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ambientais na cidade do Salvador - BA. 2013. 90 f. Dissertagao (Mestrado em Bio-
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RESUMO

Cryptococcus € uma levedura zoondtica, frequentemente associada a excretas de
pombos e seu isolamento j4 é relatado em todo o mundo. Trata-se de uma levedura
encapsulada, de forma globosa ou ovalada, que apresenta acentuado tropismo pelo
sistema nervoso central. O principal problema é que o fungo permanece viavel em
excretas secas dessas aves por um longo periodo, tornando-se um reservatorio de
particulas infectantes passiveis de serem inaladas. O trabalho teve como objetivo
caracterizar a variedade fenotipica e genética de Cryptococcus spp. ambientais da
cidade de Salvador, Bahia. Para a execucéo desse estudo, 200 amostras de excre-
mentos secos de pombos foram coletadas no solo entre nhovembro 2011 e fevereiro
de 2012, em pragas publicas, centro de distribuicdo de alimentos e no Porto da cida-
de Salvador, Bahia. Foram adicionados 4mL de solucdo salina esterilizada, acresci-
da de cloranfenicol, para cada 1g de excreta. A mistura foi submetida a agitagdo em
vortex por 3 minutos, e mantida em repouso por 60 minutos e, em seguida, diluicdes
foram feitas. Foram aspirados 0,1 mL do sobrenadante e semeados com alga de
Drigalski, de cada diluicdo, em placas de ASD contendo cloranfenicol. As placas fo-
ram incubadas em estufa de demanda de oxigénio a 28°C por até 21 dias. Colbnias
sugestivas foram repicadas em caldo uréia e analisadas com tinta da China para
pesquisa de capsula e micromorfolégica com coloracdo de Gram. Apdés a identifica-
cao do género, as leveduras foram identificadas bioquimicamente por auxanograma,
zimograma, crescimento a 37°C e repicadas em agar Niger (Guizotia abyssinica), e
CGB. Foram isoladas 37 leveduras, das quais 22 sdo da espécie C. neoformans, 4
de C. gattii, 5 de C. albidus, 3 de C. uniguttulatus e 3 da espécie C. laurentii. A de-
terminacdo dos genotipos foi realizada utilizando a técnica de PCR-RFLP do gene
URAS e foram verificados os perfis moleculares VNI (53,8%), VNIl (11,5%), VNIV
(19,2%), VGII (7,7%), VGIII (3,8%) e VGIV (3,8%). A positividade para Cryptococcus
nas amostras encontradas nos locais de estudo, associado ao grande numero de
pombos, apontam para a existéncia de riscos ambiental que devem servir de alerta
aos orgédos de vigilancia sanitaria em Salvador. A identificacdo de espécies como C.
gattii, C. albidus, C. uniguttulatus e C. laurentii em excretas de pombos evidencia a
importancia de novos estudos epidemioldgicos para tracar os perfis de espécies de
Cryptococcus que podem ser detectados de fontes ambientais em nossa cidade.

Palavras-chave: Cryptococcus; PCR-RFLP; URAS5; pombo (Columba livia); epidemio-
logia ambiental.
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ABSTRACT

Cryptococcus is a zoonotic yeast that is often associated with pigeon droppings and
it isolation is reported worldwide. It is an encapsulated yeast that has a global or oval
shape and has marked tropism for the central nervous system. The main issue about
this fungus is that it remains viable for a very long time even after the bird excreta is
dried, becoming a reservoir of infectious particles that can be easily spread in the air
and inhaled by humans. The study aimed to characterize the genetic and phenotypic
variety of Cryptococcus spp in the city of Salvador, Bahia, Brazil. In this study, 200
samples of dried pigeon droppings were collected directly from the ground of public
squares, center of food distribution and at the main harbor in Salvador, between No-
vember/2011 and February/2012. It was added 4 mL of sterilized saline with chlo-
ramphenicol for each gram of pigeon droppings. The solution was agitated with “Vor-
tex” for 3 minutes. After 60 minutes standing still, the dilutions were made. It was col-
lected 0.1 mL from the supernatant of each dilution and seeded with Drigalski spatula
in ASD plates containing chloramphenicol. The plates were incubated in oxygen
chamber at 28°C during 21 days. Suggestive colonies for Cryptococcus were picked
and seeded again in urea broth, then analyzed with China ink and Gram stain to ob-
serve the presence of capsule and micromorphological structures, respectively. After
the identification of the genus, the yeasts were identified biochemically by auxano-
gram, zymogram, growth at 37°C, subcultured in agar Niger (Guizotia abyssinica),
and BGC. Thirty seven yeasts were isolated, of which 22 species were identified as
C. neoformans, 4 C. gattii, 5 C. albidus, 3 C. uniguttulatus and 3 C. laurentii. The
genotypes were determinated by PCR-RFLP from the gene URA5 and the molecular
profiles found were: NIV (53.8%), VNIII (11.5%), VNIV (19.2%), VGII (7.7%), VGIII
(3,8%) and VGIV (3,8%). Also, the identification of others species such as C. gattii,
C. albidus, C. uniguttulatus and C. laurentii in pigeon droppings it is a strong evi-
dence of the importance of new epidemiological studies to trace species profiles of
Cryptococcus that can be detected from environmental sources in this city. The per-
centage of positive samples for Cryptococcus associated with the large population of
pigeons in Salvador shows the environmental risks and should serve as a warning to
health surveillance agencies in Salvador.

Keywords: Cryptococcus, PCR-RFLP; URA5; pigeon (Columba livia); environmental
epidemiology.
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1 INTRODUCAO

Cryptococcus é uma levedura patogénica cosmopolita, de forma globosa ou ovalada,
envolvida por capsula polissacaridica. Seu isolamento de amostras de origem ambi-
ental é relatado em todo o planeta, principalmente de excretas de pombos (Columba
livia). No entanto, diversos autores ja isolaram esse patégeno de ocos de arvores,
excretas de outras aves, folhas secas, poeira domiciliar, excretas de morcegos, fru-

tos, pelo de animais e pele humana.

Atualmente, o ecossistema urbano tem se tornado cada vez mais propicio para per-
manéncia de pombos, o que proporciona um acumulo de excretas em diversos lo-
cais publicos, sendo considerada uma importante fonte de infeccdo para homens e
animais. Pois, além da grande capacidade de proliferacdo e enorme adaptacédo, o
principal problema é que Cryptococcus permanece viavel nas fezes secas dessas
aves por aproximadamente dois anos, o que as torna um reservatério de particulas
infectantes passiveis de serem inaladas. Aliado a este fato, a popula¢do de pombos
domeésticos tem aumentado significativamente em diversas partes do mundo, inclu-

sive no Brasil, tornando-se um problema ambiental e de saude publica.

Na atualidade, com o advento da biologia molecular, existe uma preocupacao epi-
demiol6égica com os isolados ambientais do Cryptococcus e com a perspectiva de
uma intervencdo em nivel de prevencdo da infeccéo e atuacdo em salde publica. A
técnica mais utilizada tem sido a de restricdo do polimorfismo por tamanho de frag-
mento (RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism) com o gene da orotidi-
na-monofosfato pirofosforilase (gene URA), porém outras metodologias ja sao cita-
das na literatura para caracterizagdo molecular de isolados ambientais de Crypto-
coccus spp., como por exemplo, Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)
fingerprinting e multilocus microsatellite typing (MLMT).

No que diz respeito a essa determinacdo molecular, o Brasil ja apresenta, entre iso-
lados clinicos e ambientais, todos o0s oito tipos moleculares existentes do género
Cryptococcus. Na Bahia, estudo realizado com amostras clinicas de humanos, utili-

zando RFLP com o gene URADS, evidenciou a presenca dos perfis moleculares VNI,
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VNII e VGII. Entretanto, nada se tem descrito sobre identificacdo molecular dessa

levedura de fontes ambientais em nosso estado.

Informacdes acerca da ecologia e epidemiologia molecular de cepas de Cryptococ-
cus isoladas de excretas de pombos e de demais fontes ambientais sdo necessa-
rias, para que seja entendida qual a sua real distribuicdo em nosso territério, possibi-
litando intervir na infeccéo, e favorecer, consequentemente, para o tratamento e cura

da criptococose.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  HISTORICO

Cryptococcus neoformans foi primeiramente isolado de um suco de péssego por
Sanfelice (1894) na Italia. No mesmo ano, na Alemanha, Busse e Buschke, médicos,
patologista e clinico, respectivamente, acompanharam o mesmo paciente portador
de periostite cronica da tibia. O agente causador dessa doenca foi isolado por Busse
e chamado de Saccharomyces sp., porém Buschke, avaliando o mesmo caso, pen-
sou em se tratar de um protozoério. Esses dois médicos descreveram, pela primeira
vez, aspectos da clinica, patologia e micologia da criptococose e seu agente, dados
gue se tornaram base fundamental para os estudos e descricdes de casos subse-
quentes (LACAZ et al., 2002; KWON-CHUNG e BENNETT, 1992 apud SANFELICE
et al., 1984).

Dois anos depois, Curtis isolou o fungo de lesdo tumoral em humano e o denominou
Saccharomyces subcutaneus tumefaciens. Ja Vuillemin, em 1901, considerou mais
adequado enquadrar esta levedura no género Cryptococcus, estabelecido anterior-
mente por Kutzing (1833), ja que ndo observou fermentacdo nem formagdo de as-
césporos como estruturas de reproducédo (apud LACAZ et al., 2002; LAZERA et al.,
2004). Hansemann descreveu entdo, em 1905, o primeiro caso humano de menin-
goencefalite, caracterizada pela presenca de lesfes cisticas gelatinosas, nas quais
era visualizada a levedura. A partir de entdo, varios casos semelhantes foram descri-
tos e Stoddard e Cutler, em 1916 nos Estados Unidos, denominaram o agente como
Torula histolytica, gerando, portanto, grande confusao taxondmica (KWON-CHUNG
e BENNETT, 1992 apud HANSEMANNN et al., 1905).

Evans (1949) encontrou diferengas sorologicas entre isolados clinicos de C. neofor-
mans e identificou os sorotipos A, B e C. Em 1950 foi proposta a designacéao Crypto-
coccus neoformans para o agente e o termo criptococose para a denominagéo da
doenca, iniciando nova fase de estudos em relacéo a este fungo (apud LAZERA et
al., 2004). Em 1955 foi demonstrada, por Emmons e colaboradores, a relagdo sa-
probiotica do Cryptococcus sp. com matéria organica rica em excretas de aves, prin-

cipalmente fezes secas de pombos, ninhos e solos contaminados, constituindo habi-
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tat natural do fungo (LAZERA et al., 2004). Mais tarde, em 1966, Vogel descreveu o
sorotipo D em um isolado (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992).

2.2 TAXONOMIA E SISTEMATICA

Taxonomicamente, leveduras do género Cryptococcus sao pertencentes ao reino
Fungi; filo Basidiomycota; classe Tremellomycetes; ordem Tremellales; familia Tre-
mellaceae. O género é composto por aproximadamente 70 espécies (CHEN et al.,
2013), sendo a maioria ndo reconhecida como patégeno em mamiferos. As duas
principais espécies que representam o género Cryptococcus séo C. neoformans e C.

gattii, que juntas compdem o “complexo neoformans” (FINDLEY et al., 2009).

C. neoformans, cosmopolita, ocorre com maior frequéncia em individuos com defici-
éncia no sistema imunoldgico e C. gattii esta limitado as regides tropicais e subtropi-
cais e frequentemente causa infeccdo em individuos imunocompetentes (CONSEN-
SO EM CRIPTOCOCOSE, 2008). Respectivamente, a primeira espécie compreende
0s sorotipos A (var. grubii), D (var. neoformans) e o hibrido AD, e a segunda 0s soro-
tipos B e C (FRANZOT, 1999; KWON-CHUNG, 1982; 1986; 1992; 2006; MITCHELL,
1995). Outras espécies de Cryptococcus podem, também, causar meningite, infec-
¢cOes pulmonares e abscessos, como exemplos, as espécies C. laurentii, C. albidus
e, C. uniguttulatus (McCURDY et al., 2001), sendo que, de acordo com Khawcharo-
enporn e colaboradores (2007), C. albidus e C. laurentii, juntos, sdo responsaveis
por 80% dos casos de criptococose causada por Cryptococcus nao-neoformans e
nao-gattii. Mais espécies podem ser citadas, como: C. aerius; C. aquaticus; C. cur-
vatus; C. diffluens; C. dimennae; C. flavus; C. gastricus; C. luteolus C. macerans; C.
magnus; C. oeirensis; C. podzolicus; C. skinneri; C. terreus; C. victoriae (FINDLEY et
al., 2009).

2.3 MORFOLOGIA E CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

Cryptococcus sp., forma assexuada do basidiomiceto Filobasidiella sp., € uma leve-

dura de forma globosa ou ovalada, com diametro aproximado entre 2 a 8 ym (FA-
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GANELLO et al., 2006), de brotamento Unico ou multiplo, que esta envolvida por
capsula mucopolissacaridica cujo tamanho varia de 5 a 30um (ZARAGOZA et al.,
2003), composta por trés componentes principais, a glicuronoxilomanana (GXM), a
galactoxilomanana (GalXM) e manoproteina (MP) (FRIES et al., 1999). A GXM con-
siste de acido glicurdnico, xilose e manose; a GalXM é composta de galactose, xilo-
se e manose e a MP contém manose como carboidrato predominante, e, em menor
qguantidade, galactose e xilose (MCFADDEN e CASADEVALL, 2001). Cerca de 90%
do polissacarideo capsular € GXM e diferencas nessa estrutura € a base para a se-
paracao dos isolados de Cryptococcus do complexo neoformans em cinco sorotipos:
A, B, C, D e o hibrido AD (IKEDA et al., 1985).

A fase teleomorfa do fungo, ainda ndo encontrada na natureza, foi induzida em labo-
ratério e classificada por Kwon-Chung e colaboradores (1992) como Filobasidiella
neoformans, correspondente ao anamorfo C. neoformans e F. bacillispora corres-
pondente ao C. gattii. Nesse estagio, sao evidentes as diferencas fenotipicas entre
as espécies: em F. neoformans os basidiésporos sédo esféricos, elipticos ou cilindri-

cos com paredes rugosas; em F. bacillispora sao baciliformes e com parede lisa.

Suas colénias em agar Sabouraud dextrose, incubadas a 28°C por 72 horas, sao
lisas, brilhantes, podendo ser de cor creme, amarela, rosa ou laranja, de acordo com
o tempo de incubacdo. Sua micromorfologia observada apos coloracdo de Gram
apresenta células leveduriformes redondas, ovoides e alongadas e em &gar fuba-
tween 80, apds 72 horas de incubagdo a 25-30°C revela auséncia de filamentos,
com blastoconidios isolados, aos pares ou em pequenas cadeias (LACAZ et al.,
2002; KURTZMAN e FELL, 1998).

A identificac&o laboratorial de leveduras do género Cryptococcus se baseia na anali-
se de macro e micromorfologia citadas anteriormente, bem como na realizagéo de
provas bioquimicas como a detec¢do da capsula polissacaridica e da enzima uré-
ase, auséncia de tubo germinativo e auséncia de fermentacdo de carboidratos (LA-
CAZ et al., 2002).

No que diz respeito a identificacdo das espécies, leveduras do complexo neofor-

mans assimilam, como fontes de carbono, aglicares como glicose, galactose, saca-
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rose, dulcitol, maltose, trealose, xilose, rafinose, inositol e peptona como fonte de
nitrogénio. Produzem melanina nos meios contento substratos fendlicos como agar
sementes de Niger, num periodo de 48 h a 28°C em aerobiose e em agar canavani-
na glicina azul de bromotimol (C.G.B.) somente a espécie C. gattii apresenta poten-
cial para crescimento, sendo possivel, assim, diferenciar as espécies C. neoformans
e C. gattii (LACAZ et al., 1991). Em se tratando de outras espécies, ha uma variacéo
muito grande no perfil de assimilacdo das diferentes fontes de carbono e nitrogénio,
bem como em relacdo a capacidade de crescimento a 37°C, producédo de melanina
em meios contendo compostos fendlicos e assimilacdo de nitrato como fonte de ni-
trogénio (KURTZMAN, 2011; LACAZ et al., 2002).

2.4  CICLO DE VIDA E TRANSMISSAO

Enquanto a maioria dos organismos, que se reproduzem sexualmente, possui dois
sexos ou “mating-types”, transicbes na sexualidade entre dois ou mais “mating-
types” tem ocorrido no reino Fungi. A reprodugédo sexuada é bastante comum entre
os fungos e o “mating-type” pode ocorrer em dois padrdes: bipolar e tetrapolar. No
sistema bipolar, um unico locus MAT ocorre em dois alelos (a e a), que determinam
a identidade da célula. Espécies com esse sistema sao encontradas nas classes dos

ascomicetos, basidiomicetos e zigomicetos (FINDLEY et al., 2012).

A reproducao sexuada do complexo de espécies patogénicas de Cryptococcus en-
volve um sistema bipolar bem definido (Figura 01). A fusédo entre duas células de
“mating-type” opostos resulta na formagao de uma hifa dicariética. Em seguida, as
hifas se diferenciam para formar basidios, nos quais ocorre a fusdo nuclear e mei-
ose. Na superficie dos basidios sdo formadas longas cadeias de basididosporos a e
a, que serao dispersos no ambiente, representando possiveis propagulos infectan-
tes. Embora seja preferivel uma reproducgéo entre “mating-types” diferentes, Crypto-
coccus pode reproduzir-se unissexualmente, em especial entre células a, para pro-
duzir células estaveis dipldides (a/ a) ou células hapldides (a). Quando um isolado
de sorotipo A cruza com outro de sorotipo D, a fusao celular ocorre normalmente,
porém a meiose € impedida devido a diferengas genéticas entre os dois sorotipos,

resultando num pequeno numero de células hapléides viaveis. Entretanto, apesar
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disso, algumas células hibridas AD podem se propagar por mitose como células di-
pléides mononucleadas (LIN et al., 2008; FINDLEY et al., 2012).

Figura 01: Ciclo de vida do Cryptococcus spp.
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Fonte: LIN e HEITMAN, 2006 (adaptado).

A forma assexuada € predominantemente haploide e sua reproducéo ocorre por bro-
tamento, de forma que ocorre um prolongamento da célula mée e a divisdo do nu-
cleo, formando uma célula filha idéntica a sua antecessora. (KWON-CHUNG e
BENNETT, 1992; COUTINHO, 2006; XUE et al., 2007).

A transmissdo da criptococose ocorre apos inalacdo de propagulos infectantes de
Cryptococcus, fortemente presente em excretas de aves, principalmente de pombos,
solos contaminados com essas excretas, ocos de arvores principalmente de eucalip-
tos, folhas flores e frutos em decomposicéo, que podem levar a primo-infeccao pul-
monar. Por disseminagdo pela via hematogénica, podem atingir outros 6rgéos e até
mesmo o sistema nervoso central (SNC) devido ao seu caracteristico neurotropismo
(Figura 02) (BIVANCO et al., 2006).
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Figura 02: Ciclo de infeccao da criptococose
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention. http://www.cdc.gov/fungal

[cryptococcosis-gattii/causes.html (modificado).

A presenca macica e a enorme adaptacdo dos pombos aos centros urbanos relacio-
nam-se com a ubiquidade desse agente fungico, que é facilmente isolado de fontes

ambientais, inclusive de poeira domiciliar (PASSONI et al., 1999).

25 ECOLOGIA

Leveduras do género Cryptococcus sdo cosmopolitas e podem ser encontradas em
uma variedade de nichos ecoldgicos, como constru¢des antigas, torres e sétdos de
igreja, estabulos, porbes, barracdes, cavernas e buracos de tatus (CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008), além de diversos substratos organicos como solo (GRA-
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NADOS e CASTANEDA, 2005), fezes de morcegos e baratas, ninhos de vespa, su-
co de frutas (TRILLES et al., 2003), flores (MIN et al., 2012), microbiota intestinal de
cavalo e de aves, leite, cavidade nasal, pele e pelos de cées e gatos, recintos de
coelhos (CASADEVALL e PERFECT, 1998), além de vegetais em decomposicao e
folhas secas, ocos de varias espécies de arvores (LAZERA et al., 1998; 2000; AL-
VAREZ, et al., 2013), bem como da superficie do mar (CHANG et al., 2008). No en-
tanto alguns autores apontaram, desde a década de 50, como principais nichos de
Cryptococcus as excretas de pombos, ovos e ninhos das mesmas, bem como solo
contaminado com essas excretas (EMMONS et al., 1951; LAZERA et al., 2000; FI-
LIU et al., 2002; BARONI et al., 2006). Entretanto, no Brasil, estudos ja provaram
gue excretas de outros géneros de aves podem também representar um substrato
excelente para crescimento dessas leveduras, como pode ser lido em um estudo
feito na cidade de Curitiba, no qual amostras de excretas secas, obtidas de passeri-
formes e psitacideos de cativeiros, mostraram positividade significativa para recupe-
racao de cepas de Cryptococcus sp. (CICCHON, 2006; LUGARINI et al., 2008).

O isolamento de Cryptococcus no ambiente esta intimamente ligado a existéncia de
um habitat favoravel ao crescimento dessas leveduras (NARDELLI et al, 2005). Os
fatores climaticos de cada regido tais como umidade, temperatura, e indice de radia-
cao solar, podem influenciar diretamente no desenvolvimento e na recuperacéo de
cepas de Cryptococcus oriundas do ambiente (MONTENEGRO e PAULA, 2000;
GRANADOS; CASTANEDA, 2005; QUINTERO et al., 2005).

O desenvolvimento de Cryptococcus em excretas de aves se deve possivelmente a
grande quantidade de compostos ricos em nitrogénio que sdo encontrados nesses
espécimes, o que favorece o seu crescimento (CASADEVALL e PERFECT, 1998;
CHEE e LEE, 2005). Alem disso, o fungo também pode utilizar o acido arico e as
purinas, presentes em abundancia nesses excrementos, como fonte de nitrogénio, o
que facilita a sua multiplicacdo (CASADEVALL; PERFECT, 1998; CHEE; LEE,
2005).

E frequentemente relatado que as excretas secas de aves oferecem um substrato
organico mais favoravel para o desenvolvimento do fungo que as fezes umidas, pois

possuem menor quantidade de bactérias e, desta forma, a competicdo pelo cresci-
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mento é reduzida, contribuindo assim para a elevada densidade populacional de cé-
lulas de C. neoformans neste substrato (REOLON et al., 2004). No entanto, apesar
do isolamento de Cryptococcus ser abundante em excretas de pombos, a levedura
dificilmente € isolada do aparelho digestorio dessas aves (ROSARIO et al., 2005;
CAFARCHIA et al., 2006). Sendo assim, a forma pela qual essas excretas se tornam

infectadas ainda n&o foi completamente elucidada (FILIU et al., 2002).

Poucos estudiosos conseguiram isolar Cryptococcus da cloaca de pombos (ROSA-
RIO et al., 2005). Essa auséncia de isolamento decorre das méas condi¢cdes encon-
tradas para o crescimento do fungo, possivelmente pela elevada temperatura corpo-
ral (41,5°C) destas aves e pela alta concentracdo de amonia presente nas fezes
frescas, que alcaliniza o meio (SORREL; ELLIS, 1996; CASADEVALL; PERFECT,
1998; LIN e HEITMAN, 2006). Portanto, a multiplicacdo do fungo acontece nas ex-
cretas e estando num ambiente com falta de limpeza, acimulo de excretas e aumen-
to de temperatura, por meio do ar, 0 micro-organismo € capaz de contaminar as ex-
cretas adjacentes e assim se propagar (LIN e HEITMAN et al., 2006; PEDROSO et
al., 2007; ROSARIO et al., 2008).

No que diz respeito ao isolamento desse fungo de ocos de arvores, a forma como
essa levedura se associa a plantas e de qual forma o ambiente influencia no seu
ciclo de vida ainda intriga os pesquisadores. Acredita-se que o fungo, principalmente
o C. gattii, estabeleca esse tipo de relacdo para completar seu ciclo biolégico pelo
processo de “mating-type”, jA que foi observado que inositol e acido indol-acético,
existentes em plantas do género Arabidopsis e Eucalyptus estimulam a reproducéao
sexuada do fungo (XUE et al., 2007).

Embora a distribuicdo geografica da espécie C. gattii seja restrita (CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008), e esta seja isolada com menor frequéncia a partir de ex-
cretas de aves, essa levedura ja foi descrita em associagéo, principalmente, com
arvores do género Eucalyptus, sobretudo em regides tropicais e subtropicais (SOR-
REL; ELLIS, 1996; LAZERA et al., 2000; RANDHAWA et al., 2003; KIDD et al., 2004;
GRANADOS; CASTANEDA, 2006). Na natureza, C. gattii foi isolado, primeiramente,
no sul da Australia, em associacdo ao Eucalyptus camaldulensis (ELLIS e PFEIF-

FER, 1990). Posteriormente, outras espécies de eucaliptos, tais como: E. tereticor-
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nis, E. rudis e E. gomphocephala, bem como novas espécies vegetais, foram sugeri-
das como possiveis nichos ecoldgicos do fungo (ABEGG et al., 2006; KHAN et al.,
2007). No Brasil, C. gattii foi isolado de material vegetal em decomposicao e ocos de
arvores do género Moquilea, Cassia e Ficus, protegidos dos efeitos dessecadores
dos raios solares, evidenciando um possivel habitat para o fungo (LAZERA et al.
1998; 2000; FORTES et al., 2001; TRILLES et al., 2003).

2.6 FATORES DE VIRULENCIA E PATOGENIA

Os fatores que induzem a patogenicidade do Cryptococcus séo divididos em dois
grupos: um relacionado as caracteristicas do estabelecimento de infeccdo e capaci-
tacao de sobrevivéncia no hospedeiro e outro relacionado aos fatores de viruléncia
afetando o grau de patogenicidade (REOLON et al., 2004).

Dentre os principais fatores de viruléncia, necessarios para que Cryptococcus se
instale em um determinado hospedeiro, sobreviva e cause doenga, pode-se desta-
car. presenca de cépsula polissacaridica (CHANG e KWON-CHUNG, 1994; PRA-
TES et al., 2013), capacidade de produzir melanina (JACOBSON e TINNEL, 1993),
producdo de manitol e assimilacdo do inositol (CASADEVALL e PERFECT, 1998),
producdo de urease (COX et al., 2000), fosfolipase e protease (STEENBERGER e
CASADEVALL, 2003) e capacidade de crescimento a 37°C (PERFECT, 2005).

A capsula polissacaridica constitui o fator de viruléncia melhor caracterizado para
definicdo do género Cryptococcus, pois permite a rapida identificacdo da levedura
através do método classico com a preparacéo da tinta Nanquim em liquido cefalor-
raquidiano (LCR) para diagnéstico de meningite criptocécica (ALSPAUGH et al,
1998). Essa capsula pode conferir sobrevivéncia, por proteger a levedura contra
dessecacdo na natureza e, jA no hospedeiro, inibir a fagocitose por células do siste-
ma imunoldgico, além de ativar o sistema complemento, inibir a migragéo de leucoci-
tos, e ainda, interferir na apresentacéo de antigenos e desregular a liberacéo de ci-
tocinas (PERFECT et al., 2005). Entre os mecanismos que resultam neste fendbme-
no, encontra-se a interferéncia desses polissacarideos na migracdo de leucdcitos e

neutrofilos por quimiotaxia devido a dessensibilizacdo de seus receptores, impedin-
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do que os mesmos deixem a circulacdo sanguinea, e migrem para o local da infla-
macao. Além disso, os polissacarideos prejudicam a adeséo de leucécitos durante a
migracao pelo endotélio, além de serem responsaveis também por aumentar a pro-
ducéo do anti-inflamatorio interleucina 10 (IL-10) e induzir a perda de receptores pa-
ra o fator de necrose tumoral alfa (TNFa) na superficie dos neutrofilos (ELLER-
BROEK et al., 2004).

A fenol oxidase produzida pelo Cryptococcus é uma enzima identificada na classe
da lacase, que pode produzir melanina a partir de precursores como L-DOPA, do-
pamina e norepinefrina (EISENMAN et al., 2007). A melanina tem a caracteristica da
insolubilidade e da resisténcia a substancias quimicas e enzimas. Dessa forma, e
situada na parede celular, confere protecdo contra radiacédo ultravioleta no ambiente,
e, ja no hospedeiro, pode proteger a levedura contra agentes oxidantes provenientes
de células de defesa. Pode também interferir na suscetibilidade a drogas antifungi-
cas e protecdo contra temperaturas extremas (BUCHANAN e MURPHY, 1998;
STEENBERGEN e CASADEVALL, 2003).

Ja a presenca da fosfolipase, enzima que hidrolisa ligacdes ésteres em glicerofosfo-
lipidios, € indispensavel na infeccédo pulmonar pelo Cryptococcus, pois, indiretamen-
te, facilita a aderéncia da levedura ao epitélio pulmonar. Age sobre os substratos do
hospedeiro liberando &cidos graxos, que atuam sobre as membranas celulares e no
surfactante, expondo sitios de ligacdo para a levedura aderir, desestabilizando as
células e provocando sua lise (GANENDREN et al., 2006).

A enzima urease hidrolisa a uréia gerando amoénia e carbamato e, em condic¢des fi-
siolégicas, resulta no aumento do pH (CURTIS et al.,1994). Este aumento, produzido
pelo hidroxido de amonia, gera injuria tecidual e favorece a sobrevivéncia da levedu-
ra no hospedeiro (MOBLEY et al., 1991). E utilizada como uma ferramenta muito Gtil
na identificagdo bioquimica de leveduras do género Cryptococcus (ZIMMER et al.,
1979; CANTEROS et al., 2002).

Com respeito as proteinases, essas enzimas contribuem na viruléncia microbiana

através da destruicdo de tecidos do hospedeiro e digestdo de proteinas que séo im-
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portantes imunologicamente, como imunoglobulinas e complementos (LOOMES et
al., 1993; JANSEN et al., 1995; KAMINISHI et al., 1995).

De acordo com Saez e colaboradores (2006), a criptococose é pleomorfica, pos-
suindo marcante tropismo pelo SNC manifestando-se normalmente como meningite
criptococica em humanos, e tendo a imunossupresséo celular como o principal fator
predisponente. No entanto, segundo Ramos-Barbosa e colaboradores (2004), diver-
sos orgaos e tecidos podem ser afetados, sendo a resposta tecidual a presenca do

Cryptococcus extremamente variavel.

Nos individuos que se encontram em estado de supressdo imunoldgica por cortico-
terapia ou outras doencas, pode haver um crescimento de massas gelatinosas des-
sa levedura em tecidos, devido a auséncia da reacao inflamatéria. Em casos mais
graves, disseminacdo da infeccao para a pele, érgados parenquimatosos e 0ssos. Ja
em individuos imunocompetentes ou com doencga cronica, ocorre uma reacao granu-
lomatosa composta por macréfagos, linfocitos e células gigantes multinucleadas
(KOMMERS et al., 2005).

3 Columbalivia

Pombos (Columba livia) sdo aves pertencentes ao reino Animalia, filo Chordata,
classe Aves, ordem Columbiformes, familia Columbidae, género Columba, espécie
C. livia. S8o aves exoéticas (Figura 03) introduzidas no Brasil no século XVI pelos
portugueses. Em centros urbanos, essas aves apresentam uma expectativa de vida
entre 3 a 5 anos, pdem de 1 a 2 ovos por ninhada e podem ter 5 a 6 ninhadas
anuais. A incubacdo de seus ovos leva em média 18 dias (BONINI et al., 2003).
Possuem o habito de viver em bandos, abrigando-se e construindo seus ninhos em
locais altos como prédios, torres, soétdos, beirais de janelas, arvores, etc., e
alimentando-se preferencialmente de grdos, mas aproveitam bem os restos de
alimentos e lixo encontrados em locais publicos, como pracas e parques
(CAMARGO e HOFLING, 1987).
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Figura 03: Columba livia

Fonte: o autor.

Sua habilidade em voar faz com que tenham uma boa arma para proteger a si mes-
mo, uma vez que eles, principalmente os selvagens, sdo uma das principais presas
por uma gama incontavel de passaros raptoriais, sendo falcdes-peregrinos e gaviées
os principais predadores naturais de pombos (BROWN et al., 2012). Outros preda-
dores comuns de pombos selvagens sdo gambas, guaxinins e corujas, € seus ovos
podem ser capturados por gaivotas e corvos (ROOF et al., 2001), porém nas cida-
des ndo ha tantos predadores como na natureza (IBARAKI, 2012). No chao os adul-
tos, filhotes, e seus ovos, correm o risco de serem vitimas de gatos selvagens e do-
mésticos (LEV, 1977).

Pombos séo aves com popula¢des amplamente presentes e naturalizadas em todo o
mundo. A pomba da rocha, que é seu ancestral, estava originalmente presente em
penhascos no litoral, interior e ocidente da regido paleértica (grego: pale(o): velho;
artico: norte) e nas regiées do norte da Etidpia, bem como no subcontinente indiano
(Figura 04) (GOODWIN et al., 1983).
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Figura 04: Regido paleartica

Fonte: WIKIPEDIA. Disponivel em: http://pt.wikipedia.org/w
iki/Regi%C3%A30_pale%C3%Alrtica

Estas populacdes selvagens deram origem a racas domésticas como resultado da
selecédo artificial, tendo sido os pombos uma das primeiras aves submetida a domes-
ticacdo (SOSSINKA, 1982). De acordo com Goodwin e colaboradores (1983), o si-
nantropismo de aves selvagens € principalmente uma consequéncia dos recursos
alimentares disponiveis com o desenvolvimento da agricultura ou de outra forma,
principalmente da presenca de edificios que constituem um habitat artificial em rela-
cdo ao natural. Recursos alimentares e edificios humanos sao os principais fatores
ecologicos que trazem aves selvagens para a maioria das cidades e vilas em todo o
mundo (HAAG-WACKERNAGEL et al., 2003), extensivamente nos habitats agricolas
e onde quer que o homem construa edificacdes adequadas para habitar, formando
estavel ou aumentando as populacdes em milhdes de individuos como indicado pela
Bird Life International (2004) (SAUER et al., 2008).

Atualmente, o ecossistema urbano tem se tornado cada vez mais propicio para per-
manéncia destas aves, o que proporciona um acumulo de excretas em diversos lo-
cais publicos, sendo considerada uma importante fonte de infeccdo para homens e
animais. Pois, além da grande capacidade de proliferacdo e enorme adaptacao, o
principal problema é que Cryptococcus permanece viavel nas fezes secas dessas
aves por aproximadamente dois anos, fato que as torna um reservatorio de particu-
las infectantes passiveis de serem inaladas (BARONI et al., 2006). Aliado a este fa-

to, a populacdo de pombos domésticos tem aumentado significativamente em diver-
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sas partes do mundo, inclusive no Brasil, tornando-se um problema ambiental e de
salde publica (CERMENO et al., 2006; ROSARIO et al., 2008).

4 CRIPTOCOCOSE

Também chamada de torulose, blastomicose europeia, doenca de Busse-Buschke, a
criptococose é uma zoonose de natureza sistémica de porta de entrada inalatoria,
causada pelas espécies de leveduras pertencentes ao género Cryptococcus (CA-
SADEVALL e PERFECT, 1998; PRATES et al., 2013). A doenca possui alta taxa de
morbidade e mortalidade, especialmente em pacientes com a Sindrome da Imuno-
deficiéncia Adquirida (SIDA) e, na sua maioria, causada pelo sorotipo A (CASADE-
VALL e PERFECT, 1998; CHEN et al., 2013; UMEYAMA et al., 2013).

A micose abrange duas entidades distintas do ponto de vista clinico e epidemiol6gi-
CO: a criptococose oportunista, sendo cosmopolita, associada a condi¢cdes de imu-
nodepressao celular, causada predominantemente pela espécie C. neoformans; e a
criptococose primaria, que acomete hospedeiro aparentemente imunocompetente,
endémica em areas tropicais e subtropicais, causada predominantemente pela es-
pécie C. gattii. Ambas causam meningoencefalite de evolugédo grave e fatal, acom-
panhada ou ndo de lesdo pulmonar evidente, fungemia e focos secundarios para
pele, 0sso0s, rins, suprarrenal, entre outros. A mortalidade por criptococose é estima-
da em 10% nos paises desenvolvidos chegando a 43% nos pais em desenvolvimen-
to, e um tempo médio de sobrevida de 14 dias (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE,
2008).

Atualmente outras espécies de Cryptococcus, como C. laurentii, C. albidus, C. unigu-
ttulatus e C. luteolus, sdo caracterizadas como patdgenos humanos emergentes,
sendo que as infec¢des por estas espécies ocorrem quase que exclusivamente em
individuos imunocomprometidos, especialmente naqueles com deficiéncias da imu-
nidade celular, como SIDA, doencas linfo proliferativas e doencas hematoldgicas
malignas (KHAWCHAROENPORN et al. 2007; CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE,
2008; MIN et al., 2012; LEITE et al., 2012; FELLNER et al., 2013; UMEYAMA et al.,
2013).
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41 MANIFESTACOES CLINICAS

Nos seres humanos, o espectro da doenca varia de colonizacdo assintomatica das
vias aéreas a meningite e outras doencas graves. Cryptococcus € um oportunista
gue causa a doenca, principalmente em pacientes imunocomprometidos, nos quais
pode haver pouca inflamag&o e os sintomas podem ser leves, mesmo com doenca
extensa (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008; ORMEROD et al., 2013).

A infeccéo inicial ocorre geralmente nos pulmdes, podendo estar acompanhada de
doenca respiratoria ou alteragcfes radioldgicas, mas a maioria das infec¢des é assin-
tomatica (CHEN et al., 2013). Pacientes imunocompetentes, podem apresentar tos-
se e dor pleuritica. A febre baixa, dispneia, perda de peso e mal-estar pode também
ser visto. Na maioria das pessoas saudaveis, a infecgcdo permanece limitada aos
pulmdes. Em pacientes imunocomprometidos, pneumonia ou sindrome da angustia
respiratoria aguda (SARA) pode ocorrer. Apos a infeccao inicial pulmonar, a levedu-
ra pode espalhar-se para outros sistemas de oOrgaos, particularmente em doentes
imunocomprometidos. A forma mais comum de criptococose disseminada é doenca
do SNC, particularmente meningite subaguda ou cronica e meningoencefalite (SE-
VERO et al., 2009; COLOMBO et al., 2012; MARQUES et al., 2012). Dentre as va-
rias manifestacdes clinicas que o0s pacientes com criptococose apresentam, a mais
frequente e letal € a meningoencefalite (KWON-CHUNG, 1992; LINDENBERG et al.,
2008; LACAZ et al., 2002).

Cryptococcus spp. também podem causar uma grande variedade de les6es da pele
incluindo papulas, vesiculas, bolhas, Ulceras, purpura, semelhantes a tumores sub-
cutdneos massas e abscessos. As lesdes podem se assemelhar a outras doencas,
incluindo acne, lipomas, sifilis, tuberculose e carcinoma de células basais. A celulite
€ comum em receptores de transplante de 6rgdos. Doenca de pele pode ocorrer iso-
ladamente em pessoas saudaveis, mas em pacientes imunocomprometidos sugere
doenca disseminada. Sindromes menos frequentes incluem osteomielite, artrite sép-
tica, miocardite, hepatite, peritonite, abscessos renais, prostatite, miosite e gastroen-
terite. Em pacientes com sindrome da imuno deficiéncia humana (SIDA), a invaséo
das glandulas suprarrenais pode causar insuficiéncia adrenal (CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008).



30

Casos de criptococose por C. laurentii descritos no homem incluem doenca dissemi-
nada no SNC (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008), lesGes na pele em adulto
imunocompetente (JOHNSON et al., 1998, FELLNER et al., 2013), fungemia em ne-
onato (KORDOSSIS et al., 1998; PEDROSO et al., 2010), fungemia em paciente
com cancer refratario a terapia com fluconazol, pneumonia (UMEYAMA et al., 2013;
CHEN et al., 2013) e infeccdo de orofaringe em paciente com leucemia e infeccao
cutdnea (KUNOVA et al., 1999; BAUTERS et al., 2002; VLCHKOVA-LASHKOSKA et
al., 2004; SHANKAR et al., 2006). Ja a espécie C. albidus foi isolada de individuos
com meningite (JOHNSON et al., 1998), osteomielite, sepse e infec¢cdes de pele,
pulmonar e ocular (KURTZMAN e FELL, 1998; ROSARIO et al., 2005), e em ani-
mais, ha relatos de infeccdo genital e ceratite micética em equinos, e infeccao sisté-
mica em cdes (LOISON et al., 1996; KORDOSSIS et al.,, 1998; NARAYAN et al.,
2000; GARELICK et al., 2004; LABRECQUE et al., 2005).

4.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A criptococose € uma das micoses mais faceis de diagndstico por apresentar acen-
tuado tropismo neurolégico, abundancia de elementos fungicos no liquor e nas le-
sbes, presenca de capsula caracteristica, diagnéstico imunoldgico e coloracéo teci-
dual especifica (LACAZ et al., 2002; CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008). A
verificacdo da presenca de capsula utilizando diferentes espécimes clinicos com o
uso de tinta da China torna seu diagndstico presuntivo rapido e confiavel. A levedura
pode ser encontrada ainda no escarro, lavado brénquico, pus de abscesso, urina,
aspirados de medula 0ssea e de ganglios e fragmentos de tecidos, com grande sen-
sibilidade (MOYSES et al., 1995).

Segundo o Consenso em criptococose (2008), a cultura € o exame comprobatdrio da
doenca, mas a detecgéo dos antigenos capsulares pode ser feita por meio de testes
imunoldgicos. Cryptococcus spp. apresentam bom crescimento em varios meios de
cultivos, que ndo contenham cicloheximida, como por exemplo agar sangue (AS),
agar-Sabouraud dextrose (ASD) e &gar infusdo de cérebro-coracdo (BHI). Podem

crescer na faixa de temperaturas entre 25°C e 37°C, mas a temperatura 6tima de
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crescimento € 30°C (KWON-CHUNG, 1992; ALSPAUGH et al, 1998; LACAZ et al.,
2002; SIDRIM et al., 2004).

A deteccédo de antigeno capsular polissacarideo de Cryptococcus spp. pela aglutina-
cdo do latex pode ser realizada no sangue, urina, lavado brénquio-alveolar e no li-
quor. No entanto, na pratica, a deteccao de antigeno é feita no liquor e no soro. Es-
tes sdo positivos em mais de 90% dos pacientes com meningite criptocécica. Nas
infeccbes fora do SNC, estes espécimes fornecem menor positividade do teste
(SWINNE et al., 1992). A maioria dos falsos positivos ocorre em reacao cruzada com
fator reumatoide e, mais raramente, pode ocorrer reacdo cruzada com Trichosporon
ou com contaminacdo. Testes imunoldgicos foram desenvolvidos para deteccéo tan-
to de antigenos como de anticorpos. O teste de Enzyme-Linked Immunosorbent As-
say (ELISA) detecta antigenos em titulos mais baixos e mais precocemente na in-
feccao criptocdcica. No entanto, o teste € mais demorado e laborioso. Os anticorpos
em geral, ndo estdo presentes durante a infec¢do ativa e podem aparecer durante o
tratamento e com a recuperacdo do paciente (CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE,
2008; PERFECT et al., 2010).

4.3 TRATAMENTO

Em imunocompetentes e imunocomprometidos a anfotericina B € utilizada em asso-
ciacdo com a 5-fluocitosina, em infecgbes disseminadas, ou fluconazol e itraconazol,
como alternativa para o tratamento de infec¢cdes cutaneas (BIVANCO et al., 2006).
Nas formas mais graves, principalmente acometendo o SNC, seja 0 paciente infec-
tado ou ndo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), o tratamento € dividido
em diferentes etapas: a fase de inducéo, que tem por objetivo negativacao ou redu-
cdo efetiva da carga fungica, tendo como periodo minimo de tratamento de duas
semanas. A fase de consolidacdo, que compreende manutencao de negatividade
micoldgica e normalizacdo de parametros clinicos e laboratoriais, por pelo menos
oito semanas. E entdo se segue com a fase de supresséo, também chamada de
manutenc¢do, que dura no minimo 1 ano, com tempo adicional variando de acordo
com a condi¢céo do estado imune do hospedeiro (CONSENSO EM CRIPTOCOCO-

SE, 2008). A resisténcia a drogas, como o fluconazol, € possivel, principalmente du-
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rante tratamentos supressivos prolongados como nos casos de meningite por C. ne-
oformans (POSTERARO et al., 2003).

5 EPIDEMIOLOGIA E CARACTERIZACAO MOLECULAR

As diferencas epidemiologicas entre as espécies C. neoformans e C. gattii foram
demonstradas apds estudo com 628 isolados clinicos provenientes de 97 laborato-
rios em todo o mundo. Foi observado que 100% dos isolados da Austria, Alemanha,
Bélgica, Dinamarca, Franca, Holanda, Itélia, Japao e Suécia pertenciam a antes de-
nominada var neoformans hoje, C. neoformans. Aproximadamente 85% dos isolados
da Argentina, Canada, Estados Unidos e Reino Unido pertenciam a espécie C. neo-
formans e os demais 15% a C. gattii. No Brasil, Australia, Camboja, sul da Califérnia,
Havai, México, Nepal e em paises da Africa Central, Paraguai, Tailandia e Vietn3, a
prevaléncia de C. gattii variou entre 35 a 100%. Dentre todos os isolados estudados
e identificados como C. neoformans, 70% pertenciam ao sorotipo A. O sorotipo D foi
encontrado na Europa num porcentual de 9% do total, sendo menos frequente em
outras regides do mundo. Da espécie C. gattii, 0 sorotipo B foi cinco vezes mais pre-
valente que o sorotipo C, sendo que a maioria dos isolados pertencentes ao sorotipo
C era proveniente do sul da Califérnia (KWON-CHUNG e BENNETT, 2002). Vale
ressaltar que em Vancouver (Canada), ha poucos anos atras, houve um surto de
criptococose causado por C. gattii KIDD et al., 2004). A incidéncia de infeccdes por
esta espécie, entre 1999 e 2003, esteve entre 8,5 a 37 casos por milhao de residen-
tes por ano (HOANG et al., 2004; FRASER et al., 2005; UMEYAMA, et al., 2013).

A distribuicdo mundial dos sorotipos demonstra que os isolados ambientais e clini-
cos do sorotipo A é cosmopolita (CASADEVALL e PERFECT, 1998), enquanto que
B e C estéo principalmente limitados a regides tropicais e subtropicais. Entretanto, o
nicho ecoldgico de C. gattii tem se expandido devido as descobertas dessa levedura
em zonas de clima temperado (KIDD, 2004; ESCANDON, 2006). Ja a ocorréncia de
Cryptococcus do sorotipo D € pouco relatada, exceto nos Estados Unidos (STEEN-
BERGEN e CASADEVALL, 2000), em alguns paises da Europa (DROMER et al,
1996) e nas regides Sul e sudeste do Brasil, onde ha pouco tempo foi isolado (RI-
BEIRO et al, 2006; UMEYAMA, et al., 2013).
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No Brasil, a epidemiologia de sorotipo A, nas regides Sul e Sudeste, reproduz a
imagem observada em todo o mundo. Ao contrario, o sorotipo B é o agente mais
frequente da criptococose na regido nordeste (MEYER et al, 1999; NISHIKAWA et
al, 2003). Porém, o trabalho de Matos e colaboradores (2012), na Bahia, mostrou
gue a espécie C. neoformans € a espécie de maior prevaléncia, enquanto que C.

gattii aparece em 21% dos isolados clinicos.

A criptococose é a quarta maior causa de infeccdo oportunista em pacientes HIV
positivo apresentando quadro de SIDA. E de acordo com dados do Ministério da Sa-
ude, no periodo de 1980-1999, 4,5% das infec¢des oportunistas associadas a paci-
entes portadores de HIV foram causadas por C. neoformans e/ou C. gattii e no peri-
odo de 2000 a 2007, dentre as infec¢des fangicas, a criptococose foi a principal res-
ponséavel pela morbidade e mortalidade destes pacientes (Figura 05) (MINISTERIO
DA SAUDE, 1999; 2012). Na maioria dos paises a prevaléncia em pacientes de SlI-
DA tem se mantido na faixa de 5 a 10% (CASADEVALL e PERFECT, 1998), en-
guanto este indice chega a 15-30% em alguns paises africanos (MITCHELL e PER-
FECT, 1995).

Figura 05: InternacGes de pacientes HIV positivos por micoses sis-
témicas. Brasil, 2000 a 2007.
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Fonte: Ministério da Saude, 2012.

No Rio Grande do Sul, Casali e colaboradores (2003) verificaram entre isolados cli-

nicos e ambientais, que dentre 93 isolados obtidos de pacientes HIV-positivos, 91
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eram da espécie C. neoformans var. grubii (sorotipo A), o que concorda com o0s da-
dos epidemioldgicos nacionais e internacionais. Neste estudo 11 isolados de C. gattii
(entre pacientes com e sem infeccéo pelo virus HIV) foram identificados como soro-
tipo B. Entre os isolados ambientais, os nove isolados provenientes de eucaliptos
foram identificados como C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) e nenhum iso-
lado do sorotipo B foi obtido de fonte ambiental. Outro estudo do mesmo grupo obte-
ve 38 isolados de excretas de aves, destes, 33 foram identificados como C. neofor-
mans var. grubii (sorotipo A) e 5 como C. gattii (sorotipo B) sugerindo excretas de
aves como fonte ambiental de infeccéo pelo sorotipo B neste estado (ABEGG et al.,
2006).

Espécies de C. neoformans sao isoladas com maior frequéncia na Europa e América
do Sul. No Brasil, por ser area endémica desta espécie, ha um grande interesse em
se determinar os genotipos dos isolados deste fungo (KWON-CHUNG et al., 1992;
AOKI et al., 1994; ROSENBAUM et al., 1994; LAZERA et al., 1998). Os estudos ge-
notipicos utilizando reacao da polimerase em cadeia associado ao polimorfismo de
restricdo por tamanho de fragmento (PCR-RFLP) do gene URA5, e PCR-
Fingerprinting, realizados por Meyer e colaboradores (1999), conseguiram evidenciar
oito genotipos, sendo 4 de C. neoformans que incluem VNI, VNII (C. neoformans var
grubii, sorotipo A); VNIII (AD hibrido); VNIV (C. neoformans var. neoformans, soroti-
po D); e 4 de C. gattii, sendo eles VGI, VGII, VGIII e VGIV (sorotipos B e C). Apés as
analises que reproduziram a metodologia desses autores, um estudo posterior con-
tribuiu para mostrar que VGII era o grupo molecular responsavel pelo surto na Illha
de Vancouver, no Canada. Muitos estudos utilizando a classificacdo de Meyer et al.
(1999) foram realizados em diversas partes do mundo. Na india, o genétipo VNI
mostrou-se predominante ocorrendo em 89% dos 57 isolados clinicos, os gendtipos
VNIV e VGII também foram encontrados, com porcentagens de 2% e 9%, respecti-
vamente (JAIN et al., 2005).

No que diz respeito aos gendtipos de Cryptococcus envolvidos no Brasil, Meyer e
colaboradores (2003) realizaram estudo com 340 isolados clinicos, veterinarios e
ambientais, oriundos da Argentina, Brasil, Chile, Colémbia, México, Peru, Venezue-
la, Guatemala e Espanha. Nesse amplo estudo, foi relatado que 68.2% dos isolados

pertenciam ao tipo molecular VNI (var. grubii, sorotipo A), o0 que concorda com estu-



35

dos epidemiologicos em todo o mundo, j& que este gendtipo € o mais relatado. Em
uma proporcao menor, 5.6% isolados do tipo VNII (var. grubii, sorotipo A); logo em
seguida, 4.1% o tipo VNIII (sorotipo hibrido AD), com nove isolados possuindo poli-
morfismo no gene URA5; 1.8% do tipo VNIV (var. neoformans, sorotipo D); 3.5%
VGI; 6.2% VGII; 9.1% VGiIII, e 1.5% VGIV, com todos os sorotipos apresentados en-

tre 0s genotipos moleculares para C. gattii, como mostrado abaixo (Figura 06).

Figure 06: Distribuicdo geografica de gendtipos de cepas de

Cryptococcus Ibero-americanas.
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Fonte: Meyer et al., 2003. (n): nimero de cepas estudadas.

Na atualidade, com o advento da biologia molecular, existe uma preocupacéo epi-
demiologica com os isolados clinicos do Cryptococcus e com a perspectiva de uma
intervencdo em nivel de prevencédo da infeccéo e atuacdo em saude publica. A téc-
nica mais utilizada tem sido a utilizada por Meyer e colaboradores (1999) PCR-RFLP
do gene URAS, porém outras metodologias ja séo citadas na literatura para caracte-

rizacdo molecular de isolados ambientais de Cryptococcus spp., como por exemplo,
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Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) fingerprinting (HAGEN et al, 2010)
e multilocus microsatellite typing (MLMT) (ZHU et al, 2010; ORMEROD et al., 2013).

Poucos sdo os trabalhos de caracterizacdo molecular de isolados ambientais de
Cryptococcus spp. realizados no nosso pais. Dentre eles vale citar o de Ribeiro e
Ngamskulrungroj (2008) que caracterizou o gendtipo VNI no estado do Espirito San-
to; o de Costa e colaboradores (2009), no estado do Par4, caracterizando os genati-
pos VGII, VNI e VNIl e o de Ferreira-Pain e colaboradores (2010) que relata isola-

mento e caracterizacao dos genotipos VNI e VNII, no estado de Minas Gerais.

Existe uma preocupacdo com a epidemiologia de isolados de Cryptococcus de fon-
tes ambientais em todo o mundo. Leveduras desse género podem permanecer via-
veis em excretas de pombos por grandes periodos. Aves, essas, que se encontram

cada vez mais em ambiente urbano.

Informacdes de estudos demonstrando isolamento de Cryptococcus em excretas de
pombos e de demais fontes ambientais servirdo de base para entender como essas
leveduras se comportam no ambiente, qual a sua real distribuicdo entre as espécies,
e também, contribuir na prevencdo da infeccdo, como também no tratamento da

criptococose em nosso pais.
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6 OBJETIVOS

6.1 GERAL

e Caracterizar a variedade fenotipica e genética de Cryptococcus spp. ambientais

da cidade de Salvador, Bahia.

6.2 ESPECIFICOS

e Investigar a ocorréncia de Cryptococcus em excrementos de pombos (Columba

livia) de 04 locais publicos da cidade do Salvador, Bahia.

¢ |solar e identificar bioquimicamente as espécies de Cryptococcus de excretas de

pombos (Columba livia) de 04 locais publicos da cidade do Salvador, Bahia;

e Determinar os gendétipos das espécies do género Cryptococcus através da
técnica de restricdo do polimorfismo por tamanho do fragmento (RFLP -
Restriction Fragment Length Polymorphism) do gene URAS.

e Sugerir medidas de controle e prevencdo de risco sanitario relacionado a

zoonose de acordo com os resultados obtidos.
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 LOCAIS DE ESTUDO

Quatro locais da cidade de Salvador foram selecionados para o estudo, os quais fo-
ram escolhidos segundo o critério observacional de elevada concentracdo de pom-
bos e grande circulacdo de pessoas, aliado a proximidade desses animais com 0

homem durante o transito de pedestres.

A Praca Municipal Tomé de Sousa (PMTS) (Figura 07) esta localizada no centro ur-
bano de Salvador, com as coordenadas geograficas 12°58°28.35” Sul e 38°30°46.03”
Oeste, e foi considerada como local de lazer e transito. Historicamente € a primeira
Praca do Brasil e nela esta localizado o Palacio Tomé de Souza, atual sede da
prefeirtura da cidade e de outras construcdes de épocas diferentes, como o Palacio

Rio Branco, o Elevador Lacerda e a Prefeitura Municipal de Salvador.

Figura 07: Praca Tomé de Sousa, Salvador - Bahia - Brasil.

Fonte: SALTUR, EMPRESA SALVADOR TURISMO. Praga Municipal. Disponivel em:
<http://pt.wikipedia.org/wiki/Pal%C3%Alcio_Tom%C3%A9 de Sousa>. Acesso em 02
nov 2010


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pal%C3%A1cio_Rio_Branco_(Salvador)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pal%C3%A1cio_Rio_Branco_(Salvador)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Elevador_Lacerda
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A2mara_Municipal_de_Salvador
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A Praca do Campo Grande (PCG) (Figura 08), que também €& caracterizada como
local de lazer e transito, esta localizada em um bairro central de mesmo nome e tem
como coordenadas 12°59’15.21” Sul e 38°31'16.03” Oeste. Possui atividade cultural
ativa, principalmente devido ao Teatro Castro Alves (TCA), ao Teatro Vila Velha, im-
portantes colégios em suas adjacéncias e associacfes como a "Casa d'ltalia", além
de ser um local turistico da cidade, com grande visitacdo de turistas. (SALTUR,
2010).

Figura 08: Praca do Campo Grande, Salvador - Bahia - Brasil.

Fonte: O autor.

O porto de Salvador (PTS) (Figura 09) caracterizado como local de comércio, esto-
cagem e distribuicdo de alimentos e outros produtos, de coordenadas 2°57°45.99”
Sul e 38°30°27.91” Oeste, se encontra localizado no bairro do Comércio, na parte
baixa da cidade. O porto sofreu intervengdo Federal em 30 de novembro de 1970,
sendo depois encampado pela Unido, conforme o Decreto n°® 77.297, de 15 de mar-
co de 1976. Por fim, a sua administracédo passou a Companhia das Docas do Estado
da Bahia, criada em 17 de fevereiro de 1977, como controlada da Empresa de Por-
tos do Brasil S.A. (Portobras), extinta em 1990 que passou a ser denominada CO-
DEBA - Companhia das Docas da Bahia (CODEBA, 2010).
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Figura 09: Porto de Salvador, Salvador - Bahia - Brasil.

Fonte: CODEBA, COMPANHIA DAS DOCAS DO ESTADO DA BAHIA. Porto de Salvador.
Disponivel em: <http://picasaweb.google.com/Ih/photo/RSRdPIxee9_a hnAKTkmjmA>.
Acessado em 02 fev 2012.

Por ultimo, a Central de Abastecimento da Bahia (CEASA/BA) (Figura 10), caracteri-
zada como local de comércio e distribuicdo de alimentos, e esta localizada nas coor-
denadas 12°50'23.28” Sul e 38°22'08.03” Oeste, situada no Km 5,5 da rodovia Cen-
tro Industrial de Aratu (CIA) — Aeroporto. Foi fundada em marco de 1973, com a fina-
lidade de racionalizar e otimizar os processos de comercializagdo e abastecimento
de produtos alimenticios, disponibilizando infraestrutura, gerenciamento, apoio logis-
tico e servicos complementares, representando hoje o mais importante mercado ata-
cadista de hortifrutigranjeiros da regido, atendendo a supermercados, hotéis, restau-
rantes, hospitais e pequenos comerciantes. Possui uma area total de 934.118 m2
sendo constituida por sete galpdes, 194 boxes e 1.128 mdédulos de comércio de ali-
mentos, além de 20 restaurantes, um médulo policial e um posto de combustivel
(EBAL, 2010).
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Figura 10: Central de Abastecimento da Bahia

Fonte: EBAL, EMPRESA BAIANA DE ALIMENTOS S.A. - Mercados — CEASA. Dis-
ponivel em: http://fotosdecidadesbrasileiras.blogspot.com/2008/12 /foto-de-salvador-
ce asa-bahia.html. Acessado em 20 nov 2010.

7.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS

7.2.1 Cepas padrao de leveduras

Foram utilizadas cepas padréao de referéncia da “American Type Culture Collection”
(ATCC): Candida albicans 90028, Candida krusei 6258 e Cryptococcus neoformans
34872; bem como os padrbes moleculares de Cryptococcus spp.: Cryptococcus neo-
formans WM 148 (VNI), Cryptococcus neoformans WM 626 (VNII), Cryptococcus
neoformans WM 628 (VNIII), Cryptococcus neoformans WM629 (VNIV), Cryptococ-
cus gattii WM 179 (VGI), Cryptococcus gattii WM 178 (VGII), Cryptococcus gattii WM
175 (VGIIl), e Cryptococcus gattii WM 779 (VGIV). As cepas ATCC de Candida fo-
ram gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Micro-organismos de Referéncia do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacéo Os-
waldo Cruz (FIOCRUZ) (RJ), pelo Dr. Ivano de Filippis; enquanto os padrdes mole-
culares de Cryptococcus foram doados pelo Laboratério de Micologia do Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ)

(PA). Todas as cepas padréao fazem parte da colecao de cultura do Laboratério de
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Pesquisa em Microbiologia Clinica (LPMC) da Faculdade de Farmacia da UFBA e

estdo conservadas na temperatura de -80°C.

7.2.2 Coleta de amostra de fezes de pombo

De cada local selecionado, foram coletadas 50 amostras de excrementos de pombos
(Columba livia) com auxilio de espatulas de madeira descartaveis e esterilizadas
(Figura 11), em tubos de plastico esterilizados, devidamente rotulados e previamente
pesados. As amostras foram transportadas para o LPMC, sob-refrigeracao.

Figura 11: Coleta de excretas de pombos na cidade de Salvador —

Bahia — Brasil.

Fonte: O autor.

7.2.3 Processamento da amostra

Foram adicionados 4 ml de solucéo salina (0,85%) esterilizada, acrescida de cloran-
fenicol (0,4g/L), para cada 1g de excreta. A mistura foi submetida a agitacdo em vor-
tex por 3 minutos, mantida em repouso por 60 minutos e, em seguida, o sobrena-
dante foi separado. A 0,1 ml deste sobrenadante foram acrescidos 0,9 ml de solucéo
salina esterilizada com cloranfenicol (0,4g/L) (diluicdo 10) e esta operacao foi repe-
tida por mais outras duas vezes, para se obter as diluicdes 102 e 103. Com auxilio
de alca de Drigalski foram semeados 0,1mL do sobrenadante da mistura inicial, e
das diluicdes 102 e 103, em placas de agar Sabouraud dextrose (ASD) contendo
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cloranfenicol (0,05 g/L) (Acumedia®). As placas foram incubadas em estufa de de-
manda de oxigénio (BDO) a 28°C por até 21 dias de acordo com Casali e colabora-

dores (2003), com tempos de leitura intermediarios de 72h, 5 dias, 10 dias e 15 dias.

7.3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

7.3.1 Anélise quantitativa

O numero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de Cryptococcus Isolados
nas culturas, e com caracteristicas semelhantes, foi determinado por grama de fe-

zes, de cada amostra analisada.

7.3.2 Analise qualitativa

7.3.2.1 Morfologia macroscopica

Colbnias suspeitas de Cryptococcus foram analisadas observando caracteristicas

como tamanho, brilho, consisténcia, coloracao e bordas.

7.3.2.2 Morfologia microscépica

De toda colbnia suspeita de Cryptococcus, foi realizada a coloracdo de Gram, para
definir a morfologia microscopica da levedura e pesquisa de capsula através da tinta
Nanquim (LARONE, 2002), onde uma gota (50 uL) de suspenséao da coldnia suspei-
ta foi homogeneizada a uma gota da tinta (50 yL), em uma lamina de microscopia, e
entdo cobertos com laminula. O preparo foi observado em microscépio 6ptico com
aumento de 100x e 400x e a presenca de capsula foi definida pela visualizacao de

leveduras envoltas por um halo claro circundando as bordas da célula.
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7.3.3 Identificagcdo bioquimica

7.3.3.1 Prova da urease

Para a pesquisa da enzima urease a levedura foi semeada, com auxilio de uma alca
inoculadora, em caldo uréia, o qual foi incubado, em estufa BDO, a temperatura de
28°C por até cinco dias (COX et al., 2000). O resultado foi considerado positivo pela
observacdo da mudanca de coloracdo do meio de cultivo para o rosa e considerado
negativo pela ndo alteracdo de cor original ou alteracdo para amarelo. A cepa de C.
albicans ATCC 22018 foi utilizada como controle negativo e a de C. neoformans

ATCC 34872 como controle positivo.

Apos confirmacdo do género Cryptococcus, através das morfologias macro e mi-
croscoépica, prova positiva da urease e presenca de capsula, os isolados foram sub-
metidos a caracterizacdo fenotipica através da realizacdo das provas bioquimicas

listadas abaixo para identificacdo da espécie:

7.3.3.2 Producgéo de melanina

A levedura foi semeada em placa de agar Niger (Guizottia abyssinica) (dextrose 1,0
g, creatinina 1,0 g, agar bacteriolégico 15,0 g, fosfato de potassio monobasico 1,0 g,
extrato de semente de Niger 200 ml, agua destilada 800 ml) e apds 48 horas de in-
cubacado a 28°C, foi avaliada a presenca de pigmento colonial marrom indicando a
producdo de melanina (SIDRIM et al., 2004). A cepa de C. albicans ATCC 22018 foi
utilizada como controle negativo e a de C. neoformans ATCC 34872 como controle

positivo.

7.3.3.3 Assimilac&o de carboidratos

A partir de um crescimento de 48h em ASD, foi preparada uma suspenséao da leve-
dura em agua destilada esterilizada, cuja turvacédo foi ajustada a escala padréo 5 de
McFarland. Um volume de 3 mL dessa suspensao foi homogeneizado em 30 mL de

agar base de nitrogénio-levedura (YNB) (sulfato de amonio 5g, fosfato de potassio
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monobasico 1 g, sulfato de magnésio 0,5 g, agar bacteriolégico 20 g, &gua destilada
1000 ml) fundido a 45°C e, em seguida, distribuidos em uma placa de Petri esterili-
zada e vazia. Apos solidificacdo, assepticamente sobre a superficie do meio, foram
colocadas pequenas quantidades de fontes de carbono sob a forma de cristais de
acucares puros (glicose, sacarose, galactose, lactose, melibiose, celobiose, trealose,
xilose, inositol, dulcitol, rafinose, maltose - SIGMA). As placas foram, entdo, incuba-
das a 28°C por 48h, em estufa BDO. A assimilacdo de cada acucar foi verificada pe-
la observacao de halo de crescimento fungico ao redor do acgucar estudado (LARO-
NE et al ., 2002).

7.3.34 Assimilacéo de nitrogénio

Da suspensao leveduriforme, preparada no item 7.3.3.3, 1,0 mL foi homogeneizado
em 10 mL de agar base de carbono-levedura (YCB) (glicose 20 g, fosfato de potas-
sio monobasico 1 g, sulfato de magnésio 0,5 g, agar bacterioldégico 20 g, agua desti-
lada 1000 mL) fundido a 45°C e, em seguida, distribuidos em uma placa de Petri
esterilizada e vazia. ApoOs solidificacdo, foram colocadas assepticamente, sobre a
superficie do meio, pequenas quantidades de fontes de nitrogénio (peptona e nitrato
de sédio - SIGMA). As placas foram, entdo, incubadas a 28°C por 48h, em estufa
BDO. A assimilacdo de cada fonte de nitrogénio foi verificada pela observacdo de
halo de crescimento fungico ao redor da fonte de nitrogénio estudada (LARONE et
al., 2002).

7.3.3.5 Fermentacdo de carboidratos

Tubos de ensaio contendo 3 mL de meio base de fermentacdo (azul de bromotimol
0,04 g; extrato de levedura 4,5 g; peptona 0,5 g; agua destilada 1000 mL), tubo de
Durhan invertido e 1 mL de solugdo a 10% de cada carboidrato a ser estudado (gli-
cose, galactose, lactose, sacarose, trealose e maltose) foram semeados com 1 mL
da suspenséao leveduriforme, preparada no item 7.3.3.4 e, entdo, incubados a 28°C
por até 15 dias em estufa BDO. Um tubo sem adi¢cdo de carboidrato foi utilizado co-
mo controle negativo de fermentagéo e a prova positiva foi dada pela observacéo da
formacao de bolha de ar dentro do tubo de Durhan, caracterizando presenca de gas
carbonico (CO2) produzido pela fermentacdo do respectivo carboidrato (LARONE et
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al., 2002).

7.3.4 Crescimento a 37°C

Com auxilio de uma alca inoculadora, os isolados foram semeados em ASD inclina-
do e incubados a temperatura de 37°C, para avaliacdo da capacidade de crescimen-
to fungico nessa temperatura, apos o periodo de 48 horas (LACAZ et al., 2002).

7.3.5 Quimiotipagem

Os isolados foram semeados em agar Canavanina, Glicina Azul de Bromotimol
(CGB) inclinado (10 g de glicina, 1 g de Fosfato de potassio monobasico, 1 g de sul-
fato de magnésio, 30 mg de sulfato de L-canavanina, 0,4g de azul de bromotimol, 64
mL de hidréxido de sodio 0,01N para 1000 mL de &gua destilada) e incubados a
28°C, por 48 horas, para diferenciacdo das espécies C. neoformans e C. gattii
(KWON-CHUNG et al., 1982). A prova foi controlada com utilizagdo das cepas pa-
dréo de C. gattii WM 779 e C. neoformans WM 628.

7.4 ESTOQUE E MANUTENCAO DOS ISOLADOS

Ap0Os terem sido isolados e identificados, os isolados foram armazenados a tempera-
tura de geladeira (4°C), em ASD em camada alta, e congeladas as temperaturas de

-20°C e -80°C, em caldo Sabouraud contendo 20% de glicerol.

7.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR

No momento da analise molecular, os isolados foram retirados do freezer, sub culti-
vados em placas de ASD e incubados em estufa BDO a 28°C, por 48 a 72 horas. A
viabilidade do isolado foi confirmada pelo crescimento apds incubacdo e a pureza

confirmada pela realizacao da coloragao de Gram.
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7.5.1 Extracdo de DNA

O método de extracao utilizado foi alternativo a metodologia do “fenol-cloroférmio”,
de acordo com o descrito por Chaturvedi e colaboradores (2000), onde toda massa
leveduriforme de uma placa de Petri, de 90 mm de diametro, com crescimento de 48
horas, foi transferida para um tubo de ensaio contendo 4 mL de &gua Mili-Q esterili-
zada, formando uma suspensao espessa e homogénea. Dessa suspensao, foram
aspirados 700 pL, os quais foram submetidos a banho de agua fervente por 15 minu-

tos e, imediatamente, colocados em banho de gelo.

7.5.2 Amplificacdo do gene da Orotidina-monofosfato Pirofosforilase (URADS)

A amplificacdo do gene URADS foi feita através da reacdo de polimerase em cadeia
(PCR), com 5,0 uL do sobrenadante das células fervidas (item 7.5.1) para um volu-
me final de reagdo de 50uL. Foram adicionados 50 ng de cada iniciador URAS5
(5'ATGTCCTCCCAAGCCCTC GACTCCG3') e SJ01 (5" TTAAGACCTCTGAACA
CCGTACTC3') de acordo com Meyer e colaboradores (2003), além de 3.0 mM de
MgCI2 , 0.2 mM de cada dNTP, 1X Green buffer e 1,25 U da Taq DNA polimerase
(GoTag® - Promega). A reacdo foi realizada no Termociclador (Bio Rad —
MyCycler) utilizando as seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial a 94°C por 2 minu-
tos, seguido de 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 61°C por 1 minuto e 72°C por 2

minutos, com extensao final de 72°C por 10 minutos.

O produto amplificado, foi visualizado em gel de agarose a 1,5%, apés corrida ele-
troforética de 100 V por 50 minutos, em tamp&o Tris-borato EDTA 1X (pH 8,2) e, em
seguida, corado em brometo de etidio e fotografado por fotodocumentador (Sistema

Locus Biotecnologia - Pix Touch).

7.5.3 Polimorfismo de restricdo por tamanho de fragmento associado a PCR
(PCR - RFLP) do gene da orotidina-monofosfato pirofosforilase (URAS)

Apébs confirmacdo da amplificacdo, o produto da PCR foi digerido duplamente com
as enzimas de restricdo Sau96l (10 U/uL) (New England — BioLabs) e Hhal (20 U/uL)
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(Invitrogen) a 37°C, por toda noite (MEYER et al., 2003). Os fragmentos gerados
foram separados em gel de poliacrilamida a 8%, numa corrida eletroforética de 60 V
por 140 minutos, em tampao Tris-borato EDTA 1X. Apos corrida, o gel foi corado em
brometo de etidio, e observado e fotografado por fotodocumentador (Sistema Locus

Biotecnologiua -Pix Touch).

Os perfis de restricdo dos isolados foram analisados visualmente e comparados com
os perfis gerados pelas cepas dos padrbes moleculares de Cryptococcus spp., bem
como confirmados pelos mapas de restricdo construidos de acordo com o item se-

guinte.

7.5.4 Construcdo do mapa de restricdo do gene da orotidina-monofosfato pi-
rofosforilase (URAS)

Sequéncias de nucleotideos do gene URA5 dos padrdes moleculares foram obtidas
do Genbank (Pubmed), com o0s respectivos numeros de acesso [WM148
(AJ555621); WM161 (AJ555833); WM178 (AJ555832); WM179 (AJ555831); WM628
(AJ555829); WM626 (AJ555828); WM629 (AJ555830); WM779 (AJ555834)] e, en-
tao, localizados os sitios de restricdo para as enzimas Hhal e Sau96l (Figura 12). Os
fragmentos gerados com esse estudo tedrico geraram mapas de restricdo de cada

cepa padréao.

Figura 12: Sitios de restricdo das enzimas Hhal e Sau96l

Hhal Sau96l
t * 3 b ¢ H
5...GCGC...3 5...GGNCC...3
3'...CGCG...5 3'...CCNGG...5

T

Fonte: O autor. (N): A, T, Gou C.



8 RESULTADOS

8.1 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

Das 200 amostras coletadas no estudo, 18,5% (37/200) foram positivas para o géne-

ro Cryptococcus e a analise quantitativa mostrou niumeros que variaram de 50 a

>35.000 UFC/g de excremento, como mostrado na tabela abaixo.

Tabela 01: Unidades Formadoras de Colonia (U.F.C.) por grama de fe-

zes de pombos (Columba livia), em Salvador — BA.

Amostra Local UFC/g Amostra Local UFClg
1 Campo Grande | >35.000 19 CEASA 6.600
2 Campo Grande | 2.200 20 CEASA 3.300
3 Campo Grande | 3.300 21 CEASA 3.300
4 Campo Grande 500 22 CEASA 3.330
5 Campo Grande 50 23 CEASA 100
6 Campo Grande | 2.330 24 CEASA 300
7 Campo Grande 40 25 Praca Municipal | 13.300
8 Campo Grande | 3.300 26 Praca Municipal | 22.300
9 Campo Grande | 10.000 27 Praca Municipal | 14.000
10 Campo Grande | 5.400 28 Praca Municipal 3.000
11 Campo Grande | 1.000 29 Praca Municipal | 2.500
12 Campo Grande | 14.000 30 Praca Municipal | 25.000
13 Porto 33.330 31 Praca Municipal 1.500
14 Porto 50 32 Praca Municipal 300
15 Porto 330 33 Praca Municipal | 22.500
16 Porto 1.140 34 Praca Municipal | 26.000
17 CEASA 20.000 35 Praca Municipal 500
18 CEASA 35.000 36 Praca Municipal 2.000

37 Praca Municipal 200

Fonte: O autor. (>): Maior que.
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A morfologia colonial de cada isolado suspeito demonstrou colonias de tamanho de
médio a grande, brilhantes, de consisténcia mucoide, de coloracdo branca a bege e
com bordas regulares, com aspectos de leite condensado (Figura 13 A) que, a colo-
racdo de Gram, se apresentaram como células leveduriformes redondas, coradas

positivamente (Figura 13 B).

Figura 13: Morfologia de Cryptococcus

Fonte: O autor. (A) Coldnias desenvolvidas em agar Sabouraud

dextrose; (B) Células redondas Gram positivas.

Para todas as colGnias suspeitas, que apresentaram a descricdo colonial descrita
acima, o exame da pesquisa de capsula foi positivo, tendo sido visualizado estrutu-
ras arredondadas de tamanho variavel, algumas apresentaram brotamento Unico,

envolvidos por halo claro ao redor da célula (Figura 14).

Figura 14: Coloragao da tinta nanquim, demons-

trando presenca de capsula.

Fonte: O autor.
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O género Cryptococcus foi entdo definido somando as caracteristicas morfoldgicas e
de cépsula positiva, a prova da urease, a qual foi positiva para todos os isolados em

estudo (Figura 15).

Figura 15: Prova da urease.

Fonte: O autor. (A) Prova negativa; (B) Prova positiva.

Dentre os isolados, 70% (26/37) apresentaram pigmento marrom ou negro apos re-
pique no agar Niger (Figura 16A), caracterizando o complexo neoformans, cuja ana-
lise bioquimica mostrou semelhanca fenotipica com relacdo as provas da termotole-
rancia a 37°C e auséncia de fermentacdo dos carboidratos (Figura 17B). Com rela-
cdo a prova da assimilacdo de carboidratos (Figura 17A), alguns desses isolados
apresentaram divergéncia somente com relacdo ao acgucar celobiose. Ja com rela-
cdo a quimiotipagem foi possivel observar que 4 dos 26 isolados do complexo neo-
formans cresceram e alteraram a coloracdo do meio para a cor azul (Figura 16BC),
indicando serem pertencentes a espécie gattii (Tabela 02).

Figura 16: Provas de identificacdo de Cryptococcus do

complexo neoformans.

y =
7w B
,::;;"':..".! p - %‘%

Fonte: O autor. (A) Morfologia de Cryptococcus do complexo neoformans, em agar Ni-
ger; (B) Prova negativa de quimiotipagem em agar CGB; (C) Prova positiva de quimioti-

pagem em agar CGB.
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Figura 17: Provas bioquimicas para identificacdo de Cryptococ-

cus spp.

B

Fonte: O autor. (A) Assimilacéo de carboidrato, observada pela presenca de halo
de crescimento leveduriforme; (B) Nao fermentacdo de carboidrato, observada

pela auséncia de bolha de CO:2 dentro do tubo de Durhan.

Os outros 30% (11/37) dos isolados ndo apresentaram pigmento marrom ou negro
em agar Niger, caracterizando isolados de espécies de Cryptococcus ndo perten-
centes ao complexo neoformans. A analise bioquimica desses isolados mostrou dife-
rencas fenotipicas com relacdo as provas de termotolerancia e de assimilacdo de
diferentes fontes de carboidratos (Tabela 03). Trés dos 11 isolados que n&o fazem
parte do complexo neoformans cresceram na temperatura de 37°. A utilizacdo de
acucares como fontes de carbono, foi uma prova que variou um pouco, pois alguns
isolados apresentaram assimilacdo negativa para lactose, melibiose e dulcitol, e ou-
tros, assimilacdo positiva para todos os acucares (glicose, maltose, sacarose, lacto-
se, galactose, celobiose, inositol, xilose, rafinose e trealose). E com relacdo a utiliza-
céo de fontes de nitrogénio, todos os isolados apresentaram positividade na assimi-
lacdo da peptona, e para o nitrato de potassio (KNOs) somente cinco isolados apre-

sentaram positividade.



Tabela 02: Provas bioquimicas de espécies de Cryptococcus do complexo neoformans isolados de fezes de pom-

bo, na cidade de Salvador, Bahia.

[ & o Assimilagao Fermentacgao
<@ 2} o o m . . .
3 v, Q Y o > O Carboidratos Nitro Carboidratos
—O m A —
o @ Z O .
[ £ 9 E
(ol o) ~ ) ) ) specie
S| S8| & |85 5 | & | |28/8ls8l8ltclslglglalle llelslglatly TP
S | E 2 |3 2| 2| |8252ls|2|8lg|gle|5lcglE|l8lg5lglels
R hat \ =|s|lelgl2|F|2 AR 0|3 = = |8l S|g|=|Q
9 2 O ozg_jgggExg,_o&’Zozgg_Jg,_
PCG 10 + + - + -+ -+ 4+ + o+ o+ + - - - - C. neoformans
PTS 04 + + + - + - 4+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - - - - - - C. neoformans
04 + + + - + - 4+ - + + + 4+ + + + + + - - - - - - - C.neoformans
CEASA
04 + + + + + - 4+ - o+ + + 4+ + + + o+ o+ - - - - - - - C. gattii
pmMTSs 04 + + + - + - 4+ - + + + 4+ + + + + + - - - - - - - C.neoformans

Fonte: O autor. (+) reacdo positiva; (-) reacdo negativa; (Nitro): Fontes de nitrogénio; (PCG): Praca do Campo Grande; (PTS): Porto de Salvador;

(CEASA): CEASA; (PMTS): Praca Municipal Tomé de Sousa.
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Tabela 03: Perfil biogquimico de isolados de Cryptococcus ndo pertencentes ao complexo neoformans isolados de fe-

zes de pombo, na cidade de Salvador, Bahia.

& o Assimilacéo Fermentacao
3 S 9 " % o 8 Carboidratos Nitro Carboidratos
®) N O —
L g = g @© g o Pz ® [} V|| O () Q Aci
SE 23| 2 a5 5 | m ||8/8Be|88 8 el 8 8|allg| gl 8lalt g EsPeces
o S0 | 2D |0 > | 2 8|2|s|8|8|2|5|3g|S|s|g|C|8] 2 ||8|2|8|3|8]|F
— \ \ = I —_ - = & = o = c = 9

3 Z O < Ol=|&|3 8 % 8 EIX|E =18 e Oz &= 8 =

1 + + - - + 0+ + 4+ 4+ - o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ - - - - - - - C. laurentii
PCG .

1 + - - - + o+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ - - - - - - - C.uniguttulatus

2 + - - - + O+ o+ - o+ - o+ o+ o+ o+ o+ -+ - - - - - - C. uniguttulatus
PMTS 2 + + - - + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ -+ - - - - - C. laurentii

5 + - - - + 4+ 4+ + 4+ 4+ + + 4+ o+ 4+ 4+ o+ - - - - - C. albidus

Fonte: O autor. (+) reacado positiva; (-) reacdo negativa; (Nitro) Fontes de nitrogénio; (PCG) Praca do Campo Grande; (PTS) Porto de Salvador;

(CEASA) Central de Alimentos da Bahia; (PMTS) Praca Municipal Tomé de Sousa.
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Como ja foi dito anteriormente, 18,5% (37/200) das amostras foram positivas para o
género Cryptococcus e de acordo com a identificacdo bioquimica, o perfil das espé-
cies foi de 59,4% (22/37) de C. neoformans, 13,6% (05/37) de C. albidus, 10,8%
(04/37) de C. gattii, 8,1% (03/37) de C. uniguttulatus e 8,1% (03/37) de C. laurentii
(Figura 18). Estratificando essa positividade de isolamento entre os locais estuda-
dos, foi possivel determinar 35,13% (13/37) da Praca Municipal Tomé de Sousa,
32,43% (12/37) da Praca do Campo Grande, 21,62% (08/37) da CEASA 10,81%
(04/37) do Porto (Figura 19).

Figura 18: Espécies de Cryptococcus spp. isoladas de

fezes de pombo, em Salvador, Bahia, 2013

m C. neoformans
W C. albidus

C. gattii
B C. uniguttulatus

m C. laurentii

Fonte: O autor.

Figura 19: isolamento de Cryptococcus sp. em quatro lo-
calidades da cidade de Salvador, Bahia, 2013

B Pragca Municipal Tomé de Sousa
B Praga do Campo Grande
H CEASA

Porto de Salvador

Fonte: O autor
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Ao analisarmos os locais isoladamente, foi possivel notar que a pra¢a Municipal To-
mé de Sousa foi 0 local que apresentou o maior percentual de isolamento de 26%
(13/50), seguido da praca do Campo Grande com 24% (12/50), CEASA com 16%
(08/50) e por fim o Porto de Salvador com somente 8% (4/50). Como pode ser visto
na Tabela 04, a praga Tome de Souza foi o local que apresentou o isolamento de
quatro espécies das cinco identificadas no estudo: C. neoformans, C. laurentii, C.
albidus e C. uniguttulatus; a pragca do Campo Grande trés das cinco: C. neoformans,
C. laurentii e C. uniguttulatus; a CEASA somente duas: C. neoformans e C. gattii e 0
porto de Salvador somente uma: C. neoformans. Dessa forma, foi possivel diagnos-
ticar que a espécie C. neoformans foi a espécie identificada nos isolados dos quatro
locais do estudo; que as espécies C. laurentii e C. uniguttulatus em dois locais e que
as espécies C. gattii e C. albidus somente em um dos locais, como mostrado na Ta-
bela 04.

Tabela 04: Isolamento de Cryptococcus spp. ambientais por local

estudado, Salvador, Bahia.

PCG PTS CEASA PMTS

Espécie \ Local Total
n % n % n % n %

C. neoformans 10 45,45 4 18,18 4 18,18 4 18,18 22

C. gattii - - 4 100 - 4

C. laurentii 1 25 - - 2 75 3
C. albidus - - - 5 100 5
C. uniguttulatus 1 25 - - 2 75 3
Total 12 32,43 4 10,81 8 21,62 13 35,13 37

Fonte: O autor. (PCG) Praca do Campo Grande; (PTS) Porto de Salvador; (CEASA)
Central de Alimentos da Bahia; (PMTS) Praga Municipal Tomé de Sousa.
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8.2 CARACTERIZAGCAO MOLECULAR

O gene URAS foi amplificado com sucesso a partir do DNA das cepas padrdo mole-
culares de Cryptococcus (Figura 20) e dos isolados pertencentes ao complexo neo-
formans, C neoformans e C. gattii como mostra figura representativa (Figura 21),
com produtos de tamanho aproximado de 800 pares de bases. No entanto, para 0s
isolados de espécies distintas do complexo neoformans o gene nao foi amplificado,

apos varias tentativas.

Figura 20: Produto da amplificagdo do gene URA5 de cepas padrao

de Cryptococcus em gel de agarose a 1,5%.

MM 01 02 03 04 05 06 07 08 09

800pb —» |

Fonte: O autor. (MM) Marcador de peso molecular (Amersham — 100bp); 01-08 cepas padréo
WM 148 (VNI), WM 626 (VNII), WM 628 (VNIII), WM629 (VNIV), WM 179 (VGI), WM 178
(VGII), WM 175 (VGIII), WM 779 (VGIV), respectivamente; 09- controle negativo.

Figura 21: Produto da amplificagao do gene URAS5 de isolados ambi-

entais de Cryptococcus em gel de agarose a 1,5%.

MM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

800pb —»

Fonte: O autor. MM: Marcador de peso molecular Promega (100pb); isolados am-
bientais de C. neoformans (01 a 04); C. gattii (05 a 09); Controle negativo (10).
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O estudo tedrico da restricdo dupla, com as enzimas Sau96l e Hhal, nas sequencias
do gene URAS das cepas padrdo foi possivel gerar mapas com distintos perfis de

restricdo (Figura 22) para conferir com os perfis gerados nos géis.

Figura 22: Mapa de restricao do produto de PCR do gene URAS pelas

enzimas Sau96l e Hhal dos padrdées moleculares de Cryptococcus.

WM 148 (VNI) | 213 M e = 503 |  7770b

A WM 626 (VNII) 274 il —— 503 - [ 777 pb
WM 628 (VNIII) 19 | 155 7| 186 i 318 | 779 pb

WM 629 (VNIV) | 119 i 156 M 18 N 318 | 779pb

WM 179 (VGI) 275 U 324 l 180 | 779pb

WM 178 (VGlI) 275 B 128 i ss M 138 i 180 | 779 pb

B WM 161 (VGII) | 275 T 376 | 779pb
WM 779 (VGIV) | 275 | 196 I 180 779 pb

J Sau9s! N Hhal

Fonte: O autor. (pb): pares de bases. (A): C. neoformans; (B): C. gattii

Na sequencia do padrao molecular WM 148 (VNI) nenhum sitio de restricdo para a
enzima Hhal foi encontrado, porém para a enzima Sau96l dois sitios foram localiza-
dos, gerando um perfil com trés fragmentos de 61, 213 e 503 pares de base. Para a
sequencia do padrdo WM 626 (VNII) precede a mesma analise, com apenas um sitio
para a enzima Sau96l, gerando um perfil de dois fragmentos de 274 e 503 pares de
base. Quando o estudo foi feito nas sequencias dos padrbes WM 628 (VNIII) e
WM629 (VNIV), foram encontrados dois sitios para a enzima Hhal e somente um
para Sau96l, exatamente nos mesmos locais, e esses cortes que levaram a um perfil
idéntico, para as duas sequencias, de quatro 4 fragmentos de 119, 156, 186 e 318

pares de base (Figura 22 A).

Para os genotipos de C. gattii foram encontrados perfis distintos dos padrées mole-
culares de C. neoformans. Na sequencia do padrdo WM 179 (VGI) somente a enzi-
ma Sau96l apresentou restricdo, com dois sitios gerando um perfil de trés fragmen-
tos de 275, 324 e 180 pares de base. Um perfil com cinco fragmentos, de 58, 128,
138, 180 e 275 pares de base, foi desenhado para a sequencia do padrdao WM 178

(VGII), pois foram encontrados trés sitios para a enzima Sau96l e somente um para
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a enzima Hhal. As duas enzimas juntas, com um sitio cada, geraram um perfil de
trés fragmentos de tamanhos de 128, 275 e 376 pares de base quando a sequencia
do padrdo WM 161 (VGIII) foi analisada. Por fim, no estudo da sequencia do padrdo
WM 779 (VGIV), foram encontrados trés sitos, dois para a enzima Sau96l e um para
a enzima Hhal, com um perfil de quatro fragmentos de aproximadamente 128, 180,

196 e 275 pares de bases (Figura 22 B).

Apés corrida do gel (Figura 23), observou-se que, para os genotipos de C. neofor-
mans, cada padréo gerou um perfil distinto. Foi observado um perfil de trés fragmen-
tos para o padrao WM 148 (VNI) de aproximadamente 50, 220 e 500 pares de base;
para o padrdao WM 626 (VNII), perfil de dois fragmentos de aproximadamente 260 e
500 pares de base; cinco bandas estimadas em 120, 160, 170, 210 e 310 pares de
base para o padrdo WM 628 (VNIII) e quatro fragmentos de aproximadamente 120,
160, 170 e 330 para o gendtipo WM629 (VNIV) (Figura 23).

Figura 23: Perfil de RFLP do gene URA5 obtido por restricdo dupla com

Sau96l e Hhal de padrdes moleculares Cryptococcus, em gel de poliacri-

lamida a 8%.
MM 1 2 3 4 5 6 7 8 MM
e § »
= M B
I )
S00Ph  wm— - | e 500D
400ph  — ' [— w 400pb
300ph  — - - e ey === 300pb
200pb [N— 200pb
p p
R e—— - -
— N—
= [ —)
et S
100pb ___ 100pb
-

Fonte: O autor.(MM) Marcador de peso molecular (Promega—100bp);01-08 cepas padrao
WM 148 (VNI), WM 626 (VNII), WM 628 (VNIII), WM629 (VNIV), WM 179 (VGI), WM 178
(VGIl), WM 175 (VGIII), WM 779 (VGIV), respectivamente.

Para os gendtipos de C. gatti, semelhantemente ao estudo teorico, foram gerados

perfis distintos de PCR-RFLP do gene URA5 com as enzimas Sau96l e Hhal. Trés
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fragmentos de aproximadamente 180, 280 e 320 pares de base, foram observados
para o padrao WM 179 (VGI); um perfil de cindo bandas estimadas em 50, 130, 140,
200 e 260 pares de base para o genétipo WM 178 (VGII); um de trés fragmentos
aproximados em 120, 280 e 380 pares de base para o padrdo WM 175 (VGIII) e qua-
tro fragmentos de tamanhos aproximados a 120, 180, 200 e 280 pares de base para
0 padrao WM 779 (VGIV) (Figura 23).

Quando a andlise foi feita com os 26 isolados do complexo neoformans, 14 deles
apresentaram perfis semelhantes, os quais geraram trés fragmentos de aproxima-
damente 50, 200 e 500 pares de base; trés isolados apresentaram perfil com bandas
estimadas em 120, 160, 170, 210 e 310 pares de base; cinco isolados geraram um
perfil com quatro fragmentos de aproximadamente 120, 160, 170 e 330 pares de ba-
se; dois isolados apresentaram bandas de aproximadamente 50, 130, 140, 200 e
260 pares de base; um isolado gerou trés fragmentos aproximados em 120, 280 e
380 pares de base; um gerou quatro fragmentos de tamanhos aproximados a 120,

180, 200 e 280 pares de base, como pode ser observado na Figura 24.

Figura 24: Perfil de RFLP do gene URAS5 por restriciao dupla com Sau96l e

Hhal de isolados ambientais de Cryptococcus em gel de poliacrilamida a 8%.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 MM
by
IR
500pb & 500pb
400pb -y >4 = 400pb
300ph  we-— el L e ™™ 300pb
20000 e ) el il >t | joel = 200pb
E =~
100ph e W= 100pb
el ol

—
Fonte: O autor. (MM) Marcador de peso molecular (Promega — 100bp); Isola-
dos ambientais de Cryptococcus sp. (01 a 03): VNI (04): VNIIIl. (05): VNIV.
(06): VGII. (07): VGIII. (08): VGIV.
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Desta forma, foi possivel caracterizar os isolados de Cryptococcus do complexo neo-
formans em 53,8% (14/26) com gendtipo VNI; 19,2% (05/26) como gendtipo VNIV, e
11,5% (03/26) gendtipo VNIII, 7,7% (02/26) como gendtipo VGII, 3,8% (01/26) como
gendtipo VGIII e 3,8% (01/26) do gendtipo VGIV, como mostrado abaixo.

Figura 25: Perfil de gendétipos de Cryptococcus do complexo

neoformans isolados de excretas de pombos em Salvador, BA.

W VNI
m VNIl
m VNIV
VGlI
VGlIl
mVGIV

Fonte: O autor.
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9 DISCUSSAO

Os resultados desse trabalho mostram que o percentual de isolamento de leveduras
do género Cryptococcus de 18,5%, em fezes de pombos em quatro locais de grande
circulacdo de pessoas da cidade de Salvador, foi considerado por nés um valor alto.
Fato que nos remete a uma preocupacao em nivel de saude publica, tendo em vista

ser essa levedura um fungo oportunista com grande potencial patogénico.

Varios autores demonstraram diferentes frequéncias de isolamento da levedura pro-
veniente de amostras ambientais, como excrementos de pombos e de outras aves,
ocos de arvores, vegetais, folhas caidas, dentre outros. As informacdes a cerca da
frequéncia de isolamento do fungo, em diferentes partes do mundo, contribuem para
avaliar epidemiologicamente o género Cryptococcus, além de favorecer o entendi-
mento dos fatores que possam estar relacionados a sua sobrevivéncia e desenvol-

vimento nos diferentes ambientes.

Um trabalho realizado na Colémbia, com isolamento de Cryptococcus em excretas
de pombos, relata um percentual acima do encontrado no presente estudo, com a
presenca de 49,6% de Cryptococcus em 119 amostras de excretas de pombos, de-
monstrando forte positividade em perimetro urbano e grande importancia de empre-
ender campanhas para evitar o acumulo de excretas desses animais (CAICEDO et
al., 2000). Esse percentual e o do presente estudo foram superiores aos encontra-
dos por Lopez-Martinez e colaboradores (1995), na cidade do México, e Granados e
colaboradores (2005), em Bogota, com 9,5% e 7,9%, respectivamente, ambos de

excretas secas de pombos.

O desenvolvimento de Cryptococcus em excretas de aves esté ligado a presenca de
um ambiente favoravel ao crescimento deste fungo, através da sua adaptagéo bio-
quimica, que Ihe confere a habilidade de assimilacdo de creatinina e também do aci-
do urico e das purinas como fonte de nitrogénio, compostos esses, em abundancia
nesse nicho ecologico (NARDELLI et al., 2005), bem como a fatores climéticos que
favorecam seu desenvolvimento, como altos indices de umidade relativa do ar, calor

excessivo, e protecéo aos altos indices de insolacao.



63

Rosario e colaboradores (2010) estudaram swabs do inglavio e excretas de pombos
em gaiolas, nas ilhas Canarias, mostrando 24,47% de isolamento de Cryptococcus
em amostras dos inglavios, com a frequéncia de 9,66% para a espécie C. neofor-
mans, 7,2% para C. uniguttulatus, 6,9% para C. albidus e 0,6% para C. laurentii. J&
nas amostras de excretas, o isolamento foi de quase o dobro, 47,13%, com frequén-
cia de 33,9% de C. neoformans, 5,17% de C. uniguttulatus, 4,59% de C. laurentii e
3,44% de C. albidus. O perfil desse estudo é bastante semelhante ao perfil tracado
nesse estudo, pois também foi possivel isolar e identificar C. neoformans, C. albidus,

C. uniguttulatus e C. laurentii.

No Brasil, s&o poucos os estudos que abordam isolamento ambiental de Cryptococ-
cus e os percentuais de isolamento da levedura s&o bastante variados. Na regido
Sul, Reolon e colaboradores (2004), na capital do Rio Grande do Sul, apresentaram
100% de isolamento em amostras de excretas de pombos de cinco pracas. Para os
autores essa elevada prevaléncia ambiental traz a luz a questdo de minimizar o risco
de exposicdo a microfocos de C. neoformans em locais de circulagdo publica através
da vigilancia das condi¢Ges de higiene e limpeza de excretas, aeracéo, iluminagao
ventilagdo adequadas, bem como monitorizag&o de locais de riscos.

No mesmo estado, porém, somente a partir de amostras de excretas de diversas
espécies de aves do Parque Zooldgico, Abegg e colaboradores (2006) obtiveram um
percentual de 18,2%, semelhante ao presente estudo, identificando porém as espé-
cies C. neoformans e C. gattii. J& no estado do Parana, Lugarini e colaboradores
(2008) mostram uma positividade maior de 25,53% de isolamento, somente da es-
pécie C. neoformans de fezes, cloaca e ingluvio de passeriformes e psittaciformes
de cativeiros. Esse isolamento de Cryptococcus da cloaca dessas aves, no entanto,
vem de encontro aos trabalhos de Rosério e colaboradores (2005) e Cafarchia e co-
laboradores (2006) que nao tiveram o mesmo sucesso e, dessa forma, ndo confir-
mam a hipotese de colonizacdo desses passaros por Cryptococcus. Sorrel e Ellis
(1996) e Lin e Heitman (2006) explicam esse resultado negativo pela ma condi¢cao
de crescimento do fungo, possivelmente pela elevada temperatura corporal das

aves, que gira em torno de 42°C.

Dos trabalhos da regido Sudeste, o de Passoni e colaboradores (1998), no Rio de
Janeiro, de forma contraria, mostra 3,4% de positividade em amostras de excretas

coletadas de aves em cativeiro, como canarios, periquitos e outros psitacideos, indi-
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cando uma correlagao significativa entre a presenca de aves em cativeiro no ambi-

ente doméstico e a probabilidade de sua contaminacao por C. neoformans.

Mais recentemente, Baroni e colaboradores (2006), avaliando a presenca de C. neo-
formans em igrejas do Rio de Janeiro, detectaram 37,8% em amostras de fezes de
pombos e em de 4,9% em amostras de ar. Pode ser que a ocorréncia da levedura
nas torres das igrejas e nas areas adjacentes possa estar relacionada as condices
ambientais que favorecem ao crescimento do fungo, como temperatura moderada do

ar, grande quantidade de excreta de pombos, e abrigo contra a radiacdo solar.

Uma positividade de 26,3% foi demonstrada em excretas de pombos na cidade de
Sao Paulo para a espécie C. neoformans. O estudo também isolou C. gattii de folhas
caidas e troncos de arvores em decomposi¢do do Parque do Ibirapuera, onde exis-
tem exemplares de Eucalyptus camaldulensis, um habitat natural para essa espécie.
Esses resultados chamam atencdo que ambas as espécies estao presentes no am-
biente urbano da cidade de Sdo Paulo em locais onde um grande namero de pesso-
as circula diariamente (MONTENEGRO e PAULA, 2000).

No interior do estado de S&o Paulo, na cidade de Santos, Soares e colaboradores
(2005) isolaram C. neoformans var. grubii em 13.9%, C. albidus em 12,6% e C. lau-
rentii em 8,9% de excretas de pombos e somente a espécie C. albidus em 5,4% de
amostras de ar. Porém, na Cidade de Votuporanga, Rezende e colaboradores
(2008) ndo conseguiram isolamento em amostras de excretas de pombos. J& em
Ribeirdo Preto, Pedroso e colaboradores (2009) mostraram percentuais de 36,5% de
C. neoformans (12 de excretas e 3 de amostras do ar), 36,5% de C. albidus (12 de
excretas e 3 de amostras do ar), 22% de C. laurentii (7 de excretas e 2 de amostras

do ar) e 4,9% de C. uniguttulatus (somente de excretas).

Baltazar e Ribeiro (2008) apresentam percentuais pequenos, em relagdo aos apre-
sentados acima, de 1,2% de C. neoformans, 1,2% de C. gattii e 0,6% de C. laurentii,
na cidade de Vitoria no estado do Espirito Santo, mostrando que espécies nao per-

tencentes ao complexo neoformans ja vem sendo isoladas de amostras de madeira.

Os estudos das cidades de Santos, Ribeirdo Preto e Vitdria corroboram este estudo

com relacdo ao isolamento de espécies ndo pertencentes ao complexo neoformans
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trabalho ja que apresentam isolamento de C. albidus, C. laurentii e C. uniguttulatus

em excretas de pombos, juntamente com espécies do complexo neoformans.

Andrade-Silva e colaboradores (2010) obtiveram um percentual alto de C. neofor-
mans (43,8%) e C. laurentii (23,3%) isoladamente e um percentual menor de 10,9%
das duas espécies juntas em excretas de pombos coletadas em areas externas do
hospital da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, em Uberaba no estado das
Minas Gerais. Além de isolarem C. laurentii de detritos de arvores em 45% das

amostras do estudo.

O isolamento de C. neoformans ndo € relatado somente em excretas de pombos.
Em Campo Grande, Mato Grosso, Filii e colaboradores (2002) isolaram C. neofor-
mans em 50%, das amostras de excretas de aves, como canario-belga, canario-do-
reino, canario-da-terra-verdadeiro, periquito-australiano, calopsita, agapornis, man-
darim, pombo-rabo-de-leque, pombo-africano e papagaio. E em Goias, na cidade de
Goiania, Kobayashi e colaboradores (2005) também apresentam a espécie C. neo-
formans em 20,3% em amostras fecais de pombos e em 14,3% em amostras de eu-

caliptos.

Na regido norte do pais, somente um artigo do estado do Par4a, mostra a presenca
de C. gattii e C. neoformans em apenas onze amostras ambientais na cidade de Be-
lém (COSTA et al., 2009)

Na regido nordeste, Costa e colaboradores (2009), na cidade de Fortaleza, estado
do Cear4, identificaram 27,8% de C. neoformans e 8,3% de C. laurentii de excre-
mentos de pombos; porém nenhum isolado de amostras provenientes da cloaca. Na
Bahia, Santana e Costa (2007) mostram que isolaram 50% de C. neoformans de
fezes de pombos de locais publicos de Salvador. Apesar desse percentual ser mais
elevado do que o apresentado em nossos resultados, os autores somente conse-

guiam isolar a espécies C. neoformans.

No estudo que deu origem a este trabalho, Souza e colaboradores (2010) demons-
traram um percentual menor (12%) de isolamento de Cryptococcus a partir de fezes
de pombo coletadas nos mesmos locais estudado no presente estudo, porém os au-
tores identificaram dois isolados de C. gattii, um na Praca Municipal Tomé de Souza

e outro na CEASA, fato que caracteriza o primeiro isolamento dessa espécie de fon-
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te ambiental em nosso estado e corrobora este estudo que isolou C. gattii de amos-
tras da CEASA. Os isolados da espécie C. neoformans foram encontrados com per-
centuais semelhantes aos deste trabalho no porto de Salvador e na CEASA, acima
na Praca Municipal Tomé de Sousa, 29% frente a 18,18%, e bem abaixo na Praca
do Campo Grande, 29% frente a 45,45%.

Os resultados aqui apresentados trazem a luz o isolamento de cinco diferentes es-
pécies de Cryptococcus de locais publicos associadas a excretas de pombos, 0 que
leva a crer que essas espécies estdo se propagando pela cidade e encontrando
condicbes favoraveis ao seu desenvolvimento. O isolamento de C. albidus, C. lau-
rentii e C. uniguttulatus é o primeiro a ocorrer no estado da Bahia, evidenciando ni-
cho biologico propicio para demais espécies do género e a necessidade de novos
estudos, envolvendo outros tipos de amostras, como do ar atmosférico, excretas de
demais aves, e de ocos de arvores, para tracar a epidemiologia de novas espécies
consideradas patdgenos emergentes, possibilitando uma maior vigilancia ambiental
dessas leveduras. Somado a isso, C. gattii foi, pela segunda vez, isolado desse tipo
de amostras na Bahia, desmistificando a ideia de que essa espécie esta somente
relacionada a ocos de arvores. Além disso, C. gattii foi novamente isolado da
CEASA, dessa vez, em quatro amostras e ndo somente em uma, como anteriormen-

te, 0 que sugere uma area possivelmente endémica para esta espécie.

Muitos trabalhos j& evidenciaram a constante presenca de C. neoformans em excre-
tas de aves, e por muito tempo, a espécie C. gattii foi estritamente associada a arvo-
res de Eucalyptus camaldulensis (ELLIS e PFEIFFER, 1990). Os primeiros relatos
de C. gattii de amostras clinicas humanas originaram das regifes tropicais e subtro-
picais, incluindo partes da Africa, Europa, Australia, Estados Unidos e América do
Sul. Isso representou uma impressao de longa data que a espécie seria um patoge-
no limitado a regido tropical e subtropical (FROMTLING et al, 1982; KWON-CHUNG
e BENNETT, 1984; SORRELL, 2001). Apesar de também ser capaz de assimilar a
creatinina, C. gattii, geralmente, ndo estad associado as excretas de aves, devido,
possivelmente, a regulacao diferenciada de enzimas responsaveis por esse metabo-
lismo (CASALI et al., 2003).

Entretanto, outros recentes isolamentos em paises de regides temperadas como
Estados Unidos, Canada, Europa e Asia tém expandido as areas de incidéncia de C.

gattii (SORRELL et al., 2001). Essa espécie tem sido relatada em diversas partes do
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mundo, como Argentina, Austria, Brasil, Canada, China, india, Italia, Japdo, Coréia
do Sul, Holanda, Espanha, Africa do Sul, Reino Unido, Estados Unidos e Republica
Democrética do Congo, e esta lista aumenta a cada ano. Porém, o estudo de Coglia-
ti (2013) mostra que, em todo o mundo, C. neoformans é definidamente mais fre-

guente, podendo chegar a oito vezes mais que C. gattii (88,6% versus 11,4%).

Staib e colaboradores (1964) ja haviam demonstrado que a ocorréncia de C. neo-
formans e outras espécies do género em excretas de aves ndo é acidental, j& que as
purinas, especialmente &cido Urico, a xantina e guanina, componentes da urina, sdo
em maior ou menor grau assimilados por todas as espécies. Além de ter sido de-
monstrada a associacdo saprofitica de C. neoformans com madeira em decomposi-
cdo, 0 que antes era associado somente a espécie C. gattii (CASADEVALL e PER-
FECT, 1998; LEVITZ et al., 1991).

A concentracdo desse fungo nas excretas também remete a uma preocupacdo. A
meédia de UFC/grama de excreta foi de 10.238,4 para a Praca Municipal, sendo que
este local também foi o que mais apresentou indice de isolamento para a levedura
(13/37). A CEASA apresentou média de 8.987,5 UFC/g, o Porto 8.712,5 UFC/g e a
Praca do Campo Grande apresentou 6.422,6 UFC/g. S&o valores muito altos, de-
monstrando uma alta concentracdo de Cryptococcus nos locais estudados. Essa
analise evidencia a necessidade de medidas de controle e prevencao nos locais es-
tudados, reforcando o perigo que excretas de pombos representa em meio a popu-
lacdo nos diversos locais publicos.

Alguns autores defendem ainda a ideia de que excretas de aves nao infectadas se
tornariam infectadas quando expostas ao ar que contenha células aero solubilizadas
de Cryptococcus (CASADEVALL e PERFECT, 1998). Baseado nessa hipétese,
Krockenberger e colaboradores (2002), em seus estudos, observaram que coalas
sem colonizacdo nasal por C. gattii, quando transferidos para locais com alta preva-
IEéncia ambiental dessa espécie, tornavam-se persistentemente colonizados. Fato
gue pode dar suporte a suposi¢do de contaminagcdo ambiental das excretas, mesmo
havendo necessidade de novas pesquisas para que essa hipotese possa ser confir-

mada.

Com relacéo a exposi¢cdo humana a excretas de animais, alguns trabalhos ja relatam

a criptococose associada a esse fato, como o de Nosanchuk e colaboradores (2000),
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gue descreveram a ocorréncia da criptococose em uma paciente que sofrera trans-
plante renal e estabelecia contato com uma cacatua (ave da ordem dos psitaciforme,

pertencente a familia Cacatuidae).

Ja Shrestha e colaboradores (2004) relataram a transmissdo zoonética de criptoco-
cose pulmonar, a partir de uma calopsita (ou caturra, Nymphicus hollandicus, ave
gue pertence a ordem dos psitaciformes e a familia Cacatuidae) a um paciente rece-
bendo terapia com inibidor de TNF alfa (antagonista de fator de necrose tumoral al-
fa).

Lagrou e colaboradores (2005) reportaram um caso de meningite criptocécica em
paciente imunocompetente do sexo feminino apos exposicdo a excretas de ave de
estimacao da espécie Pega-rabuda (ou Pega-rabilonga, da familia Corvidae) e ob-
servaram que ambos os isolados clinicos e da excreta da ave apresentavam simila-
ridade bioquimica, cariotipica e genética. Esses autores ilustraram, ainda, que nao é
necessario o contato direto com aves de estimacao para propiciar uma exposicao ao
agente e, mesmo em contatos limitados, pode-se evidenciar a aquisicdo da doenca,

até mesmo em pessoas imunocompetentes.

Narayan e colaboradores (2000) relataram criptococose cutanea por C. albidus em
humanos que apresentava doenca de base. J4 Labrecque e colaboradores (2005)
relataram o primeiro caso documentado de infec¢do sistémica por essa mesma es-

pécie em um cao da raca Pinscher.

O isolamento de C. laurentii como agente causador de criptococose também é raro.
Em Lisboa, ao estudar 46 caes com quadro de otite por levedura, constatou-se que
13,1% apresentaram essa espécie como agente etiolégico (BERNARDO et al.,
1998). Em aves da espécie Lamprotornis chalybaeus, essa levedura foi associada a
perda de plumagem (DECOSTERE et al., 2003). Cheng e colaboradores (2001) rela-
taram um caso de fungemia em neonato causada por C. laurentii, que também foi
responsavel por um caso de meningoencefalite em paciente com HIV (MANFREDI et
al., 2006).

Shankar e colaboradores (2006), na india, relatam um caso de criptococose pulmo-
nar causada por C. laurentii em um paciente diabético que estava em tratamentos

antirretroviral para HIV e também para tuberculose. A baciloscopia revelou células



69

leveduriformes capsuladas que foram identificados como C. laurentii. Naquele mes-
mo pais, Kulkarni e colaboradores (2012) reportaram um caso de paciente com crip-
tococose cutanea primaria causada por C. laurentii apos transplante renal na cidade

de Bangalore.

Pan e colaboradores (2012) apresentaram um caso de meningite criptocdcica que
ocorreu na China, causada por C. uniguttulatus resistente a azéis e fluocitosina, evi-
denciando cepas ja com mecanismos de resisténcia frente aos antifUngicos mais

empregados para o tratamento da doenca.

Apesar do grande interesse, a identificacdo de espécies de Cryptococcus de origem
ambiental, em todo o mundo séo, raramente, sujeitas a andlise molecular. Sendo
que informacdes aprofundadas como estas podem ajudar a entender quais genéti-
pos podem estar envolvidos em determinadas regides, bem como entender melhor o
potencial de viruléncia, susceptibilidade frente a antifingicos, e manifestacfes clini-
cas das doencas que estas cepas podem causar. Faz-se necessario, entdo, cada
vez mais, identificar espécies de Cryptococcus em nivel molecular, para que seja
possivel tracar um perfil epidemiolégico adequado para essa levedura e contribuir

para a vigilancia ambiental dessas leveduras.

N&o é de hoje que autores demonstram interesse na identificacdo de gendétipos de
Cryptococcus. Em 1999, Meyer e colaboradores ao tracarem um perfil de isolamento
para genétipos de C. neoformans em paises como o Brasil, Estados Unidos, Argen-
tina, Italia, india, paises do sul da Africa, Tailandia, Papua Nova Guiné, Nova Zelan-
dia e Australia, evidenciaram que a maioria dos isolados pertenciam ao genaétipo VNI
(78%), seguido de 18% de VNII, 3% de VNIV e 1% de VNIII. Até aguele momento,
estudos apresentavam discreta identificacdo genotipica, sendo a Australia o Unico
pais a ja apresentar todos os tipos moleculares para C. neoformans.

Ja Springer e Chaturved (2010), ilustraram a presenca global de genotipos da espé-
cie C. gattii, onde ja se percebia que, entre isolamento clinico e ambiental, essa es-
pécie ja estava muito mais evidente. E o que podemos ver nas Américas, Europa,
Paises do sul da Africa, Australia e Nova Zelandia e Sul da Asia. Esse estudo serviu
para demonstrar que os genotipos VGI e VGII sdo prevalentes em todo o mundo,
enquanto que VGIII e VGIV apresentam menor isolamento.
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Hoje, o que a literatura aponta, sdo varios genotipos em todo o globo, reflexo do
emprego de varias técnicas de identificacdo molecular, como as técnicas de PCR,
RAPD, RFLP, e AFLP, ou do retrato de uma real dispersdo de leveduras de Crypto-
coccus em todo o mundo. Meyer e Trilles (2010) mostraram que a infecgao pelos
quatro tipos moleculares existentes de C. gattii € substancialmente menos comum,
em torno de 20%, enquanto que as infec¢Bes causadas pelos também quatro tipos
moleculares de C. neoformans se distribuem nos 80% restantes. Os resultados des-
se estudo mostram que a predominancia de 53,8% para o gendtipo VNI corrobora
aos estudos Meyer e colaboradores (1999) e Meyer e Trilles (2010), que genotipa-
ram o VNI por todo o mundo.

Na realidade, o gendtipo da espécie C. gattii passou a ser investigado apds um surto
de criptococose no Canada. Esse estudo mostra que dos 95,2% dos isolados clini-
cos, 83,3% dos isolados veterinarios e todos os isolados ambientais o genoétipo en-
contrado foi do tipo VGII (KIDD et al., 2004). Prevaléncia que se repete em de C.
gattii isolados de fontes ambientais do Canada e noroeste dos Estados Unidos
(KIDD et al., 2007) e no sudoeste de Porto Rico (LOPERENA-ALVAREZ et al.,
2010).

Na Colébmbia, Escanddn e colaboradores (2006) ja encontram outros tipos molecula-
res e relatam que, dos Cryptococcus isolados de excretas de pombos, 98,2% foram
do gendtipo VNI e 1,8% do VNII. J& dos isolados obtidos de material vegetal e do
solo a frequéncia foi de 53.5% do tipo VGII, 28,7% do VNI, 11% do VGIII, 6.3%do
VGIV e 0, 5% do VGI.

Frasés e colaboradores (2008), na Espanha, mostram uma frequéncia de 84.7% de
C. neoformans em contraste aos 15.3% de C. gattii, de fontes diversas. Nesse estu-
do foi possivel observar que o genoétipo VNI é de fato o mais frequente, com 33%,
seguido de 28,9% de VNIII, 14,4% de VGI, 12,4% de VNIV e 11,3% de VNII.

De um estudo amplo desenvolvido com amostras ambientais e clinicas provenientes
de diversos estados brasileiros, os autores observam que de forma global foi possi-
vel detectar os tipos moleculares mais comuns no Pais sdo VNI (64,0%) e VGII
(21,0%). Porém, quando os dados sao estratificados por macro regides, essa fre-
guéncia é observada de forma diferente, pois nas regides Norte e Nordeste do pais

o predominio é de VGII, em torno de 64%; e para as regides Centro-Oeste, Sudeste
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e Sul o mais frequente, de fato, € o VNI, por volta de 75,4%. Os outros genaétipos

foram encontrados em menor proporcéo (TRILLES et al., 2008)

O tipo molecular VGII encontrado na presente pesquisa é predominante na regiao
Norte e Nordeste do Brasil (SANTOS et al., 2008; TRILLES et al., 2008; COSTA et
al., 2009), em Porto Rico (LOPERENA-ALVAREZ et al., 2010), no noroeste dos Es-
tados Unidos (KIDD et al., 2007) e coincide com o tipo responséavel pelo surto no
Canada (KIDD et al., 2004), sugerindo assim a possibilidade de dispersdo do
Cryptococcus gattii VGII pelo continente americano partindo do Canada e estando
presente até mesmo na regido Centro-Oeste do Brasil. Os tipos VGIII e VGIV tam-

bém foram relatados.

Dados nacionais de caracterizacdo genotipica de Cryptococcus de amostras ambi-
entais sao escassos. Alguns estudos demonstram a prevaléncia de VNI e VGII
mesmo em fontes ambientais (LUGARINI et al., 2008; TRILLES et al., 2008; SOUZA
et al., 2010). Entretanto outros tipos como o VGI e VNII também tem sido descritos
(ABEGG et al., 2006; ANDRADE-SILVA et al., 2010).

Essa tipagem € também evidenciada em Casali e colaboradores (2003), no Rio
Grande do Sul, que determinaram os gendétipos de C. neoformans, de fontes clinicas
e ambientais, em 83,9% de VNI 7,3% de VNIV; e todos os isolados da espécie C.
gattii como VGIIl. Ja Ribeiro e Ngamskulrungroj (2008), no estado do Espirito Santo,
e Diniz e colaboradores (2009), no estado de S&o Paulo, constataram que 100% dos
isolados pertenciam ao tipo molecular VNI, seja em amostras de excretas de pom-
bos ou de fontes ambientais diversas, respectivamente. O mesmo foi verificado em
Uberaba, Minas Gerais, quando Ferreira-Pain e colaboradores (2010), em excretas
de pombos, detectaram que 95% dos isolados apresentaram genoétipo VNI e 5%
VNII. Esses ultimos autores, ao estudarem sete isolados da espécie C. laurentii veri-
ficaram perfis semelhantes entre si e especificos, ndo permitindo fazer distincdo en-

tre essas espécies.

O mesmo tipo molecular entre os isolados clinicos e ambientais pode sugerir uma
associacao entre excretas de pombos e fonte de contaminagdo no meio ambiente. E
0 que mostra o estudo de Souza e colaboradores (2010), em Goiania, que investiga-
ram isolados de origem clinicas, obtidas a partir do liquido cefalorraquidiano de paci-

entes com SIDA, e de origem ambientais, isoladas de excretas de pombos e de ar-
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vores de eucalipto. O trabalho mostra a determinacdo molecular de VNI, C. neofor-
mans var. grubii, em isolados clinicos e ambientais, enquanto o tipo VGIII, C. gattii,

somente em isolados clinicos.

Costa e colaboradores (2009), no estado do Para, foram uns dos primeiros autores a
reportarem a ocorréncia molecular de VNI e VGII de amostras ambientais. No entan-
to, Freire e colaboradores (2012) investigando isolados de pacientes internados em
hospital no estado do Amazonas apresentou que 68,4% foram do tipo VNI, 29,8% do
VGIl e 1,8% do tipo VNII. Esses dois estudos podem servir de base para comprovar
gue os perfis de isolamento ambiental sdo, em sua maioria, semelhantes aos identi-
ficados em pacientes, 0 que faz levar a crer que estes possam ser 0s grandes res-

ponsaveis pelas infeccbes e humanos.

Na Bahia, a determinacdo genotipica de Cryptococcus havia sido realizada, até en-
tdo, somente para leveduras de origem clinica. Matos e colaboradores (2012) carac-
terizaram Cryptococcus oriundos de casos de meningite em humanos e mostraram
98% de C. neoformans como VNI, 2% como VNII, e 100% dos isolados de C. gattii
pertencentes ao gendtipo VGII, dados que corroboram estes resultados. Esses dois
gendtipos, VNI e VGII, parecem apresentar uma viruléncia maior que outros, ja que
mesmo com demais genotipos nessa cidade, estes sdo relatados como 0s principais

associados a infeccdo em todo o mundo.
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CONCLUSOES

. A positividade para Cryptococcus nas amostras encontradas nos locais de es-

tudo, Porto, CEASA, Praga Municipal Tomé de Souza e Pragca do Campo
Grande, associado ao grande numero de pombos (Columba livia), apontam
para a existéncia de riscos sanitario/ambiental que devem servir de alerta aos

orgaos de vigilancia sanitaria em nosso estado.

Esse trabalho traz pela primeira vez a identificacdo de C. albidus, C. laurentii

e C. uniguttulatus de excretas de pombos (Columba livia).

. A presenca de C. gattii em fezes de pombos, pela segunda vez, isolado na

Central de Abastecimento de Salvador, derruba a teoria de que essa espécie
esta somente relacionada a ocos de arvores e que esse local deve ser obser-

vado como um possivel local endémico para aquela espécie.

. A identificagdo molecular evidenciou a existéncia de seis genétipos de

Cryptococcus em nossa cidade, sendo eles VNI, VNIII, VNIV, VGII, VGIII e
VGIV. Esse € o primeiro estudo de caracterizacdo molecular de Cryptococcus

isolados de fontes ambientais em nosso estado.
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11 CONSIDERACOES FINAIS

O aumento do numero de casos de micoses invasivas nos ultimos anos, também
devido ao aumento do nimero de doentes imunocomprometidos, como € o caso dos
doentes infectados com o virus HIV e doentes transplantados, entre outros, tem feito
com que estas infec¢des se tornem cada vez mais relevantes para a saude publica.

A criptococose € uma das micoses mais comuns e letais nos doentes com SIDA.

Cryptococcus ja vem sendo uma levedura frequentemente isolada em varias partes
do mundo, inclusive no Brasil. De longa data, essa levedura € responsavel, em nos-
S0 pais, por uma consideravel morbimortalidade em pacientes com comprometimen-
to imunoldgico, bem como também em pacientes imunocompetentes. E com o au-
mento da incidéncia da SIDA, dos transplantes de 6rgdos, e de demais doencas de
base, esse problema pode trazer prejuizos a saude dos brasileiros. Associado a is-
S0, a macica presenca de pombos em diversas partes do nosso pais reflete na pos-
sibilidade desta levedura estar espalhada pelos centros de distribuicdo e comércio
de alimentos, pracas publicas, praias e avenidas de diversas cidades do Brasil.

As acbes de reducédo do risco de contaminagdo por Cryptococcus, nas areas estu-
dadas, de forma geral, envolvem a adocéo de medidas que primariamente atuem na
reducdo dos vetores do fungo. Tais medidas passam fundamentalmente pela erradi-
cacao dos recursos responsaveis pela manutencédo das populacdes de pombos co-
mo disponibilidade alimentar, fontes de agua e locais de abrigo. Associado a essas,
medidas de higiene e limpeza adequada dos locais de deposicdo das excretas tam-
bém sdo fundamentais para a reducdo da proliferacdo do fungo em questdo, com

posterior monitoramento das medidas mencionadas.

Além disso, e talvez mais importante, seja necessaria a implantagdo de um progra-
ma de alta abrangéncia tratando de aspectos que promovam uma conscientizacao
da populacéo, para que os cidadaos entendam o real problema que essa levedura
pode trazer, e assim, evitar alimentar ou oferecer abrigo a pombos e demais aves
gue possam apresentem excretas com potencial para desenvolvimento de Crypto-

coccus.
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A reducao dos efetivos dessas aves, através de controle e manejo das populagdes,
somente seria recomendada em situagdes extremas, caso as medidas mencionadas
anteriormente ndo surtissem efeito e fossem esgotadas todas as demais formas de
controle empregadas. Para isso, trata a Instrucdo Normativa N° 141 de 19 de de-
zembro de 2006 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), que regulamenta o controle e o manejo ambiental da fauna
sinantropica nociva, onde populacfes de espécies sinantropicas podem ser declara-
das nocivas pelos 6rgaos federal ou estadual do meio ambiente ou, ainda, pelos o6r-
gaos da saude e agricultura, quando assim acordado com o 6rgdo do meio ambien-
te. A eliminagéo direta de individuos das espécies nocivas deve ser efetuada somen-
te guando tiverem sido esgotadas as medidas de manejo ambiental competente nos

respectivos Estados.

A compreensdo dos aspectos ecoldgicos de Cryptococcus pode fornecer dados im-
portantes de como as particulas infecciosas sdo produzidas, e como é a propagacao
de leveduras no ambiente, além de um melhor entendimento da interacdo do fungo
com o meio ambiente, e 0 porqué de novas espécies estarem surgindo. Contudo,
mais estudos devem ser conduzidos no intuito de melhor estabelecer tais caracteris-
ticas, e poder tracar um perfil epidemioldgico do fungo, contribuindo com informa-
cOes que possam ser aplicadas em prol da saude através da vigilancia sanitaria e

ambiental.
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PERSPECTIVAS

. Apresentar as autoridades da vigilancia sanitaria e ambiental do nosso esta-

do, os resultados mostrados nesse trabalho, demostrando a importancia em
alertar a populacao sobre a presenca de patdgenos emergentes em excretas

de pombos;

. Avaliar a susceptibilidade antifungica dos isolados ambientais de Cryptococ-

Cus,

Dar continuidade ao estudo de isolados ambientais do complexo neoformans,

em nivel molecular determinando os sorotipos e “mating type”;

Dar continuidade ao estudo caracterizando os isolados ambientais do com-
plexo ndo neoformans, em nivel molecular determinando através da analise

da regido ITS1, 5.8S e ITS2, bastante conservada em fungos;

. Estabelecer correlagbes entre isolados ambientais e isolados provenientes de

casos clinicos de Salvador.
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