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RESUMO

No Brasil, as micoses vém ganhando grande importancia epidemiolégica, devido ao aumento
progressivo das taxas de morbidade e mortalidade. Em muitos lugares, o pombo ja atingiu condi¢es de pragas
urbanas em razéo de sua superpopulagdo se tornando um problema mundial que representa sérios riscos a
salde publica. Dentre os principais causadores de micoses provenientes dos pombos, destaca-se o
Cryptococcus spp. esta espécie é o principal causador da criptococose, que ocorre a partir da inalacdo dos
propagulos fangicos que se dispersam pelo ar. Este trabalho objetivou a identificacdo de Cryptococcus
neoformans em excretas de Columba livia que frequentam o Hospital Pdblico de Palmas (HPP) para a
verificacdo dos riscos de transmissdo. Os resultados foram baseados na identificacdo dos pontos de maior
frequéncia do pombo como no setor de quimioterapia (A) e no setor de emergéncia (B e C). A metodologia para
identificacdo do C. neoformans foi amparada na avaliacdo da cultura macroscépica, microscopia e teste
bioguimico. De 30 amostras identificadas, 3,3% no ponto A, 13,3% no ponto B, e 3,3% no ponto C foram
positivas sendo observado, portanto, a presenca do C. neoformans em grande porcentagem no setor de
emergéncia do HPP, o que o torna um ambiente propicio para a propagacao da levedura.

Palavras-chave: Criptococose. Saude Publica. Columbidae.
ABSTRACT

In Brazil, the mycoses have been winning great epidemiological importance, due to the progressive
rate of morbidity and mortality. In many places, the pigeon has already reached urban pest conditions because
of its overpopulation becoming a worldwide problem, which poses serious public health risks. Among the main
causes of mycosis from pigeons, we highlight Cryptococcus spp. this species is the main cause of
cryptococcosis, which occurs from the inhalation of fungal propagules that disperse through the air. This work
aimed at the identification of Cryptococcus neoformans in excreta of Columba livia who attend the Public
Hospital of Palmas (HPP) to verify transmission risks. The results were based on the identification of the most
frequent points of the pigeon as in the chemotherapy sector (A) and in the emergency sector (B and C).
The methodology for identification of C. neoformans was supported by the evaluation of macroscopic culture,
microscopy and biochemical test. Of 30 samples identified, 3.3% at point A, 13.3% at point B, and 3.3% at point
C were positive being observed, therefore, the presence of C. neoformans in a large percentage in the HPP
emergency sector, which makes it an environment conducive to the propagation of yeast.

Keywords: Cryptococcosis. Public health. Columbidae.
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INTRODUCAO

Segundo Tortora, Funke e Case (2012),
fungos sdo organismos que  possuem,
metabolismo limitado a heterotréfico, aerébico e
anaerdbico facultativo. Tem a capacidade de
parasitar e colonizar o homem e os animais,
parasitismo este dependente da deficiéncia
imunolégica do hospedeiro, podendo causar
diversos quadros infecciosos, chamados de
micoses, com formas clinicas localizadas ou
disseminadas (Brasil, 2004). No Brasil, as
micoses tém grande importéncia epidemioldgica
e terapéutica, tornando-se um problema de
saude publica que reflete o nivel de educacao
sanitaria da populagdo (Arenas; Esmenjaud,
2004).

Algumas pessoas possuem  maior
facilidade para o desenvolvimento de um quadro
clinico ocasionado por micoses. Pacientes com
diabetes, e Sindrome de Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS), assim como a utilizacdo de
farmacos imunossupressores e antibiéticos, sdo
alvos faceis dos agentes fungicos, pelo estado
debilitado que se encontra o0 paciente. No
ambiente hospitalar as infecgbes fangicas
passaram a ter uma grande importancia nos
ultimos anos, devido ao aumento progressivo das
taxas de morbidade e mortalidade (Martins-Diniz
et al., 2005; Somenzi; Ribeiro; Menezes, 2006).

Neste contexto, a progressdo de
infecgcbes fungicas se da pelo crescimento
demografico de alguns vetores, em especial 0s
pombos, que tem um papel importante na
contaminacdo do meio ambiente e na disperséo
de patogenos através da deposicdo de suas
excretas. O comportamento e a intensa
aproximacao dos pombos a populagédo é o maior
agravante deste animal, devido a quantidade de
microrganismos patogénicos, como fungos,
acaros e parasitos (Reolon; Perez; Mezzari,
2004).

Segundo Peméan, Zaragoza e Salavert
(2013), os grupos de microrganismos causadores
de infeccdes flngicas invasivas hospitalares vem
aumentando gradativamente, no entanto o
Cryptococcus spp. encaixa-se como 0 patdgeno
oportunista mais habitual entre os fungos
leveduriformes de interesse médico.

O Cryptococcus neoformans tem a
capacidade de colonizar a mucosa do papo dos
pombos, e por meio da excrecéo, liberam o fungo
ao ambiente, vivendo saprofiticamente em seus

excrementos. Além da grande capacidade de
adaptacdo e de sua prolificidade, o principal
problema é que o C. neoformans permanece
viavel nas fezes secas dessa ave durante
aproximadamente dois anos, tornando-se um
reservatdrio de particulas infectantes passiveis
de inalacdo (Baroni et al., 2006).

Pertencente ao Filo Basidiomycota,
Ordem Sporidialis e Familia Sporidiobalaceae. C.
neoformans apresenta-se na forma leveduriforme
gquando em estagio parasitario ou ambiental
(Cryptococcus), e na forma filamentosa em
determinadas condicbes ambientais
(Filobasidiella) (Kwon-Chung; Bennett, 1992; Sia;
Lengeler; Heitman, 2000; Tucker; Casadevall,
2002).

Sua patogenicidade esta ligada a sua
infectividade, ou seja, a capacidade desta
levedura de infectar humanos e animais. Entre os
fatores de viruléncia pode-se destacar a
facultativa patogenicidade intracelular, e a
presenca de uma capsula polissacaridica com
atividade antifagocitica, tendo sua importancia
demonstrada pela observacdo de mutantes
acapsulares de C. neoformans que raramente
causa a doenca (Kwon-Chung; Bennett, 1992;
Chang; Penoyer; Kwon-Chung, 1996; Alspaugh;
Perfect; Heitman, 1998; Feldmesser; Tucker;
Casadevall, 2001).

Ainda a producdo de urease sao fatores
gue se destacam como capacidade infectante, a
alteracdo de cor do meio ocorre pela
alcalinizacdo do meio pelo produto da hidrolise
da ureia, pois esta levedura utiliza ureia pela
acdo da enzima, caracteristicas estas que
auxiliam para a identificacdo do C. neoformans
(Wang; Aisen; Casadevall, 1995; Cox et al,
2000; Tucker; Casadevall, 2002).

A infeccdo em humanos por C.
neoformans esta relacionada com a disfuncéo da
imunidade inata do hospedeiro, pela inalacdo de
pequenas particulas, basidiésporos (3um) ou
blastoconidios (4 a 5um) presentes no ambiente,
podendo, inicialmente, causar infeccdo
sintomatica ou assintomatica na area subpleural
dos pulmdes, ou permanecer dentro de um
granuloma em estado latente (Mitchell; Perfect,
1995; Casadevall; Perfect, 1998; Lacaz et al.,
2002).

Esta espécie € o principal agente da
criptococose, considerada a mais importante das
infeccbes  fungicas no nosso pais. A
Criptococose é a doenca causada pelo
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Cryptococcus spp., a infec¢cdo ocorre a partir da
inalagcdo dos propagulos fungicos que se
dispersam pelo ar, sendo o pulmdo o sitio
anatdbmico primario da infeccdo, podendo se
disseminar para o SNC (Reolon; Perez; Mezzari,
2004).

Em meados de 2000, a Criptococose
assumiu um papel relevante, por ser considerada
uma das micoses mais comuns em pacientes
imunocomprometido, particularmente nos
portadores da AIDS, acometendo principalmente
0 sistema nervoso central (Fernandes et al.,
2000).

O principal veiculo de contaminacdo por
fungos nos seres humanos ocorre através de
fezes nitrificadas, ou seja, fezes de aves, em
especifico de pombos, onde o fungo permanece
viavel para contagio por um periodo de até dois
anos. O C. neoformans tem a capacidade de
colonizar a mucosa do papo dos pombos sem
causar doenca, pois se trata de um parasita
natural a estas aves (Oliveira, 2014). Quando
existe uma grande concentracdo de pombos em
determinada éarea, além do problema estatico e
da sujidade no local, considera-se um risco
potencial a saude publica (Kahn et al., 2012).

A existéncia de populagbes numerosas de
pombos em centros urbanos € um problema
mundial que representa risco a salde publica
devido as zoonoses que podem transmitir (Leal
et al, 2015). Em muitos lugares, o pombo
domeéstico ja atingiu a condi¢cao de praga urbana,
em razdo de sua superpopulagéo, seus prejuizos
econdmicos e 0s riscos que representa a saude
publica, sendo necessario 0 seu controle

populacional (Nunes, 2003).

Locais onde h&d acumulo de excretas de
aves servem como importante fonte de infeccdo
do C. neoformans para a populagdo que o0s
frequenta, aumentando o risco de adquirir a
doenca devido a uma maior concentracdo de
propagulos fungicos infectantes presentes nestes
ambientes (Reolon; Perez; Mezzari, 2004). Este
acumulo de fezes de pombos pode favorecer a
inalagdo de microrganismos, durante 0s
procedimentos de limpeza ou pelo deslocamento
da ave em correntes de ar, na forma de
redemoinhos chamados anéis vorticiais (Passoni,
1999; Nunes, 2003). As excretas de aves sao
ricas fontes de nitrogénio, como ureia e
creatinina, oferecendo condi¢cdes adequadas ao
desenvolvimento deste fungo. Além disto, as
aves servem como carreadoras, transportando a
levedura em suas penas, patas e bicos (Lin,

2009). O objetivo desse trabalho foi pesquisar e
identificar C. neoformans em excretas de C. livia,
e verificar o risco da presenca dessa ave para o
ambiente hospitalar, tendo em vista que o0s
frequentadores séo pessoas debilitadas.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 30 amostras de excretas
secas de C. Livia (10 amostras por trés dias em
trés locais distintos do ambiente externo do
HPP), utilizando como critério os pontos com
maior presenca de pombos e fluxo de pessoas
(Figura 1). Todas as amostras foram recolhidas
com espatula esterilizada, acondicionadas em
frascos estéreis com tampa e transportadas
imediatamente  para 0 Laboratério de
Microbiologia do CEULP/ULBRA onde foram
processadas (Filiu et al., 2002).

A\ ha %]

- L e

Figura 1: Vista superior do HPP. A: Setor de
Quimioterapia; B: Area esquerda do setor de
emergéncia; C: Area direita do setor de
emergéncia. (Fonte: Google Earth, 2017).

Iniciou-se 0 processamento do material
em camara de fluxo laminar, onde cerca de 1g do
material foi suspenso em 50mL de solucéo salina
estéril contendo 0,4g/l de cloranfenicol em tubo
falcon de 50mL. Agitou-se em vértex por 3
minutos a 2000 rpm, e deixando em repouso por
30 minutos a temperatura ambiente para
realizacdo da semeadura (Filiu et al., 2002).

Retirou-se 0,1mL do sobrenadante
aspirado que foi semeado em placas de petri
com meio &gar Sabouraud dextrosado a 2%,
utiizando alga de transferéncia estéril, e a
técnica de varredura de alca (Filia et al., 2002).
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Foram semeadas 10 placas por amostra,
sendo incubadas a temperatura ambiente, entre
26 e 27,5°C e observadas novas colbnias
diariamente por um periodo de 7 dias (Filiu et al.,
2002; Contin et al., 2011).

As coldnias aparentemente lisas, Umidas,
brilhantes e de coloracdo creme foram repicadas
na forma de estrias simples em placas contendo
agar Sabouraund 2%, em seguida incubadas em
estufa a temperatura de 30°C e observadas por 7
dias (Filia et al., 2002; Contin et al., 2011),
realizando em seguida a analise microscépica
das colbénias e submissdo as provas de
identificacao.

Apos crescimento, foram realizados os
testes microscoépicos, segundo Reolon, Perez e
Mezzari (2004), em montagens de lamina com a
cultura fangica, suspensas com uma gota de tinta
nanquim, sobrepondo-a com uma laminula.
Foram observadas as caracteristicas
morfolégicas em microscOpio Optico e em

seguida, realizou-se a prova bioguimica da
urease, inoculando com a colénia fangica
encontrada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 30 amostras coletadas, 6 (20%)
foram positivas para a levedura C. neoformans.
Foram observados crescimentos nos trés pontos
coletados no HPP, escolhidos de acordo com a
frequéncia dos pombos no local e a presenca
das excretas. O ponto A referente ao setor de
guimioterapia, apresentou 3,3% de positividade
para C. neoformans; O ponto B, a area esquerda
do setor de emergéncia, apresentou 13,3% de
positividade e no ponto C, area direita do setor
de emergéncia, foi observado 3,3% de
positividade.

Estudos feitos por Lima, Klafke e Xavier
(2015) no Campus Saude da Universidade
Federal do Rio Grande obtiveram 32,5% de
positividade em 40 amostras de excretas de
pombos. Valores semelhantes também foram
encontrados por Mezzari et al. (2014) nos
Hospitais de Porto Alegre.

Nos pontos de coleta, foram observados a
sujidade do local, quantidade de excretas e
prevaléncia de pombos. No local onde foi
encontrada maior quantidade do C. neoformans,
percebeu-se 0 acumulo de sujidade, maior
guantidade de excretas e maior prevaléncia de

pombos (Figura 2). A presenca da levedura
comprova que, em locais onde ha acumulo
excessivo de excretas, € possivel melhor
reproducdo dos resultados, e a menor
prevaléncia dos isolados em outros pontos pode
demonstrar a necessidade de uma maior
amostragem ou monitoracdo do local (Egres,

2010).

Figura 2: Presenca e supdde do ambiente
externo do HPP. (Fonte: Acervo préprio).

Também na instituicdo estudada, foi
observado o acumulo de excretas depositadas
nos telhados, nos beirais e nas centrais de ar
condicionado. sua arquitetura  proporciona
espagcos adequados para pouso e abrigo de
animais. Em 1959, Littman descreveu caso de
estudante de medicina que desenvolveu
meningite criptococica possivelmente resultado
da exposi¢cdo ao ar condicionado contaminado
com excretas de C. livia. Mediante isso, pode-se
associar a exposicdo das pessoas que
frequentam o local com o ambiente de risco do
mesmo.

Os seis isolados das excretas de pombos
foram examinados macroscopicamente pela
caracterizacdo de suas colbnias cremosas, lisas
e de coloragdo creme, assim como relatado por
Campos et al. (2009), sendo posteriormente
isoladas e submetidas a provas de identificacéo
(Figura 3).
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neoformans

Figura 3: Macroscopica de C.
caracterizado por pelas colbnias cremosas, lisas
e de coloracao creme. (Fonte: acervo proprio)

As provas de identificagdo microscopica
com tinta nanquim, para visualizacdo da
presenca da capsula polissacaridica, foram
positivas para todos os isolados selecionados de
acordo com as caracteristicas macroscopicas da
colbnia (Figura 4).

Figura 4: microscopica com tinta
nanquim para vizualizagdo da capsula

polissacaridica. (Fonte: acervo proprio)

Segundo estudos realizados por Bulmer
et al. (1967), a producdo da capsula
polissacaridica € o primeiro fator de viruléncia
conhecido em C. neoformans. Estando o
paciente com o sistema imunolégico debilitado,

mesmo 0s acapsulados podem causar doencas,
entretanto as linhagens encapsuladas possuem
maior facilidade de se disseminar no cérebro,
induzindo resposta celular mais significante nos
pulmdes (Casadevall; Perfect, 1998;
Steenbergen; Casadevall, 2003).

Os testes de urease comprovaram a
presenca do C. neoformans, obtendo resultados
positivos com a mudanca da cor do meio (Figura
5). A produgcdo de urease é uma prova

bioquimica utilizada para identificagdo do género,
pois as espécies de Cryptococcus sao capazes
de realizar hidrélise da ureia. A urease é a
enzima responséavel pela hidrélise da ureia em
amodnia e carbamato e o fungo C. neoformans
produz esta enzima em grandes quantidades
(Casadevall; Perfect, 1998; Cox et al., 2000).

positiva para C.
mudanca de cor.

- e - 4
Figura 5. Teste de urease
neoformans confirmado pela
(Fonte: acervo proprio)

Os locais dos achados em questdo sao
preocupantes pela gravidade dos pacientes que

o frequentam, o setor de quimioterapia e
emergéncia recebem ndo sé pacientes
debilitados, mas seus acompanhantes e

funcionarios do hospital, que também correm o
risco da inalacdo de propagulos do C.
neoformans disperso no ambiente. Um individuo
sadio ao inalar propagulos do fungo pode nao
reagir de forma ativa ao sistema imunoldgico,
mas quando o torna imunocomprometido o fungo
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entdo adormecido, se torna latente, invadindo o
SNC do individuo, representando a forma mais
severa da criptococose (Egres, 2010).

A maioria desses estudos é executada
em unidades de tratamento intensivo, unidade
cirdrgica, enfermaria hematolégica, maternidade
e outras unidades de riscos de infeccao,
entretanto, poucos estudos correlacionam os
niveis de contaminacdo fangica ambiental que
podem transmitir algum tipo de doenca nos
pacientes e no corpo funcional (Li, 2003). O grau
de contaminacdo no ambiente hospitalar pode
mudar drasticamente em combinacdo com
diversos fatores, aos quais a presenca de
construcdes, o uso de sistemas de climatizagéo
artificial que ndo protegem contra os fungos,
fazendo com que os propagulos fungicos se
desloquem para longas distancias, sendo
inaladas pelo homem (Perdelli et al., 2006).

Esse estudo comprova a presenca do C.
neoformans no ambiente externo do HPP,
podendo ser observada durante a coleta a
sujidade do local e a presenga dos pombos
circulando livremente com 0Ss usuarios e
funcionarios. Com isso, fica evidente a
necessidade de medidas de controles efetivas
para a prevencdo de doengas causadas pelo C.
neoformans e o controle do C. livia em ambiente
hospitalar a partir dos resultados obtidos em
locais considerados de risco.

CONCLUSOES

O estreito contato de humanos e essas
aves em area hospitalar indicam um risco
potencial a saude publica, devido a exposi¢do
dos frequentadores do local, profissionais da
area, profissionais de limpeza e principalmente
aos pacientes imunocomprometidos, que
correspondem a um grupo de risco para
desenvolver criptococose.

Os locais dos achados fungicos séao
preocupantes, onde ha uma maior frequéncia de
pacientes imunocomprometidos, como setor de
guimioterapia e de emergéncia, que constituem a
categoria mais exposta aos riscos de infeccéo
relacionado a esta problematica.

O aumento da populagdo de pombos no
HPP ocorre devido as condic6es adequadas para
sua sobrevivéncia, como estrutura fisica da
construcdo, tornando-se o ambiente ideal para
construgdo de ninhos e matéria organica
disponivel, como lixos e lanchonetes a céu

aberto.

Os resultados trazem em questdo a
importancia da minimizacdo dos riscos, e a
necessaria precaucdo a partir de medidas de
controle efetivo das aves, a fim de prevenir a
transmissdo de doencas e a disseminacdo do

agente no ambiente, ressaltando-se a
necessidade de medidas educativas a
populacdo, no sentido de ndo alimentar os

pombos em areas publicas.

Todas as medidas preventivas em relacao
aos pombos séo efetivas em um curto prazo. O
abatimento, por exemplo, é uma medida
preventiva que é necessaria a autorizacao dos
orgdos responsaveis, mas é uma medida
temporaria, pois os pombos irdo se reproduzir o
gue ird aumentar a quantidade outra vez. A
administracdo de anticoncepcionais €é uma
medida viavel, mas requer recursos e tempo para
a populagéo de pombos diminuir, pois sua média
de vida nas cidades é de 3 a 5 anos. As medidas
gue podem ser solucionadas sdo o controle da
alimentacéo, ou seja, ndo alimentar os pombos e
recolher a matéria organica disponivel, e a
mudanga na estrutura do local, impedindo o
acesso das aves nas construcdes, fechando os
locais com telas ou alvenarias, apds uma
desinfeccdo do local. Assim, iremos diminuir a

populagdo de pombos com uma melhor
perspectiva.
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