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RESUMO: As leveduras podem causar diversas doengas no homem e animais. Nas aves, as leveduras estdo envolvidas
principalmente em lesdes no trato respiratorio e digestorio. Entre as leveduras patogénicas, Cryptococcus neoformans vem se
destacando pela alta prevaléncia de criptococose humana em pacientes imunodeprimidos. Assim, os objetivos deste estudo
foram identificar C. neoformans e outras leveduras patogénicas na cloaca e coana de passeriformes e psitaciformes e em ex-
cretas coletadas do fundo de gaiolas de aviarios. Foram obtidas 29 amostras de 15 aves manifestando algum sinal respiratorio,
provenientes do Ambulatorio de Animais Selvagens da UFPR (n=6) e da Clinica Veterinaria Vida Livre (n=23). As amostras
foram semeadas em Agar Sabouraud e Agar Niger e mantidas a 30°C por até 30 dias. Todas as coldnias foram analisadas
quanto a macro e micromorfologia. Para aquelas identificadas como leveduras, foram realizadas as provas bioquimicas:
assimila¢ao de carbono e nitrogénio e formagao de tubo germinativo para identificacdo de Candida albicans. As amostras
de excreta dos aviarios (n=8) foram misturadas com solugdo fisiologica contendo antibidtico e o sobrenadante foi semeado
em Agar Niger. Nenhuma amostra das aves apresentou resultado positivo para C. neoformans, porém identificaram-se amos-
tras positivas para C. albicans (duas amostras de coana), C. famata (uma amostra de coana) e C. tropicalis (uma amostra
de coana). As excretas foram negativas para C. neoformans. Portanto, apesar de ndo ter sido isolado C. neoformans, outras
leveduras patogénicas foram isoladas, demonstrando a importancia dessas aves como possiveis veiculadoras de doengas para
humanos.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptococcus neoformans. Candida spp. Aves. Excretas. Coana. Cloaca.

RESEARCH ON Cryptococcus neoformans AND Candida spp. IN THE EXCRETAS OF CAPTIVE PSITTACINES
AND PASSERIFORMES

ABSTRACT: The yeasts can cause many diseases in man and animals. On birds, the yeasts are involved mainly in respira-
tory and digestive tract lesions. Among pathogenic yeast, Cryptococcus neoformans is an important cause of human crypto-
coccisis associated with immunocompromised states. The purpose of this study is to identify the occurrence of C. neoformans
and other pathogenic yeasts in cloacae and choana from passeriformes and psittacines as well as in excretas from poultry
cages. Twenty nine samples from fifteen birds showing some respiratory symptom, from Veterinary Hospital of UFPR (n = 6)
and Vida Livre Veterinary Clinic (n = 23), were collected . The samples were spread in Sabouraud dextrose Agar and Staib
medium and kept at 30°C and observed for 30 days. All colonies were analyzed with respect to its micro and macromorpholo-
gy. Biochemical assays were conducted for samples presenting yeasts: carbon and nitrogen assimilation profile and germ tube
for Candida albicans identification. Samples from birds’extracts (n = 8) were diluted in sterile saline solution with antibiotic
and the supernatant was inoculated in spread on Niger seed agar. All samples were negative for Cryptococcus neoformans,
however, C. albicans (two samples from choana), C. famata (one sample from choana) and C. tropicalis (choana) were found.
Excretas from bird cages were negative to C. neoformans. Results suggested that birds harbor various pathogenic species of
yeast, but not C. neoformans, and the result showed potential danger to carry diseases to humans.

KEYWORDS: Cryptococcus neoformans. Candida spp. Avian. Excreta. Choana. Cloacae.

INVESTIGACION DE Cryptococcus neoformans Y Candida spp. EN EXCRETAS DE PSITTACIDAE Y PSITTACI-
FORMES CAUTIVOS

RESUMEN: Las levaduras pueden causar diversas enfermedades en el hombre y animales. En las aves, las levaduras estan
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involucradas principalmente en lesiones en el tracto respiratorio y digestivo. Entre las levaduras patogénicas, Cryptococcus
neoformans viene destacandose por la alta incidencia de crypfococcus humana en pacientes inmune deprimidos. Asi, el
objetivo de este estudio fueron identificar C. neoformans y otras levaduras patogénicas en la cloaca y coana de psittacidae
y psittaciformes y en excretas colectadas de las jaulas de pajareras. Fueron obtenidas 29 muestras de quince (15) aves ma-
nifestando algiin sefal respiratorio, provenientes del Ambulatorio de Animales Salvajes de la UFPR (n=6) y de la Clinica
Veterinaria Vida Livre (n= 23). Las muestras fueron sembradas en Agar Sabouraud y Agar Niger y mantenidas a 30 °C hasta
30 dias. Todas las colonias fueron analizadas cuanto a la macro y micromorfologia. Para aquellas identificadas como levadu-
ras, fueron realizadas las pruebas bioquimicas: asimilacion de carbono y nitrogeno, y formacion de tubo germinativo para
identificacion de Candida albicans. Las muestras de excreta de los pajareros (n=8) fueron mezcladas con solucion fisioldgica
conteniendo antibidtico y el sobrenadante fue sembrado en Agar Niger. Ninguna muestra de las aves presenté resultado po-
sitivo para C. neoformans, pero se identificaron muestras positivas para C. albicans (dos muestras de coana), C. famata (una
muestra de coana) y C. tropicalis (una nuestra de coana). Las excretas fueron negativas para C. neoformans. Por lo tanto, a
pesar de no haber sido aislado C. neoformans, otras levaduras patogénicas fueron aisladas, demostrando que esas aves son

posibles transmisoras de enfermedades para los seres humanos.
PALABRAS CLAVE: Cryptococcus neoformans. Candida spp. Aves. Excretas. Coana. Cloaca.

Introducao

Cryptococcus neoformans ¢ um fungo patogénico,
descrito em animais silvestres e domésticos, que causa mi-
cose oportunista em pacientes imunocomprometidos, sendo
considerada a infecgcdo fungica sistémica de maior preva-
léncia mundial, principalmente em portadores da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e em pacientes que
utilizam farmacos imunossupressores (ROZENBAUM et
al.,1992; PEREIRA, 2001).

Nos animais essa doenca ¢ relativamente rara, ocor-
rendo mais comumente em gatos que em caes, ao contra-
rio de outras moléstias micdticas profundas (BARSANTI,
1984). Em aves, a doenca também ¢ rara, sendo o diagnostico
ante-mortem muito dificil, pois os sinais sdo inespecificos
e incluem fraqueza, depressdo, dispnéia, anorexia, perda de
peso, diarréia, massas orais, cegueira, incoordenacao, para-
lisia e morte (RASO;WERTHER; MIRANDA, 2004). Pre-
sume-se que a forma de infeccdo em aves ¢ por inalagdo ou
ingestdo de grande quantidade do fungo (MALIK, 2003).

Em humanos, essa levedura se apresenta causando
sinais neurologicos e respiratorios, sendo a infeccdo causa-
da pela inalacdo de aerosso6is com os microrganismos vindos
de fonte ambiental ou animal (NOSANCHUK et al., 2000;
TAY et al., 2005).

Baseando-se nas diferencas fisiologica, ecoldgica e
sorolégica, o C. neoformans estad subdividido em varieda-
des e sorotipos: C. neoformans var. neoformans (sorotipo D),
C. neoformans var. grubii (sorotipo A) e C. neoformans var.
gattii (sorotipo B e C) (CASADEVALL; PERFECT, 1998;
RASO; WERTHER; MIRANDA, 2004; KOBAYASHI et al.,
2005; ABEGG et al., 20006).

A levedura possui uma peculiar distribuicao geogra-
fica das suas variedades, encontrando-se uma elevada inci-
déncia de C. neoformans var. neoformans em paises na Euro-
pa como na América do Norte, C. neoformans var. grubii no
mundo inteiro, enquanto em zonas tropicais e subtropicais a
variedade gattii é predominante. Essa peculiar distribui¢do
geografica ¢ importante no estudo do seu habitat natural,
como possivel fonte de contagio para individuos susceptiveis
(VALIENTE et al., 1997). C. neoformans var. neoformans e
var. grubii sao isolados de fontes ambientais, especialmente
em excretas de aves, sendo pombas urbanas (Columba livia)
consideradas a principal fonte destas variedades e C. neofor-
mans var. gattii tem sido isolada principalmente de amostras

vegetais de eucaliptos (Eucalyptus camaldulensis, E. tereti-
cornis ¢ E. gomphocephala) (SORREL; ELLIS, 1997).

Esta levedura ¢ considerada cosmopolita, pois
pode ser isolada do solo, plantas e excretas de aves (RUIZ;
FROMTLING; BULMER, 1981). Aves domésticas e silves-
tres sdo conhecidas por atuarem como carreadoras de fungos
patogénicos para o homem. Particularmente as excretas de
pombos sdo consideradas a maior fonte de leveduras patogé-
nicas em todo mundo (RUIZ et al., 1981; TAY et al., 2005).
Muitos estudos tém demonstrado a ocorréncia de C. neofor-
mans em excretas de pscitacideos, passeriformes, columbi-
formes e falconiformes (CAIECEDO et al., 1999; KIELS-
TEIN et al., 2000; ABEGG et al., 2006).

Alguns estudos, como o de Valiente et al. (1997),
tém relacionado a maior incidéncia da levedura em amostras
excretas de aves colhidas em cativeiro do que em amostras
ambientais urbanas. Provavelmente isso se deva as condigdes
ambientais, como umidade e incidéncia direta da radiacdo
solar nas areas urbanas.

Para o isolamento de C. neoformans, o meio Agar
Niger (Agar Staib) é indicado para verificagdo da atividade
da fenoloxidase, que oxida substrato fenolico presentes no
meio de cultura preparados com extratos vegetais ¢ semen-
tes, podendo-se assim, analisar a capacidade de C. neofor-
mans ¢ C. gatti produzirem melanina, conferindo coloragéo
escura para a colonia, diferenciando-a de outras leveduras
(FILIU et al., 2002).

Desta forma, ¢ interessante o estudo das fontes de
contaminagdo desta levedura, principalmente em aves de es-
timagdo mantidas em domicilio, que também podem ser vei-
culadoras da doenga, como no relato de caso de Nosanchuk
et al. (2000), em que os autores evidenciaram a transmissdo
de C. neoformans var. neoformans, de uma cacatua (Caca-
tua alba) mantida em cativeiro para um paciente que sofrera
transplante renal e terapia imunossupressiva.

Candida spp. também ¢é uma importante levedura,
pois infecta o homem e varias espécies animais, incluindo-se
as aves, determinando nessas, lesdes, principalmente na cavi-
dade oral, es6fago, inglivio e no proventriculo (ANDREAT-

TI FILHO, 2006; GODOY, 2007)

Sendo assim, o objetivo principal deste estudo foi
avaliar a representabilidade das aves de estimagdo como fa-
tor de risco para a possivel transmissdo da criptococose ¢
Candida spp. ao homem.
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Materiais e Métodos

Foram colhidas 29 amostras provenientes do Am-
bulatério de Atendimento de Animais Selvagens da UFPR
(n=6) e da Clinica Veterinaria Vida Livre (n= 23) de quinze
aves, de diferentes espécies, manifestando algum sinal de
problema respiratdrio. Do total de amostras, 15 swabs foram
obtidos da cavidade oral e 14 da cloaca. Para tanto, as aves
capturadas foram contidas manualmente, com o auxilio de
luvas e toalhas.

Ap0s a retirada, o swab era imediatamente semeado
em uma placa de Petri contendo Agar Sabouraud-dextrose
(glicose 20g, peptona 10g, agar-agar 18g, agua destilada
q.s.q. 1000mL, pH5.0) e Agar Niger (Guizotia abysinica).
Em seguida, com o auxilio de alga bacterioldgica, foram fei-
tas estrias, a fim de se obter o isolamento das coldnias. Tanto
a semeadura inicial feita com o proprio swab, como as estrias
para isolamento foram executadas proximas a uma lampada a
alcool, para evitar contaminac¢do do meio de cultura. As pla-
cas semeadas foram enviadas imediatamente ao Laboratorio
de Micologia do Hospital de Clinicas da Universidade Fede-
ral do Parana e incubadas a 30°C por até 30 dias, observando-
as diariamente.

O meio de cultura Agar Niger foi descrito por Staib
(1962), modificado por Shields e Ajello (1966), tendo como
composicao 10g de dextrose, 200mg de extrato de niger, 20g
de agar-agar e suplementado com cloranfenicol (40mg/L),
ampicilina (50mg/L) e bifenil (0,1%), sendo o pH ajustado
para 5,5. O extrato de semente de Niger era obtido mistu-
rando-se 100g da semente com 250mL de agua destilada. O
meio era autoclavado a 120°C por 15 minutos e distribuido
em placas de Petri.

Todas as colonias foram analisadas quanto a macro
e micromorfologia. Os isolados foram observados microsco-
picamente com o corante lactofenol e, quando identificados
como leveduras, eram repicados em Agar Sabouraud para
manutencdo ¢ posterior realizagdo das provas bioquimicas:
assimilacdo de onze fontes de carbono (dextrose, lactose,
maltose, sacarose, inositol, galactose, celobiose, dulcitol,
melobiose, trealose ¢ rafinose) e duas de nitrogénio (peptona
e nitrato de potassio) (KNOW-CHUNG; FELL, 1984), além
da formagdo de tubo germinativo para identificagdo de Can-
dida albicans.

O tubo germinativo ¢ uma prova rapida e economi-
ca para identificacdo de C. albicans. Uma alca de cultura de
24 horas de levedura foi adicionada em um tubo de ensaio
(13x17 mm) contendo aproximadamente ImL de plasma
humano estéril e incubado a 37°C por até 3 horas. Para vi-
sualizagdo do tubo germinativo, uma gota de suspensdo foi
colocada entre lamina ¢ laminula e observada a microscopia
de luz com um aumento de 40 vezes.

Em relacdo as amostras de excretas obtidas em avia-
rios da regido de Curitiba, colheram-se excretas umidas e
ressecadas de oito gaiolas, todas com mais de dez aves, com

espatulas, a partir de poleiros, grades ¢ do fundo da gaiola.
Aproximadamente 10g de cada amostra coletada de
gaiolas dos aviarios foi suspensa em 40 mL de solugéo fisio-
logica. Apos agitagdo, a suspensdo ficou em repouso por 10
minutos. Do sobrenadante, 8 mL foram aspirados e mistura-
dos com 2mL de solugdo com 4,5 mg/mL de penicilina cris-
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talina ¢ 10mg/mL de estreptomicina. Cem microlitros foram
repicados em trés placas contendo Agar Niger, incubadas a
30°C e observadas diariamente por sete dias (MACHADO,
1993).

As colonias sugestivas de C. neoformans, lisas,
umidas, brilhantes ¢ com coloracdo bege, creme ou marrom-
enegrecida foram analisadas microscopicamente com lac-
tofenol quanto a presenga ou ndo de capsula. Depois foram
submetidas a assimilagdo das onze fontes de carbono (dex-
trose, lactose, maltose, sacarose, inositol, galactose, celobio-
se, dulcitol, melobiose, trealose e rafinose) e duas de nitrogé-
nio (peptona e nitrato de potassio) (KNOW-CHUNG; FELL,
1984).

Como controle foram utilizadas cepas padrao de
Cryptococcus neoformans ¢ Candida albicans da micote-
ca do laboratério de Micologia do Hospital de Clinicas da
UFPR.

Resultados

Das 29 amostras colhidas, nenhuma amostra das
aves doentes apresentou resultado positivo para C. neofor-
mans, porém identificou-se o crescimento de 19 (65.5%)
amostras positivas para outras leveduras. Destas, treze eram
provenientes de coana (nove de Amazona aestiva [papagaio
verdadeiro], duas de Nymphicus hollandicus [calopsita] ¢ dois
de Aratinga solsistialis [jandaia]) e seis de cloaca (quatro de
Amazona aestiva, uma de Nymphicus hollandicus ¢ uma de
Aratinga solsistialis). C. albicans foi identificada em duas
(15.38%) amostras de coana (em Nymphicus hollandicus),
C. famata (em Amazona aestiva) em uma (7.69%) amostra
de coana e C. tropicalis também em uma (7.69%) amostra de
coana (em Amazona aestiva).

As excretas colhidas em aviarios foram negativas
na pesquisa de C. neoformans.

Discussao

Em 1970, a criptococose foi denominada como o
“gigante adormecido” entre as micoses sistémicas (CASA-
DEVALL; PERFECT, 1998). Com a pandemia da AIDS, a
ocorréncia e a severidade dos casos clinicos desta micose
aumentaram consideravelmente, gerando diversas pesquisas
sobre o assunto.

No presente trabalho ndo houve incidéncia do cres-
cimento de Cryptococcus neoformans em amostras obtidas
de cloaca e coana de psitacideos e passeriformes, entretanto,
Cryptococcus albidus e C. laurentii ja foram isolados da clo-
aca de patos (Anas crecca e Fulica atra) em um estudo feito
por Cafarchia et al. (2006).

Cryptococcus neoformans ja foi previamente iso-
lado de excretas de varias aves como canarios, periquitos,
papagaios e principalmente pombos (LI et al., 1993; DIAZ;
SAMMANN, 1997; VALIENTE et al., 1997; CAIECEDO
et al., 1999 ; KIELSTEIN, et al., 2000; NISHIKAWA et al.,
2003; CHEE; LEE, 2005; KOBAYASHI et al., 2005; ABE-
GG et al., 2006) mas ndo foi encontrado em cloaca ¢ coana
das aves aqui analisadas, nem das excretas dos aviarios.

O isolamento de leveduras pode ser afetado por
varios fatores, como o crescimento exacerbado de fungos
filamentosos, classificados como de crescimento rapido e al-
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teragdes de temperaturas pos colheita das amostras até che-
garem ao laboratorio. Alguns trabalhos também sugerem que
devido a temperatura corporal das aves ser mais elevada que
a temperatura dos mamiferos, a proliferagdo desta levedura
¢ inibida, sendo este fato também demonstrado laboratorial-
mente (RASO; WERTHER; MIRANDA, 2004; MALIK et
al., 2006), ressaltando a dificuldade do isolamento da leve-
dura logo apds a coleta com o swab.

Outro fator que parece influenciar a viabilidade de
Cryptococcus neoformans nas excretas, ¢ possivelmente nas
amostras de swab colhidas, ¢ a umidade, pois isso tende a
influenciar a decomposi¢do bacteriana, modificando o pH
e provavelmente inibindo a proliferagdo da levedura (KO-
BAYASHI et al., 2005).

Ruiz et al. (1981), em um estudo analisando excre-
tas de columbiformes, reportaram um maior isolamento de
Cryptococcus neoformans em excretas secas do que em imi-
das e frescas, chamando a ateng¢@o quanto a maior facilidade
desta cé¢lula leveduriforme ser aerolizada, podendo represen-
tar uma fonte potencialmente importante na transmissao.

Os resultados aqui apresentados podem ter sido um
reflexo de um perfil epidemioldgico particular da amostra-
gem estudada, pois os pscitacideos e passeriformes viviam
em gaiolas dentro de casa e ndo tinham historico de con-
tato com columbiformes, principal fonte de Cryptococcus
neoformans var. neoformans (MALIK et al., 2006) ou com
fontes ambientais como plantas, principal fonte associada a
Cryptococcus neoformans var. gattii , como foi reportado
por Raso, Werther e Miranda (2004) em uma epizootia cau-
sada por esta variedade em psitacideos com poleiros feitos
de eucalipto.

A incidéncia de exposicdo a infec¢@o criptocococi-
ca humana a aves de estimagdo ainda continua desconheci-
da, sendo apenas um caso relatado na literatura evidenciando
essa transmissdo zoonotica, entre um paciente imunocom-
prometido e sua ave de estimagdo, uma Cacatua alba (NO-
SANCHUK et al., 2000).

Em futuras investiga¢des a criptococose humana
poderia ser rastreada, fazendo-se a cultura dos animais com
o qual o paciente tem contato e analisando molecularmente
as amostras positivas para certificar-se se ha, ou nio, relagao
entre paciente doente e animal de estimagdo. A tipificagdo
molecular de C. neoformans tem-se tornado cada vez mais
comum. Pesquisas devem ser cada vez mais incentivadas,
para melhor definir as caracteristicas ecologicas de C. neo-
formans ¢ as causas de criptococose.

Insuficientes casos tém sido reportados para ser fei-
ta uma equivoca generalizagdo sobre criptococose em aves.
A amostragem testada foi composta por aves apresentando
sinais clinicos respiratorios, pois a doenga se manifesta dessa
forma e também com sintomatologia neurologica. Entretan-
to, nenhuma amostra foi positiva para Cryptococcus neofor-
mans.

Candida albicans, Candida famata ¢ Candida tro-
picalis foram isoladas das amostras de coana. Estas levedu-
ras podem ser encontradas como parte da microbiota oral das
aves, além de serem importantes microrganismos causando
doengas em aves imunocomprometidas ou em antibioticote-
rapia (ANDREATTI FILHO, 2006; GODOY, 2007).

Todas as espécies de Candida isoladas neste estudo
sdo consideradas atualmente patégenos emergentes, princi-
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palmente em pacientes imunocomprometidos, sendo que C.
albicans ¢ a levedura mais isolada nas infecgdes fingicas de
pacientes imunodeprimidos (ALVES et al., 2002). Estes da-
dos sugerem possivel risco de estas aves serem veiculadoras
destes agentes patogénicos.

Em relacdo as excretas provenientes do fundo de
gaiolas, pesquisadas apenas quanto a presenga de C. neofor-
mans, ndo houve crescimento desta levedura em nenhuma
das amostras.

Um fator que pode ter influenciado este resultado,
¢ que essas gaiolas eram limpas frequentemente, e de acordo
como trabalho de Tay et al. (2005), analisando excretas de
aves em um zooldgico e alguns aviarios, os autores atribuem
a pratica de limpeza e desinfec¢do a maior responsabilidade
pela baixa amostragem para o isolamento de Cryptococcus
neoformans.

Caiecedo et al. (2000) também evidenciaram uma
baixa amostragem para Cryptococcus neoformans de excre-
tas vindas de um zoologico colombiano que possuia uma ro-
tina de frequente limpeza das gaiolas, ndo deixando que as
excretas acumulassem por muito tempo.

Estes resultados sugerem que procedimentos roti-
neiros de limpeza e desinfecgdo de gaiolas sdo considerados
importantes no controle epidemioldgico de Cryptococcus
neoformans. Finalmente, é recomendado o controle perio-
dico de zoologicos e aviarios, pois isso ajuda na deteccdo
de fontes de infec¢do que podem se tornar potencialmente
patogénicas para individuos suscetiveis.

Conclusoes

Os sinais clinicos apresentados pelos pacientes nao
estavam associados a levedura patogénica Cryptococcus ne-
oformans. Sendo assim, este trabalhou mostrou que o agente
pesquisado ndo estava relacionado a presenca dos sinais cli-
nicos nas aves.

No entanto, outras leveduras patogénicas (C. albi-
cans, C. tropicalis e C. famata), tanto para animais, quanto
para o homem, foram identificadas, sugerindo que as aves
podem carrear leveduras de importancia clinica.

Em relagao as excretas colhidas nos aviarios, todas
as amostras também apresentaram resultado negativo para
Cryptococcus neoformans. Porém, apesar da negatividade
do resultado desta amostragem, ¢ plausivel a expectativa da
presenca desta levedura nas excretas, posto que inumeros es-
tudos tém demonstrado o isolamento deste agente em excre-
tas, principalmente secas, em diferentes espécies aviarias.
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