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RESUMO

Foram analisadas 24 amostras constituidas de material orgénico da ordem dos quirdpteros
(morcego), a fim de verificar a presenga de fungos patogénicos Cryptococcus neoformans e
Histoplasma capsulatum. Para isolamento de C. neoformans as amostras foram semeadas no agar
Niger e para isolamento do H. capsulatum foram inoculados suspensado de amostras diluidas em
solugao fisiologica estéril, em camundongos machos de 20 a 30g e sacrificados apés 54 dias.
Fragmentos do figado e bacgo foram semeados no Agar Sabouraud. Nao houve crescimento do C.
neoformans e o H. capsulatum foi identificado em duas amostras.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, Criptococose, Histoplasma capsulatum, Histoplasmose.,
Gruta do Lago Azul.

INTRODUCAO

O Cryptococcus neoformans € um fungo leveduriforme, capsulado, apresenta duas variedades
C. neoformans var. neoformans, sorotipos A, D e AD, encontrado geralmente em solos contaminados
com fezes de pombo (Columbia livia) e neoformans var. gatti, sorotipos B e C, sendo que seu habitat
natural é provavelmente de origem vegetal e tem sido correlacionado com Eucalyptus camaldulensis®.

O Histoplasma capsulatum é fungo dimorfico, apresenta duas variedades, o H. capsulatum var.
capsulatum e o H. capsulatum var. duboissi, sendo a primeira de distribuicao universal'?, sua forma é
filamentosa em temperatura inferior a 30°C, composta de hifas hialinas, microconidios e
macroconidios, quando cultivado em meio seletivo como Agar Sabouraud a 37°C, apresenta-se como
pequenos elementos levedunformes, unibrotante?.

Estes fungos tém sido encontrados em fezes de aves e morcegos'?. A infeccdo se da através
da inalagdo de propagulos aerosolizados”®, sendo a porta de entrada da infecgdo a via pulmonar,
onde o microorganismo pode causar infecgdes assintomatica e sintomatica, podendo ocorrer
disseminacdo hematogénica para outros 6rgaos®'°.

No hospedeiro saudavel, a infeccdo evolui para cura esponténea, em geral assintomatica ou
com sintomas inespecificos®>. A principal defesa é um sistema imunoldgico celular intacto, tendo
macroéfagos, células natural Killer (NK), neutréfilos e linfocitos como elementos de defesa primarios
importantes contra o fungo®.

O C. neoformans e Q H. capsulatum surgem como patégenos oportunistas e emergentes em
pacientes imunodeprimidos como, transplantados, leucémicos, usuarios de antibiéticos, corticoéides e
principalmente em pacientes que desenvolvem a Sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)°®.
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A Gruta do Lago Azul esta localizada no Municipio de Bonito a 312 Km da Capital (Campo
Grande), sendo a gruta turistica mais importante do Estado de Mato Grosso do Sul, que no ano de
2001, recebeu 45.996 visitantes'.

O obijetivo principal desta pesquisa foi identificar as fontes ambientais de infecgbes fungicas no
local.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas 24 amostras de fezes de morcego em 03 saldes da Gruta do Lago Azul
denominados: Saldo dos Corais, Visdo do Sol e Saldo dos Morcegos. As amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos estéreis, identificadas e refrigeradas até o processamento.

Foi pesado em balanga eletrénica 1,0 grama de cada amostra e colocado em erienmeyer
esterelizado, adicionando 20 mL de solugéo fisiolégica, e agitado vigorosamente em Vortex por 5
minutos, deixando em repouso por 30 minutos para decantar os residuos e permitir a flutuagdo dos
elementos fungicos. Com seringa estéril de 1,0 mL foi aspirado o sobrendante e semeado em placa
de Petri de 15 cm de didmetro (5 placas de Petri por amostra) contendo agar Niger (NSA), acrescido
de 0,6 g/L de clorafenicol e 0,8 g/L de amicacina e mantidas a 26 e 28.5°C para isolamento do C.
neoformans.

Para isolamento do H. capsulatum foi inoculado 1,0 mL na regido abdominal (0,5 mL lado direito
e 0,5 mL lado esquerdo) via intradérmica de uma suspensdo amostra diluida em solugao fisiolégica
estéril, acrescida de 0,5 g/L de clorafenicol, em 49 camundongos machos de 20 a 30 gramas e apos
54 dias os animais foram sacrificados, necropsiados e os fragmentos do figado e bago foram
triturados e semeados no agar Sabouraud para cultivo da fase filamentosa (temperatura ambiente) e
leveduriforme (37°C).

RESULTADOS

Apos sete dias de incubacdo no meio NSA, nao foi observado crescimento do C. neoformans,
poréem, foram identificados fungos filamentosos com caracteristicas morfologicas fungicas conforme
Atlas de Larone® (1987) tabela1.

Apos 15 dias de incubacéao a temperatura ambiente foram identificados Histoplasma capsulatum
nas amostras 15 (fragmentos de figado) e 16 (fragmentos de bacgo), através de observagao
microscoépica e morfologia fungica, conforme tabela 2. Nao houve alteracédo no comportamento como
prostragdo ou inapeténcia dos camundongos inoculados. Foi observado alopecia nas amostras 3, 7,
8, 10, 15 e 16, e inchagdo na regido lombar no camundongo da amostra 8, e durante necropsia
notou-se abscesso no figado e aumento de volume do baco.
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2

Local

Fustgos aolados

Saldo dos Morcegos
Salko dos Morcegos
Saldo dos Morcegos
Salao dos MOrtegos
Salaa das Morcegos
Sallo dos Morcegos
Salle dos Morcegos
Sallo dos Conais
Salfso dos Corais
Salao dos Corais
Salao diog Corals
Caldo dos Corsi
Sal@o dos Corass
Salfo dos Corais
Sal@o Wisdo do S0l
Satlio WVislo do Sol
Sal@o Wisdo do Sel
Salfa Visko do 5ol
Baldo \Wisko do Sol
Salfio Visho do Sol
SalBo Visao do Sol
Haldo Viséo do S0l
Salfo Visso do Sol
Haldo Wiado da 56l

Verticitium sp, Mucaracia, Acremonum sp, Fusariur sp, Aspergifius sp
Verticilium sp, Pemvoitium sp, Aspergites sp. Mucor Sp.
Percalivem sp, Rhzopus Sp, Scopuranags's sp
Panicitiom s5p, Scopuraropss sp, Aspergites 5p, RfiZopus sp
Fuesarmum sp, Peniciium sp, Aspergilus sp.

Fusadum sp, Aspergllus &p

Mucor sp, Aspesgiius sp, RuFopus Sp.

Asperpilles sp, Penicillium sp.

Aspergiliess 3p, Peniciliue 5p.

Panicaiicr sp.

Fuisarium sg. Aspergilus Sp

Asperpiilus sp, Mucor p

Asperpllus Sp, Pencicitiurm $p

Aspergiius sp, Mucor sp, REFoDUs sp.

Azpergifus sp, Penicillium sp, RRZopus sp

Aspergitus 8p, Mucaracia

Peniciivm sp.

FLSAFUM s, Pemiciiuam Sp

Azpargillvzs sp, Pericilium sp

Aspesgilivs 5p, Rhizopud 39

Penicillium ap, Mucsracis

Agperpitus sp, Penicillium sp, RAZopus sp

Azpe gtz S0

Aspergitus sp, Pervcifurm sp, Rliropus sp.

Tabela 1 - Distribui¢ao de fungos isolados de fezes de morcego, cultivados em meio NSA,
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coletados na Gruta do Lago Azul, Bonito-MS, em setembro 2001.

FLIAfO& 408005

Salbo Morcegos
£alBa dos Moreegos
Salan dos Corals
Sakao dos Corais
Ealdo Visdo do Sol
Salio Visdo d o S0l

Farnrcifiun p

Faenicifilum sp

Penicifivm sp, Asperglius sp
AepRmiius sp

Axpergiles sp, Histoplesma capsufatum
Histopizema capsefatum

Tabela 2 - Fungos isolados de fragmentos de figado e bago, cultivados em Agar Sabouraud,
apos inoculagao em camundongos machos de 20 a 30 gramas, com material coletado na

Gruta do Lago Azul, Bonito-MS, em setembro 2001.
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DISCUSSAO

As Grutas sdo uma fonte comum de infecgdo aos homens e animais, e os quirdpteros parecem
participar ativamente no eido epidemiologico, porque sido susceptiveis a infecgdo, podendo
disseminar o fungo de um local a outro™.

Diversos trabalhos apresentados demonstram estreita relacdo entre o H. Capsulatum e C.
neoformans a um determinado ambiente como: cavernas, casas abandonadas, ocos de arvores e, a
prevaléncia destes fungos esta diretamente ligada as condicbes de temperatura, umidade e pH do
meio ambiente”'. A negatividade das amostras quanto & identificacdo de C. neoformans pode ser
relacionada a temperatura e umidade, tendo em vista, que a temperatura medida através do
termohigrografo nos saldes pesquisados ficou entre 25 a 27.6°C e a umidade de 77 a 92%, e pH
alcalino devido a presenca de CaCos. A sobrevivéncia do C. neoformans deve-se a metabolizagao de
nitrogénio de baixo peso molecular, excreta dessecada e capacidade de crescer a 37°C°.

O Histoplasma capsulatum foi observado em duas amostras de um mesmo saldo, que pode
estar associada a umidade relativa elevada e temperatura entre 25° e 27.6°C, caracteristicas que 5
favorecem o crescimento deste fungo . Apesar da baixa positividade, ressalta-se, pelo fato do fungo
provocar infecgao sistémica, e o saldo estar proximo a trilha percorrida pélos turistas.

Os fungos estdo associados diretamente a saude publica. Cury® relata um surto de
histoplasmose, na cidade de Sao Leopoldo-MG, onde quatro individuos entraram em uma caverna,
habitada por morcegos, apés diagndstico soroldgico foi constatado um quadro de infecgéo primaria, a
progressao da doenca foi evitada através do medicamento cetoconazol.

Das 24 amostras isoladas, foram observados os predominios dos géneros Aspergilius e
Penicilium, sendo identificadas 19 amostras (79,16%), como Aspergilius sp e 15 amostras (62,5%)
como Penicilium sp. Estes géneros sdo de distribuicdo universal, seus esporos disseminados por via
aérea podem causar infeccbes pulmonares, geralmente diagnosticados em individuos
imunodeprimidos'®'".

O turismo é a atividade mais importante do Municipio de Bonito, e a gruta do Lago Azul tem
uma grande fungao social, gerando oportunidade de trabalho para a comunidade. A visitagdo na gruta
estda aumentando gradativamente, e com isto, aumenta a probabilidade de infeccao em individuos
imunodeprimidos. Os saldes pesquisados na Gruta do Lago Azul ndo sao visitados pélos turistas,
porém, os esporos infectantes do H. capsulatum, Aspergilius sp e Penicillium sp podem ser carreados
pelo ar a longas distancias.

Esta pesquisa mostra as fontes ambientais infectantes existentes na Gruta do Lago Azul e,

ressalta que compreendendo o processo dindmico que envolve a ecologia do agente infeccioso e a
resposta celular do hospedeiro seja um ponto de partida para o controle da infecgéo, pois, quando a
imunidade celular age adequadamente a infecgao regride para cura espontanea.
Em individuos normais o risco de infeccao € muito pequeno e, como nado ha vacina disponivel a
prevencao devera ser, instruir as agéncias de turismo e guias sobre o perigo da exposicao a estes
agentes patogénicos, principalmente para pessoas imunodeprimidas, transplantados, aidéticos e
usuarias de antibidticos e corticoides.
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