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RESUMO 

 

Com objetivo de avaliar a presença de C. neoformans em locais públicos e residenciais 

de Cuiabá e Várzea Grande – MT, foram obtidas 122 amostras de excretas ressecadas de 

pombos, subdivididos em oito grupos diferentes: praças públicas (n=5), igrejas (n=4), 

instituições de ensino (n=3), unidades de saúde (n=8), áreas abertas exibindo cobertura de 

amianto (n=4), conjuntos residenciais domiciliares (n=23), fábrica (n=1), presídio (n=1). A 

metodologia utilizada consistiu de semeadura em meio niger (NSA), identificação fenotípica 

pelo teste da urease, quimiotipagem em CGB (meio de canavanina-glicina e azul de 

bromotimol), das colônias isoladas com pigmentação de coloração marrom escura. Para 

confirmação genotípica dos isolados foi utilizada a técnica da PCR (Reação em cadeia da 

polimerase).  As amostras foram coletadas em dois períodos: I (julho agosto e setembro) e II 

(outubro, novembro e dezembro).  Foram isoladas leveduras apenas no período II. C. 

neoformans associado às excretas de pombos foi isolado em oito de cento e vinte e duas 

amostras (6,6%) sendo encontrado em duas de quatro igrejas das treze amostras analisadas, 

em uma de três escolas das treze amostras analisadas; e em cinco de vinte e três residenciais 

das quarenta e quatro amostras analisadas.  

    Foram avaliados maior número de residenciais (n=23), obtendo-se consequentemente 

maior número de amostras provenientes destes locais (n=44). Através dos resultados obtidos 

foi possível confirmar a identidade genotípica dos isolados de C. neoformans em locais 

públicos (igrejas e instituição de ensino) e residenciais nos municípios de Cuiabá e Várzea 

Grande. 

 

Palavras chaves: Cryptococcus neoformans, excretas de pombos, áreas públicas e urbanas, 

Mato Grosso 
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ABSTRACT 

 

In order to evaluate the presence of C. neoformans in public places and residentials from 

Várzea Grande and Cuiabá - MT, 122 samples were obtained from dried pigeon excreta, 

subdivided into eight different groups: public squares (n = 5), churches (n = 4), educational 

institutions (n = 3), health units (n = 8), open areas showing asbestos coverage (n = 4), 

residentials (n = 23) plant (n = 1), prison (n = 1). The methodology consisted of inoculation in 

niger seed agar (NSA), phenotypic identification by the urease test, and chemotyping by CGB 

(canavanine-glycine bromothymol blue medium), of the isolated colonies with dark brown 

pigmentation. For the genotypical confirmation of the isolates, PCR (polymerase chain 

reaction) was performed. The samples were obtained in two periods: I (July, August and 

September) and II (October, November and December). Yeasts were isolated only in period 

II. C. neoformans associated with pigeon excreta was isolated from eight out of a hundred and 

twenty-two samples (6.6%) being found in two of the four churches, out of thirteen samples, 

in one of three schools in thirteen samples, and in five of twenty three residentials, in forty-

four samples.We evaluated a large number of residentials (n = 23), thus obtaining a larger 

number of samples from these sites (n = 44). Through these results it was possible to confirm 

the genotypical identity of C. neoformans in public places (churches and educational 

institution) and residentials in the cities of Cuiabá and Várzea Grande. 

 

 
Key-words: Cryptococcus neoformans, pigeon excreta, public and urban areas, Mato Grosso. 
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1. Relevância e Justificativa 

 

 Infecções oportunistas são cada vez mais frequentes em organismos 

imunocomprometidos e representam aspecto importante em pacientes com a síndrome da 

imunodeficiência adquirida. 1  

 A criptococose é uma doença estudada há muito tempo (desde 1894). Entretanto, 

somente nos últimos 40 anos, ela apresenta avanços importantes referentes à taxonomia, 

epidemiologia, estrutura capsular, fatores de virulência, sorotipos e genótipos específicos. No 

Brasil, observam-se relatos na maioria dos estados, e no estado de Mato Grosso 

especificamente, pouco ainda foi estudado no que tange tanto à isolados clínicos ou 

ambientais de leveduras agentes da criptococose. 

A criptococose é uma micose sistêmica grave causada por dois fungos pertencente ao 

gênero Cryptococcus que acometem tanto homens como animais: C. neoformans e C. gattii. 

2,3 É cosmopolita e emergente respectivamente, como consequência da interação homem 

versus meio ambiente. 1,4,5 

  A frequência da criptococose no Brasil em pacientes com AIDS, em ordem de 

prevalência, é a segunda maior que acomete esse grupo de risco, perdendo apenas para a 

candidíase. 6 O impacto pós era HAART (Highly Active AntiRetroviral Treatment), reflete o 

controle da multiplicação do vírus HIV e portanto o  aumento das chances de sobrevivência. 

Contudo, as recidivas continuam a ocorrer, o que pode sinalizar ainda na direção de estudos 

mais detalhados correlacionando-os à essa doença fúngica. 7 Estudos multicêntricos norte-

americanos e europeus demonstraram uma redução da incidência de infecções oportunistas 

(incluindo a criptococose) após a introdução dos antirretrovirais. 8 
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O aparecimento de criptococose em imunocompetentes, especialmente em crianças, na 

Região Norte - Nordeste do Brasil, por Cryptococcus gattii, suscita um olhar mais crítico e 

profundo sobre a doença. Na região Sul do Brasil vem ocorrendo inclusive em crianças com 

faixa etária inferior a dois anos. Atualmente verifica-se que a doença não está apenas 

associada a grupos imunocomprometidos como os portadores de HIV, mas a também outros 

compostos por indivíduos imunocompetentes. 9,10,11 

 A criptococose apresenta uma taxa de morbidade e mortalidade elevada em pacientes 

com o vírus da imunodeficiência humana. 11 Micoses sistêmicas são consideradas causas de 

morte importantes estudadas por meio de necropsias. Um estudo ocorrido entre 1996 a 2006, 

revelou mortes por micoses sistêmicas no Brasil. Por meio de 3583 necropsias realizadas 

nesse período e colocando como referência a AIDS, como causa principal de morte, e 

observando-se associação com infecção fúngica, a criptococose apareceu como a principal 

doença fúngica (50,9%), seguida de candidíase (30.2%), histoplasmose (10,1%) e outras. 12 

RIBEIRO et al. (2008) 13, em Cuiabá, no período de  2005 a 2008, relataram uma prevalência 

de 53,3% de óbitos por criptococose em 1300 pacientes aidéticos, quadro muito semelhante 

ao estudo anteriormente citado dentro do grupo de infecção por fungos neste grupo de 

pacientes. 

 A presença de Cryptococus neoformans no solo e em dejetos antigos de pombos têm 

sido amplamente estudada em diversos países do mundo. 14,15 Dejetos de aves são 

considerados substratos naturais para C. neoformans. Pombos inclusive podem transportar em 

seus bicos, penas, e pernas, bem como apresentar colonização por este agente no papo. 

Funcionam como reservatórios e dispersores no ambiente, gerando fonte de infecção para 

humanos. Quanto ao habitat primário de C. neoformans, podem ser consideradas espécies de 

plantas, madeiras envelhecidas, locais onde as leveduras naturalmente podem desenvolver seu 

estado sexuado. 16 
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 Pelo exposto anteriormente, verifica-se a necessidade de avaliar a possível distribuição 

das leveduras de C. neoformans em ambientes públicos pertencentes à cidade de Cuiabá 

(principal núcleo urbano do estado com cerca de 800 mil habitantes) e Várzea Grande em 

Mato Grosso, considerando-se a ausência absoluta de dados registrados até o momento na 

literatura. 

 Vale ressaltar, que em outras regiões brasileiras (Nordeste, Sul e Sudeste), vários 

relatos indicam a presença das leveduras de C. neoformans em excretas de pombos. Na região 

Centro-Oeste, também já foram realizados trabalhos nos estados de Goiás e Mato Grosso do 

Sul. 

 Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de isolar e identificar leveduras do 

gênero Cryptococcus em distintos locais públicos (praças públicas, igrejas, instituições de 

ensino, unidades básicas de saúde, residenciais, fábrica e presídio) nos municípios de Cuiabá 

e Várzea Grande a partir de excretas de pombos, apresentando caráter inédito no estado de 

Mato Grosso. A detecção destas leveduras em locais públicos que albergam maior 

concentração de pombos e possível presença das mesmas em seus excretas, pode auxiliar na 

compreensão dos mecanismos de propagação e aquisição da doença por indivíduos 

imunocomprometidos e imunocompetentes. Em Mato Grosso, futuros estudos centrados no 

binômio hospedeiro-ambiente, poderão contribuir para o conhecimento da  eco-epidemiologia 

das leveduras do gênero Cryptococcus no estado. 
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2. Revisão de Literatura 
 

2.1 HISTÓRICO 
 

A criptococose é uma infecção fúngica oportunista ou primária, causada por duas 

espécies de leveduras encapsuladas pertencentes ao gênero Cryptococcus. 4,17,18,19,20,21 As vias 

respiratórias constituem a “porta de entrada” da infecção, a qual é frequentemente adquirida 

através da inalação de propágulos na forma de leveduras dessecadas ou na forma de 

basidiósporos encontrados no meio ambiente. 22 

 É cosmopolita e responsável por infecções que se iniciam no sistema respiratório e 

podem se disseminar para outros locais, sobretudo para o sistema nervoso central. 23,24  

 Atualmente, apresenta-se como uma das doenças de maior freqüência entre pacientes 

com AIDS, alcançando elevados índices de mortalidade, sobretudo na classe 

imunocomprometida. 25 Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, são os agentes 

etiológicos causadores da doença tanto em homens como em animais. 23,36 

      Em 1894, C. neoformans foi isolado pela primeira vez por San Felice em suco de 

fruta. O fungo recebeu o nome de Sacharomyces neoformans em 1895.  Houve desde então 

modificações na taxonomia desse fungo. 17  

 Em 1901, Vuillemin reclassifica-os no gênero Cryptococcus, com duas espécies, uma 

vez que não foi observada a presença de ascósporos que caracterizam leveduras do gênero 

Saccharomyces. 27 Apenas uma espécie foi estabelecida em 1950, como agente etiológico 

para esta micose: Cryptococcus neoformans. 28 Nessa época, quatro fenótipos básicos foram 

identificados pela reatividade de antígenos capsulares de polissacarídeos a soros hiperimunes, 

denominados sorotipos A, B, C e D. 29,30  Registros referentes aos primeiros casos no Brasil 

foram relatados inicialmente por Lacaz e Almeida em 1941. 25  



6 

 

______________________________________________________Revisão de L iteratura 

 Os primeiros isolamentos de C. neoformans do ambiente foram realizados a partir de 

1955. Foram encontrados no solo e em excretas de aves, associados especialmente à excretas 

de pombos.  Posteriormente, conseguiu-se estudar a patogenicidade pela demonstração dessa 

levedura nas lesões, em homens e animais. 27 

 Através de técnicas moleculares (RFLP), foi estabelecida a associação dos isolados 

ambientais e clínicos, pela presença de idênticos genótipos. Desde Emmons (1955) 14, tem 

sido descrito o isolamento em excretas de pombos em diversas partes do mundo. Porém, o 

estado teleomórfico por sua vez, tem sido observado apenas in vitro, em condições especiais 

de laboratório. 2  

 Rosário et al. (2008) 31, sugeriram entre outras aves, os pombos, como reservatórios da 

levedura, através de técnicas moleculares  a partir da identificação de cepas provenientes de 

isolados clínicos dos pacientes doentes e animais. 

  

2.2 ECOLOGIA 
 

2.2.1 Pombos e aves migratórias  

 

Aves migratórias podem transmitir vários tipos de leveduras. Cryptococcus spp são 

ubíquos na natureza e podem ser transmitidos aos humanos através de pombos. 32 Aves 

(psitacídeos) têm o hábito de raspar e fragmentar pedaços de madeira, galhos e parecem 

oferecer as condições favoráveis de sobrevivência e multiplicação de C. neoformans em seus 

habitats. 33 

O pombo comum chegou ao Brasil no século XVI e possui o nome científico de 

Columba livia. É uma ave considerada mansa, com adaptação nos centros urbanos, onde 

encontram facilidade de abrigo e de obter alimentos. O excesso deles por outro lado, pode 
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causar danos ao meio ambiente e à saúde da população. Os pombos alimentam-se de restos de 

alimentos, pão e inclusive lixo, embora sementes e grãos seja a opção alimentar natural. 

Geralmente são encontrados de 1 a 2 ovos por ninho, podem produzir de 5 a 6 ninhadas por 

ano e o tempo médio de incubação dos ovos é de 18 dias. Nos centros urbanos o tempo médio 

de vida varia de 3 a 5 anos, mas em regiões silvestres podem viver 15 anos. 34 

Pombos coabitam com humanos em áreas urbanas e rurais, porém sua alta densidade 

populacional concentra-se na zona urbana onde populações humanas interagem com diversos 

tipos de animais e aves. Pombos em especial, possuem adaptação e agilidade em cidades 

conturbadas. Excessiva densidade populacional de pombos estimula o desenvolvimento de 

programas de controle, que visam reduzir o número de pombos por interceptação, tiro ou 

envenenamento. Porém, vários estudos científicos demonstram que o extermínio, não 

consegue reduzir o número de aves. O lugar dos pássaros mortos é preenchido dentro de um 

curto período de tempo por outros novos ou por pássaros que emigram de áreas vizinhas. 

Esterilizantes químicos, que geralmente são extremamente venenosos, causam a infertilidade 

temporária ou permanente. Essas substâncias não devem em nenhuma circunstância, serem 

introduzidas nos ecossistemas urbanos, porque não há garantia de segurança para pessoas ou 

animais urbanos. 35  

 

2.2.2 Taxonomia  

 

A presente nomenclatura recebeu importantes contribuições nos últimos anos, de 

Rippon (1988) 36, Kwon-Chung (1984) 2, Bennett (1984) 2 e Drouhet (1997) 37. As leveduras 

do gênero Cryptococcus são classificadas no Reino Fungi, como membros pertencentes à 

divisão: Eumycota; Filo: Basidiomycota; Ordem: Filobasidiales; Família: Filobasidiella e 

gênero: Cryptococcus. 4,23,38  
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 As espécies são: Filobasidiella neoformans variedade neoformans (Sorotipo A e D)     

e Filobasidiella neoformans variedade bacillispora (Sorotipo B e C) e os respectivos 

anamorfos são: Cryptococcus neoformans (A e D) e Cryptococcus gattii (B e C). 27  

  

2.2.3  Sorotipos de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii  

 

Há 5 sorotipos: A, D, AD (Cryptococcus neoformans) e B, C (Cryptococcus gattii), 

cujas diferenças residem nas estruturas capsulares de polissacarídeos (antígenos). A 

classificação das cepas é determinada através de soros absorvidos de coelho, que contêm 

anticorpos monoclonais específicos para uso em rotina, utilizando o método de aglutinação. 

Muitos isolados clínicos são sorotipo A o qual encontram-se distribuído de forma ampla, ao 

contrário do sorotipo D, que ocorre em certos países europeus  mas de modo raro  quando 

comparado ao sorotipo anterior.  

C. gattii por sua vez, também difere pelos sorotipos B e C, de tal forma, que são 

considerados e reconhecidos como espécie distinta de C. neoformans baseando-se em 

diferenças morfológicas verificadas no basidiósporo, nos nichos ecológicos, nos recursos 

morfológicos in vivo e identidade molecular restrita (55 a 61% parentesco pelo DNA). 21,39 

 

2.2.4 Nicho ecológico de Cryptococcus neoformans 

 

 Diversos autores apontam os prováveis nichos de C. neoformans como: solo, ninhos, 

ovos, excretas de outras aves evidenciando assim, sua fácil distribuição em zonas urbanas. 

40,41,42,43  
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Lin & Heitman em 2006, confirmaram a predominância no isolamento de C. 

neoformans em dejetos de aves como pombos. Contudo, as leveduras já foram isoladas 

também de outras espécies de aves como: galinhas, patos, gansos, águias, pavões, canários, 

papagaios e periquitos. Evidências confirmam o papel dos pombos como transmissores e/ou 

reservatórios de C. neoformans.  São muito raros os estudos sobre C. neoformans no interior 

do corpo dos pássaros. Externamente foram isolados de bicos, penas e pernas dessas aves. 44 

Há muito mais positividade referente à C. neoformans em fezes secas do que em fezes 

recentemente emitidas, pelo fato das mesmas encontrarem-se em contato ou com o solo ou 

com poeira e sujidades. 14 Há evidências de sua existência em poeira domiciliar associada à 

pacientes infectados por C. neoformans. 16,45 Logo, as leveduras podem se multiplicar melhor 

nos ambientes de solo contaminados por acúmulo de dejetos de aves. Os dejetos secos são 

substratos mais propícios devido à escassa presença de bactérias, havendo uma menor 

competição entre elas e C. neoformans, promovendo assim uma maior concentração de 

leveduras. Pombos apresentam uma característica térmica interna de 42° C. As leveduras (C. 

neoformans) não sobrevivem a essa temperatura. Em adição, a microbiota bacteriana isolada 

do ambiente intestinal de pombos saudáveis, inibe o crescimento de C. neoformans, in vitro. 

Os pombos e C. neoformans encontram-se disseminados no mundo inteiro e se adaptam com 

facilidade aos centros urbanos, preservando seu caráter ubíquo. 31 

Fatores ambientais são relevantes possivelmente por interferirem no isolamento das 

espécies de C. neoformans. Estes podem estar relacionados ao clima (umidade, temperatura, 

evaporação e radiação solar) e com o pH. É importante destacar que C. neoformans pode 

sobreviver à temperatura de 37° C, podendo ser correlacionado ao aspecto de patogenicidade. 

São considerados raros aqueles capazes de sobreviver em temperaturas maiores. C. 

neoformans é inibido ou não sobrevive à temperatura de 41° C. 46 Essas leveduras em excretas 

úmidos ou dessecadas de pombos podem se manter vivas por período superior a dois anos. 
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Até há pouco tempo, acreditava-se que os raios solares inibiam ou destruíam seu crescimento. 

Porém, sua capacidade de produzir melanina parece lhes permitir não apenas sobreviver aos 

raios solares como também utilizar as energias do sol para suas próprias atividades 

metabólicas. A poeira pode transportar pequenas partículas de 1 a 2 micras de diâmetro, 

capsuladas e atingir os alvéolos pulmonares por inalação. 31,43,47,48,49 

A alta concentração de creatinina nas fezes acumuladas, parece favorecer ainda mais o 

crescimento de leveduras do gênero Cryptococcus, proporcionando consequentemente um 

ambiente alcalino, hiperosmolar com diversos compostos nitrogenados. As leveduras têm a 

capacidade de assimilar creatinina, xantina, ureia e ácido úrico, compostos presentes nos 

dejetos das aves. 31 

 

2.2.5 Pombos: Reservatórios ou Portadores simples 

 

Littman e Borok (1968), 47 consideram pouco provável que o pombo seja principal 

fonte de leveduras do gênero Cryptococcus na natureza, pois sua concentração nestas aves, 

em regiões como no bico, no estômago, patas e amostras de cloaca nestas aves, é muito baixa. 

Abou-Gabal e Atia (1978) 50 confirmaram também que não seja seu papel biológico de 

disseminação na natureza, pois a existência de inúmeras bactérias no intestino, são 

responsáveis por inibir o seu crescimento, portanto, impedindo assim a multiplicação do 

fungo. 

Quanto ao isolamento de C. neoformans em cloacas, ainda há controvérsias. No tubo 

digestivo das pombas, em 1976, Swinne-Desgáin realizaram estudos sobre a permanência do 

C. neoformans neste sítio anatômico. 51 Entretanto, a temperatura basal dos pombos é 

suficientemente alta e capaz de impedir a sobrevivência do C. neoformans nestes animais. O 

isolamento de outras espécies do gênero Cryptococcus (C. albidus, C. laurentii e 
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C.uniguttulattus), mais termo- sensíveis do que o C. neoformans, poderia ser justificado por 

uma contaminação exógena. Entretanto, foi observada resistência de algumas cepas no 

intestino, sugerindo que nem todas elas são tão sensíveis às temperaturas superiores a 37° C. 

Littman & Borok (1968) 47, demonstraram a capacidade de sobrevivência no trato 

gastrointestinal através da recuperação de C. neoformans nas excretas frescas. Outros 

registros, em contraste, demonstraram a capacidade de multiplicação das leveduras não 

apenas em temperaturas de 41° C e 43° C, como também de sobreviverem alguns dias à 45°C 

- 46° C. 52 

 

2.2.6 Mecanismo de transmissão  

 

A disseminação de propágulos infectantes os quais serão depositados nos alvéolos, 

dependendo do seu tamanho como também interdependente da espessura capsular. 53  

A entrada das leveduras nos alvéolos pulmonares depende do tamanho das mesmas. A 

sua forma típica vegetativa tem a forma de levedura com o diâmetro de uma célula de 2,5 µm 

a 10 µm. O organismo pode apresentar reprodução sexuada (Filobasidiella neoformans)  

formando filamentos delicados, basídios e basidiósporos. Porém, a reprodução sexual que 

geralmente ocorre é assexuada ou vegetativa, formando leveduras. Os basididiósporos 

(esporos sexuais) possuem de 1,8 a 3 µm de diâmetro e resultam do cruzamento dos tipos α e 

tipo a em um meio apropriado. 54 

 

2.2.7  Ciclo de vida das leveduras do gênero Cryptococcus  

 

O estudo do ciclo de vida de um fungo permite observar   alterações ambientais e seus reflexos 

nas diferenças fenotípicas e genotípicas.  Muitos fungos em geral, existem no estado haplóide ou 
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diplóide (Ascomycetes).  Contudo, C. neoformans (Basidiomycetes) pode se apresentar haplóide, 

diplóide ou dicariótico. 47 

No estado haplóide, estes microorganismos encontram-se na forma de levedura, fase 

assexuada. Apresentam-se como células capsuladas, arredondadas ou ovaladas, sem a 

presença de hifas ou pseudo-hifas. Dividem-se através de brotamentos múltiplos ou simples, 

resultando em blastoconídeos aderidos à célula mãe. Em meio de cultura de ágar Sabouraud 

são isoladas colônias com textura mucóide, aspecto brilhoso, viscosas e úmidas, com 

tonalidade creme. 12, 55 

Ainda não foi observada a fase sexuada (teleomórfica) na natureza. A demonstração é 

realizada in vitro no laboratório. Nesse caso são conhecidos como Filobasidiella neoformans 

ou Filobasidiella bacilispora, correspondendo à fase assexuada (anamorfa) Cryptococccus 

neoformans e C. gattii, respectivamente. 27, 56 

 

2.2.8  Fonte de Cryptococcus neoformans  e “não neoformans” no solo 

 

Até pouco tempo atrás Cryptococcus albidus e C. laurentii, eram considerados 

saprófitas. Podem ser encontrados no ar, madeira, solo, excretas de pombos e alimentos como 

queijo, feijões e vinhos. Atualmente, houve uma mudança desse perfil, pois foram observados 

vários relatos de infecções provocadas por esses microorganismos, sobretudo em pacientes 

com AIDS. Foram também encontradas as espécies C. laurentii e C. unigutulattus 

colonizando humanos. 57 
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2.2.9  Sorotipo AD 

             

  Em 2006, Lin e Heitman, estudaram a contribuição dos híbridos do gênero 

Cryptococcus. 44 Segundo eles, híbridos AD, possuem o mesmo nicho ecológico que o A e D 

e são também causadores de criptococose. Sua identificação é simples e utiliza testes 

sorológicos.  A hibridização pode ter reflexos na reprodução das espécies e no surgimento de 

novos genótipos que podem alterar a virulência e a susceptibilidade às drogas antifúngicas. 

Estudos com o híbrido AD demonstraram que ele pode ser tão patogênico quanto o sorotipo 

A. Além disso, algumas cepas AD podem tolerar altas temperaturas, podendo tornar-se mais 

virulentas na sua patogenia. 52 

 

2.3 EPIDEMIOLOGIA DE C. neoformans 
 

2.3.1  No mundo   

 

Registros sobre solos como reservatórios naturais de C. neoformans dando 

continuidade aos trabalhos de Emmons, surgiram na África em 1956, através dos estudos de 

Libero Ajello. 58 A predominância mundial do sorotipo A de C. neoformans é significativa. 

Foi observado C. neoformans na Espanha 59 em uma frequência de 61,7%, nos EUA 60 - 85% 

confirmado posteriormente por Litvintseva et al. (2005) 61, os quais registraram percentual 

igual a 83% e na  Argentina 62 - 89%. 

Estudos de tipificação molecular confirmados por Meyer et al. (1999) 63, relataram 

essa predominância  estando distribuídos na seguinte forma: tipo VNI, sorotipo A, 78%; tipo 

VNII, sorotipo A, 18%; tipo VNIII, sorotipo AD, 1%; e tipo VNIV, sorotipo D, com 3%. 
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Sorotipo A refere-se a C. neoformans var. grubii. Quatro anos mais tarde, Meyer et al.   

(2003) 64 realizaram estudos com países ibero americanos e confirmaram o mesmo perfil de 

predominância, VNI 68,2%, VNII 5,6%, VNIII 4,1%, e VNIV 2%. 

Pesquisas foram realizadas na Itália, quando isolaram e identificaram C. neoformans, 

em amostras de fezes de morcegos, pombos, raposas e inclusive amostras do solo. 65 

Gokulshankar et al. (2004) 66 na Índia, além do isolamento em fezes de aves comuns, isolaram 

C. neoformans em corvos, com positividade igual a 12%. Na Malasia, Tay et al. (2005) 67, 

isolaram C. neoformans em todos os dejetos de aves (100%), localizados em zoológicos, 

petshops e áreas públicas. 

 

2.3.2  No Brasil  

 

No Brasil, vários estudos foram realizados na região Sudeste. Lazéra et al. (1993) 68, 

sugeriram novo nicho ecológico para Cryptococcus gattii: dejetos de morcegos de uma 

residência antiga. Mais tarde, Passoni et al. (1998) 33, revelaram em pesquisas realizadas no 

domicílio e peridomicílio, alto índice de C. neoformans, os quais foram também recuperados 

de excretas de aves em cativeiros. Montenegro et al. (2000) 48 isolaram C. neoformans (26,3% 

locais positivos) em amostras de fezes de pombos e fragmentos de árvores, cuja sorotipagem 

revelou o tipo D. Nesse mesmo ano, na região Nordeste, interessante isolamento foi relatado:  

C. neoformans e C. gattii em um único oco de árvore. 41 Em relação ao conjunto de 32 ocos 

de árvores, foi apontada positividade em apenas 6  (18,5%). Já na região Centro-Oeste, na 

cidade de Campo Grande – MS, 20 amostras de excretas de aves em cativeiros foram 

avaliadas.  C. neoformans  foi isolado a partir das seguintes aves: canário belga e mandarim, 

periquito-australiano e mandarim, agapore e pombo rabo de leque. 42 Na região Sul foram 
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isolados C. neoformans, em 88 amostras de fezes de pombos, provenientes de diferentes 

praças da cidade de Porto Alegre. 69 Na região Sul, os estudos se concentraram na cidade de 

Curitiba 70, e foram avaliadas amostras de psitacídeos cativos, além de isolados clínicos, cuja 

positividade foi respectivamente igual a 24,1% e 1,4%, para passeriformes e psitacídeos cujo 

tipo molecular foi identificado como VNI. Na região Nordeste, na cidade de Fortaleza 71, 

estudos foram realizados em dejetos de pombos (n= 47) e cloacas (n= 322) possibilitando 

apenas dos primeiros o isolamento de Cryptococcus laurentii além de C. neoformans. 

 

2.3.3  Região Centro Oeste 

 

Fernandes et al. (2000) 72 estudaram  pacientes (n= 50) com criptococose 

meningoencefálica associada à AIDS em Goiânia - GO. Foram identificados C. neoformans - 

(94%) e C. neoformans gattii - (6%), provenientes em sua maioria da cidade de Goiânia. A 

predominância de C. neoformans em pacientes com AIDS deveu-se provavelmente à maior 

exposição dos indivíduos ao habitat natural deste fungo.  

Muitos trabalhos associam C. neoformans também à excretas de pombos e outras aves 

e C. gattii às árvores de eucaliptos. No entanto tem sido observada a presença também do C. 

neoformans nesses eucaliptos bem como em ocos de diferentes árvores. Portanto não existe 

ainda uma associação definida entre o fungo e um tipo específico de habitat. 73,74,75 

Lindenberg et al. (2008) 76, fizeram um estudo do perfil clínico e epidemiológico de 

123 pacientes no ano de 2005 com criptococose em Campo Grande - MS. Dentre o total de 

pacientes, 84,5% eram HIV positivos, 4,9% apresentavam doença de base e 10,5% eram 

imunocompetentes. A maioria foi identificada como C. neoformans (89,6%) e C. gattii 

correspondeu à 10,4%. A maioria também era natural ou procedente do estado de Mato 
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Grosso do Sul (73,2%). O índice de letalidade foi igual a 49,6%, sendo que os pacientes HIV 

positivos totalizaram 51%. 

Souza et al. (2009) 20 , estudaram 84 amostras clínicas de liquor provenientes de 

pacientes com AIDS e 40 isolados ambientais de excretas de pombos e de árvores  

(eucaliptos). Foram identificados em 120 isolados, C. neoformans var grubii (sorotipo A) e 

em 4 isolados Cryptococcus gattii (sorotipo B). A atividade da enzima fosfolipase em 

amostras clínicas foi maior do que nos isolados ambientais. Os testes de susceptibilidade in 

vitro exibiram resultados similares para anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol, 

sem detecção de resistência. Foi identificado o tipo molecular VNI em 80 amostras clínicas e 

40 amostras ambientais, e o tipo molecular VGIII foi identificado em 4 isolados clínicos. Este 

foi o primeiro estudo molecular abrangendo isolados clínicos e ambientais das leveduras do 

gênero  Cryptococcus  provenientes da região Centro Oeste. 

O primeiro estudo realizado em Mato Grosso 77 abordando caracterização fenotípica de 

amostras clínicas positivas para Cryptococcus spp foi realizada em 2009. Foram isoladas 37 

leveduras de 26 pacientes HIV positivos (25 C. neoformans e 1 C. gattii) e 10 de HIV-

negativos (5 C. neoformans e 5 C. gattii). 

 

2.4. CRIPTOCOCOSE 
 Segundo Wanke et al. (2000) 78, de modo geral as infecções fúngicas, podem ser 

classificadas sob o ponto de vista da sua porta de entrada. Porém neste caso, infecções 

sistêmicas são referidas a hospedeiros imunocompetentes. No caso de ocorrer em indivíduos 

com baixa imunidade ou imunocomprometidos a classificação mais adequada da infecção 

seria oportunista, uma vez que é decorrente de uma doença de base ou do uso de 

imunossupressores. Portanto, embora o Cryptococcus gattii cause uma micose sistêmica, ele 

pode também causar uma infecção oportunista em imunossuprimidos. 
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As micoses podem ser avaliadas considerando-se dois aspectos: o estado imunológico 

do hospedeiro e a exposição ambiental. Quando ocorre uma alteração no equilíbrio entre esses 

fatores, pode ocorrer a instalação da doença criptococose. 27 Por outro lado, a sobrevivência 

do fungo vincula-se à termotolerância no corpo humano, pois muitos fungos são incapazes de 

crescer a 37° C. 79  

 É interessante observar o conceito de reservatório em hospedeiro humano, o qual pode 

se apresentar assintomático, mesmo contendo o microorganismo patogênico, servindo 

portanto como hospedeiro passivo. Há colonização de C. neoformans em orofaringe, pele, 

narinas e escarro. Além disso, pode se tornar dependendo das condições imunes do indivíduo 

que o alberga o futuro sítio de infecção, de onde se dissemina para o organismo. 33 

Randhawa e Paliwal (1979) 80 reportaram que o isolamento de C. neoformans é muito 

baixo em culturas de escarro. No entanto, a semeadura de escarro de paciente com tuberculose 

pulmonar revelou aproximadamente 300 colônias de C. neoformans.  Este achado sugere que 

o escarro e o trato respiratório superior, possam ser considerados ótimos substratos para a 

sobrevivência e multiplicação dos fungos. Quanto à frequência da exposição em humanos 

parece ser comum e podem ser isolados em numerosos locais: edifícios velhos, igrejas, jardins 

zoológicos, celeiros, estábulos e domicílios domésticos. 33  

 

 

2.4.1 Criptococose  e  AIDS  

 

A criptococose é considerada em vários países, “marcador” para processos 

imunossupressivos. 81 
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A meningite criptocócica é uma das mais importantes infecções. Nos países com alta 

prevalência de HIV/AIDS, a criptococose é uma das mais frequentes causas de meningites em 

geral, ultrapassando as causadas pelas bactérias como Streptococcus pneumoniae ou Neisseria 

meningitidis. Com a introdução da terapia antirretroviral, a incidência declinou 

significativamente na América do Norte e no oeste europeu. O número de infecções por 

meningite criptocócica é semelhante às outras doenças que receberam atenção da saúde 

pública. Na África sub-Saara, os óbitos por meningite criptocócica superam os óbitos por 

tuberculose. 82 

A infecção pelo vírus emergente do HIV, com consequente epidemia de AIDS, tem 

sido responsável pelo aumento de infecções oportunistas, causadas pelas leveduras C. 

neoformans, segunda causa de infecção mais importante em pacientes com AIDS. A 

prevalência de criptococose varia de 3 a 6 % na Europa, 6-10% nos EUA e 10-30% em alguns 

países tropicais, especialmente África Central.  No Brasil, a prevalência é aproximadamente 

de 5 a 10% e, quase todos os casos são atribuídos à C. neoformans. 79,83,84 

 

2.4.2 Cryptococcus neoformans 

 

C. neoformans tem ampla distribuição mundial sendo frequentemente associado com o 

solo contaminado por fezes de pássaros, especialmente os pombos (Columba livia). Muitos 

estudos epidemiológicos avaliavam apenas C. neoformans, não considerando outras espécies 

como: C. laurentii, C. albidus ou C. uniguttulatus. 81 Contudo, essas espécies consideradas 

saprófitas, nas últimas décadas tiveram um aumento significativo de relatos, como causa de 

infecções, em especial C. albidus e C. laurentii. Essas duas espécies perfazem 80% dos casos 

relatados de criptococose não-neoformans e não-gattii. 57,85 
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 Estudos realizados no Brasil 68 e na África 45 revelaram que os pacientes com AIDS 

podem estar mais  frequentemente expostos à levedura em suas próprias moradias.  Portanto, 

o desenvolvimento de estudos quantos aos prováveis nichos ecológicos tem sido 

intensificados nos últimos anos, particularmente no Brasil. É interessante observar que até  o 

momento não foi encontrada associação entre fezes de pombos e C. gattii. 86,87 Esta espécie 

foi recentemente isolada de outras aves na região sul do Brasil. 88 

 

2.5. FATORES DE VIRULÊNCIA 
 

 Patogenicidade pode ser caracterizada como a capacidade do microorganismo em 

causar danos ao hospedeiro. Existem estruturas que atuam como fatores de virulência, sendo a 

cápsula classicamente caracterizada como um destes, associados à resposta antigênica. 89 

 Steenberger & Casadeval (2003) 90, elencam como fatores de virulência para leveduras 

do gênero Cryptococcus: cápsula polissacarídica, lacase e melanina, fosfolipase, urease, 

proteinase, mating type e crescimento a 37° C. 

 

2.5.1 – Cápsula polissacarídica 

A cápsula expressa pelo fungo basidiomiceto Cryptococcus neoformans é composta 

por galactoxilomana (GalXM), glicuroxilomana (GXM) e pequenas quantidades de 

manoproteinas.  GalXM e GXM induzem grupos de citocinas, e a GalXM induz a apoptose de 

macrófagos por alterações morfológicas. 91  

Os antígenos da cápsula são importantes pois permitem a especificidade dos sorotipos  

da GXM.  A GXM depende de características e ligações químicas resultantes da interação 

entre a manose e xilose. É importante considerar que mesmo sendo importante fator de 
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virulência, ela por si só não é um fator exclusivo, visto que cepas mutantes acapsulares ou 

com tamanho reduzido de cápsula podem causar a infecção da mesma forma. 90 

 Quanto à função da cápsula, primeiro temos a questão da sobrevivência no meio 

ambiente, seguida da proteção contra dessecação e formação de biofilmes. Nas células do 

hospedeiro, ela tem um papel antifagocítico importante dentro das células e de plasticidade 

morfológica entre lisa e mucóide, elevando a sobrevida em macrófagos. 92 

 

2.5.2 – Lacase e melanina 

A enzima lacase (fenol oxidase) produz melanina através de auto polimerização, em 

meios contendo difenóis. A melanina é produzida através da PKA (proteina kinase A) e se 

deposita no interior da parede da levedura, tem a característica da insolubilidade e da 

resistência a substâncias químicas e enzimas. 

Estudos com diferentes meios de cultura para evidenciar melanina foram realizados 

como: ágar sementes de girassol (Hellianthus annus), ágar niger (Guizotia abyssinica), ágar 

batata, ágar cenoura e ágar pimenta. 93 

 

2.5.3 - Fosfolipase 

  As fosfolipases são grupos de enzimas heterogêneas que hidrolisam ligações ésteres 

em glicerofosfolipides. Possuem a função de liberação de lipides tais como inositol, trifosfato 

e ácido aracdônico. Atuam nas membranas das células desestabilizando-as e lisando-as.  94,95 

A atividade extracelular da fosfolipase como fator de virulência foi estudada por Cox 

et al. (2001) 96, através da construção de clones da enzima PLB1 e de sua mutante. Estes 

autores demonstraram in vivo em ratos e coelhos a meningite criptocócica.  
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2.5.4 - Urease 

A enzima urease hidrolisa a uréia para amônia e carbamato e em condições 

fisiológicas resulta em aumento do pH. 97 O aumento do pH produzido pelo  hidróxido de 

amônia produz  injúria tecidual e permite a sobrevivência da levedura. 98 É utilizada como 

uma ferramenta de identificação de C. neoformans. 99,100 No entanto, há registro de um caso 

urease negativo em um paciente imunocompetente. Não se conhece o mecanismo de 

patogenicidade da enzima, nem tampouco o respectivo papel da mesma.  Postula-se seu papel 

como fonte de nitrogênio nesse nicho ecológico. Tem sido sugerido que a urease possa 

promover o sequestro do microorganismo nos microcapilares antes da disseminação no 

cérebro e correlaciona-se com uma diminuição significativa das células de defesa nos 

pulmões de ratos. 101,102 

 

2.5.5 - Proteinases 

O papel das proteinases de fungos, bactérias e anaeróbios tem sido estabelecido na 

patogênese. Elas contribuem na virulência microbiana, através da destruição de tecidos do 

hospedeiro e digestão de proteínas imunologicamente importantes como imunoglobulinas e 

complementos. 103,104,105 Em 1996, Chen et al. confirmaram a atividade em C. neoformans, 

através da hidrólise da azoalbumina, liquefação da gelatina e eletroforese do substrato 

proteico associado com a levedura. 106 

 

2.5.6 - Mating types 

Ocorrem dois tipos de mating, o a e o α. Existe um viés para o mating type α, tal como 

ser de 30-40 vezes mais prevalente do que o mating a, tanto em amostras ambientais como em 

amostras clínicas. Quando cepas isogênicas eram utilizadas, variando apenas o mating, em 

ratos, observou-se que o mating type α era muito mais virulento do que o mating a. 23  
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2.5.7 - Crescimento a 37° C 

Para permitir sua sobrevivência é essencial a capacidade de resistir à temperatura 

fisiológica. Há muito mais que 20.000 espécies de fungos, no entanto, apenas poucos estão 

aptos para causar doenças (inferior a 0,01%) justamente por essa sensibilidade à temperatura 

de 37° C. 90 

 

2.6. PATOGENIA 
 

As manifestações clínicas de infecções causadas por C. neoformans e C. gattii são 

muito semelhantes. 

A criptococose inicia-se por inalação e infecção por micropropágulos através da sua 

exposição ambiental (leveduras ou esporos de 1 a 2 um de diâmetro), podendo assim se 

disseminar para os pulmões e depois para o SNC onde é potencialmente fatal. 107 Nos 

primeiros órgãos promove uma colonização assintomática (maioria dos casos) ou a infecção 

pode ser evidenciada por exames de radiografia (nódulos pulmonares sub-pleurais únicos ou 

múltiplos) associados a sinais clínicos como febre, dor no peito, perda de peso, tosse 

produtiva. Em alguns pacientes a pneumonia criptocócica evolui rapidamente para sintomas 

meníngeos pela disseminação extra pulmonar ao SNC (imunocomprometidos) ou permanece 

limitada ao quadro isolado de criptococose pulmonar (imunocompetentes). Pacientes com 

AIDS apresentam pneumonia criptocócica como sintoma primário e mais de 90% exibem 

infecção concomitante do SNC. 39 O tipo pulmonar é a segunda doença mais frequentemente 

diagnosticada depois da meningoencefalite e a segunda causa de nódulo pulmonar em 

pacientes transplantados de fígado, após a aspergilose. 108 Em pacientes sintomáticos, podem 

ser observados os seguintes sintomas: febre (26%) em alguns, tosse (54%) na maioria, com 
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expectoração mucóide com ou sem hemoptise (18%). Nos pacientes com AIDS, o 

comprometimento pulmonar é de 30% aproximadamente. 109 Sendo rara a criptococose 

pulmonar em imunocompetentes, é frequentemente indicado o exame histopatológico através 

de biópsia do pulmão para diagnóstico específico da doença. 110 

Os pacientes podem não apresentar quadros de cefaleia, ou ainda apresentar cefaleias 

intermitentes. Em 76% dos pacientes são registradas cefaleias continuadas com alterações 

mentais. Febre pode estar presente em 65% dos acometidos.39, 111 A meningoencefalite (80%) 

é forma mais diagnosticada, isolada ou associada ao acometimento pulmonar . 112, 113  Pode ser 

classificada em meningoencefalite aguda ou subaguda, com lesões focais únicas ou múltiplas 

no SNC. Em caso de C. gattii, pode simular neoplasias associadas ou não ao quadro meníngeo 

no hospedeiro imunocompetente. Em imunodeprimidos, ocorre a forma disseminada com 

meningoencefalite, em pacientes em geral masculinos onde normalmente a carga fúngica é 

elevada e há predomínio do C. neoformans sorotipo A. Os sinais clínicos podem variar desde 

ausência dos mesmos à meningoencefalite aguda ou sub aguda. 46 Hemoculturas positivas 

(fungemias) são frequentes em 25% dos casos. Em pacientes com AIDS, alguns sinais servem 

como sinal de alerta para suspeita de meningite criptocócica: cefaléia, febre de origem 

desconhecida, demência progressiva e confusão mental. Uma quantidade de linfócitos T 

CD4+ inferior a 50 células, poderia explicar a dificuldade de erradicar leveduras do gênero 

Cryptococcus do SNC e do LCR.  As sequelas podem ser caracterizadas pela diminuição da 

capacidade mental (30%), da acuidade visual (8%), paralisia permanente de nervos cranianos 

(5%) e hidrocefalia. 111 

O comprometimento cutâneo ocorre em aproximadamente 10-15% dos casos de 

criptococose e representa um marcador de disseminação da criptococose. As lesões ocorrem 

em geral por disseminação hematogênica (Criptococose Cutânea Secundária - CCS), no 

entanto, a criptococose primária cutânea (CCP) pode ocorrer por rara inoculação direta do 
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microorganismo na pele. 17,114,115 Devido à baixa penetração de antifúngicos nesse local 

poderia servir como justificativa da persistência do fungo. 111  

Infecções oculares podem ocorrer concomitantemente a infecções por outros vírus 

como CMV e HIV. O envolvimento ocular ocorre em geral antes do diagnóstico da 

meningoencefalite. 46 

A criptococose pode ocorrer em outros sítios anatômicos causando doenças nos ossos, 

articulações e peritonite. 39  

 

2.7. CRIPTOCOCOSE E A BIOLOGIA MOLECULAR
 

A técnica de hibridização desenvolvida em 1975 para estudo de diversos 

microorganismos patogênicos foi o primeiro exame molecular usado para identificar o C. 

neoformans, baseado no reconhecimento de sequências específicas de bases. 116,117 Em 1992, 

Varma realizou a identificação do C. neoformans, através do gene URA5, o qual permitiu 

hibridizar de 12 a 14 cromossomos do fungo. 118 

Através da técnica da PCR, houve a possibilidade de amplificação de pequenos e 

específicos segmentos do genoma, permitindo a obtenção in vitro de múltiplas cópias de 

região específica do DNA. 119,120 Possui a vantagem de ser mais rápida, fácil e econômica em 

relação à hibridização e de ter alta sensilibidade e especificidade. As alternativas técnicas 

derivadas da PCR como Nested PCR, multiplex PCR e Real Time PCR foram utilizadas e 

obtiveram sucesso para a identificação de C. neoformans e C. gattii. 120,121,122 

 Contudo, é necessário que os métodos de genotipagem tenham a propriedade da 

reprodutibilidade. Isso fez com que se desenvolvessem as técnicas de PCR fingerprinting, 

RAPD, PCR-RFLP, AFLP e MLST 64,123,124,125,126 hoje empregadas para caracterização 

genotípica de leveduras do gênero Cryptococcus.  
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  Associada a outras técnicas, a PCR fingerprinting possibilitou a classificação dos 

isolados clínicos e ambientais dentro de 8 tipos moleculares de sequências específicas e 

reprodutíveis sendo quatro identificados em C. neoformans como: VNI (sorotipo A1), VNII 

(sorotipo A2), VNIII ( sorotipo AD), VNIV (sorotipo D), e quatro identificados em C. gattii 

VGI, VG II, VGIII e VGIV. Ainda não é bem exata a correlação entre sorotipos e tipos 

moleculares para C gattii. 44,127 A técnica foi muito importante para a compreensão da 

epidemiologia do tipo molecular de C gattii, observando-se uma cepa extremamente virulenta, 

o tipo molecular VGII. 128 Alguns estudos buscam determinar se há relação entre 

características clínicas e, susceptibilidade aos antifúngicos e o tipo molecular envolvido na 

infecção. 123 A PCR-RFLP (Restriction Lenght Polymorphism) e AFLP (Amplified 

Fragment length Polymorphism), são técnicas rápidas para detecção dos sorotipos e tipos 

moleculares do complexo C. neoformans. 129,130 A PCR-RFLP não necessita de prévia 

hibridização, é realizada a partir da utilização de primers específicos e depois de submetidos à 

PCR são clivados por enzimas de restrição. 131 Apresentam algumas desvantagens como por 

exemplo múltiplas fases envolvidas no procedimento. 132,133 

O AFLP agrupou o complexo C. neoformans em 6 tipos moleculares: AFLP1, AFLP2, 

AFLP3, AFLP4, AFLP5, AFLP6 (BOEKHOUT et al 2001). Não há ainda definição quanto 

ao sorotipo hibrido AD e o AFLP correspondente. 121,124 

 

2.7.1 Contribuições das técnicas na criptococose 

A biologia molecular veio auxiliar o diagnóstico da criptococose com maior precisão e 

rapidez que se exige para diferenciar complexos quadros clínicos da doença. Houve um 

avanço no conhecimento da epidemiologia das micoses através de análises definidas das 

regiões do genoma do fungo, presente nas amostras clínicas. 134 
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O diagnóstico da criptococose tem sido baseado no exame direto e isolamento, 

seguido de identificação bioquímica e imunodiagnóstico. Contudo esses testes ainda podem 

apresentar limitações podendo ser complementados por técnicas moleculares. 135 

Testes fenotípicos podem ser trabalhosos e muitas vezes apresentam imprecisão pela 

subjetividade de interpretação dos resultados. 134 Testes automatizados e semi automatizados 

como API 20C AUX e VITEK, oferecem resultados em 72 horas aproximadamente. Contudo, 

esses testes possuem limitações quando há a necessidade de outros  complementares para 

conclusão da identificação do isolado. 136,137 

Em se tratando de diagnóstico utilizando métodos imunológicos, podem ocorrer 

resultados falso positivos considerando reação cruzada com fatores reumatóides, 

Trichosporon spp e contaminação por bactérias Gram negativas. Porém, o teste de látex  com 

anticorpos utilizado na pesquisa de antígenos capsulares exibe grande eficiência em líquor. 135 

Atualmente existem métodos moleculares, ainda não utilizados rotineiramente em 

laboratórios clínicos, que detectam uma determinada sequência específica do gene do gênero 

C. neoformans, tanto de amostras clinicas quanto de culturas 138,139 Portanto, ferramentas 

moleculares oferecem alta sensibilidade e especificidade e podem ser muito utilizadas em 

estudos epidemiológicos e de tipagem. 140,141
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3.Objetivos 

 

 

3.1 Objetivo Geral: 
 

Isolar e identificar C. neoformans em excretas de pombos coletados em distintos locais 
nos municípios de Cuiabá e Várzea Grande.  
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3.2 Objetivos Específicos: 
 
 

1-  Isolar C. neoformans a partir de excretas de pombos em distintos locais (praças 
públicas, igrejas, instituições de ensino, unidades básicas de saúde, residenciais, 
fábrica e presídio) nos municípios de Cuiabá e Várzea Grande 

 
2- Caracterizar fenotípicamente através de técnicas bioquímicas (urease e CGB) os 

isolados ambientais de C.neoformans 

 
3- Confirmar a identidade genotípica dos isolados caracterizados anteriormente (item 2) 

através da técnica de PCR 
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4. Métodos 
 

4.1 Tipo de Estudo: 
Descritivo  

 

4.2 Amostragem: 
A amostragem foi constituída por excretas de pombos, as quais foram coletadas nos 

municípios de Cuiabá e Várzea Grande. 

 

4.3 Períodos e locais selecionados para a coleta das amostras 
 

 4.3.1 Períodos 

As amostras foram coletadas em dois períodos distintos: I e II. Cada período foi constituído 

por 3 meses correspondendo a: I (julho, agosto e setembro) e II (outubro, novembro e dezembro) no 

ano de 2010. 

 O número total de amostras correspondeu a 122; estas foram  obtidas em 49 locais 

distribuídos da seguinte forma: praças públicas (n=5), igrejas (n=4), instituições de ensino (n=3), 

unidades de saúde (n=8), áreas abertas exibindo cobertura de amianto (n=4), conjuntos residenciais 

domiciliares (n=23), fábrica (n=1), presídio (n=1). 

 

4.3.2 Locais 

Foram selecionados locais distintos com a presença de pombos (Columba livia) e 

concomitantemente, depósito ou acúmulo de seus dejetos nos municípios de Cuiabá e Várzea 

Grande. Estes locais foram subdivididos em oito grupos. São eles: 

 

Grupo I – Praças 

Grupo II – Igrejas 

Grupo III – Escolas 
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Grupo IV – Instituições de saúde 

Grupo V – Áreas abertas (com cobertura em amianto)  

Grupo VI – Residenciais 

Grupo VII – Fábrica 

Grupo VIII – Presídio 

 

4.3.2.1 - Grupo I (Praças) 

1- Praça Alencastro 

2- Praça Ipiranga 

3- Praça Santos Dumont 

4- Praça da República 

5- Praça Rachid Jaudy  

 

4.3.2.2 - Grupo II (Igrejas) 

1- Igreja Mãe dos Homens 

2- Igreja Nossa Senhora do Bom Despacho 

3- Basílica do Senhor Bom Jesus – Catedral 

4- Capela São Mateus 

 

4.3.2.3 - Grupo III (Universidades/Escolas) 

1- Universidade de Cuiabá - UNIC 

2- Universidade Federal de Mato Grosso – UFMT 

3- Escola Cooperar - Cooperativa Educacional dos Servidores da Escola Técnica Federal                        

de Mato Grosso. 
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4.3.2.4 - Grupo IV (Unidades de saúde) 

1- Hospital Geral Universitário - HGU 

2- MT Laboratório – LACEN-MT 

3- Centro Estadual de Referência de Média e Alta Complexidade - CERMAC 

4- Hemocentro 

5- Central de Especialidades Médicas 

6- Regional do Ministério da Saúde 

7- Laboratório Municipal de Várzea Grande 

8- Posto de Saúde – Bairro: CPA IV 

 

4.3.2.5 - Grupo V (áreas abertas com cobertura de amianto) 

1- Arquivo Central da Polícia Civil- Bairro: CPA III  

2- Ginásio de Esportes – Bairro: CPA III 

3- Terminal Rodoviário de Várzea Grande 

4- Ginásio de Esportes do SESC Unidade Porto 

 

4.3.2.6  - Grupo VI (residenciais) 

1- Residência no bairro Santa Amália 

2- Residência no bairro Bosque da Saúde 

3- Residência no bairro Jardim Califórnia 

4- Prédio residencial Santa Inês Bloco 21 

5- Prédio residencial Santa Inês Bloco 34 

6- Prédio residencial Santa Inês Bloco 34 

7- Prédio residencial Santa Inês Bloco 55 

8- Prédio residencial Santa Inês Bloco J 

9- Prédio residencial Gênesis (Bairro Popular) 

10- Residência no bairro Jardim Kennedy 

11- Residência no bairro Santa Rosa 

12- Residência no bairro Nova Várzea Grande 

13- Prédio residencial São Carlos Bloco 4 

14- Prédio residencial São Carlos Bloco 7 
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15- Prédio residencial São Carlos Bloco 32 

16- Prédio residencial São Carlos Bloco 2 

17- Residência no bairro Bela Vista 

18- Prédio residencial Paiaguás Bloco1 Quadra 10 

19- Prédio residencial Paiaguás Bloco 2 Q 10 

20- Prédio residencial Paiaguás Bloco 3 Q 10 

21- Prédio residencial Paiaguás Bloco 4 Q 10 

22- Ana Eugennia Buffet de Festas (Bairro Lixeira) 

23- Edifício Boa Esperança (Centro) 

 

4.3.2.7 - Grupo VII (fábrica) 

Fábrica Nutrideal – Bairro Cidade Verde 

 

 

4.3.2.8 - Grupo VIII (presídio) 

Centro de ressocialização de Cuiabá (Presídio do Planalto). 
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Figura 01: Praça Santos Dumont apresentando grande quantidade de pombos  

Fonte: Imagem obtida pela autora 

 

 
Figura 02: Praça Rachid Jaudy, apresentando bancos com depósito de excretas em grande quantidade. 

Fonte: Imagem obtida pela autora 

 

 
Figura 03: Igreja Nossa Senhora do Bom Despacho 

Fonte: Imagem obtida pela  autora 
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Figura 04: Instituição de ensino – Universidade de Cuiabá 

Fonte: Imagem: obtida pela autora 

 

 
Figura 05: Instituição de Saúde – Posto de Saúde do Bairro CPA II 

Fonte: Imagem cedida por Hugo Hoffmann 

 

 
Figura 06: Presídio – Centro de Ressocialização de Cuiabá (Bairro Planalto) 

Fonte: Imagem cedida por Diniz Pereira Leite Junior 
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4.4 Critérios de inclusão 
 

 Em todos os locais selecionados foram avaliados os aspectos referentes aos dejetos coletados, 

obedecendo os seguintes parâmetros: excretas apresentando aspecto ressecado depositadas nas 

superfícies de ambientes públicos ou domiciliares; presença de pombos próximos às excretas; presença 

de filhotes ou ninhos; quantidade suficiente para posterior pesagem (> 1 grama). 

 

4.5 Critérios de exclusão 
 

 Amostras em diminutas quantidades (<1 grama) e aquelas encontradas em locais públicos  não 

associadas à presença de pombos. 

 

4.6  Local de estudo  
 

 As análises laboratoriais foram realizadas nas dependências do Laboratório de Investigação 

(Laboratório de Micologia), pertencente ao Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde da 

Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso (LI/PPGCS/FM/UFMT), e nos 

Laboratórios de Biologia Molecular Veterinária e de Microbiologia Veterinária, da Faculdade de 

Agronomia, Medicina Veterinária e Zootecnia (FAMEV/UFMT). 

 

4.7 Processamento das amostras: 
 

As amostras foram pesadas em balança analítica (Gehaka AG2000) em quantidade igual a 1 

grama. Em seguida, as excretas foram maceradas em gral de porcelana previamente esterilizado. O 

produto macerado foi transferido para erlenmeyer estéril contendo 50mL de solução salina estéril 

acrescida de 0,4 g/L de cloranfenicol. Foi utilizado o sistema de vedação do erlenmeyer com parafilme 

objetivando agitação da mistura, a qual foi procedida em tempo igual à 5 minutos. A suspensão obtida 

permaneceu em repouso por 30 minutos à temperatura ambiente. 

Foi aspirado a partir do sobrenadante, volume igual a 0,1 mL para semeadura com alça de 

Drigalski em placas de pétri contendo meio de NSA (ágar Niger – Guizotia abyssinica), acrescido de 
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0,2 g/L de cloranfenicol. Para cada amostra processada, foram semeadas 10 placas contendo NSA, 

incubadas à 27° C em estufa DBO (Eletrolab) por um período de 5 dias. 

Paralelamente, colônias de leveduras não pigmentadas, exibindo consistência cremosa e 

aspecto brilhante, foram repicadas em ágar Sabouraud. A partir do re-isolamento das colônias 

leveduriformes em ágar Sabouraud foi realizado o teste da ureia. Os isolados ambientais considerados 

ureia positivos e fenol oxidase positivos foram presuntivamente identificados como leveduras do 

gênero Cryptococcus.  

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Dejetos pesados – LI-FM/UFMT 
Fonte: Imagem obtida pela autora 
 

Figura 10 - Transferência para o gral de porcelana 
LI-FM/ UFMT 
Fonte: Imagem obtida pela autora 

Figura 11 - Trituração – LI-FM/UFMT 
Fonte: Imagem cedida por Walquirya B Simi 

Figura 12 – Transferência  para o erlenmeyer – LI-FM/UFMT 
Fonte: Imagem cedida por Walquirya Borges Simi 
 

Figura 7- Amostras de dejetos de pombos em coletores 
- LI-FM /UFMT  
Fonte: Imagem obtida pela autora 

Figura 8 - Pesagem das Amostras - LI-FM /UFMT 
Fonte: Imagem cedida por Rosane Christine Hahn 
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4.7.1 Cultura e identificação 

 

Colônias exibindo aspecto macroscópico compatível com leveduras do gênero Cryptococcus 

foram identificadas e semeadas em ágar niger (NSA) como forma de triagem, confirmação da pureza 

das colônias e obtenção de subcultivos (27° C) em meio de ágar Sabouraud dextrose 2% para 

realização das provas de identificação.  

Em ágar niger, estas colônias exibiram consistência cremosa, coloração marrom escura, 

textura lisa e aspecto brilhante. 

Figura 13- Sol. fisiológica 0,9% com cloranfenicol 0,4% 
LI-FM/UFMT 
Fonte: Imagem cedida por Walquirya Borges Simi 

Figura 14-  Procedimento de agitação –LI-FM/UFMT 
Fonte: Imagem cedida por Walquirya Borges Simi 

Figura 15- Suspensão de amostras em repouso 
LI-FM/UFMT 
Fonte: Imagem obtida pela autora 

 Figura 16 - Transferência de 0,1 mL por placa de ágar niger 
LI-FM/UFMT 
Fonte: Imagem cedida por Walquirya Borges Simi 

Figura 17- Semeadura com  alça de drigalski 
LI-FM/UFMT 
Fonte: Imagem cedida por Walquirya Borges Simi 

Figura 18- Placas de niger semeadas- LI-FM/UFMT 
Fonte: Imagem obtida pela autora 
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4.7.2 Teste da Urease 

 

Colônias de leveduras foram repicadas em ágar Sabouraud e incubadas por 48 horas em estufa 

DBO (Eletrolab) à 27° C. Após esse tempo, com o auxílio de uma alça de semeadura, foi transferido 

um inóculo pesado da colônia repicada para o tubo contendo o meio de ureia. Após agitação do tubo 

para homogeneização foi realizado a incubação em estufa DBO 27° C por um período de 3 a 7 dias. O 

teste foi considerado positivo quando a cor do meio foi modificada para rósea. Após a ausência de 

alteração da cor considerou-se como teste negativo. 

  

4.7.3 Identificação fenotípica em meio CGB (Canavanina Glicina Azul de 
Bromotimol) 

Para diferenciar as espécies de C. neoformans e C. gattii foi utilizado o meio CGB. 

Este teste é baseado em dois parâmetros metabólicos observados em isolados de C gattii: 

assimila a glicina como única fonte de carbono e nitrogênio e resistente à canavanina.  O teste 

positivo é observado quando a coloração amarela-esverdeada do meio torna-se azul-cobalto, 

como resultado da alcalinização do meio pela da amônia liberada durante a degradação da 

glicina, enquanto que C. neoformans não demonstra mudança na coloração do meio, por não 

usar essa via metabólica. 142 

                                                            

 

 

 

Fonte: http://www.mesacc.edu/~johnson/labtools/Dbiochem/urea.html 

Fonte: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/crypto5.gif 

Fonte: 

http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.scielo.br/img/revis

tas/rsbmt/v41n5/a22fig01.jpg&imgrefurl=http://www.scielo.br/scielo.php

%3Fpid%3DS0037 

Figura 19: Teste da ureia 

Figura20: 

 

Meio de CGB 
(Canavanina-
glicina-azul de 

Figura 21: 

 

Meio de NSA 
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4.7.4 Teste confirmatório pela PCR (Polymerase Chain Reaction) 

 

4.7.4.1 Extração de DNA genômico 

Para extração de DNA foi utilizado o protocolo descrito por POETA et al. (1999) 142 

com algumas modificações. Alçadas do cultivo foram transferidas para um microtubo de 2 

mL, contendo 1 mL de tampão de lise (100 mM NaCl; 10 mM TRIS pH 8.0; EDTA 0,5 mM 

pH 8,0, SDS 0,5%) e 0,05 gramas de pérolas de vidro. Os tubos foram inicialmente agitados 

em vórtex por 5 minutos, seguido de fervura a 100°C por 5 minutos e posteriormente 

centrifugados a 16000 g/ 5 min. O sobrenadante foi coletado e adicionado de 1 volume de 

fenol-clorofórmio. O DNA foi coletado por centrifugação a 16000 X g por 15 min. A fase 

aquosa foi transferida para um novo tubo de microcentrífuga (1,5 mL) e adicionou-se NaCl 

0,2M e 1 volume de isopropanol gelado e incubado overnight a - 20° C para precipitação. O 

DNA foi coletado por centrifugação a 16.000 g/ 5 min e o sobrenadante foi descartado. O 

sedimento foi lavado com 1mL de etanol 70% gelado e ressuspenso em 50 µl de água MilliQ. 

Posteriormente o DNA foi tratado com RNAse  A por 1 hora à 37°C. A qualidade e 

integridade do DNA foi analisada por eletroforese em gel agarose 1,0% à 100 V por cm, com 

o auxílio do transiluminador (Loccus). 

 

4.7.4.2  Realização da técnica de PCR para Cryptococcus neoformans . 

Para determinar a espécie dos isolados foram utilizados os pares de oligonucleotídeos 

iniciadores CNA70A (5’- ATTGCGTCCATGTTACGTGGC-3’) e CNA70S (5’ 

ATTGCGTCCACCAAGGAGCTC-3’), específicos para C. neoformans  que originam produtos 

de 695 pb. 144,145 A PCR foi conduzida em um volume final de 25 µl. Cada reação conteve 20 
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ng de DNA, solução tampão para PCR 1X (Tris-HCl 10 mM pH 8,3, KCl 50 mM, MgCl2 2,5 

mM), 200 µM de cada dNTP, 3 mM de cloreto de magnésio, 1 U de Taq DNA polimerase 

(Invitrogen) e 25 pmol de cada oligonucleotídeo iniciador. A PCR foi realizada em 28 ciclos 

em um termociclador (Thermo2 – PXE 0,2), com desnaturação inicial por 10 min à 94ºC, 1 

min para desnaturação à 94ºC, 1 min de anelamento à 56ºC e 2 min de extensão à 72ºC, 

seguidos por um ciclo de extensão final por 10 min à 72ºC. Os produtos de amplificação 

foram analisados em eletroforese em gel agarose 1,0% à 100 V por cm. 
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5. Resultados 
 

5.1  Isolamento de C. neoformans de excretas de pombos em oito diferentes locais     
(Grupos: I a VIII) 
 

 O gráfico abaixo (Gráfico 1) apresenta a distribuição dos diferentes locais avaliados 

exibindo presença de pombos. 

 

Gráfico 1 –  Distribuição dos tipos de locais avaliados com presença de pombos 

 

 Foram obtidas 122 amostras de excretas ressecadas de pombos escolhidas 

aleatoriamente em distintos locais (Tabela 1).  

 Foi detectada a presença de excretas nos oito grupos avaliados. Entretanto, foi 

observado que considerando as praças, apenas em quatro das onze pesquisadas havia presença 

de excretas. Da mesma forma, em quatro das dez igrejas e três dos cinco estabelecimentos de 

ensino foi constatado o mesmo fato (concomitância entre presença de pombos e excretas) 

(Gráfico 2). 
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Gráfico 2 – Distribuição dos tipos de locais avaliados com presença de pombos e excretas 

 

De acordo com os isolamentos de C. neoformans realizados, foi possível detectar que estas 

leveduras foram mais encontradas nas excretas de pombos procedentes dos residenciais 

avaliados (Tabela 1). 
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Tabela 1- Tipos e número de locais investigados (Grupos) e positividade (%) associada à 
presença de Cryptococcus neoformans em excretas de pombos 

 
 

Locais (Grupos) 

 
 
n 

 
 

Presença de 
excretas 

Positividade (%) 
 

Cryptococcus 
neoformans 

Grupo I - Praças 11 05 00 

Grupo II - Igrejas 10 04 01 (25) 

Grupo III - Instituições de ensino 05 03 01 (33) 

Grupo IV - Unidades de Saúde 08 08 00 

Grupo V – Área abertas* 04 04 00 

Grupo VI - Residenciais 23 23 04 (17) 

Grupo VII - Fábrica  01 01 00 

Grupo VIII - Presídio 01 01 00 

Total 63 49 06 (12) 

*com cobertura de amianto 

 

 

5.2  Isolamento de C. neoformans nos 8 grupos avaliados em Cuiabá e Várzea 
Grande 
 

 Considerando os diferentes grupos avaliados, foi possível detectar C. neoformans em 

uma de um total de quatro igrejas nas quais havia a presença de pombos e excretas. C. 

neoformans também foi isolado em uma das três instituições de ensino que eram habitadas 

por pombos e foi constatada de forma similar presença de excretas. Finalmente, em quatro dos 

vinte e três residenciais avaliados foram isoladas leveduras posteriormente identificadas como 

C. neoformans (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Percentual de isolamento de C.neoformans em diferentes grupos de ambientes de Cuiabá 

e Várzea Grande - MT, em relação à presença de excretas e ao número de locais avaliados 

 

Locais 

 

Número 

   (n) 

 

 

Locais com 

presença 

de 

excretas 

I S O L A M E N T O 

Absoluto      Relativo 

N % 

Praças 11 05 -- -- 

Igrejas 10 04 1/4 25 

Instituições de ensino 05 03 1/3 33 

Unidades de Saúde 08 08 -- -- 

Áreas abertas * 04 04 -- -- 

Residenciais 23 23 4/23 17 

Fabrica 01 01 -- -- 

Presídio 01 01 -- -- 

Total 63 49 (78%) 6/49 12,2 

 
*com cobertura de amianto 

 

5.3.  Amostras coletadas nos períodos (I) e (II) 
 

 Em relação à coleta das amostras realizada no período (I) foi possível observar que 

não foram isoladas leveduras pertencentes ao gênero Cryptococcus. Em contraste, no período 

(II), foi possível constatar o isolamento de C. neoformans em duas amostras provenientes de 

igrejas, uma amostra proveniente de instituição de ensino e cinco amostras oriundas aos 

residenciais das 122 amostras coletadas (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Distribuição de amostras coletadas nos períodos I e II em locais distintos (grupos I a VIII) 

 

 

Locais 

Número 

de 

amostras 

coletadas 

(n) 

Amostras             

coletadas  

no período I 

Isolamento de 

 C. 

neoformans  

(período I) 

 

Amostras 

coletadas  

no período II 

Isolamento de 

C. 

neoformans  

(período II) 

 

Praças 12 08 00 04 00 

Igrejas 13 03 00 10 02 

Instit. de ensino 13 05 00 08 01 

Unidade saúde 20 13 00 07 00 

Áreas abertas* 11 04 00 07 00 

Residenciais 44 12 00 32 05 

Fábrica 03 00 00 03 00 

Presídio 06 00 00 06 00 

Total 122 45 00 (0,0%) 77 08 (6,6%) 

* com cobertura de amianto 

5.4  Positividade associada ao isolamento de C. neoformans em igrejas, instituições de 

ensino e residenciais 

 Em relação às quatro igrejas analisadas, apenas em uma – Basílica Nosso Senhor do 

Bonfim (Catedral Metropolitana de Cuiabá), foi obtido o isolamento de C. neoformans 

(Tabela 4) nas excretas presentes naquele local. Já, considerando as três instituições de ensino 

avaliadas, apenas em uma – Escola Cooperar, foi evidenciada da mesma forma a presença de 

C. neoformans (Tabela 5). Considerando o total (n=23) de residenciais analisados, foi 

possível detectar a presença de C. neoformans em quatro deles (Tabela 6). 
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Tabela 4 – Positividade associada ao isolamento de C. neoformans nas Escolas / Instituições 

de ensino avaliadas no município de Cuiabá (MT) 

 

Instituição de ensino Isolamento de C. neoformans 

UFMT Negativo 

UNIC Negativo 

Escola COOPERAR Positivo 

 

 

 

 

Tabela 5 – Positividade associada ao isolamento de C. neoformans nas igrejas avaliadas no munícipio 

de Cuiabá – MT 

 

Igrejas Isolamento de C. neoformans 

Igreja N S B Despacho Negativo 

Igreja Mãe dos Homens Negativo 

Capela São Mateus Negativo 

Catedral Positivo 
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Tabela 6 – Positividade associada ao isolamento de C. neoformans  nos residenciais 

                    avaliados no município de Cuiabá (MT) 

 

 

Residenciais/ prédios/ sobrados 
 

Isolamento de  
C. neoformans 

Residência no bairro Santa Amália Positivo 
Prédio  residencial nobairro Bosque da Saúde Negativo 
Residência no bairro Jardim Califórnia Negativo 
Prédio residencial Santa Inês Bloco 21 Negativo 
Prédio residencial Santa Inês Bloco 34 Negativo 
Prédio residencial Santa Inês Bloco 39 Negativo 
Prédio residencial Santa Inês Bloco 55  Negativo 
Prédio residencial Santa Inês Bloco 40 Negativo 
Prédio residencial no bairro Popular Negativo 
Residência no bairro Jardim Kennedy Positivo 
Residência no bairro Santa Rosa Negativo 
Residência no bairro Nova Várzea Grande Negativo 
Prédio residencial Paiaguás Bloco 1 Negativo 
Prédio residencial Paiaguás Bloco 2 Negativo 
Prédio residencial Paiaguás Bloco 3 Negativo 
Prédio residencial Paiaguás Bloco 4 Negativo 
Residência no bairro Bela Vista Negativo 
Edifício Boa Esperança Positivo 
Prédio residencial S Carlos Bloco 2 Negativo 
Prédio residencial S Carlos Bloco 4 Negativo 
Prédio residencial S Carlos Bloco 7 Negativo 
Prédio residencial S Carlos Bloco32 Negativo 
Residência e Buffet Anna Eugenia Positivo 
 

 

5.5 Percentual de isolamento de C. neoformans em diferentes locais nas 122 amostras 
coletadas. 
 

Observou-se que C. neoformans apresentou maior positividade no grupo VI – residenciais 

(Tabela 7). 
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Tabela 7 – Percentual de isolamento das amostras de C. neoformans em diferentes grupos em relação 
ao número total de amostras coletadas: 

 

 
Grupos/Tipo de Local 

 
Locais 

 
Coletados 

(n) 

 Número 
de 

amostras 
coletadas 

(n) 

 
Amostras positivas  

para 
C. neoformans 

Grupo I - Praças 05  12 00 

Grupo II - Igrejas 04  13 02 

Grupo VI-  Instit. de 
Ensino 

03  13 01 

Grupo IV -  Unidades 
Saúde 

08  20 00 

Grupo V - Áreas abertas* 04  11 00 

Grupo VI -Residenciais 23  44 05 

Grupo VII - Fábrica 01  03 00 

Grupo VIII -Presídio 01  06 00 

Total 49  122 08(6,6%) 

*com cobertura em amianto 

 

5.6  Confirmação genotípica dos isolados de C. neoformans 

Das duas amostras exibindo positividade para C. neoformans na igreja Basílica Nosso 

senhor do Bonfim (Catedral), foram detectadas 8 UFC/mL. Já na instituição de ensino 

(COOPERAR), foi detectada presença de C. neoformans em apenas uma amostra das treze 

analisadas. Nesta amostra, foram detectadas 4 UFC/mL.  Em relação aos residenciais, foram 

obtidas cinco amostras positivas para C. neoformans e 60 UFC/mL respectivamente. 

Todas as UFC/mL foram submetidas à confirmação genotípica pela técnica de PCR 

através dos primers específicos utilizados. A figura 22 ilustra a amplificação de quatro 

UFC/mL das setenta e duas submetidas à reação de PCR. 
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Figura 22: Amplificação por PCR de Cryptococcus 

neoformans, M – marcador 100 pb DNA ladder, 1 

Controle Negativo (CN), 1 Controle Positivo (CP), e 

amostras isoladas – A1, A2, A3 e A4. 
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5.6  Locais no mapa do município de Cuiabá (satélite) nos quais foram isolados C. neoformans . 

  

 Figura 23 – Mapa satélite do município de Cuiabá dos locais ond e foram isolados Cryptococcus neoformans . A- Igreja – Basílica Nosso Senhor do 
Bonfim – Centro, B-Escola - Escola Cooperar – Centro, C- Residência Sobrado - Jardim Kennedy, D- Residência Jardim Santo Amália, E- Residência Bairro 
Lixeira , F- Edifício Boa Esperança – Centro / ( Fonte: Google Maps) 
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 Figura 24 – Mapa do município de Cuiabá da região na qual houve  isolamento  de Cryptococcus neoformans.  A- Igreja – Basílica Nosso Senhor do Bonfim – 
Centro, B- Escola - Escola Cooperar – Centro, C- Residência Sobrado - Jardim Kennedy, D- Residência Jardim Santo Amália, E- Residência Bairro Lixeira, F- Edifício 
Boa Esperança – Centro 
(Fonte: Google Maps) 
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6. Discussão 
 

 A deposição de excretas de pombos (Columba livia) em locais públicos pode servir 

como fonte de agentes infecciosos (Cryptococcus spp). Este fato assume importância em se 

tratando de saúde pública.  O isolamento das leveduras do gênero Cryptococcus foi objeto 

deste estudo, realizado pela primeira vez nos municípios de Cuiabá e Várzea Grande – MT. 

 Já em 1951, Emmons, chama a atenção para a freqüência com que cepas virulentas de 

C. neoformans eram isoladas de fezes ou ninhos de pombos, demonstrando que o fungo pode 

viver saprofiticamente em excretas daquelas aves, sendo facilmente isoladas daquele 

substrato. Posteriormente, os achados de Emmons foram confirmados nos Estados Unidos e 

no Japão.40,146,147,148 

 Neste estudo alguns fatos foram observados durante a coleta, os quais merecem 

destaque: a quantidade de excretas obtida durante a fase de coleta foi variável, sendo 

observado que em muitos locais era realizada a limpeza frequente dos distintos ambientes 

públicos avaliados. Desta forma, apesar da presença de pombos, foi verificado que não havia 

presença de excretas em todos os locais selecionados (dados mostrados no capítulo resultados 

– Tabela 1). 

 Foi observado também que na maioria dos locais visitados não havia presença de 

barreiras mecânicas para impedir o acesso dos pombos, recurso hoje bastante empregado para 

dificultar a aproximação dos mesmos de janelas, condicionadores de ar, e outras barreiras 

físicas.  

 O isolamento de cepas virulentas do fungo a partir de amostras de solo, foi relatado 

pela primeira vez no Brasil por Silva ainda em 1960. 149 Ainda em solo, Machado et al.  
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(1993) 150, registraram na literatura a recuperação do fungo, na tentativa de correlacionar a 

história clínico-epidemiológica de pacientes acometidos por criptococose da  Santa Casa  na 

cidade de Porto Alegre – RS.  

 Neste estudo, foram apenas colhidas amostras representadas por excretas de pombos, 

não sendo incluídas amostras de solo. Porém, considerando trabalhos que analisaram amostras 

provenientes de excretas de pombos foi possível observar que os índices de positividade (%) 

de isolamento do fungo no Brasil variaram até o momento entre 4,3 a 31,3 %. 

33,43,48,68,69,150,151,152,145,153,154,155,156 Os achados deste trabalho apontam um índice de 

positividade de 12 % para Cryptococcus neoformans, valores estes compatíveis com as taxas 

de isolamento brasileiras já referenciadas na literatura. Os locais eleitos para a coleta de 

amostras (excretas de pombos) foram representados por oito grupos distintos (dados 

mostrados no capítulo resultados – Tabela 1). Em relação a estes grupos, foi observado que os 

residenciais representaram os locais nos quais foram observados os maiores índices de 

positividade (Tabela 1). Este achado, pode representar risco à aquisição de criptococose, pois 

em vários residenciais avaliados, foi observado o hábito frequente de seus moradores 

alimentarem os pombos, atraindo-os e estimulando-os indiretamente à reprodução. Restos 

alimentares foram também encontrados nestes locais, sendo reflexo de cuidados precários de 

higiene nas áreas comuns destes recintos domiciliares. 

 Foram analisadas dez igrejas na cidade de Cuiabá, sendo verificada a presença de 

excretas em quatro, e positividade para C. neoformans em apenas uma (dados mostrados no 

capítulo resultados – Tabela 5). Ao todo foram coletadas 13 amostras, sendo constituídas por 

três referentes ao período I e dez ao II. Baroni et al. (2006) 43 avaliaram  a presença de C. 

neoformans na cidade do Rio de Janeiro também em dez igrejas.  Amostras de excretas foram 

obtidas além de amostras de ar em torres de igrejas, além de áreas vizinhas às mesmas. O 

período para coleta das amostras foi igual a um ano, e estes autores conseguiram o isolamento 
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da levedura em 37,8% de 219 amostras de excretas de pombos. Em relação às amostras de ar, 

foram obtidas quinze (4,9%) positivas. É sabido que as altas temperaturas do verão podem 

inibir o crescimento de C. neoformans, devido possivelmente a inativação da levedura. Cuiabá 

é conhecida por suas temperaturas elevadas, fator este que deve ser considerado no que tange 

às taxas menores referentes à recuperação do fungo nas excretas de pombos presentes nos 

locais avaliados. Obviamente, o isolamento do fungo C. neoformans em excretas de pombos 

depende de muitos outros fatores ambientais abrangendo inclusive a quantidade de excretas 

obtidas nos pontos amostrados. As torres das igrejas podem ser consideradas um dos locais 

em que os pombos fazem seus ninhos, depositam as excretas, e a partir daí pode ocorrer 

disseminação de propágulos pelo ar, de acordo com a rota migratória destas aves. Vale 

ressaltar que de acordo com Bulmer (1990) 157, o problema consiste na viabilidade de C. 

neoformans em excretas secos por um período de dois anos. Com base nesta informação 

construções antigas e torres de igrejas também antigas podem ser considerados nichos 

ecológicos para C. neoformans e deveriam ser avaliadas periodicamente por autoridades em 

saúde publica. Em Cuiabá, a maioria das igrejas apresenta idade elevada (superior a 50 anos) 

sendo consideradas inclusive monumentos históricos devido a própria idade da cidade, a qual 

completou no ano de 2011, duzentos e noventa e dois anos.  

 Conhecer os nichos ecológicos urbanos de C. neoformans é fato que se reveste de 

importância devido às manifestações clínicas da criptococose, doença fúngica grave por suas 

taxas de mortalidade e morbidade no Brasil. 25 A partir do conhecimento dos possíveis nichos, 

e posterior sorotipagem das cepas isoladas nos excretas de pombos, seria interessante investir 

em possíveis correlações clínico- epidemiológicas com cepas isoladas de materiais clínicos 

provenientes de pacientes que vivem no perímetro urbano das cidades de Cuiabá e Várzea 

Grande, e adquiriram criptococose por C. neoformans. 
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 Passoni et al. (1998) 33, avaliaram 154 habitações humanas na região metropolitana do 

Rio de Janeiro. Foram coletadas um total de 824 amostras de poeira do interior, ao ar livre, do 

solo e fezes de aves. Estes autores obtiveram êxito quanto ao isolamento de C. neoformans  

em 20 (13%) residências, representando cinco (15,6%) de um total de 32 residências de 

pacientes com AIDS, porém sem criptococose, e 11 (14,3%) das 77 habitações de indivíduos 

aparentemente saudáveis (p > 0,05). O principal fator associado à contaminação domiciliar 

por C. neoformans foi a presença de pássaros adquiridos no mercado doméstico e presentes no 

ambiente das casas. Este trabalho realizado por Passoni et al. demonstrou a importância do 

estabelecimento de correlações clínico epidemiológicas em se tratando das possíveis fontes de 

aquisição da criptococose. 

 Excretas de pombos não infectadas podem tornar-se infectadas quando expostas ao ar 

contendo células aerosolubilizadas de C. neoformans. 23 Krockenberger et al. (2002) 158, 

observaram que coalas sem colonização nasal por C. gattii quando transferidos para locais 

com alta prevalência ambiental de C. gattii tornavam-se persistentemente colonizados. A 

afirmação destes autores suscita a reflexão de que em todos os locais nos quais haviam 

excretas de pombos na área urbana de Cuiabá e Várzea Grande, em que pese a positividade 

detectada de apenas 12% para C. neoformans, pode haver dispersão de partículas 

aerosolubilizadas e contaminação de outros excretas que exibiram resultados negativos em 

relação ao isolamento do fungo. O índice de positividade (12%) para isolamento de C. 

neoformans de excretas de pombos detectado neste estudo, concorda com os valores 

encontrados por Lopes–Martinez et al. (1995) 159, os quais analisaram 711 amostras de várias 

fontes ambientais na cidade do México tais como: fezes de aves, frutas e vegetais; relatando a 

presença de C. neoformans em 9,5% das amostras de fezes, 9,5% nas frutas e 4,2% nos 

vegetais. Em contraste, em outro estudo realizado na cidade de Bogotá (Colômbia), 480 

amostras de detritos de árvores e 89 amostras de fezes foram investigadas. Das amostras de 
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plantas, 99% foram caracterizadas como C. gattii, e 1% como C. neoformans var grubii; já 

das amostras de fezes somente foi isolada a variedade grubii. 160 

 Além de excretas de pombos, C. neoformans var grubii já foi isolada em fezes de 

outras aves no Brasil. Filiú et al. (2002) 42 demonstraram a presença deste fungo em 50% das 

20 amostras de excretas de aves de cativeiros na cidade de Campo Grande – Mato Grosso do 

Sul. Dados semelhantes foram relatados por Abegg et al. (2006) 88, os quais isolaram C. 

neoformans var grubii em 87% das amostras de excretas de psitacídeos no Rio Grande do Sul. 

Passoni (1998) 33, encontrou em torno de 15% de positividade referente ao isolamento de C. 

neoformans em excretas de aves de cativeiro como: canários, periquitos e outros psitacídeos. 

Estes achados reforçam então que outras aves, além de pombos, podem constituir risco à 

aquisição de criptococose. Mitchell & Perfect (1995) 46 relataram que é grande o número de 

indivíduos com anticorpos circulantes após exposição e manejo de aves e habitats 

contaminados com propágulos de C. neoformans, porém, podem não desenvolver a doença. 

C. neoformans infecta indivíduos imunocompetentes e imunodeprimidos, com variações nos 

achados clínicos e radiológicos. 

Várias outras espécies pertencentes ao gênero Cryptococcus foram isoladas em cloacas 

de pombos por Rosário et al. (2005).81 Estes autores discutem que a cloaca destas aves pode 

funcionar como transportadora de diferentes espécies (C. neoformans, C. laurentii, C. 

uniguttulatus e C. albidus), as quais seriam expelidas nas fezes, representando substrato rico 

em nitrogênio não proteico favorecendo o crescimento destes microrganismos. 

 Considerando as praças públicas avaliadas neste estudo, os achados encontrados em 

Cuiabá constrastam com aqueles registrados em Porto Alegre por Reolon et al. (2004) 69. 

Estes autores afirmaram que em todas as praças (n=5) nas quais foi realizada pesquisa de 

leveduras do gênero Cryptococcus, em um total de 88 amostras coletadas, foi obtida uma 
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positividade igual a 88 (100%) das amostras avaliadas. Neste estudo, das 11 praças avaliadas, 

em nenhuma foi possível o isolamento de leveduras do gênero Cryptococcus, apesar da 

presença de excretas em 05 praças. Os autores que realizaram o estudo em Porto Alegre não 

mencionaram o período em que foi realizado a coleta de material e nem estação do ano, 

impossibilitando a comparação de fatores que poderiam interferir no isolamento das leveduras 

em cidades com condições bioclimáticas bastante distintas (Cuiabá e Várzea Grande versus 

Porto Alegre). Entretanto, foi possível analisar que o método empregado para isolamento das 

leveduras a partir das excretas de pombos foi similar, apesar de Reolon e colaboradores não 

terem confirmado genotípicamente a identidade dos isolados de C. neoformans como 

realizado neste estudo. 

 Mais recentemente (2008), Silva & Capuano, coletaram 68 amostras de “pools” de 

excretas de pombos depositados em quatro áreas públicas da cidade de Ribeirão Preto – SP 

para a pesquisa de Cryptococcus spp.155 Os resultados evidenciaram positividade igual a 75% 

para estas leveduras, além da presença de parasitas (32%), e concomitância entre os dois 

agentes (fungos e parasitas = 25%). Os autores ressaltaram neste trabalho a dificuldade do 

isolamento das leveduras pertencentes ao gênero Cryptococcus devido ao crescimento rápido 

e exuberante de fungos micelianos contaminantes, além de bactérias, perceptíveis no segundo 

dia de incubação. Este fato foi bastante freqüente durante o decorrer dos experimentos 

realizados em Cuiabá, e contornado a partir do plaqueamento em duplicata de todas as 

amostras semeadas. Em Ribeirão Preto, Silva & Capuano, não conseguiram isolar C. 

neoformans, relatando as espécies: C. laurentii (n=43), C. uniguttulatus (n=3) e C. laurentii 

associado com C.albidus (n=4) e C. uniguttulatus associado com C. laurentii (n=1). Os 

autores relataram que estas espécies já foram responsáveis por quadros de afecções 

pulmonares, abcessos e dermatomicoses. Anteriormente, na cidade de Ribeirão Preto, Pedroso 

(2004) 161, isolou C. neoformans em 21% de 62 amostras de fezes de pombos. Silva & 
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Capuano (2008), atribuiram as diferenças associadas ao isolamento de espécies distintas 

registradas na cidade de Ribeirão Preto ao período de coleta das amostras – agosto a 

dezembro (Pedroso) e janeiro a setembro (Silva & Capuano). Entretanto, em Cuiabá as coletas 

foram realizadas entre os meses de julho a dezembro e foram isoladas tanto C. neoformans 

como outras espécies não identificadas, porém classificadas como Cryptococcus spp. Desta 

forma, é possível inferir que o isolamento de espécies distintas não estaria apenas relacionado 

ao período no qual as amostras foram obtidas. 

 Ainda no estado de São Paulo, na cidade de Santos, outro estudo foi conduzido em 

2005, no qual 116 amostras foram analisadas, sendo 79 correspondentes às excretas de 

pombos e 37 ao ar atmosférico de regiões com acúmulo de fezes. Foi isolado C. neoformans 

de 11 (13,9%) amostras de excretas, além de outras espécies (C. laurentii – 8,9%, C. albidus – 

12,6%), sendo este último também isolado das amostras de ar.162 Os valores encontrados por 

estes autores são próximos aos registrados neste estudo considerando as excretas de pombos 

(taxa de positividade para C. neoformans igual a 12% em todos os locais avaliados – grupos I 

a VIII – dados mostrados na tabela 1 do capítulo resultados). 

 Na cidade de Pelotas – RS em 2010, Faria et al. avaliaram 70 ambientes incluindo 

praças, prédios históricos (n=8), torres de igreja (n=1), engenhos e armazéns de arroz (n=7), 

praça (n=1), e locais ao ar livre (n=9). De todos estes locais, foi verificado o isolamento de C. 

neoformans em 26,9% (n=7/26). Dos engenhos e armazéns visitados, em sete foram 

encontrados presença de pombos. 156 Este dado coincide parcialmente com o achado em 

Cuiabá, pois em apenas uma fábrica analisada também foi encontrada presença de excretas, 

porém não foi isolado C. neoformans e sim Cryptococcus spp. Já nas praças da cidade de 

Pelotas, das 14 avaliadas apenas em uma (11,1%) foi encontrada uma quantidade média de 

excretas, da qual foi isolado C. neoformans. Este achado difere dos encontrados neste estudo, 

onde os resultados obtidos confirmaram a presença de Cryptococcus spp e não C. neoformans 
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na única praça em Cuiabá na qual foi possível isolar as leveduras a partir dos excretas de 

pombos. A cidade de Pelotas não apresenta temperaturas extremas e a umidade relativa do ar 

é elevada. Este aspecto contrasta com as condições bioclimáticas de Cuiabá e Várzea Grande 

onde ocorrem temperaturas não muito elevadas no mês de julho, porém apresentam umidade 

relativa do ar baixa. Nos meses de agosto, setembro e outubro, as temperaturas se elevam 

consideravelmente, porém a umidade relativa do ar continua extremamente baixa, e até pode 

atingir níveis mais elevados (críticos). 

 Neste estudo, vale ressaltar que em alguns locais com presença de excretas (presídio, 

residenciais e igrejas), foi observado além destes dejetos, presença de penas, restos de ovos, 

pombos mortos em decomposição, associados à pouca ventilação de alguns ambientes, fatores 

estes úteis à manutenção da viabilidade e multiplicação da levedura. Outros autores 156 

relataram recentemente condições similares nos prédios históricos avaliados na cidade de 

Pelotas – RS. Nos residenciais avaliados em Cuiabá, foi detectada significativa presença de 

excretas frescas, sendo que outros autores relatam que nestas condições há uma intensa 

proliferação bacteriana, culminando com pH alcalino responsável pela inibição do 

crescimento da levedura. Fato interessante também é que o pombo doméstico não retira o 

material fecal do ninho, permitindo assim que se formem pilhas de substrato no período de 

reprodução, favorecendo o desenvolvimento da levedura. 

 Em outros estudos realizados fora do Brasil (Turquia, 1998),  Yildiran e colaboradores 

apontaram índices baixos de positividade (4,6%) referente ao isolamento de C. neoformans, 

correspondendo a 29 de um total de 634 amostras analisadas.163 

 Em 2010, Zarrin e colaboradores pesquisaram a presença de C. neoformans em 65 

amostras de excretas de pombos em dez locais distintos locais em Ahwaz, no Irã. 164 Estes 
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autores registraram 22 (34%) de positividade para C. neoformans, sendo este valor superior ao 

detectado neste estudo (12%). 

 Finalmente a positividade encontrada para C. neoformans em uma instituição de 

ensino, uma igreja e quatro residenciais avaliados neste estudo evidencia o risco de exposição 

de indivíduos imunosuprimidos e mesmo aqueles imunocompetentes às leveduras do gênero 

Cryptococcus, estando todos susceptíveis à aquisição de criptococose. Devido à importância 

das excretas de pombos como reservatório e fonte de infecção destas leveduras, fazem-se 

necessárias medidas que visem redução de aves, por meio da manutenção de condições de 

higiene, aeração, iluminação e ventilação adequadas.42,88 A simples limpeza adequada dos 

ambientes pode ser eficiente, além da não oferta de alimentos aos pombos especialmente nos 

residenciais.  

 Os resultados obtidos neste estudo apontam evidências sobre a presença de agentes da 

criptococose em Cuiabá e Várzea Grande em excretas de pombos depositados em locais 

públicos e residenciais e que, em um segundo momento seria interessante conhecer os 

sorotipos circulantes nestes municípios. Futuros estudos incluindo outros locais públicos e um 

número maior de amostras se fazem necessários com o objetivo de mapear mais 

detalhadamente a área urbana e detectar possíveis focos urbanos destes fungos. 

 



61 

 

_________________________________________________________Conclusões 

7. Conclusões 

 

1. Foi possível confirmar a presença de Cryptococcus neoformans em locais públicos 

(igrejas e unidade de ensino) e residenciais no município de Cuiabá sendo que a maior 

concentração de amostras e consequente isolamento de leveduras foi observada nos 

prédios residenciais. 

 

2. Foram confirmadas as identidades fenotípica através das técnicas (CGB e urease) de 

C. neoformans e genotípica dos mesmos pela técnica de PCR. 

 
3. Nos ambientes nos quais foi possível realizar o isolamento de C. neoformans, houve 

forte semelhança no que se refere à presença de: pombos em decomposição, ninhos, 

ovos e penas. 
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9. Anexos 

 

Meios de Cultura e Reagentes 

 

1- ÁGAR STAIB (NÍGER SEED AGAR/NSA) – 1L 

 

- Cozinhar 100g de semente de Níger em 500ml de água destilada por 30 minutos 

- Esperar esfriar e bater no liquidificador 

- Coar com auxílio de uma gaze 

- Adicionar: 

 - 20g de Agar-ágar 

 - 400mg de cloranfenicol 

 - 800µL de amicacina (opcional) 

 - Completar o volume para 1L com água destilada 

- Transferir para balão de 2L 

- Autoclavar por 15 minutos a 121°C 

- Distribuir em placas de petri estéril em fluxo laminar 

 

 

2-  MEIO CGB (CANAVANINA GLICINA AZUL DE BROMOTIMOL) – 250mL 

 

2.1- SOLUÇÃO A (100 mL) 
 
- 30mg L-canavanina 

- 10g glicina 

- 1g KH2PO4 

- 1g 7H2OMgSO4 

- 1mg tiamina 
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- Completar o volume para 100mL com água Milli Q 

- Verificar pH da solução e corrigir, se necessário, com NaOH 1M 

- O pH final deverá ser 5.8, sendo aceitável variação até ± 0,1 

- Esterelizar por filtração utilizando membrana 0,22 µm 

- Fazer alíquotas de 25mL 

- Armazenar em freezer -20°C 

 

 

2.2- SOLUÇÃO B – Sol. de Azul De Bromotimol Sódico 0,4% (100 mL) 

 

- 0,4g Azul de bromotimol sódico 

- Completar o volume para 100mL com água Milli Q 

- Homogeneizar 

- Verificar pH da solução e corrigir, se necessário, com NaOH 1M  

- O pH final deverá ser 5.8, sendo aceitável variação até ± 0,1 

- Colocar a solução em frasco âmbar 

- Armazenar em geladeira (+2 a +8°C) 

 

 

2.3- Produção final do Meio CGB (250mL) 

 

- Retirar do freezer a solução A (25mL), caso congelada, e deixar descongelar em 

temperatura ambiente. 

 

- 5g ágar-ágar 

- 5mL da solução B 

- Completar o volume para 220mL com água Milli Q 

- Autoclavar  a 121°C por 15 minutos 

- Resfriar ± 55°C 

- Acrescentar ao meio 25mL da solução A lentamente, homogeneizando bem 

- Distribuir 2,5mL em tubos de ensaio estéreis 13x100mm com tampa de rosca 

- Inclinar 

 

3 – MEIO DE UREIA ( Urea Broth) – DIFCO 
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Extrato de levedura  ..................................... ...... 0,1 g 

Fosfato Monopotássico ...................................... 9,1 g 

Fosfato Dipotássico ........................................... 9,5 g 

Uréia .................................................................. 20,0 g 

Vermelho de Fenol ......................... ..................  0,01 g 

 

Ph final: 6,8  0,1 g – Formulação para 1 g/L. 

Dissolver 38,7 g em 1L. 

 

3- SOLUÇÃO NaCl 0.9% (com cloranfenicol) - 1L 

 

- 9g de NaCl 

- 0,4g de cloranfenicol 

- Autoclavar por 15 minutos a 121°C 

 

 


