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RESUMO: A criptococose ¢ uma doenga infecciosa fungica potencialmente fatal, cosmopolita, que acomete
mamiferos domésticos, principalmente o gato e o cdo, animais silvestres e 0 homem, sendo também conhecida
como torulose ou blastomicose européia. O agente etiologico € o Cryptococcus neoformans. C. neoformans no
ambiente é principalmente encontrado em excretas de aves, especialmente de pombos, e 0 ecossistema urbano
tem se tornado propicio para permanéncia destas aves. 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 salde publica. Cryptococcus neoformans é um fungo leveduriforme encapsulado, que causa
infecgdes principalmente em individuos imunocomprometidos. A criptococose é atualmente considerada uma
importante doenca oportunista com significativa taxa de morbidade e mortalidade entre o0s pacientes
soropositivos. Mediante esse fato o trabalho teve como objetivo avaliar a incidéncia de C. neoformans em fezes
de pombos na area central do municipio de Porto Velho. Foram visitados 10 locais na regido central de Porto
Velho, sendo estes locais pracgas, mercados e igreja. As coletas das amostras foram realizadas com ao auxilio de
espétulas. As fezes secas foram armazenadas em coletores estéreis. As excretas dos pombos foram maceradas em
graal com pistilo até adquirir um aspecto homogéneo. Aproximadamente um grama do material foi colocado em
frascos de Erlemmeyer adicionados de solucéo fisiologica. Apds agitacdo em vortex o sobrenadante semeado foi
colocado em tubos contendo meio com Agar Sabouraud Dextrose acrescido de cloranfenicol, depois de incubado
por sete dias procedeu-se com a identificagcdo da micromorfologia da col6nia e a prova da urease. Dos 10 locais
verificados os resultados evidenciaram que temos um percentual de 30% dos locais com presenca de excretas e
que essas amostras foram confirmadas contendo C. Neoformans.

PALAVRAS-CHAVE: Amazonia Ocidental. Columba livia. Criptococose. Cryptococcus neoformans. Urease.

INTRODUCAO

A criptococose € uma doenca
estudada hd muito tempo (desde 1894).
Entretanto, somente nos Gltimos 40 anos, ela
apresenta avangos importantes referentes a
taxonomia, epidemiologia, estrutura capsular,
fatores de viruléncia, sorotipos e genotipos
especificos (TAKAHARA, 2011).

Criptococose € uma  micose
oportunista com comportamento sistémico
grave causada por fungos pertencente ao
género  Cryptococcus (KNOW-CHUNG;
BENNETT, 1984), sendo uma doenca
infecciosa fungica potencialmente fatal
(MALIK et al, 1997), cosmopolita
(REOLON et al., 2004), que acomete
mamiferos domésticos, principalmente o gato
e 0 cdo (LARSSON et al., 2003), animais
silvestres e 0 homem (TABOADA, 2004),
sendo também conhecida como torulose ou
blastomicose européia (DARZE et al., 2000).

O agente etioldgico é o Cryptococcus
neoformans (C. neoformans). Cryptococcus
neoformans ocorre em frutas, mucosa
oronasal, pele de animais e principalmente no
solo (PEREIRA; COUTINHO, 2003), no
ambiente € principalmente encontrado em
excretas de aves, especialmente de pombos
(Columba livia), e o ecossistema urbano tem
se tornado propicio para permanéncia destas
aves, proporcionando acimulo de excretas,
que é considerada a fonte de infecgdo mais
importante  para homens e animais
(CERMENO et al., 2006). Aliado a este fato,
a populacdo de pombos domésticos tem
aumentado significativamente em diversas
partes do mundo, inclusive no Brasil,
tornando-se um problema ambiental e de
salide publica (ROSARIO et al., 2008).

Nos primeiros estudos, os fungos C.
neofarmans  foram  denominados  de
Saccharomyces neoformans (SANFELICE,
1895 apud DROUHET,1997). As leveduras
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destes fungos carecem de fermentacdo de
carboidratos e formacgdo de ascdsporos, que
séo caracteristicas marcantes do
Saccharomyces spp. Posteriormente, apos
revisdes, o fungo passou a pertencer a Classe
Bastomycetes, familia  Cryptococcaciae,
género Cryptococcus, espécie Cryptococcus
neoformans, apresentando tanto  fase
assexuada como sexuada, sendo que é em sua
fase sexuada que ocorre a fase leveduriforme,
a qual é encontrada normalmente no homem
e em outros animais. Mede cerca de 20 pm,
possui forma esférica ou globosa e parede
nitida (KNOW-CHUNG, BENNETT, 1992).

A infeccdo por C. neoformans é
adquirida pela inalacdo de propagulos de
origem  ambiental  (LEVITZ, 1991),
representados por leveduras desidratadas,
menores que 2 mm de didmetro, facilmente
aerossolizadas. Dentre os principais fatores
de viruléncia de C. neoformans destacam-se
a termotolerancia, os componentes da parede
celular e da capsula, a capacidade de adesao,
0s receptores de hormonios e a producgéo de
enzimas (KUROKAWA et al., 1998). Assim,
a doenca é caracterizada por um primeiro
estagio, onde a infeccdo fica delimitada ao
sistema respiratorio, no pulmao se apresenta
nas seguintes formas: primaria e/ou
regressiva — assintomaticos ou subagudos;
progressiva — assintomaticos ou invasivos
(como wuma infeccdo leve ou aguda)
(LONDERO; GONCALVEZ, 1988).

Pode, ainda, apresentar-se como
uma infeccdo secundaria, gerando uma
infeccdo sistémica, 0 que pode gerar
infecces em diversos 6rgdos como 0Ssos,
pele, articulagdes, olhos, glandula prostética,
miocardio, sistema urinario e Sistema
Nervoso Central (SNC) (PINTO, 2010), sitio
pelo qual a levedura apresenta tropismo,
podendo desencadear quadros de meningite,
encefalite ou meningoencefalite (CASALI et
al., 2001). As manifestacbes clinicas
geralmente estdo relacionadas ao sistema
nervoso  central, com quadro de
meningoencefalite subaguda ou crénica. Os
sintomas sdo febre e cefaléia e mais

raramente alteracdo do nivel de consciéncia
(MITCHELL; PERFECT, 1995).

A infeccdo criptocococica tem
distribuicdo mundial sem uma area endémica
definida. C. neoformans apresenta cinco
sorotipos (A, B, C, D e AD), sendo
subdividido em trés variedades: variedade
grubii (sorotipo A) recentemente descrita,
variedade neoformans (sorotipos D e AD) e

variedade gattii  (sorotipos B e C)
(FRANZOT et at., 1999).
Verifica-se que o sorotipo D,

variedade neoformans pode ser encontrado
em varias fontes ambientais. No entanto,
observa-se que se relaciona na maioria das
vezes, com excretas acumuladas de aves,
principalmente pombos domésticos
(GRANADOS; CASTANNEDA, 2005), e
que estdo relacionados com problemas de
infec¢do em seres humanos.

C. neoformans é um fungo que causa
infeccdes em individuos
imunocomprometidos, sobretudo 0S
infectados pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV). Segundo PAPPAS et al.
(2001), pode haver criptococose em
individuos sem supressdo imune aparente,
nesses casos, provavelmente associados a
disturbios no sistema imune como a
linfopenia. Casos de transmissdo entre
humanos, embora raro, foi descrito apds
transplante de tecido infectado.

Nos ultimos anos, o aumento do
nimero de casos da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) foi
acompanhado pelo aumento da incidéncia de
criptococose (PAPPALARDO, MELHEM,

2003). A criptococose & atualmente
considerada uma importante  doenca
oportunista com significativa taxa de

morbidade e mortalidade entre os pacientes
soropositivos (MOREIRA et al., 2006).

Assim sendo, este trabalho teve como
objetivo avaliar a incidéncia de C.
neoformans em fezes de pombos (Columba
livia) na area central do municipio de Porto
Velho, RO.
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MATERIAL E METODO
Local do Estudo

Este estudo € de natureza prospectivo
e observacional. As amostras de fezes de
pombos foram coletadas em locais publicos
como pracas, igrejas e supermercados, na
area central da cidade de Porto Velho, RO.
As analises microbioldgicas foram realizadas
no Laboratério de Microbiologia do Centro
Universitario Sdo Lucas.

Coleta das Amostras

Para a realizacdo da pesquisa foram
visitados 10 locais na area central da cidade
de Porto Velho. Foram elas: Catedral
Metropolitana (8°45'42.4"S 63°54'14.4"W),
Feira do Produtor (8°46'11.7"'S
63°54'21.1"W), Mercado do Km 1
(8°45'45.9"S 63°53'45.0"W), Praca Aluizio
Ferreira (8°45'39.1"S 63°54'31.3"W), Praca
da Estrada de Ferro Madeira Mamoré
(8°45'55.7"S 63°54'30.0"W), Praca das Trés
Caixas D’agua (8°45'44.5"S 63°54'26.1"W),
Praca do Bau/Marechal Rondon (8°45'55.0"S
63°54'23.0"W), Praca Getulio Vargas
(8°45'50.0"S 63°54'21.8"W), Praca Jonatas
Pedrosa (8°45'54.0"S 63°54'16.8"W) e
Terminal de Integracdo de Onibus de Porto
Velho (8°46'08.9"S 63°54'23.0"W), as
coordenadas de GPS foram retiradas do
Google Maps.

No més de abril foi realizada uma
Unica coleta de amostra em cada local
visitado. A coleta da amostra foi realizada
com ao auxilio de espéatula esterilizada. As
fezes secas foram armazenadas
temporariamente em coletores estéreis. Em
todas as coletas foram anotados dados como:
data, hora e local da coleta, a essa ficha de
campo foi atribuida um numero, mesmo
namero de identificagdo no coletor e tubos de
ensaio no Laboratério.

Procedimentos Laboratoriais

Seguindo meétodos adotados por
SILVA (2008), as excretas dos pombos

foram maceradas em graal com pistilo,
previamente esterilizados, até adquirir um
aspecto homogéneo para facilitar a diluicdo
da mesma. Aproximadamente um grama do
material foi colocado em frascos de
Erlemmeyer, com capacidade de 125 mL, e
adicionado 50 mL de solucdo fisioldgica
esterilizada e 0,4 g/L de cloranfenicol.

Apobs agitacdo em vortex por trés
minutos e, repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente, o sobrenadante foi
aspirado e 0,1 mL foi semeado nos tubos
com Agar Sabouraud Dextrose acrescido de
0,05 ¢g/L de cloranfenicol. Os tubos foram
incubados a uma temperatura entre 30° & 37°
C por sete dias. As leituras comecaram a ser
realizadas a partir do segundo dia de acordo
com PEDROSO (2004).

Apb6s o periodo de incubacdo, as
colénias que cresceram foram repicadas em
agar Sabouraud e incubadas por mais 48
horas em estufa a 35° C (SILVA, 2008).
Posterior a esse periodo foi realizada a
identificacho da micromorfologia. Uma
amostra de colonia foi colocada em uma
lamina contendo solucdo fisioldgica, que em
seguida recebeu uma goticula de tinta da
China.

A identificagdo da micromorfologia
baseia-se principalmente na visualizacdo das
leveduras capsuladas contrastadas com tinta
da China (Nanquim) sob microscopia de luz,
tanto no isolamento direto como em cultura
com Agar Sabouraud ou Agar Niger (FILIU
et al., 2002).

Posteriormente foi feita a prova da
uréase. Com o auxilio de uma alga de
semeadura, foi transferido um inoculo da
colonia para o tubo contendo meio de ureia.

Apbs esse procedimento o meio foi
incubado em estufa a 35° C por um periodo
de 3 a 7 dias. Segundo Reolon (2004),
Cryptococcus hidrolisa a ureia, por meio de
uma metaloenzima, resultando em amonia e
carbamato, alterando o pH do meio, e a
coloragdo. Assim o teste foi considerado
positivo quando a cor do meio foi modificada
para rosea. Na auséncia de alteracdo da cor, 0
teste foi considerado negativo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO Pombos  domésticos sdo  aves
originalmente do  continente  europeu,

Dos 10 locais visitados na &rea central
de Porto Velho identificamos a excreta dos
pombos em apenas trés, e a presenca dos
pombos em seis desses locais.

N&o foram encontradas presenga de
pombos nem excretas nas areas: Feira do
Produtor, Praga das Trés Caixas D’dgua e
Terminal de Integracdo de Onibus.

A presenca de pombos foi constatada
em seis das 10 &reas estudadas: Catedral
Metropolitana, Mercado do Km 1, Praga
Aluizio Ferreira, Praca da Estrada de Ferro
Madeira Mamoré, Praca do Bal e Praca
Getulio Vargas.

A presenca de excretas de pombo foi
encontrada em trés dessas areas: Praca da
Estrada de Ferro Madeira Mamoré, Praca do
Bau e Praca Getulio Vargas.

introduzidos no Brasil no século XVI
(NUNES, 2003). Estes pombos estdo em
grande quantidade nos centros urbanos
devido as condicBGes da arquitetura urbana,
com véos e fissuras que favorecem o abrigo e
a nidificacdo, favorecendo também o
aumento da populacao.

Os pombos alimentam-se de gréos e
sementes, porém podem reaproveitar restos
de alimentos colhidos em é&reas abertas
(NETO; NUNES, 1998), sendo comum
encontrar pombos em depositos de lixos e
lixeiras procurando restos de alimentos.

Dos trés locais onde foram
encontrados e coletados excretas de pombo,
os testes laboratoriais de cultura de fungo e a
prova da uréase (Figura 1), deram positivos
para Cryptococcus sp.

Figura 1 - Prova da Urease.

Fonte: Proprio Autor.

Nota: Prova positiva da uréase.

A identificacdo da micromorfologia revela
leveduras arredondadas ou ovais, geralmente
apresentando brotamento Unico, envoltas por
capsula polissacaridica, que € evidente
quando analisadas em preparacdes com tinta

da China (FISHER, 2001), o fungo forma um
halo claro, pois 0 mesmo apresenta uma
capsula a qual a tinta ndo consegue penetrar
(Figura 2).
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Fonte: Proprio Autor.
Nota: Imagem de microscopia de luz no
exame direto de Criptococus.

Os resultados evidenciam um
percentual de 30% dos locais avistados com
presenca de excretas e que essas amostras
foram confirmadas contendo C. neoformans.
Observamos ainda que 60% dos locais

Figura 2 - Exame Direto.

visitados tém confirmada a presenca dos
pombos (Figura 3). O que reforca que os
pombos sdo um problema de satde publica,

visto que eles podem  transmitir
Criptococose.
Figura 3 - Distribuigéo dos Achados.
Presenca de Excreta
Presenc¢a de Pombos
Locais Visitados
0 4 6 8 10 12
Fonte: Proprio Autor.
Nota: Distribuicdo dos achados quanto a presenga de pombos
e/ou excretas de pombos nos locais visitados durante a
pesquisa.
Estudos feitos por CORREA et al. TAKAHARA (2011), também

(2014), realizados na Cidade de Cacoal, RO,
também revelam a presenca de C.
neoformans. Nesse estudo 100% das
amostras deram positivas, 0 autor ressalta
ainda a grande dispersdo do fungo na cidade.
ALVES et al. (2015), realizou um estudo
parecido em Manaus, AM e teve um
resultado de menos de 3% das amostras
confirmadas.

realizou estudos com intuito de identificar C.
neoformans, nas cidades de Cuiaba e Varzea
Grande, MT, nesse estudo foram avaliadas
residéncias, locais publicos e obtiveram um
achado de 12% de confirmagé&o.

Outras regibes do Brasil também
realizaram estudos com C. neoformans.
SCAIN (2012) realizou um estudo nas pracas
publicas da cidade de Lages, Santa Catarina
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onde demonstrou que 25,86% das amostras
analisadas foram  positivas para C.
neoformans. Em  Curitiba e regido
metropolitana foram coletadas 46 amostras
de fezes de pombos, sendo 11 (23,9%)
positivas para C. neoformans (CICHON,
2011). Em Araraquara, interior de S&o Paulo,
87 amostras foram avaliadas, destas 17% (10
amostras) foram positivas (TEODORO,
2013). No Rio de Janeiro, de 219 amostras,
avaliadas, 83 (37,8%) foram positivas
(BARONI et al., 2006). Em Caratinga,
interior de Minas Gerais, foram coletadas 30

amostras, das quais 27 (90%) foram positivas
(CONTIN et al., 2011). Em Fortaleza foram
obtidas 10 (21,2%) amostras positivas para
C. neoformans, em 47 amostras coletadas
(COSTA et al., 2010).

O que torna também relevante esses
estudos, é que nos Ultimos anos os casos de
criptococose tem aumentado de forma
expressiva. Segundo o Datasus de 2002 a
2007, a Criptocose foi a responsavel pela
maioria das internacbes por micoses
sistémicas no Brasil (Figura 4).

Figura 4 - Internacdes por Micoses Sistémicas.
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NUmero de internagdes por micoses sistémicas no

Brasil de 2000 a 2007.

Mesmo sendo responsavel pelo maior
namero de internagdes no Brasil a Criptocose
ndo tem um levantamento exclusivo para a
doenga, nem levantamentos regionais de
casos, 0 que dificulta as pesquisas e
conhecimento da doenca. O que nos leva a
crer que estad intrissicamente ligado ao
surgimento de novos casos de AIDS no
Brasil, visto que nos ultimos anos o Brasil
teve um aumento considerdvel nos  seus
nameros de casos de AIDS.

De acordo com o ultimo Boletim
Epidemiologico (BRASIL, 2015), o Brasil
tem 798.366 mil casos registrados de AIDS,
esses casos sdo levantamentos feitos pelo
Datasus desde 1980 até 2015. A regido norte
do Brasil aparece com 45.355 casos e
Rondbnia tem um total de 4.723 casos
confirmados.

Esse fato levou a Vigilancia
Epidemioldgica a elaborar um documento
preliminar de orientacdo as atividades de
vigilancia epidemioldgica da Criptococose
para sua insercdo na implantagdo do
Programa de Vigilancia e Controle das
Micoses Sistémicas. A implantacdo, desta
proposta, permitirdA o conhecimento da
situacdo epidemiologica da doenca, bem
como a distribuicdo de ocorréncia das
diferentes espécies e suas caracteristicas
clinicas. Da mesma forma, pretende-se
estabelecer a doenca na agenda do SUS,
definindo para os gestores, em nivel federal,
estadual e municipal, as responsabilidades
guanto a assisténcia aos portadores deste
agravo (BRASIL, 2012).
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CONSIDERACOES FINAIS

Nos locais publicos de éareas centrais
de Porto Velho foram encontrados pombos,
excretas de pombos e os testes confirmaram a
presenca de C. neoformans. Esse resultado
mostra como esses animais estdo proximos

populagdo  estd  suscetivel a

contaminacéo.
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IMPLICATIONS OF CryPTOCOCCUS NEOFORMANS IN STOOL PIGEONS OF (CoLUMBA
LIVIA) IN CENTRAL AREA OF PORTO VELHO CITY, RO

ABSTRACT: Cryptococcosis is a potentially fatal, cosmopolitan fungal infectious disease affecting domestic
mammals, especially cat and dog, wild animals and humans, and is also known as European blastomycosis. The
etiologic agent is Cryptococcus neoformans. C. neoformans in the environment is mainly found in bird excreta,
especially of pigeons, and the urban ecosystem has become conducive to the permanence of these birds. Allied to
this fact, the domestic pigeon population has increased significantly in several parts of the world, including
Brazil, becoming an environmental and public health problem. Cryptococcus neoformans is an encapsulated
yeast fungus, which causes infections mainly in immunocompromised individuals. Cryptococcosis is currently
considered an important opportunistic disease with a significant morbidity and mortality rate among seropositive
patients. The objective of this work was to evaluate the incidence of C. neoformans in pigeon faeces in the
central area of the municipality of Porto Velho. Ten sites were visited in the central region of Porto Velho, these
places being local, markets and church. Samples were collected with the help of spatulas. The dried faeces were
stored in sterile collectors. Pigeon excreta were macerated in pistillate grains until they became homogeneous.
Approximately one gram of the material was placed in Erlemmeyer flasks added with physiological solution.
After vortexing the seeded supernatant was placed in tubes containing Sabouraud Agar Dextrose medium plus
chloramphenicol. After incubation for seven days, the colony micromorphology and urease test were identified.
From the 10 verified sites the results showed that we have a percentage of 30% of sites with excreta presence
and that these samples were confirmed containing C. Neoformans.

KEYWORDS: Western Amazon. Columba livia. Cryptococcosis. Cryptococcus neoformans. Urease.
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