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IntroduçãoIntrodução

Cryptococcus neoformans é uma levedura capsulada causa-
dora de criptococose em humanos e animais, estando associado 
com várias fontes ambientais, tais como excretas de aves, frutas 
e detritos de plantas. Foram analisadas amostras de fezes de 
pombos para estudar as fontes saprofíticas de C. neoformans, em 
áreas urbanas na cidade de Votuporanga – SP. Suspensões em 
salina estéril das amostras foram semeadas em placas com ágar 
Níger. Após cinco dias, colônias mucóides marrom-escuro foram 
subcultivadas para identificação através de provas morfofisiológi-
cas. Ao término da análise micológica, nenhuma colônia isolada 
foi identificada como Cryptococcus neoformans. A ausência de 
C. neoformans nas excretas de pombos demonstra que estudos 
ambientais mais amplos necessitam ser feitos futuramente para 
monitorar a freqüência e determinar a prevalência, uma vez 
que dados da literatura indicam estas são as principais fontes 
ambientais urbana, associado ao fato da constante exposição 
aos pombos nos centros urbanos nos dias atuais.

Palavra-chave: Excretas de pombos, Cryptococcus neofor-
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Environmental investigation of Cryptococccus neofor-
mans in Votuporanga City – São Paulo

Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast agent of hu-
man and animal cryptococcosis, has been associated with various 
natural sources, such as avian excreta, fruits and plant material. To 
study saprophytic sources of C. neoformans, in urban areas in city of 
Votuporanga – SP, were analyzed samples of pigeon dropping. The 
samples were suspended in sterile saline and then inoculating onto 
niger seed agar medium in Petri dishes. Five days later melanoid 
yeast colonies were subcultivated for identification by morphophysi-
ologic tests. At the end of serial mycological studies, none of these 
isolates was identified as Cryptococcus neoformans. The absence 
of C. neoformans in pigeons droppings that demonstrates that more 
extensive environmental studies need to be done in the future to 
monitor the frequency and to determine the prevalence; since that 
datas of literature indicate the main environment urban sources, as-
sociated to the fact of the constant exposition to the pigeons in the 
urban centers in the current days. 

Keywords: Pigeon droppings, Cryptococcus neoformans, sapro-
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C ryptococcus neoformans, 
patógeno oportunista que 
causa meningoencefalite 

principalmente em indivíduos infectados 
pelo HIV, é uma levedura capsulada, 
ubíqua, isolada de diversas fontes am-
bientais (1, 2, 3, 4).

Esta espécie apresenta cinco soro-
tipos (A, B, C, D e AD) e recentemente 
foi subdividida em três variedades 
conhecidas como C. neoformans var. 
grubii (sorotipo A), C. neoformans var. 
neoformans (sorotipo D) e C. neofor-
mans var. gattii (sorotipo B e C) (5). Já 
a correta designação para os isolados 

de sorotipo AD ainda não foi estabe-
lecida (6). Os sorotipos diferem em 
aspectos ecológicos, epidemiológicos, 
fisiológicos e genéticos (7, 8, 9).

Há uma correlação entre distribui-
ção geográfica dos sorotipos no meio 
ambiente e manifestação clínica da 
criptococose (10). Os sorotipos A, 
D e AD têm distribuição cosmopolita 
relacionada a várias fontes naturais, 
principalmente excretas de pombos e 
solos contaminados com excretas de 
grande variedade de aves (11, 12, 13, 
14, 15). Mais recentemente, foi de-
monstrada em diferentes localidades 
a associação com madeira em decom-
posição em ocos de árvores, sugerindo 

um novo habitat natural e um possível 
nicho ecológico para a levedura (1, 2, 
10, 16, 17, 18). 

Por outro lado, C. neoformans 
var. gattii foi inicialmente isolado 
de Eucalyptus em diferentes países, 
seguindo-se de detritos de algumas 
espécies de plantas (10, 1, 19, 16, 
13, 20, 21). Estudo desenvolvido 
por ABEGG et al. (11), no Brasil, de-
monstrou a presença desta variedade 
em amostras de fezes de diferentes 
espécies de aves. 

Cryptococcus neoformans var. neo-
formans/grubii é um importante agente 
oportunista em pacientes imunodepri-
midos, ganhando destaque nos dias 
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atuais, não só pelo aumento populacional, mas sobretudo 
pelo crescente número de hospedeiros suscetíveis (4). Em 
contraste, a var. gattii comporta-se como patógeno primário, 
acometendo  hospedeiros imunocompetentes (22, 8).

Vários estudos têm demonstrado a capacidade do 
Cryptococcus neoformans em colonizar o trato diges-
tório de pombos, comportando-se como um saprófita 
natural. As excretas de pombos podem ser consideradas 
importantes substratos para a presença e manutenção da 
levedura na natureza (12). A adaptação de pombos aos 
centros urbanos e, conseqüentemente, a presença desta 
levedura nas fezes destes, constituem uma importante 
fonte ambiental de transmissão para a população, inclu-
sive de poeira domiciliar (23, 24, 25). Associado a este 
fato, estudos demonstram alta ocorrência de criptoco-
cose no Brasil, justificando o interesse pela investigação 
de fontes ambientais de Cryptococcus (26, 27). Desta 
maneira, o propósito deste estudo é verificar a presença 
desta levedura nas excretas de pombos em diferentes 
regiões do município de Votuporanga, São Paulo.

Materiais e Métodos

Vários locais da cidade de Votuporanga, São Paulo, 
foram analisados, sendo escolhidos os que apresenta-
vam grandes quantidades de pombos. Trinta amostras 
de excretas de pombos foram coletadas aleatoriamente 
nos seguintes locais: Praça da Matriz, Praça São Bento, 
Praça do Rotary, Praça Santa Luzia e arredores da Casa 
de Saúde. Teve-se o cuidado de se coletar materiais 
envelhecidos e secos, encontrados no solo.

As amostras foram colhidas em frascos plásticos 
estéreis e acondicionadas sob refrigeração (8 a 12ºC) 
por 24 horas. O material foi processado em câmara 
de fluxo laminar no Laboratório de Microbiologia da 
UNIFEV – Centro Universitário de Votuporanga. As 
amostras foram homogeneizadas em gral com pistilo, 
esterilizado. Cerca de 1g do material foi suspenso em 
solução fisiológica estéril contendo cloranfenicol. O 
material foi agitado em vórtex por 3 minutos e deixado 
em repouso por 30 minutos à temperatura ambiente. 
O sobrenadante foi aspirado e 0,1mL foi semeado em 
cada placa de Petri com Ágar Niger (Guizotia abyssini-
ca), contendo 0,2g/L de cloranfenicol. Foram semeadas 
10 placas por amostras, incubadas à temperatura 
ambiente (26-27ºC) e observadas diariamente por 
sete dias. O controle positivo deste ágar foi realizado 
através do cultivo de cepa de Cryptococcus neofor-
mans variedade neoformans sorotipo A, cedida pelo 
Departamento de Micologia da Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas – UNESP – Araraquara.

Colônias suspeitas de Cryptococcus (lisas, úmidas, 
brilhantes e de coloração marrom-escura) foram sub-
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cultivadas em ágar Sabouraud com 
cloranfenicol e incubadas à tempe-
ratura ambiente. A identificação foi 
realizada segundo os critérios: carac-
terísticas macroscópicas das colônias, 
características microscópicas (tinta 
Nanquim), e testes fisiológicos como 
produção de uréase, termotolerância 
a 35oC, sensibilidade a cicloheximida 
e testes de assimilação de carbono e 
nitrogênio (12 -modificado).

Resultados e Discussão

Dados mundiais indicam altos 
índices de meningite – 42,8 milhões/
pacientes ao ano (28). A infecção pro-
vém de fontes ambientais, existindo 
uma correlação entre distribuição ge-
ográfica das variedades no meio am-
biente e manifestação clínica (10).

A investigação de surtos comuni-
tários de criptococose tem resultado 
numa melhor compreensão de fontes 
de transmissão (29), incentivando aos 
estudos que possam identificar o nicho 
ecológico desta levedura.

Lopez-Martinez et al. (15) anali-
saram 711 amostras de várias fontes 
ambientais, na cidade do México, tais 
como: fezes de aves, frutas e vege-
tais; relatando a presença de C. neo-
formans var. neoformans em 9,5% das 
amostras de fezes, 9,5% nas frutas e 
4,2% nos vegetais.

Em outro estudo realizado em Bo-
gotá, Colômbia, 480 amostras de detri-
tos de árvores e 89 amostras de fezes 
foram investigadas. Das amostras de 
plantas, 99% eram C. neoformans var. 
gattii e 1% C. neoformans var. grubii; 
já das amostras de fezes somente foi 
isolada a variedade grubii (1).

No Brasil, Goiânia, Kobayashi et 
al. (2) relataram C. neoformans var. 
grubii de amostras de excretas de 
pombos e material de detritos de 
eucaliptos e ausência nas amostras 
de excretas de aves de aviculturas, 
de solos e de árvores ornamentais. 
Estudo semelhante desenvolvido 
por Nishikawa et al. (7) analisou 
80 amostras ambientais obtidas de 

excreta de pássaros, poeira domés-
tica, detritos de árvores e fezes de 
morcegos em diferentes regiões do 
Brasil, indicando diferenças regionais 
nas distribuições dos sorotipos e iso-
lados de C. neoformans do ambiente 
urbano, não somente associado com 
excretas de pombos e aves, mas tam-
bém associado com árvores.

Recentemente, foi demonstrada 
a associação saprofítica de C. neo-
formans var. neoformans/grubii com 
madeira em decomposição de árvores 
no Brasil, constituindo um novo ha-
bitat natural e indicando um possível 
nicho ecológico para o fungo (16, 
17, 18); uma vez que vários estudos 
indicam uma forte ligação destas 
variedades com fezes de pombos. 
Swinne (30) e Bauwens et al. (31) 
também isolaram C. neoformans var. 
grubii de árvores tropicais.

Estudos demonstraram que a var. 
gattii é raramente observada em fezes 
de aves, mesmo utilizando melhor a 
creatinina como fonte de nitrogênio 
do que a var. grubii/neoformans (11). 
Entretanto, Lazera et al. (18) isolaram 
esta variedade de fezes de morcegos, 
em sótãos de casas antigas no Rio de 
Janeiro.

Filiú et al. (12) demonstraram a 
presença de C. nerformans var. grubii 
em 50% das 20 amostras de excre-
tas de aves de cativeiros na cidade 
de Campo Grande, Mato Grosso do 
Sul, Brasil. Dados semelhantes foram 
relatados por Abegg et al. (11), no 
Rio Grande do Sul, que isolaram C. 
neoformans var. grubii em 87% das 
amostras de excretas de psitáceos.

Passoni et al. (24) encontraram em 
torno de 15% de positividade de isola-
mento de C. neoformans  var. neofor-
mans de excretas de aves em cativeiros, 
como canários, periquitos e outros psita-
cídeos, assim como na poeira doméstica 
na cidade do Rio de Janeiro.

Em nosso estudo, das 30 amostras de 
excretas de pombos analisadas, 100% 
foram negativas para Cryptococcus ne-
oformans; dificuldade na identificação 
do nicho ecológico de C. neoformans 
também foi relatada por Laurenson et 

al. (28). Hamasha et al. (32) analisaram 
509 amostras de excretas de pombos 
não isolando C. neoformans. Estes 
dados contrastam com os relatados 
anteriormente, que indicam esta fonte 
um importante nicho ecológico.

A ausência de C. neoformans nas 
excretas de pombos demonstra que 
há a necessidade de estudos com-
plementares com uma amostragem 
maior por um período de tempo mais 
prolongado; já que há evidência de 
que o C. neoformans é mais freqüen-
temente isolado nas estações mais 
úmidas e de fezes secas (1). Nas fezes 
úmidas, a decomposição bacteriana 
causa uma forte alcalinização do subs-
trato e inibição do crescimento do C. 
neoformans (8).

Outra hipótese, que poderia ter 
dificultado o isolamento desta le-
vedura nas excretas de pombos, foi 
pelo crescimento rápido de fungos 
filamentosos contaminantes que 
sobrepujam ao da levedura, levando 
a um resultado falso-negativo (33). 
Além disso, outras técnicas poderiam 
ser utilizadas, como por exemplo, a 
metodologia usada por Soares et al. 
(34), onde foram feitas exposições 
das placas por 15 minutos perto 
do acúmulo de fezes e cultura das 
mesmas, em placas de Petri com 
Sabouraud e Ágar Niger, ambos com 
cloranfenicol.

A alta biodiversidade de C. neo-
formans, isolado de diversas fontes 
ambientais nas áreas urbanas do Brasil, 
sugere a possibilidade dos pacientes en-
trarem em contato com múltiplas fontes 
de inoculação diariamente ao longo da 
vida (35). Estudos subseqüentes para 
monitorar a freqüência e determinar 
a prevalência de C. neoformans em 
excretas de pombos, fazem-se neces-
sários; uma vez que dados da literatura 
indicam estas as principais fontes am-
bientais urbana, associado ao fato da 
constante exposição aos pombos nos 
centros urbanos nos dias atuais.
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