia
adaptada por Silva et al. (2008)22 e Contin et al. (2011)3.
Metodologia também utilizada para identificagdo de
Cryptococcus sp. em outras pesquisas' 268,

— Amostras de fezes secas de pombos foram coletadas
e acondicionadas em frascos estéreis, em temperatura
ambiente, por menos de 24 horas;

— O material foi processado em camara de fluxo la-
minar; triturado e homogeneizado com pistilo de por-
celana, também estéril;

- 0,5g do material foi homogeneizado e suspenso
em 5mL de solucao estéril de cloreto de sédio a 0,9%;

— Agitado em vortex por 3 minutos e repousado por
30 minutos, a temperatura ambiente;

— Desse material foi semeado 0,TmL do sobrenadante,
em placa de Petri com agar Sabouraud Dextrose (ASD)
acrescido de cloranfenicol, as culturas foram semeadas
por esgotamento, em triplicata para validacao, foram
processadas em total 45 placas;

— As placas foram armazenadas em estufa a 30°C por
5 dias. Sendo visualizada diariamente a presenca de
colonias caracteristicas.

Exame direto:

Para primeira avaliacdo, de exame direto, foi utilizado
o método de visualizagdo por tinta da China.

Da suspensao obtida para a cultura, 100«| dela foi
misturado a 50| de tinta Nanquim em laminas, sobre-
postas por laminulas e visualizadas em microscopio
optico.

Exame direto de amostra retirada das culturas cresci-
das das placas de Petri:

Ap6s 48h identificou-se colonias caracteristicas de
cor creme em crescimento no meio, e seguiu-se nova-
mente a microscopia utilizando tinta da China direta-
mente da colonia.

Uma pequena amostra da colodnia foi homogeneizada
com 50| de solucgdo fisiologica e 50«| de tinta da
China em laminas, sobrepostas por laminulas e visuali-
zadas em microscopio optico.

Resultados e Discussao

Os resultados desta pesquisa confirmam isolamento
de Cryptococcus neoformans e Candida sp.

Nos ultimos 20 anos, a maioria dos estudos realizados
comprovaram que a incidéncia de infec¢des causadas
por Cryptococcus neoformans e Candida spp. tem au-
mentado em pessoas expostas a excretas de aves. Fato
que sugere procedimentos constantes de limpeza e de-
sinfec¢do de locais com actimulo de fezes de aves, por
ser uma medida eficaz no controle epidemiolégico.
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Foi realizado exame direto das amostras por meio de
montagem de laminas com tinta da China e observado
ao microscopio Optico. A presenca de levedura com
forma regular, encapsulada, globosa e arredondada su-
geriu existéncia de Cryptococcus neoformans nas amos-
tras coletadas do Parque Santos Dumont. Nas demais,
do Parque Vicentina Aranha e Praca Monsenhor Asca-
nio Brandao (Praga Sdo Dimas), a analise direta foi ne-
gativa para Cryptococcus neoformans.

Apds semeadura, as coldnias também foram obser-
vadas por meio da técnica de exame direto por tinta
da China para identificagdo. Foram identificadas co-
[6nias de coloracdo creme, Gmidas, de aspecto bri-
Ihante, textura mucoéide e margem lisa nas amostras
do Parque Santos Dumont. Ndo houve crescimento
microbiolégico caracteristico de Cryptococcus neo-
formans nas amostras do Parque Vicentina Aranha e
Praca Monsenhor Ascanio Brandao (Praga Sao
Dimas).

As amostras coletadas do Parque Santos Dumont fo-
ram positivas para Cryptococcus neoformans (Figura
1) com cerca de 15 colonias em cada placa, porém,
outra levedura foi isolada de forma predominante, co-
[6nias de Candlida sp. Nas amostras do Parque Vicentina
Aranha foram observadas predominio de Candida sp.
Nao foram identificadas col6nias nas amostras da Praca
Monsenhor Ascanio Branddo e Praga Sdao Dimas, pois
ndo houve crescimento de micro-organismos ap6s 5
dias de crescimento. A adigdo de cloranfenicol (no
meio de cultura impediu o crescimento de quaisquer
bactérias nos meios, facilitando assim apenas o cresci-
mento dos fungos, objetivo pelo qual o trabalho foi
realizado.

Na Tabela 1, pode-se identificar os locais de coleta e
seus respectivos achados em microscopia e cultura.

Figura 1. Microscopia optica de Cryptococcus neoformans utilizan-
do tinta da China, em objetiva de 100, em amostra de fezes
secas colhidas do Parque Santos Dumont

Tabela 1. Resultados obtidos em analises do material.

Epidemiologicamente, Cryptococcus neoformans pode
ser encontrado em diferentes regides geograficas, porém,
preferencialmente em regides de clima tropical ou sub-
tropical. No Brasil ha uma grande variedade de estudos
que comprovam sua presenca em diferentes regides. Es-
tudos correlacionados utilizados para comparagao com
o resultado obtido nessa pesquisa registraram a presenca
de C. neoformans em diferentes quantidades em locais
tais como Pelotas-RS (26,9%)", Porto Alegre-RS (100%)2,
Lages-SC (67,2%)%, Florian6polis-SC (10%)%, Ribeirao
Preto-SP (75%)?22, Santos-SP (13,9%)2, Rio de Janeiro-R)
(37,8%)*, Caratinga-MG (90%)%, Alfenas-MG (36,3%)3,
Campo Grande-MS (50%)'7 e Goiania-GO (23,2%)>.

As porcentagens positivas obtidas nesses estudos va-
riaram de uma frequéncia de 10% em Florian6polis-SC
até 100% em Porto Alegre-RS. Essa variagdo se da de-
vido as condigdes meteorologicas de cada regido. A
temperatura ambiente influencia diretamente no cres-
cimento de micro-organismos, quanto mais Gmido e
mais quente, maior a proliferagdo flingica. Sendo assim,
a regido, data, tipo de amostra (fezes secas ou imidas)
no momento da coleta e até a quantidade colhida de-
terminam essa variacdo do resultado?1821.28,

Nos casos de Santos (13,9%) e Florianépolis (10%),
por exemplo, por serem cidades litoraneas, o baixo iso-
lamento e identificagdo do agente provavelmente esteve
relacionada a temperatura média elevada combinada
a exposicdo direta a radiagdo solar, uma vez que altas
temperaturas (30°C) sdo menos favoraveis a sobrevi-
véncia do fungo, onde atribui-se a altitude entre 2000
e 3000m e o clima frio como fatores favoraveis ao de-
senvolvimento do Cryptococcus sp., fatores esses opos-
tos as cidades litoraneass:21.2528,

Porto Alegre atingiu 100% de amostras positivas. O
estudo foi realizado no més de outubro, que esta entre
0s meses que se iniciam as temperaturas quentes do
ano, porém, é uma cidade de clima subtropical dmido.
Além do mais, é bastante arborizada e como podemos
constatar em diversos estudos, Cryptococcus neoformans
é encontrado em solos contaminados com fezes de pom-
bos, troncos de arvores e madeira em decomposicdo®121,

Deve-se considerar que no dia da colheita das amos-
tras, a cidade de Sao José dos Campos passava por um
periodo de baixa umidade, temperatura de aproxima-
damente 27°C e escassez de chuva. A elevada tempe-
ratura e baixa umidade sao fatores que cooperam com

Exame direto
Local Tinta da China
(Nanquim)

Crescimento (Agar Saboraud
Dextrose/clorafenicol)

Exame direto
Tinta da China das
(Direto das Colonias)

Coldnias de cor creme,

(Sao Dimas)

Parque Santos Dumont Positivo . Candida sp. e Cryptococcus sp.
4 arredondadas e brilhantes P P b
) . . Colonias de cor creme, .
Parque Vicentina Aranha Negativo Candida sp.
arredondadas
P M h - . -
ragAa vionsen ~0r . Nao houve crescimento Nao foi
Ascanio Brandao Negativo .
de colonias observado
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a inativacdo do micro-organismo no ambiente, desse
modo a viabilidade das leveduras no ambiente é dimi-
nuida. Portanto, mesmo onde ndo houve crescimento
microbiolégico, a levedura pode ser encontrada em
outras épocas do ano.

De acordo com os resultados obtidos e dados da li-
teratura, podemos evidenciar que a presenca de Cryp-
tococcus neoformans em éreas urbanas pode ser con-
siderada um potencial risco para a populagdo, pois
ocorre em locais com actimulo de fezes de pombos. O
aumento da populagdo de pombos se da devido as
condicoes propicias para a alimentacdo das aves e
construcdo de ninhos.

Espera-se que os resultados obtidos neste estudo ve-
nham a contribuir para que medidas preventivas sejam
tomadas com o propo6sito de diminuir os riscos de con-
taminagdo humana. Supondo ao menos a implemen-
tacdo de uma estratégia de controle da populacdo de
pombos, que é a principal fonte de transmissdo da
criptococose.

Conclusao

Comprova-se a presenca de Cryptococcus neofor-
mans em uma das trés pragas e a presenca de Candida
sp. em duas das trés pracas analisadas. Desse modo,
com os resultados dessa pesquisa, sugere-se a realizagao
de experimentos similares em outras épocas do ano,
resultados que deveriam contribuir junto com este es-
tudo na implementacdo de uma estratégia de controle
da populacao de pombos buscando minimizar os riscos
de contaminagdo da populacao da regiao.
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