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RESUMO

A criptococose é uma das infec¢des fungicas de maior importancia no campo
médico, uma vez gue seu acometimento estd quase sempre associado a
pacientes imunodeprimidos e pelo grave curso da doenca. A distribuicdo dos
seus agentes na natureza tem sido amplamente estudada nas ultimas décadas,
mas, muito ha de se entender a respeito da sua distribuicao, ciclo bioldgico e
formas de aquisicdo da doenca. Esse estudo, teve como objetivo principal, o
estudo da susceptibilidade a antifungicos de isolados dos agentes da
criptococose em amostras de excretas de pombos e solo nas proximidades de
estabelecimentos de saude da capital Boa Vista, Roraima. Entre janeiro a abril
foram coletadas 33 amostras de exctetas de pombos e/ou poeira do solo nas
proximidades de 10 estabalecimentos de saude. Para determinacdo da
identidade taxondmica dos isolados, leveduras do complexo de espécies
Cryptococcus neoformans - Cryptococcus gattii foram empregadas provas de
identificacdo bioquimica, que sdo em sua maioria baseadas em atividades
enzimaticas, metabdlicas e biolégicas, sendo as provas de atividade de
fenoloxidase, urease, crescimento em meio contendo L-canavanina,
sensibilidade a cicloheximida, bem como ensaios de susceptibilidade a
Fluconazol e Anfotericina B por disco difusdo, utilizados para compreenséo do
perfil de sensibilidade ou resisténcia dos isolados. De um total de 15 amostras
suspeitas oito foram confirmadas. Desse total, sete foram positivos para C.
neoformans e um para C. gattii. Dentre os isolados de C. neoformans, quatro
foram encontrados em amostras de solo e um de excreta de pombo. O Unico
isolado de C. gattii foi proveniente de amostra de solo. Todos os isolados de C.
neoformans apresentaram sensibilidade aos antifingicos testados. Apenas C.
gattii, nesse estudo, apresentou resisténcia ao Fluconazol; para Anfotericina B,

esse isolado foi sensivel.

Palavras-chave: Criptococose. Epidemiologia. Cryptococcus neoformans.
Cryptococcus gattii.



ABSTRACT

Cryptococcosis is one of the most important fungal infections in the medical field,
since its involvement is almost always associated with immunosuppressed
patients and the serious course of the disease. The distribution of its agents in
nature has been widely studied in the last decades, but much has to be
understood about its distribution, biological cycle and ways of acquiring the
disease. The main objective of this study was to study the antifungal susceptibility
of cryptococcosis isolates from excreta samples of pigeons and soil in the vicinity
of health facilities in Boa Vista, Roraima. Between January and April, 33 samples
of pigeons and / or soil dust were collected in the vicinity of 10 health
establishments. In order to determine the taxonomic identity of the isolates,
yeasts of the complex of Cryptococcus neoformans - Cryptococcus gattii were
used biochemical identification tests, which are mostly based on enzymatic,
metabolic and biological activities, being evidence of phenoloxidase activity,
urease, growth in medium containing L-canavanine, susceptibility to
cycloheximide, as well as susceptibility tests to Fluconazole and Amphotericin B
by disk diffusion, used to understand the sensitivity or resistance profile of the
isolates. Of a total of 15 suspected samples, eight were confirmed. Of these,
seven were positive for C. neoformans and one for C. gattii. Among the isolates
of C. neoformans, four were found in soil samples and one in pigeon excreta. The
only C. gattii isolate was obtained from soil samples. All isolates of C. neoformans
showed sensitivity to the tested antifungal agents. Only C. gattii, in this study,
presented resistance to Fluconazol; for Amphotericin B, this isolate was sensitive.

Keywords: Cryptococcosis. Epidemiology. Cryptococcus neoformans. Cryptococcus
gattii.
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1. INTRODUCAO

A importancia clinica das infec¢gbes fungicas tem aumentado
drasticamente nas Ultimas décadas. Somente com o inicio da pandemia da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) em 1980, a criptococose se
tornou reconhecida. Também conhecida por torulose, blastomicose européia,
doenca de Busse-Buschke, é uma doenca com evolucao subaguda ou crdnica,
de natureza cosmopolita, causada pelo complexo de espécies Cryptococcus
neoformans - Cryptococcus gattii. Essas leveduras sdo responsaveis pelo
desencadeamento de micose primariamente pulmonar, e que apresentam
tropismo pelo sistema nervoso central (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004;
PERFECT, 2010). A doenca é adquirida pela inalagdo de propagulos infecciosos
dos membros do complexo de espécies C. neoformans e C. gattii presentes no
ambiente (PERFECT, 2005).

E importante definir criptococose por dois aspectos indispensaveis: uma
doenga causada pelo C. neoformans particularmente em imunodeprimidos e
outra doenca que tem se destacado pelo seu carater primario, quando sua
etiologia é causada pelo C. gattii (CONSENSO, 2008). Na clinica, observa-se
gue as manifestacBes da criptococose priméria sdo mais severas que aquela
oportunista causada por C. neoformans (HERKERT et al., 2017). Ambos agentes
causam meningoencefalite, de evolucdo grave e fatal, acompanhada ou ndo de
lesdo pulmonar evidente, fungemia e focos secundarios para pele, 0ssos, rins,
supra-renal, entre outros (CONSENSO, 2008). Os 6rgdos mais afetados por
essa micose sdo o Sistema Nervoso Central (SNC) e o trato respiratorio.
Entretanto a doenca pode manifestar-se em qualquer 6rgao do corpo humano, e
a disseminacdo pode ocorrer para multiplos 6rgdos em pacientes que estdo
gravemente imunodeprimidos (PERFECT; CASADEVALL, 2002).

Em 2014 foi identificado no Brasil o primeiro caso de criptococose
cutinea em paciente imunocompetente causada por C. gatti VGI
(LEECHAWENGWONSGS et al., 2014). Essa condi¢ao ocorre em 10 -15% dos
casos de criptococose sistémica e manifesta-se geralmente como consequéncia
da fungemia. Pode apresentar les6es polimérficas, podendo manifestar-se sob

a forma de papulas, nédulos, placas, vesiculas, bolhas, abscessos, celulite,
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Ulceras ou puarpura, mimetizando facilmente outras entidades, como molusco
contagioso, sarcoma de Kaposi ou outras infeccbes fungicas sistémicas
(DHARMSHALE et al., 2006; MURAKAWA et al., 1996).

A meningite criptocécica, uma das complicacdes mais graves da doenca,
estd associada a mortalidade substancial, sendo a mais importante infeccéo
fungica oportunista com alta mortalidade em pacientes portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), mesmo com uso de terapia antifungica,
tornando-se uma das micoses mais importantes do mundo (ILLNAIT-ZARAGOZI
et al., 2014; MAY et al., 2016; PARK et al., 2009). Segundo dados do Consenso
em Criptococose (2008) acredita-se que mortalidade por criptococose é
estimada em 10% nos paises desenvolvidos chegando a 43% nos paises em
desenvolvimento, correspondendo aos achados de Ramirez e colaboradores
(2017) que apontam que a meningite criptococica € responsavel por 42% da

mortalidade em pacientes com infec¢cdes pelo HIV na América Latina.

No que se refere a ecoepidemiologia, os estudos envolvendo os agentes
da criptococose se espalham por todo o mundo e em diferentes regides do Brasil
(BRITO-SANTOS et al., 2015; CICHON et al., 2011; CATTANA et al., 2014;
FORTES, 2001; MAY et al., 2016). Diversas técnicas tém auxiliado a
identificacdo do perfil ecoepidemiolégico dos agentes da criptococose. As
tecnologias de biologia molecular tém cada vez mais se desenvolvido,
especialmente para realizar a diferenciacdo genética intraespecifica de C.
neoformans e C. gattii. A técnica do polimorfismo no comprimento de fragmento
de restricao (RFLP, do inglés, Restriction Fragment Length Polymorphism), tem
sido peca fundamental para esse processo como ferramenta para perfilar os
tipos moleculares de C. neoformans (VNI, VNII, VNIl e VNIV) e C. gattii (VGI,
VGII, VGIIl e VGIV) (MEYER et al., 2003).

Estudos realizados por Trilles e colaboradores (2008) mostraram
consideravel diversidade genética entre as cepas de C. neoformans e C. gattii.
Foi estudada a diversidade molecular de 443 isolados dentre isolados clinicos e
ambientais de C. neoformans e C. gattii, de 11 Estados brasileiros, inclusive

Roraima.
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A criptococose foi por muito tempo considerada uma doenca tropical e
subtropical; no entanto, um surto da doenca na ilha de Vancouver, Canada em
1999, regido de clima temperado, pressupde que C. gattii pode se adaptar a
novos ambientes (KIDD et al., 2004).

Reforcando essa hipotese, Fortes (2001) mostrou que, apesar dos
estudos indicarem a distribuicdo de C. gattii ligados a eucalipto e ambientes
temperados, foi possivel isolar essa levedura na llha de Maraca, Roraima,
ambiente de floresta tropical, selvagem e sem acdo do homem. Esse estudo
abriu questionamentos para a discussao de novos conceitos a respeito do habitat
do C. gattii.

Em 2013, Hagen e colaboradores elaboraram uma hipétese, com base
em analise de recombinacéo filogenética, na qual propde que os surtos de C.
gattii (VGII) ocorridos na llha de Vancouver, Canada e nos Estados Unidos tem
origem em floresta de clima tropical na América do Sul, Brasil. Reforcando os

estudos de Fortes em 2001.

Apesar de ser estudada desde 1894, somente nos ultimos quase 50 anos
as pesquisas em criptococose tem apresentado avancgos significativo quanto a
sua taxonomia, epidemiologia, estrutura capsular, fatores de viruléncia,
sorotipos, genotipos especificos e susceptibilidade aos antifungicos.

A frequéncia da criptococose no Brasil em pacientes com SIDA, em ordem
de prevaléncia, € a segunda maior que acomete esse grupo de risco, contudo, 0
aparecimento de criptococose em imunocompetentes, especialmente em
criancas, na Regiao Norte e Nordeste do Brasil, por C. gattii, suscita um olhar
mais critico e profundo sobre a doenca (CORREA et al., 1999; SANTOS et al.,
2000).

Ha tempos se estuda no mundo inteiro dejetos de pombos como
substratos naturais para C. neoformans (EMMONS 1955; CURRIE BP;
FREUNDLICH; CASADEVALL 1994).

Em Roraima, a histéria da criptococose e seus estudos data desde 1997,
guando foi possivel realizar o primeiro diagnostico da doenca com o isolamento
do agente, sendo um caso de infeccdo mista em indigena Yanomami (FORTES
et al., 1999; FORTES et al., 2003). Nos ultimos 20 anos foram diagnosticados
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cerca de 50 casos de criptococose em Roraima e nos casos em que foi possivel
isolar o agente etioldgico, houve caracterizacdo fenotipica, o que possibilitou
apontar perfil epidemiolégico de criptococose oportunista em pacientes HIV
positivo e  criptococose primaria em  pacientes  aparentemente
imunocompetentes (FORTES, 2002; FORTES, 2003; MACEDO, 2007; REIS,
2018).

A deteccéo e identificacdo dos agentes da criptococose nas proximidades
de estabelecimentos de saude que albergam maior concentragdo de pombos e
possivel presenca desses agentes em seus excrementos, pode auxiliar na
compreensao dos mecanismos de propagacdo e aquisicdo da doenca por
individuos imunocomprometidos e imunocompetentes. Assim, este estudo visou
contribuir com estudos que permeiam o contexto “hospedeiro-ambiente”, para
compreender a ecoepidemiologia das leveduras do complexo de espécies C.

neoformans — C. gattii na cidade de Boa Vista.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Criptococose: contexto historico

Os primeiros registros de isolamento de Cryptococcus datam 1894 e
1895 por Sanfelice (1861-1945), nascido em Roma, Italia, fundador e primeiro
diretor do Instituto de Higiene da Universidade de Cagliari, Italia. Naquele estudo,
a partir de um sumo de péssego que foi fermentado em frasco ndo-estéril, foi
possivel isolar pela primeira vez uma levedura que foi denominada
Saccharomyces neoformans. Tal trabalho, marco inicial dos estudos sobre
criptococose, foi publicado na Revista do Instituto de Higiene da Universidade do
Cagliari, Itélia (LACAZ, 2002). O segundo pesquisador, Otto Busse, Professor de
patologia na Universidade de Greifswald, Alemanha, descreveu um patégeno
perigoso removido de uma lesdo na tibia de uma mulher. Por considerar o
organismo parecido com o género Saccharomyces, denominou o patégeno
como Saccharomyces hominis (BARNETT, 2010).

Em 1901, Jean Paul Vuillemin (1861-1932), Professor de Historia Natural
na Faculdade de Medicina da Universidade de Nancy, Franca, transferiu-os do

género Saccharomyces para o género Cryptococcus (origem do grego, krypto —
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oculto/secreto, e kokkos - grao/formato esférico), nesse momento ele
considerou o fato de que o Cryptococcus nao produzem ascosporos (BARNETT,
2010).

Por volta de 1921, Rhoda Benham, da Universidade de Columbia, em
New York e Jacomina Lodder no Centraalbureau voor Schimmelcultures em Delft
apontaram que outros estudos, nos quais foram encontradas muitas leveduras e
gue na oportunidade receberam nomes diferentes, pertenciam a mesma
espécie. Naquela época, Benham batizou a espécie considerando-as como
Cryptococcus neoformans. Até que em 1950, Benham de forma bem-sucedida
recomendou a adoc¢do de 'Cryptococcus neoformans' como o nome auténtico
para os isolados (BARNETT, 2010).

Em 1895, Otto Busse, evidenciou em sua pesquisa, células com parede
celular espessa e, em 1896 fez o primeiro esbog¢o do que conhecemos hoje como
sendo a capsula da levedura. Em 1930, Arthur Henrici publicou um excelente
desenho de um corte transversal de meninges infectadas por C. neoformans, na
época, chamado de Torula histolytica, mostrando grandes espac¢os capsulares
em torno das células de levedura, o material capsular era evidentemente
secretado pela levedura e nao formado pelos tecidos (GLEICA, 2016).

Mais tarde, Benham n&do sO descreveu a capsula e incluiu desenhos
destas em seus estudos, como utilizou-as para produzir anticorpos aglutinantes,
iniciando assim a caracterizacdo antigénica desta espécie (BARNETT, 2010).
Até meados de 1949, C. neoformans foi considerado uma espécie anamorfa
homogénea (assexuada). Entre 1949 e 1960, Edward Evans e seus colegas
publicaram uma série de artigos ampliando os estudos antigénicos de Benham.
Trés sorotipos foram descritos (A, B e C) com base nas diferengas antigénicas,
0 polissacarideo capsular e, 20 anos mais tarde, um quarto sorotipo (D) foi
descoberto. Esta foi a primeira evidéncia clara de que C. neoformans é
taxonomicamente heterogéneo (BARNETT, 2010).

Os primeiros casos em que envolveram atividades fungicas e que deram
inicio aos estudos para a descoberta de uma nova espécie causadora de
Criptococose, que ndo somente C. neoformans, veio com os estudos de
Vanbreuseghem e Takashio (1970), os quais avaliaram um isolado atipico obtido
de paciente com meningite criptococica na Republica do Congo. Apos

experimentacdo animal, foram observadas formas atipicas, alongadas e até
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mesmo baciliformes, ao lado de células classicas redondas; em razéo disto, foi
proposto que aquele isolado fosse denominado Cryptococcus neoformans var.
gattii VANBREUSEGHEM; TAKASHIO, 1970).

Durante varios anos, acreditou-se que o agente da criptococose era uma
Unica espécie de levedura capsulada com duas variedades, com diferencas
marcantes nos aspectos antigénicos, bioquimicos, genéticos, ecoldgicos e
epidemiologicos (KWON-CHUNG et al, 2002). Em 2006, Kwon-Chung e
colaboradores propuseram a segregacdo em duas espécies: Cryptococcus
neoformans (Sanfelice) Vuilemin compreendendo duas variedades e trés
sorotipos [C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C. neoformans var. neoformans
(sorotipo D) e um sorotipo hibrido AD], enquanto C. gattii (Vanbreuseghem e
Takashio) KwonChung e Boekhout compreende aos sorotipos B and C (KWON-
CHUNG; VARMA 2006).

Contudo, os avancos tecnoldgicos envolvendo ferramentas moleculares,
entre outras a reacdo do Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de
Restricdo (RFLP) dos genes do monofosfato de orotidina pirofosforilase (URAS)
e da fosfolipase B (PLB1) possibilitaram a identificagdo de oito tipos moleculares
principais: VNI e VNII (sorotipo A), VNIII (sorotipo AD), VNIV (sorotipo D),
VGI,VGII, VGIII, e VGIV (sorotipos B e C); nenhuma correlacdo entre sorotipo e
tipo molecular é relata para C. gattii (MEYER et al, 2003). Diversos subtipos
moleculares podem ser identificados pela técnica de “multi-locus sequence
typing” (MLST) de diferentes genes (Meyer et al, 2009).

Embora haja a proposicéo de sete diferentes espécies para 0s agentes
da criptococose (HAGEN et al, 2015), ndo ha consenso na esfera cientifica para
utilizacdo de nova nomenclatura, de forma que neste trabalho serd adotado o
termo complexo de espécies de Cryptococcus neoformans - Cryptococcus gattii,
conforme recomendado por KWON-CHUNG e colaboradores (2017).

2.2. Complexidade molecular das espécies de Cryptococcus

2.2.1. Agentes etiolégicos

Os agentes da criptococose apresentam-se como leveduras globosas ou

ovaladas, com 3 a 8um de diametro, geralmente com brotamento Unico ou
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multiplo, de colo estreito, envolvidas por caracteristica capsula
mucopolissacaride. Sao considerados como agentes etiol0gicos da criptococose
as leveduras do complexo de espécies Cryptococcus neoformans -
Cryptococcus gattii e correspondem a forma assexuada de basidiomicetos
zoopatogenos (CONSENSO, 2008). O componente capsular predominante é
glucuronoxilomanana, determinante dos sorotipos A, D e AD pra C. neoformans
e B e C para C. gattii (KWON-CHUNG et al., 2006).

2.2.2. Origem dos agentes e propostas de taxonomia

Discussbes realizadas durante anos a respeito da taxonomia dos
agentes da criptococose, pertencentes ao género Cryptococcus, levaram ao
entendimento de uma nova espécie, antes considerada apenas uma variacao
dentro de Cryptococcus neoformans. Por esse motivo, reconhecer Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii se fez necessario ndo s6 devido as suas
diferencas bioldgicas e ecoldgicas, mas também pela suas diferentes interacdes
com o estado imune do hospedeiro, uma vez que infeccbes por C. gattii foram
documentadas prevalentemente em individuos imunocompetentes, enquanto a
maioria dos pacientes infectados com C. neoformans foram em
imunocomprometidos, sobretudo aqueles com infeccao pelo HIV (SPEED;
DUNT, 1995; CHEN et al., 2000).

A extensa diversidade genética e bioquimica dentro desses complexos
tem sido amplamente consideradas para endossar discussdes a respeito da
taxonomia dos agentes da criptococose (KWON-CHUNG; VARMA, 2006). Kwon-
Chung e colaboradores propuseram um documento em 2002 que estabeleceu a
taxonomia de C. gatti, mas mesmo apds a 62 e 82 Conferéncia Internacional
sobre Cryptococcus e Criptococose (2005), onde foram conduzidos diversos
debates a respeito da taxonomia dos agentes da criptococose, a discussao sobre
0 status taxonémico dos grupos genotipicos reconhecidos como C. neoformans
e C. gattii permaceu. Essa confusao taxonémica vem afetando especialistas em
doencas infecciosas e 0s microbiologistas clinicos mais do que os taxonomistas
criptocécicos. Portanto, adotar a terminologia complexo de espécies ndo so &

adequado, mas necessério para minimizar a confusdo entre as comunicacdes
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cientificas que atuam em diferentes campos da pesquisa criptocécica e médicos,
bem como os micologistas de diagnostico (KWON-CHUNG; VARMA, 2006).

Kwon-Chung & Ashok Varma (2006), revisaram e atestaram a validade
de conceitos utilizados para designar as duas espécies dos agentes da
criptococose a luz dos trés principais conceitos de espécies: Fenéticos
(morfolégicos, fenotipicos), bioldgicos (cruzamentos) e cladistas (evolutivos
filogenéticos). A classificacdo das duas espécies de Cryptococcus em questao
baseou-se no conceito de espécies genéticas e bioldgicas, que também é
apoiado pelo conceito de espécies cladistas. Percebe-se que esse sistema de
classificacdo reina até os dias atuais.

Ngamskulrungroj e colaboradores (2008) analisaram 73 de 2000
isolados coletados de todo o mundo e, com base na andlise do sequenciamento
multigénico, foi possivel analisar, dentre outras coisas, que a topologia das
arvores de genes estudadas individualmente eram idénticas para cada isolado
de C. neoformans, mas incongruente para os de C. gattii, indicando eventos de
recombinacao recentes dentro de C. gattii. Os autores verificaram ainda fortes
evidéncias de recombinacdo na populagéo global de VGII.

Utilizando o métodos de PCR-fingerprinting (RAPD-PCR com iniciador
M13) e RFLP do gene URA5, Meyer e colaboradores (1999, 2003) puderam
identificar os 8 tipos moleculares designados de VN (I, II, 1, 1V) para C.
neoformans e VG (I, IlI, Ill, IV) para C. gattii. Utilizando a técnica de AFLP,
Boekhout et al. (2001), identificaram genotipos de C. neoformans e C. gattii.
Comparados, estes dois métodos mostram correspondéncia entre si, bem como
relacdo com sorotipos. Deste modo, C. neoformans corresponde aos genotipos:
VN1/AFLP1, sorotipo A; VNII/AFLP1A, sorotipo A; VNIII/AFLP3, sorotipo AD; e
VNIV/AFLP2, sorotipo D; e C. gattii corresponde aos genétipos: VG1/AFLP4,
sorotipo B; VGII/AFLP6, sorotipo B; VGIII/AFLPS5, sorotipo B; e VGIV/AFLP7,
sorotipo C. Estes gendtipos moleculares tém sido encontrados em grupos de
acordo com a origem geografica e também com variavel distribuicdo global
(KIDD et al. 2003). Contudo, ndo é possivel observar um padrdo molecular
especifico para C. gattii (LAZERA et al., 2007).

Os tipos VNI e VGI predominam no mundo como agentes de
criptococose, mas na Ameérica Latina a distribuicdo e ocorréncia de tipos

moleculares de C. gattii apresenta perfil diferente dos demais continentes
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(MEYER et al.,, 2003; TRILLES et al., 2003; BOEKHOUT, 2001). Estudos
moleculares de agentes patogénicos contribuem para a compreensdo da
epidemiologia da Criptococose no Brasil.

Isolados clinicos e ambientais no Brasil mostram consideravel diversidade
genética de ambas as espécies, demonstrando ocorréncia simultanea de
diferentes tipos/genadtipos (VNI/AFLP1, VNIV/AFLP2 e VGII/AFLP6) em ocos de
arvores; e que diferentes géneros de arvores e substratos de madeira, bem como
tocas de animais, podem ser fontes de infeccbes humanas. Estudo a respeito
dos tipos moleculares de C. neoformans e C. gattii circulantes no Brasil sugere
disparidade de distribuicéo regional destes gendtipos. As regides Sul e Sudeste
apresentam como tipo molecular predominante VNI, atingindo, sobretudo
pacientes imunocomprometidos, principalmente os com SIDA (CASALI et al.,
2003; IGREJA et al., 2004, MATSUMOTO et al., 2007). Diferentemente, nas
regides Norte e Nordeste 0 agente mais comumente encontrado é e o tipo VGII
sorotipo B, padrdo endémico para a regido, causando doenca principalmente em

pacientes aparentemente imunocompetentes.

2.3. Patologia geral

Até a década de 1980 a incidéncia da criptococose foi considerada baixa,
ocorrendo principalmente em pacientes com neoplasias hematologicas
(linfomas, leucemias), colagenoses (principalmente IGpus eritematoso sistémico-
LES), transplantados e individuos em uso de corticosteréides. Com o aumento
no numero de casos da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), a
criptococose tornou-se notada principalmente devido a imunossupressao do
hospedeiro causada pela infeccdo do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV),
(KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; CASADEVALL; PERFECT, 1998).

A criptococose € uma micose oportunista sistémica que acomete 6rgaos
internos e pele, causada por uma levedura capsulada pertencente ao género
Cryptococcus. Apresenta-se de forma subaguda ou cronica, afetando pacientes
imunodeprimidos, principalmente pacientes com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), doencas hematoldgicas e imunossupressao terapéutica, ou
imunocompetentes (MITCHELL; PERFECT, 1995; SIDRIM; MOREIRA, 1999).
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A Criptococose € uma doenca com evolucdo subaguda ou cronica, de
natureza cosmopolita, e é responsavel pelo desencadeamento de micoses
primariamente pulmonar, e que apresentam tropismo pelo sistema nervoso
central. Assim como as demais micoses sistémicas, a criptococose é adquirida
pela inalacdo de propagulos infectantes que se dispersam pelo ar (LAZERA;
IGREJA; WANKE, 2004).

Apesar de ndo ser uma doenca de notificacdo compulséria, o Ministério
da Saude registrou no periodo de 1980 a 2000 que 4,4 % das infeccOes
oportunistas associadas a SIDA s&o por criptococose (MINISTERIO DA SAUDE,
2000). O maior problema reside no fato de n&o ser uma doencga de notificagédo
compulsoria e seus dados estarem atrelados apenas aos casos definidores de
SIDA.

2.4. Aspectos clinicos gerais

Do ponto de vista clinico, a criptococose tem duas configuracdes
etiolégicas distintas: Criptococose caracteristicamente oportunista, cosmopolita,
associada a condi¢bes de imunodepresséao celular, especialmente HIV, tendo
como principal agente Cryptococcus neoformans e Criptococose primaria,
apresentando  hospedeiro  aparentemente imunocompetente, causada
predominantemente por Cryptococcus gattii (CONSENSO, 2008). Entretanto, o
diagnostico de meningoencefalite criptocécica em individuos sem
comprometimento imunoldgico € relevante em areas tropicais e subtropicais
(SANTOS, 2000; MARTINS, 2003). Apesar da doenca causada por C. gattii ter
caracteristicas endémicas em areas tropicais e subtropicais, mais recentemente
alguns estudos tém colaborado para o desfecho de novos nichos ecoldgicos
desse agente (SANTOS, 2000; MARTINS, 2003; YAMAMURA et al., 2013; MAY
et al., 2015; HERKERT et al., 2017).

A infeccdo pulmonar primaria € geralmente assintomatica ou
minimamente sintomaticos apesar das altas taxas de reatividade soroldégica em
criancas em determinados ambientes urbanos. A eliminacdo da infeccdo pelo

hospedeiro pode ocorrer, no entanto, em muitos individuos, apos as leveduras
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se depositarem nos alvéolos, encontram macréfagos alveolares, que
desempenham um papel central na resposta imunoldgica (PERFECT, 2005).

C. neoformans e C. gatti tém uma grande predilecdo para se
estabelecerem nos pulmdes e sistema nervoso central. Ocasionalmente ocorrem
infeccdes na pele, prostata, olhos, 0ssos e articulacdes, podendo se disseminar
amplamente e infectar a maioria dos 6rgdos em pacientes gravemente
imunodeprimidos e, portanto, podendo aparecer em qualquer local do corpo
humano (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

No Estado do Amazonas, 70% das infec¢cdes sdo causadas por C.
neoformans, atingindo principalmente jovens infectados pelo HIV. As infecgdes
por C. gattii atingem todas as faixas etarias, sem HIV na maioria dos casos
(SILVA et al., 2012; FREIRE et al., 2012).

2.4.1. Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii

Tradicionalmente C. neoformans esta associado a excretas de pombo e
outros passaros, mas tem distribuicdo mundial, incluindo solo, ocos de arvores
e madeira em decomposicado. C. gattii teve ocorréncia registrada em climas
tropicais e subtropicais associado a espécies de arvores como eucalipto
(Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus tereticornis), oiti (Moquilea tomentosa),
cassia rosa (Cassia grandis) e ficus (Ficus microcarpa) (CHATURVEDI, 2010;
ELLIS; GRANADOS; CASTANEDA, 2005; LAZERA et al., 1998; PFEIFFER,

1990). Porém, foi encontrado em regido de clima temperado (KIDD et al., 2004).
2.4.2. Fatores de viruléncia: breve contexto

O estabelecimento de um quadro clinico e a disseminacdo da infeccéo
tem uma estreita relacdo com a imunidade do hospedeiro (LARSSEN, et al,
1994). Os fatores de viruléncia classicos de C. neoformans e C. gattii incluem a
formacao da cdpsula, a producéo de pigmentos de melanina, e a capacidade de
crescer a 37°C (CASADEVALL; PERFECT, 1998; PERFECT, 2005; MAZIARZ;
PERFECT, 2016).
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A cépsula polissacaridica antifagocitica proeminente, que € composta de
glucuronoxilomanana, é considerada um fator de viruléncia essencial que tem
multiplos efeitos na imunidade do hospedeiro e pode aumentar de tamanho com
a exposicao aos tecidos do corpo e fluidos (ZARAGOZA et al., 2010). A enzima
gue catalisa a conversao de compostos difendlicos para formar a melanina, pode
ter um papel biolégico para proteger as leveduras contra stresses oxidativos no
hospedeiro e pode explicar parcialmente o neurotropismo do organismo para
locais com altas concentracdes das catecolaminas difendlicas. A capacidade de
crescer a 37°C é uma caracteristica basica de viruléncia para os fungos mais
patogénicos em seres humanos, e estudos moleculares ligaram o crescimento
em altas temperaturas a mdltiplas vias de sinalizacdo e enzimas que esta
levedura adquiriu ou adaptou ao longo do tempo para reter ou aumentar a sua
patogenicidade em mamiferos. Outros fatores de viruléncia incluem fosfolipase
e producdo de urease e varias enzimas associadas com a protecao contra o
estresse oxidativo, conferindo sobrevivéncia dentro do fagolisossomo (COELHO
et al., 2014).

A producdo de melanina que se deposita na parede do fungo é
proveniente de substratos contendo dopamina. Sabe-se que o cérebro € rico em
substratos para a fenoloxidase tais como a dopamina, o que explicaria a
propensao a infecgdes do SNC por esses fungos (KUROKAWA et al., 1998).

O termotropismo humano ¢é caracteristica essencial para o
desenvolvimento de viruléncia para os fungos mais patogénicos e estudos
moleculares relacionaram o crescimento em altas temperaturas a multiplas vias
de sinalizacdo e enzimas que esta levedura adquiriu, ou adaptou, ao longo do
tempo para reter, ou aumentar, a sua patogenicidade em mamiferos (COELHO
et al., 2014).

2.5. Susceptibilidade a antifungicos

Diferente do que acontece com as bactérias, a inducdo de variantes
resistentes a antifiungicos é considerada um fenémeno raro, uma vez que que
ndo ha conhecimento de elementos genéticos que codifiquem resisténcia a
antifingicos e que possam ser transferiveis de fungo a fungo, embora seja

possivel encontrar na literatura experiéncias que compartilham a respeito da
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resisténcia de fungos as drogas disponiveis comercialmente (PFALLER, 1992;
PAPPALARDO, 2003; MORAES, 2003; KHAN, 2007; SIDRIM, 2010).

A exemplo, Pfaller e colaboradores (2005) estudaram 1.811 isolados de
Cryptococcus neoformans de 100 centros médicos de 5 regides geogréficas
diferentes. Este estudo constatou que os isolados da Africa, América Latina,
Europa e do Pacifico sdo mais sensiveis ao Fluconazol que isolados da América

do Norte.

Existem descricbes na literatura e diferentes tipos de ensaios para a
determinacao da resisténcia dos microrganismos frente aos farmacos aplicados
em sua terapéutica. De modo geral, as técnicas mais utilizadas séo: diluicdo em

caldo, diluicdo em agar e difusdo disco em agar.

Espinel-Ingroff e colaboradores (2012a, 2012b) proporam a utilizagcdo do
conceito de aplicacdo de farmacos, baseando-se na epidemiologia da
criptococose, “espécie-especificos” para anfotericina B, flucitosina (2012a),
fluconazol, itraconazol, posaconazol e voriconazol (2012b), contra C.
neoformans e C. gatti. Os valores propostos para C. neoformans sao:
anfotericina B, 0,5ug/mL; flucitosina, 8ug/mL; fluconazol, 8ug/mL; itraconazol,
0,25ug/mL; posaconazol, 0,25ug/mL; e voriconazol 0,25ug/mL. Para C. gattii sGo
propostos: 1,0ug/mL para anfotericina B; 16ug/mL para flucitosina; 32ug/mL para
fluconazol; 0,5ug/mL para itraconazol; 0,5ug/mL para posaconazol; e 0,25ug/mL

para voriconazol.

Até o momento, os métodos de referéncia disponiveis para determinar a
susceptibilidade in vitro contra as drogas antifungicas, o M27-A3 and EDef 7.2
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), respectivamente, nao incluem
pontos de corte para qualquer droga antifUngica contra isolados de C.
neoformans e/ou C. gattii (CLSI M27-A3, 2008; EUCAST EDef 7.2, 2012). Assim,
as categorias sensivel/resistente ndo devem ser utilizadas devido a auséncia de
pontos de interrupgéo interpretativos para estas leveduras (CORDOBA et al.,
2016). Mesmo assim, alguns fabricantes, tem desenvolvido metodologias que
tem permitido realizar ensaios clinicos na qual tem sido possivel determinar

isolados resistentes.
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2.6. Epidemiologia da criptococose no mundo

A epidemiologia da criptococose tem reflexo direto no comportamento
ecolégico dos agentes etiologicos. Por um lado, as infec¢des por C. neoformans
ocorrem em todo o mundo, configurando importante causa de morbidade e
mortalidade em pacientes imunocomprometidos, especialmente quando
desenvolvem SIDA, sendo automaticamente considerado um agente oportunista
e colocando a criptococose na esfera das micoses oportunistas. Do outro lado o
C. gatti € normalmente considerado um patégeno primario, infectando
hospedeiros aparentemente imunocompetentes (KWON CHUNG; BENNETT,
1992; LAZERA et al., 2005).

No mundo, estima-se que a infec¢ao criptococica cause cerca de um
milhdo de casos de meningite por ano entre pessoas com SIDA no mundo,
resultando em aproximadamente 625 mil mortes (CDC, Atlanta, EUA).

Em 1977 o estudo mundial de KWON-CHUNG a respeito da
epidemiologia desta micose mostrou uma prevaléncia relativamente alta de
isolados de origem australiana, brasileira e do Camboja. Esse estudo deu inicio
ao que hoje vem se desenhando quanto ao perfil ecoepidemiologico dos agentes
da criptococose, uma vez que a prevaléncia de Cryptococcus gattii variou de 35
a 100%. Considerando os paises e suas respectivas regides ficou facil afirmar
gue C. gattii € predominante apenas em regifes tropicais e subtropicais.

Apoés a década de 1970, houve diversos indicios de que Cryptococcus
neoformans se comportava diferente frente algumas condic8es, no que se refere
as suas caracteristicas bioquimicas, moleculares, ecoldgicas (especificamente
com Eucalyptus camaldulensis) e sobretudo patogenicidade. Através dos
estudos desenhados a partir dessa década foi possivel entender onde
Cryptococcus acontecia, especialmente C. gattii, suas caracteristicas de
afinidade com o estado imunoldgico e seu padrdo de acontecimento tanto em
portadores do HIV, como em individuos aparentemente saudaveis. Além, de
permitir entender seu perfil ecoepidemiolégico, uma vez que C. gatti estava
diretamente ligado a pacientes que residiam em regides rurais.

A patogénese de C. gattii esta relacionada a lesées na massa cerebral
e/ou hidrocefalia e lesdes de massa pulmonar (KWON-CHUNG, 1975; KWON-

CHUNG, 1978). Num momento em que ainda ndo se conheciam as variagdes
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moleculares dos agentes da criptococose, Dromer e Dupont descreveram o que
consideraram o primeiro caso de criptococose por C. neoformans var. gatti em
artigo publicado em 1992. Esse relato refere-se a um paciente cambojano, sem
SIDA e que vivia na Franga por 23 anos onde desenvolveu criptococose em
1985. A origem da infeccdo n&o é certa, uma vez que o paciente esteve na Asia
e no Zaire. Neste estudo ja se especulava a reativacdo de infeccdo latente
causada por C. gattii assim como nos estudos de Hagen e colaboradores mais
tarde em 2010.

Abraham e colaboradores (1997) relataram a primeira cultura
comprovada de C. gattii sorotipo B em paciente com SIDA na india. Em 2000 um
homem de 47 anos, sem HIV, de Singapura apresentou sintomas como:
confuséo, febre, perda de peso e tosse. Numa investigacao a respeito do caso
descobriu-se que ele visitou Bangkok, Tailandia, em abril de 2000 e Kuala
Lumpur, na Malasia, em junho de 2000; também fez passeios em Johor Bahru,
Malasia, mas nao se especulou a respeito da origem da infeccdo. O diagndstico
final foi de criptococose por C. gattii. Mesmo depois do tratamento os exames
continuaram mostrando a presenca das leveduras no SNC, persistindo alguns
sintomas, fato que permitiu concluir naguele momento que C. gatti se
comportava de forma diferente e merecia atencdo dos médicos na época
(TAYLOR et al., 2002). Taylor e colaboradores ainda estudaram 24 isolados de
C. neoformans provenientes de 22 pacientes de Singapura por um periodo de
18 meses; um desses isolados foi identificado como sendo C. neoformans var.
gattii, algo novo para a época em Singapura.

A doenca foi considerada tropical e subtropical; no entanto, um surto de
criptococose em regido de clima temperado, na ilha de Vancouver, Canada,
sugere que C. gattii pode se adaptar a novos ambientes (KIDD et al., 2004). O
surto de criptococose causada por C. gatti (VGII) na llha de Vancouver, British
Columbia, Canada em 1999, motivou diversos pesquisadores a buscarr melhor
os fatores que contribuiram para tal evento, além de colaborarem para o cenério
mundial no estudo epidemioldgico da criptococose, uma vez que esse isolado
tem se mostrado um importante agente de infeccdes pulmonares e neurologicas
graves nesta regiao (KIDD et al., 2004). Na ocasiao foi encontrado no ar da ilha
propagulos infecciosos da levedura no qual acredita-se estar ligada com o inicio

da infecgc&o. No estudo verificou-se que todos os isolados que causaram o0 surto
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provaram ser de acasalamento tipico e demonstraram alta capacidade de
esporulacdo. Ainda foram identificados dois sub-tipos patogénicos de VGII
designados pelos autores como VGlla e VGIIb, entre esses isolados.

Segundo KIDD e colaboradores (2004), o surto na ilha afetou mais de
200 humanos e muitas centenas de animais. A taxa de infecc¢do por C. gattii entre
cidadaos e visitantes da llha de Vancouver € aproximadamente 39 vezes maior
gue no norte da Australia, onde C. gattii € considerado endémico. Demonstrou-
se que mais de 80% dos residentes provados da Ilha de Vancouver possuem
anticorpos para essa espécie (GALANIS et al., 2009).

NGAMSKULRUNGROJ em 2008 estudou a fertilidade de 91 isolados do
surto da llha de Vancouver quando comparou com o0s 72 isolados VGII
selecionados globalmente. De todos os isolados, 69,94% foram férteis e exibiram
grampos de conexdes e basididsporos. Os isolados de Vancouver mostraram
alta taxa de fertilidade (84,2%) quando comparado a 29% dos 21 isolados
australianos investigados. Por fim, o estudo sugeriu que existe uma clara
correlacdo entre os subtipos VGII de C. gattii e seu acasalamento/fertilidade.
Esse estudo abriu portas para outros momentos importantes no desfecho da
criptococose. Em 2010, Hangen publicou um estudo de caso onde descreve uma
paciente de 42 anos, HIV negativo, com quadro classico de criptococose, em
2007. Ao se estudar a cepa causadora da doenca observou-se que o isolado em
guestdo tratava-se de C. gatti (VGIlIb). O estudo do gendtipo desse isolado
demonstrou que se tratava de um isolado completamente idéntico ao do surto na
Ilha de Vancouver. Mais tarde identificou-se que a paciente esteve na ilha um
ano antes do aparecimento dos sintomas.

Bovers e colaboradores (2008) mostraram em seus estudos um isolado
de um paciente com SIDA de 31 anos de Montreal, Quebec, Canada, que morreu
apesar do extenso tratamento antifGngico com cetoconazol e anfotericina B.
Nesse estudo os resultados indicaram que a cepa em questao era monocariotica,
dipldide ou aneupldide com o novo sorotipo AB. Concluindo que este isolado é
um novo hibrido aneuploide de C. neoformans var. grubii (sorotipo A/VNI) e C.
gattii (sorotipo B/VGI). Outro estudo que discute essa variabilidade e
particularidades dos agentes da criptococose € o de Hagen e colaboradores
(2010) que investigaram um surto de criptococose causada por Cryptococcus

gattii na llha de Vancouver e no Pacifico Noroeste que afetou mais de 200
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residentes das ilhas, dos quais oito foram a 6Obito. Um ponto especial nesse
estudo foi que um dos pacientes que adquiriu a criptococose causada por C.
gattii na llha de Vancouver e apés um ano desenvolveu os sintomas. O estudo
apontou indicios de que C. gattii pode causar uma infec¢cdo adormecida e que

pode ser ativada durante episédios de imunodepressao.

2.7. Isolamento de Cryptococcus em excretas de pombos

A patrtir dos isolados de Emmons outros varios estudos tém reportado o
isolamento de C. neoformans de diferentes fontes naturais nos varios
continentes, evidenciando sua ampla distribuicdo em zonas tropicais e
temperadas (COSTA, 2008). A exemplo, excretas de pombos e detritos
encontrados em seu habitat sdo os mais associados ao isolamento de C.
neoformans, (PAL, 1997; MONTENEGRO; PAULA, 2000; BERNARDO et al.,
2001; REOLON et al., 2004; CERMENO et al., 2006).

Em contrapartida, excretas de outras aves também tem sido relacionada
aos achados de Cryptococus, incluindo canarios (GRISEO et al., 1995 apud
CASADEVALL & PERFECT, 1998; FILIU et al., 2002) papagaios (LOPEZ
MATINEZ; CASTANONOLIVARES, 1995 apud CASADEVALL; PERFECT,
1998; ABEGG et al., 2006) periquitos (FILIU et al., 2002; ABEGG et al., 2006)
galinhas (SWINNE et al., 1986 apud CASADEVALL; PERFECT, 1998), varias
espécies (LUGARINI et al., 2008).

Estudos tem evidenciado que € mais comum encontrar a levedura em
excretas de pombos acumuladas por varios anos em espacos urbanos
abrigados, como em torres, prédios antigos, clpulas, sacada de janelas, além
de estabulos em areas rurais (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

Os achados de Cryptococcus em excretas de pombos e de outras aves
tem explicacdo pautada na necessidade dos mesmos precisarem sobreviver em
ambientes ricos em compostos nitrogenados (STAIB, 1962 apud, KWON-
CHUNG; BENNETT, 1992), pois sabe-se que Cryptococcus neoformans utiliza
creatinina como fonte de nitrogénio, enquanto outras espécies deste género nédo
o fazem. Embora C. gattii ndo ocorra em excretas de pombos, testes realizados
in vitro provaram que essa espécie também utiliza creatinina como fonte de
nitrogénio (POLACHECK; KWON-CHUNG, 1980).
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A creatinina-deiminase encontrada em ambas as espécies é responsavel
pelo catabolismo da creatinina, promovendo a conversao em metil-hidantoina e
amonia. Ha relatos de diferencas na atuacdo dessa enzima na regulacdo, o que
pode influenciar na incapacidade de C. gattii em colonizar excretas de aves. A
deiminase é responséavel pelo metabolismo da creatinina em C. neoformans e
reprimida pela amonia, 0 mesmo ndo acontece com C. gattii. (POLACHECK;
KWON-CHUNG, 1980).

2.8. Isolamento de Cryptococcus em poeira do solo

O isolamento de Cryptococcus em amostras de poeira e solo tem sido
frequentemente reportado como nicho ecolégico importante para C. neoformans
(EMMONS, 1951; AJELLO, 1956; AJELLO, 1958). A maioria dos relatos em solo
refere-se a amostras coletadas em celeiros, aviarios, ambientes considerados
de risco de contaminagao com excretas de aves (AJELLO, 1956; AJELLO, 1958;
MACHADO et al., 1993; CURO et al., 2005; BARONI et al., 2006).

As pesquisas a respeito do isolamento de Cryptococcus no ambiente tem
avancado. No Rio de Janeiro, foram coletadas 824 amostras ambientais em 154
residéncias incluindo poeira domiciliar, solo de area externa domiciliar. Como
resultado foram isolados C. neoformans em 15,6% das 32 residéncias de
pacientes com Criptococose associada a SIDA, em 8,9% das 45 residéncias de
pacientes com SIDA, mas sem Criptococose e em 14,3% das 77 residéncias de
individuos saudaveis (PASSONI et al., 1998). O isolamento de C. neoformans
em 13% das 154 residéncias refor¢ca a observacédo da exposicéo frequente do

ser humano ao fungo.

Ainda no que se refere ao ambiente domiciliar e peridomiciliar,
particularmente a poeira doméstica, pode apresentar positividade entre 50% e
13% (BARONIET, al., 2006). Certa vez, em estudo realizado em Porto Alegre
Reolon e colaboradores (2004) constaram presenca de Cryptococcus
neoformans em 100% das amostras coletadas em cinco pracas da capital
gaucha.

Apesar de os primeiros isolamentos de C. gattii ser ligado as arvores de
eucaliptos como principal fonte, alguns estudos recentemente publicados com

amostras ambientais tém sugerido a presenga cosmopolita de C. gattii ocupando
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nichos ecoldgicos similares aos do C. neoformans, associando-o a madeira em
decomposicdo, restos de vegetais e solo (ELLIS; PFEIFFER, 1990;
CHAKRABARTET, 1997; PFEIFFER; ELLIS, 1992; RESTREPO et al, 2000;
FORTES et al, 2001; HALLIDAY; CARTER, 2003; VILCINS et al., 2002; CASALI
et al., 2003; GRANADOS; CASTANEDA, 2006; MONTENEGRO; PAULA,2000;
REFOJO et al., 2009; PFEIFFER; ELLIS, 1991; CHAKRABART et al., 1997;
COGLIATI, 2013).

3. OBJETIVOS
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3.1. Obijetivo geral

Contribuir com o conhecimento da ecoepidemiologia dos agentes da
criptococose em Boa Vista/Roraima bem como a susceptibilidade destes
agentes a antifungicos.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar a presenca de agentes da criptococose em excreta de pombo e

poeira do solo nas proximidades de estabelecimentos de saude.

Identificar taxonomicamente o0s isolados obtidos, por meio de

caracteristicas fenotipicas.

Conhecer o perfil de susceptibilidade aos antifungicos Anfotericina B e

Fluconazol frente aos isolados obtidos.

4. METODOLOGIA
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4.1. Desenho do estudo

O delineamento metodoldgico deste estudo refere-se a uma pesquisa
pratica descritiva, transversal, do tipo qualitativo, do qual faz parte do
macroprojeto: “Criptococose e seus agentes em Roraima”, desenhado para
estudar cepas de isolados ambientais dos agentes da criptococose provenientes
de excretas de pombos (Columbia livia) e solo encontrados nas proximidades de

estabelecimentos de salde na cidade de Boa Vista, Roraima.

4.2. Determinacéo das areas de coleta e substrato

Em 2015, estimava-se para o Estado de Roraima 505.665 habitantes, na
gual, 65,3% dos habitantes encontravam-se na capital, Boa Vista. O estado esta
situado na Regido Norte do pais, sendo o estado mais setentrional da federacéo,
ocupando uma é&rea aproximada de 224,3 mil km2. Em Roraima predomina o
clima similar ao dos estados da Regido Norte que abrigam a Floresta Amazonica,
consistindo basicamente de clima equatorial e tropical-umido, com temperatura
média oscilando entre 20 °C e 38 °C; de modo geral, o clima varia de acordo
com a regiao do estado (IBGE, 2010).

O lavrado constitui uma regido de 43.281,519 km? (5.734,067 de area
municipal no lavrado) na qual essa regido abrange nove dos quinze municipios
de Roraima, com destaque para o municipio de Boa Vista, totalmente dentro do
dominio do lavrado. Do total de habitantes, 324.489 residem em regidao de
lavrado, isso representa cerca de 72% da populacao total do Estado.

Em Roraima o lavrado abrange 19,30% do Estado, uma area
relativamente grande em relacéo contraste da floresta densa, que predomina na
Amazonia. Visualmente, o lavrado roraimense lembra o savana, no entanto,
essas semelhancas s6 seguem até este ponto, ja que o lavrado possui seus
proprios atributos ecoldgicos e geogréaficos, nos permitindo acreditar o quao rico

€ a biodiversidade microbiana regional.

Existem cerca de 20 unidades de estabelecimentos de saude na capital
Boa Vista, dentre estabelecimentos publicos e privados que atendem a
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populacéo e que oferecem diversos servigcos de saude associados ndo somente
a recuperacdo, mas a promocao e manutencao da salde da populacgéo.

Os principais critérios para a escolha dos locais de coleta foram: 1)
proximidades a estabelecimentos de saude; 2) fluxo continuo de pessoas em
tratamento ou ndo nas unidades; 3) presenca de pombos e excretas nas
proximidades dos estabelecimentos.

Assim, foram coletadas amostras de excretas secas de pombos e/ou
poeira do solo nas proximidades de 10 dos principais estabelecimentos de saude
da capital Boa Vista, Roraima (Figura 1), considerando seu fluxo de atendimento
e localizacao, no periodo de janeiro a abril de 2019.

Além das coletas, foram observados dados como temperatura do dia da

coleta, bem como dados de temperatura relativa do ar.

Figura 1 — Locais de coleta dos substratos para pesquisa dos agentes da

criptococose nas proximidades dos estabelecimentos de saude

Locais de coleta: Proximidades do Centro de Saude Olenka Macelaro (1); Policlinica Cosme e
Silva (2); Centro de Referéncia de Especialidades Mecejana (3); Centro de Saude Pastor Luciano
Galdino Rabelo (4); Centro de Saude Bairro S&o Pedro (5); Hospital Geral de Roraima (6);
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Laboratério Central de Salde Publica do Estado de Roraima (7); Clinica Especializada Coronel
Mota (8); Hospital Unimed; e Hospital Lotty Iris (10).

Em cada local de estudo foram coletadas trés amostras de pelo menos
um tipo de substrato em pontos distintos. De acordo com a tabela 1 o estudo &
composto por 12 amostras de excretas de pombos e 21 amostras de poeira do
solo, o que perfaz um total de 33 amostras. No Centro de Saude Olenka

Macelaro foram estudados os dois tipos de substrato.

A poeira de solo foi coletada em calgcadas e ruas nas proximidades dos
estabelecimentos de saude, bem como os excremento de pombos em locais
proximos aos estabelecimentos de saude. As amostras foram coletadas com
auxilio de espatula estéril, acomodadas em placa de Petri estéril devidamente
identificada e transportadas ao laboratério de Praticas Multidisciplinares 5
(clinica biomédica) do Claretiano Centro Universitario para posterior andlise. O
processamento do material para isolamento dos agentes da criptococose

ocorreu em até 24 horas apos a coleta.

Tabela 1 — Locais, coordenadas de localizag&o e tipo de substrato coletado

para os pontos de coleta em época de seca
SUBSTRATO COLETADO

LOCAL

LOCALIZACAO

(Proximidade) Excreta Solo
. 2°49'25.0"N
Centro de Saude Olenka Macelaro 60°43'08 2"W X X
Policlinica Cosme e Silva 2°48'30.8'N X
60°44'37.0"W
Centro de Referéncia de Especialidades 2°49'24.3"N X
Mecejana 60°41'35.7"W
Centro de Saude Pastor Luciano 2°47'44.4"N X
Galdino Rabelo 60°43'09.4"W
Centro de Saude Bairro Sao Pedro 2°4929.1°N X
60°39'44.4"W
Hospi . 2°49'59.9"N X
pital Geral de Roraima 60°41'22 4"W
Laboratério Central de Satde Publica 2°49'53.6"N X
do Estado de Roraima 60°41'27.3"W
Hosbi ) 2°48'50.5"N X
pital Lotty Iris 60°40'07.7"W
Hospital . 2°48'58.7"N X
pital Unimed 60°40'53.5"W
. . 2°49'28.3"N
Clinica Especializada Coronel Mota X

60°40'16.9"W
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Quanto aos nomes dados aos isolados, seguiu-se como padrdo, as
iniciais (prefixo) dos locais de coleta e em seguida um sufixo relacionado ao
substrato, por exemplo: coletas realizadas para excretas de pombo e solo nas
proximidades do Centro de Saude Olenka Macelaro recebeu os codigos, CSOM
— PB1 e CSOM - SLO01, respectivamente.

4.3. Padronizagéo inicial dos métodos, meios de cultura e utilizacdo de

cepas padrao:

Os meios de cultura utilizados para esta pesquisa foram produzidos no
Laboratério Multidisciplinar V de Praticas Biomédicas do Claretiano Centro
Universitario em Boa Vista no Laboratério de Micologia do Centro de Estudos da
Biodiversidade da Universidade Federal de Roraima.

O preparo dos meios de cultura se deu em diferentes momentos. Na
ocasido, foram utilizados meios comerciais, como Agar Sabouraud Dextrose com
Cloranfenicol (ASC), Agar Mueller-Hinton (AMH) e Agar Uréia de Christensen
(AUC). Os meios Agar Semente de Niger (NSA) e Agar Canavanina-Glicina-Azul
de Bromotimol (CGB) foram preparados utilizando-se os componentes das
férmulas de acordo a literatura e metodologias indicadas.

Todos os meios foram submetidos a controles microbiologicos de preparo,
por meio do isolamento de uma placa ou tubo do lote preparado e submetido a
37°C por 48 horas.

Para o controle de qualidade e controle positivo dos meios de cultura foram
utilizadas cepas padrdo de Candida albicans (ATCC 10231) Cryptococcus
neoformans (H99) e Cryptococcus gattii (CFP60), sendo os isolados de
Cryptococcus foram gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Micologia do
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas da Fundacdo Oswaldo Cruz - Rio

de Janeiro.
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Imagem 1 — Controle de qualidade do meio de ureia com cepas padréao

Fonte: o autor.

4.4. Armazenamento dos isolados da pesquisa

Apds o término da pesquisa, considerando a confirmacdo das espécies
dos isolados estudados, por meio do perfil fenotipico tracado para a identificacao,
bem como os resultados da susceptibilidade aos antifingicos, os isolados foram
transferidos para o meio ASC e, apds crescimento por 48 horas a temperatura
ambiente, um apanhado da massa celular foi dissolvido em leite desnatado
estéril e agitado vigorosamente por cinco minutos em agitador mecanico (Vortex)
e armazenado em refrigerador (-20°C) para preservacdo dos isolados no
Laboratério Multidisciplinar V de praticas Biomédicas do Claretiano Centro

Universitario.

4.5. Processamento de excremento de pombos e poeira do solo

proximos aos estabelecimentos de salde

O processamento dos substratos de excremento de pombos e poeira do
solo se deu por meio da metodologia adaptada de Lazera e colaboradores (1996;
2000); e Granados e Castafieda (2005), que consiste em suspender 1g do
material coletado em 50ml de soro fisiologico estéril, acrescido de 0,2-1,1g de
cloranfenicol em Erlemeyer. Em seguida o material foi agitado continuamente

por 5 minutos em agitador tipo Vértex e apds 30 minutos em repouso, aliquotas
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de 100ul foram semeados em NSA. Ao total, foram semeados 1000ul da
suspensao em 10 placas de NSA (100 pl/placa).

Os excrementos de pombos e a poeira foram coletados nas proximidades
dos estabelecimentos em trés pontos diferentes, cada ponto foi considerado
como uma amostra. As coletas foram realizadas em época de seca, com
temperaturas que variavam em édia de 35,2 a 37,4°C e umidade relativa de
45,1%. Para cada amostra a suspensao foi semeada em 10 placas. Num total,
cada local de coleta resumiu-se em trés amostras e por fim 30 placas de NSA
semeadas.

Todas as placas foram mantidas em temperatura ambiente (25-35°C) por
até 7 dias. Por padrdo metodologico, todas as colbnias que apresentavam
coloragédo ou pigmentagdo marrom foram isoladas em ASC e submetidas aos
procedimentos para identificacdo fenotipica. Os procedimentos de coleta e

identificacdo dos isolados estéo claramente ilustrados no esquema 1.

Figura 2 — Metodologia de coleta e processamento dos substrados utilizada
para a identificacdo fenotipica dos isolados provenientes dos pontos de

coleta

— Coleta —— — Processamento
——————————— Semeioem Agar Semente de Niger —_—

100pl em cada placa de NSA

Diluicdo em solucdo
salina 0,85%

 —— Roteiro de identificacéo das espécies —_—

Poeira proxima dos l

estabelecimentos
“ m pess -
Morlologia da isolsment ”
levedura &m tita

w\\ t ;
18nS  C. gattiiem CGB
<
Apos alguns dias, reisolamento e
naneysm

em CG8
Excretas de pombo préxima de col6nias com pigmentacao
dos estabelecimentos marrom

Sensiviidade aos
antifingicos

Fonte: o autor.

4.6. ldentificacdo dos isolados por meio de critérios fenotipicos

4.6.1. Morfologia da cultura suspeita pela Tinta Nanquim e Gram

O estudo microscoépico da cultura suspeita foi realizado com auxilio da tinta

nanquim. Os isolados em NSA suspeitos de Cryptococcus (imagem 2) foram
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repicados em ASD e submetidos a analise microscépica com a tinta da china.
Assim como a analise com a tinta da china, o Gram foi utilizado para reforcar a
caracterizagdo morfologica das cepas. Essas analises preliminares introdutorias,
permitiram comparar as colénias provenientes de isolamentos suspeitos com 0s
isolados padrao e equiparacdo morfologica dos mesmos diante da analise visual

das leveduras.

Imagem 2 — semeio de amostra em meio NSA contendo colonia

sugestiva de Cryptococcus (seta)

Fonte: o autor.

4.6.2. Ensaios para estudo da atividade da fenoloxidade

Apoés o isolamento das colbnias caracteristicas e crescimento em ASC,
uma UFC (Unidade Formadora de Colbnia) foi semeada em NSA (10g glicose,
780mg creatinina, 200mL extrato de semente de niger (Guizottia abyssinica), 20g
agar bacterioldgico, 800mL agua destilada) e observou-se o crescimento e
pigmentacao das col6nias apés 48 horas de incubacédo a 28°C (SIDRIM, 1995).
Para o controle de funcionamento do meio, foram utilizadas cepas padréo de C.
neoformans como controle positivo e de Candida albicans (ATCC 10231) como

controle negativo.

4.6.3. Ensaios para estudo da atividade da urease

Para o estudo da atividade da urease, uma UFC foi repicada em agar

ureia de Christensen (inclinado) e incubada a temperatura de 28°C pelo
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periodo de 48 a 72 horas. A reacédo positiva foi indicada pelo aparecimento
de cor rosa no meio de cultura devido a degradacéo da ureia a amodnia, o que
alterou o indicador de pH para alcalino. Quando inalterada a cor do meio, a
prova foi considerada negativa (CHRISTENSEN, 1946; COX et al., 2000).

4.6.4. Habilidade de crescimento a 37°C

A habilidade de crescimento a 37° foi verificada durante o primeiro
repique das amostras onde uma UFC (Unidade Formadora de Col6nia) foi
repicada em ASC onde o desenvolvimento indicou termotolerancia apos
incubacao pelo periodo de 48 a 72 horas (LARONE et al., 2002).

4.6.5. Ensaios para estudo da sensibilidade a Cicloheximida

A cicloheximidaé uminibidor da sintese de proteinas,
em eucariotos produzida pela bactéria Streptomyces griseus. A cicloheximida
exerce o seu efeito interferindo na etapa de translocacdo durante a sintese
proteica bloqueando a traducdo. Tradicionalmente a sensibilidade a
cicloheximida €é verificada adicionando-a ao meio agar Sabouraud. Apos
semeados em meio de agar Sabouraud com Cicloheximida, o
desenvolvimento foi observado entre 24-48h (KONEMAN, et al., 2008).

4.6.6. Determinacéo da identidade taxondmica por CGB

Considerado meio padréo para diferenciacdo de C. neoformans e C.
gattii, foi utilizado o Agar Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (CGB)
(KWON-CHUNG et al., 1982). Os isolados suspeitos de Cryptococcus foram
semeados em CGB e incubados a 28°C por 48 horas. Considerado um
processo intrinseco e natural, C. gattii € resistente a L-Canavanina, analogo
da L-arginina, presente no meio, além de indicar a metabolizacdo da L-
canavanina e utilizacao de glicina cujos produtos alcalinos alteraram o pH do
meio identificando C. gattii, guando o mesmo perde sua cor natural amarelo

e passa a azul cobalto. C. neoformans foi identificado quando ndo houve
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alteracéo na cor do meio, pois sabe-se da sua incapacidade de crescer na

presenca de L-canavanina.

4.6.7. Teste de susceptibilidade a antifingicos por disco difuséo

E importante mencionar que é grande o nimero de infec¢bes flngicas
invasivas bem como a introducdo de novos farmacos e conjugacdes aos
tratamentos dessas infec¢Bes, em paralelo € possivel observar, mesmo que
timidamente, relatos de resisténcia aos antifungicos ao redor do mundo por meio
dos estudos de diversos pesquisadores (ARIKAN et al., 2000; REX et al., 2001;
SILVA et al., 2010).

Esta pesquisa considerou a experiéncia de outros estudos para a escolha
do meio de cultura utilizado para os testes de susceptibilidade. Diversos estudos
mostraram ndo haver diferenca significativa na atividade fungica frente aos
farmacos utilizados para os ensaios de susceptibilidade a antifangicos no qual
utilizou-se 0 meio Mueller-Hinton ao MOPS-RPMI (TOTI-RODRIGUES, 2008;
RADETSKY et al., 1986).

No que se refere aos discos de antifungicos utilizados para determinar o
perfil de susceptibilidade, foram utilizados discos do fabricante CECON, bem
como os critérios de analise do proprio fabricante (quadro 1), uma vez que
estudos anteriores demonstraram altos indices de confianca para essa esses

discos em comparacgao a outros (MATOS, 2011).
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Quadro 1 — Critérios para andlise de teste de sensibilidade para

Cryptococcus por disco difusdo segundo o fabricante CECON

Antifiingicos Simbolo Conc./ Zona de CIM Interpretagio
Disco Inibigao (mm) mcg/mL
5- 5SFC 1 meg >20 <1,56 Sensivel
Fluorocitosina 1 20-10 1,56 -25 Intermediario
<10 >25 Resistente
.. >10 <1 Sensivel
Anfotericina B AB 100 meg <10 >1 Intermediério
ou Resistente
>10 - Sensivel
Nistatina NY 100 U.L -- == =%
<10 -- Resistente
>20 < 1,56 Sensivel
Econazol EC 50 meg 20-10 1,56-6,4 Intermediario
<10 >64, Resistente
>20 < 1,56 Sensivel
Clotrimazol CTR 50 meg 20-10 1,56 -6,4 Intermediario
<10 >6,4 Resistente
>20 <1,56 Sensivel
Miconazol MCZ 50 meg 20-10 1,56-6,4 Intermediario
<10 >6,4 Resistente
>20 <1,56 Sensivel
Ketoconazol KET 50 meg 20-10 1,56 -6,4 Intermediario
<10 >64 Resistente
=19 <8 Sensivel
Fluconazol FLU 25 meg 18-15 32-16 Intermediario
<14 >64 Resistente
=20 -- Sensivel
Itraconazol iIcz 10 meg 19-12 i Intermediario
<11 -- Resistente

Fonte: CECON, 2014.

A metodologia padrdo utilizada para os ensaios de sensibilidade foi
realizada pela técnica em disco difusdo frente aos antifungicos fluconazol (25 ug)
e anfotericina B (100 pg) (CECON). Em capela de fluxo laminar foram utilizadas
placas de Petri (15x90mm) contendo agar Mueller-Hinton modificado (2% de
glicose e 0,5 pg/mL de azul de metileno) com espessura de quatro milimetros e
pH 7,2 (pHgametro Digital). As culturas testadas foram preparadas 48 horas
antes do ensaio em meio ASC. Foi retirada massa celular e realizou-se
suspensao em solucdo salina 0,85% estéril, 0 preparado seguiu o padrdo de
turbidez 0,5 McFarland. Com auxilio de swab estéril foram feitos semeios na
superficie do meio em estrias sobrepostas em cinco diferentes dire¢cdes. Apos
15 minutos, os discos contendo fluconazol (25ug) e anfotericina B (100 pg) foram
assepticamente dispensados e as placas foram incubadas em temperatura
ambiente (27°C aproximadamente) por 48 horas. Ap0s esse periodo a leitura dos
halos foi medida em milimetros de diametro conforme padrdo do fabricante

(imagem 3).

Imagem 3 — Placa de Agar Mueller-Hinton com semeio de C. neoformans e
discos de antifungicos (Anfotericina B e Fluconazol) para ensaio de

susceptibilidade
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Fonte: o autor.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento e caracterizacdo dos agentes da criptococose

A criptococose continua sendo um importante desafio para as
autoridades em saude, bem como para os profissionais que atuam na prética
clinica em decorréncia da sua elevada gravidade tanto em hospedeiros
imunocompetentes quanto em imunodeprimidos. Nesse contexto, €
indispensavel reconhecer que, para o avanco da melhoria da atencdo em
criptococose, é necessario ampliar o conhecimento epidemioldgico, clinico
acerca da doencga e sobretudo da distribuicdo desses agentes na natureza.

A criptococose e seus agentes tem sido intensamente estudada no

decorrer das ultimas décadas em virtude do advento da SIDA, o que provocou



48

um aumento drastico das infeccfes oportunistas entre as quais a criptococose,
notadamente a causada por C. neoformans. Diversas investigacdes (CASALI et
al., 2003; IGREJA et al., 2004; LAZERA et al., 1998; KWON CHUNG; BENNETT,
1992; LAZERA et al., 2005, FORTES, 2001) tém sido reportadas contribuindo
para melhoria na compreensdo do comportamento eco-epidemiologico de
ambos agentes: C. neoformans e C. gattii, embora muitos aspectos de sua
ecologia, mecanismo de infec¢ao, fatores de viruléncia, sexualidade, resisténcia
a antifingicos ainda precisem ser mais explorados, afim de que um panorama
global possa se desenhar.

ApOs o processamento das amostras que compdem este estudo em
NSA, um total de 15 colbnias suspeitas, isto € com coloracdo marrom,
supostamente fenoloxidase positivas e sugestivas de representantes de
leveduras do complexo de espécies C. neoformas — C. gatti foram transferidas
para ASD e foram submetidas aos testes descritos na metodologia deste
trabalho, aquelas que néo tinham caracteristicas foram descartadas por
conveniéncia ao tema e objetivo do trabalho.

Assim, as 15 culturas foram estudadas diante das suas caracteristicas
morfologicas com auxilio da tinta da china e pela coloracdo de Gram como prova
de reforco (imagem 4). Dentre as 15 coldnias inicialmente suspeitas, oito foram
consideradas aptas aos testes bioguimicos, na qual, todas foram confirmadas
como pretendentes a representantes do complexo de espécies C. neoformas —
C. gatti

Imagem 4 — Exame direto da col6nia com auxilio da tinta da china (A) e
coloracdo de Gram (1000x) (B)
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O primeiro ensaio realizado foi o da urease, onde colbénias puras foram
repicadas em meio ureia de Christensen e incubados a 30°C por 24-48 horas.
Nesta reacdo, observou-se a hidrolise da ureia com producdo de aménia e
alcalinizacdo do meio, causando alteracao do indicador de pH de neutro para
basico, evidenciando-se, assim, uma coloracdo de tom rdseo intenso,
classificada como urease positiva, ou seja, representa a presenca de
Cryptococcus spp (Imagem 6). A partir desse momento, das 15 colbnias, oito

foram urease positivo.

Imagem 5 — Ensaio de atividade da uréase, evidenciando a mudanca de cor do

meio pela acidificacdo pela atividade da enzima

Fonte: o autor.

O segundo teste aplicado, foi o da termotolerancia e sensibilidade a
cicloheximida, onde as cepas foram submetidas a dois meios de cultura: o 4gar
Sabouraud (2%) e o agar Sabouraud acrescido de cicloheximida. Ambos os
meios foram dispostos a temperatura de 37°C por até 48 horas. Todas as cepas
cresceram a 37°C e apresentaram-se sensiveis a cicloheximida. Nesse
momento, consideramos uma questao muito importante, quando ao crescimento
a 37°C, pois, apenas C. neoformans e C. gattii tem essa capacidade, habilidade
diretamente relacionada ao potencial de disseminacédo do isolado fungico no
organismo do hospedeiro (PETIT, et al., 2010). O fato de esses isolados terem
sido encontrados nas proximidades dos estabelecimentos de saude, possibilita
interpretar a respeito do risco de aquisicdo da doenca, uma vez que ha o
encontro de dois fatores importantes para o desenvolvimento da Criptococose,
a presenca da levedura no ambiente e dos potenciais hospedeiros.

Do total de 15 colGnias sugestivas para os agentes da Criptococose, 8
foram confirmados como pertencentes ao género Cryptococcus, sendo, 4
isolados para C. neoformans provenientes de amostra de solo, 3 para amostras

de excretas e 1 C. gattii advindo de amostra de solo (grafico 1 e tabela 4).
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Uma primeira andlise dos resultados aponta que dos 10
estabelecimentos de saude que compdem este estudo, sete apresentaram
agentes da criptocococose (Figura 2) em pelo menos um dos substratos
investigados (Tabela 2). Estes dados representam 70% de positividade e
refletem a facilidade de isolamento do fungo no ambiente nas proximidades dos

estabelecimentos de salude em Boa Vista/RR.

Figura 3 — Locais de coleta que apresentaram positividade para os agentes da

criptococose nos substratos pesquisados

Locais coletados sem positividade (3); Locais com amostras positivas (7/10). Centro de Salde
Olenka Macelaro (1), Policlinica Cosme e Silva (2), Centro de Referéncia de Especialidades
Mecejana (3), Centro de Saude Pastor Luciano Galdino Rabelo (4), Centro de Salde Bairro Séao
Pedro (5), Hospital Geral de Roraima (6), Laboratério Central de Salde Publica do Estado de
Roraima (7).

Fonte: o autor

Tabela 2 — NUumero de amostras positivas por substrato dos isolados dos
agentes da criptococose obtidos de excretas de pombo (PB) e solo (SL) nas

proximidades de estabelecimentos de saude em Boa Vista/RR

LOCAL N° DE N° DE AMOSTRAS POSITIVAS
(proximidades) AMOSTRAS POR SUBSTRATO
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POSTVAS, L cceta soLo

Prox. Centro de Saude Olenka Macelaro 2/6 1 1
Prox. Policlinica Cosme e Silva 1/3 NE 1
Lo Sent e Referena e Ne 1
gr{;g.i r%eggge?g Saude Pastor Luciano 1/3 NE 1
Prox. Centro de Saude Bairro S&o Pedro 1/3 NE 1
Prox. Hospital Geral de Roraima 1/3 1 NE
Pr,ox_. Laboratério Central d_e Saude 13 1 0
Publica do Estado de Roraima

Prox. Hospital Lotty Iris 0/3 0 NE
Prox. Hospital Unimed 0/3 NE 0
Prox. Clinica Especializada Coronel Mota 0/3 NE 0
TOTAL 8/33 3 5

NE = nao estudado

Fonte: o autor.

De acordo com os dados das Tabelas 1 e 2, verifica-se que foram isolados
0s agentes da criptococose em 3/12 amostras de excretas de pombos (25%) e
5/21 amostras de poeira do solo (23,8%). Ressalta-se que a densidade do fungo,
representada pelo niumero de unidades formadoras de col6nias foi de 50 para
cada uma das amostras positivas, o que refletiu no isolamento de apenas uma
colénia por amostra.
Para determinar a identidade taxondmica dos isolados, isto &, diferenciar
C. neoformans e C. gattii, realizou-se o teste em meio CGB (canavanina-glicina-
azul de bromotimol), ilustrado na imagem 7, como proposto por Kwon-Chung e
colaboradores (1982). Sabe-se que C. gattii € naturalmente resistente a
canavanina, logo utiliza a glicina como fonte de carbono e nitrogénio,

promovendo alteracdo do pH e evidenciando uma coloragdo azul-cobalto,
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enquanto que C. neoformans, por ser sensivel & presenca da canavanina, ndo

se desenvolve, deixando o meio da cor original.

Imagem 6 — Teste de sensibilidade a canavanina em meio CGB
M -

Fonte: o autor.

De acordo com os dados da tabela 2 e da tabela 3 verifica-se que foi
possivel isolar C. neoformans em 3/12 amostras de exctretas de pombos, o que
representa 25% de positividade. Por outro lado, nas amostras de poeira do solo,
C. neoformans esteve presente em 4/21 e C. gattii em 1/21, representando 19%
e 4,76% respectivamente. Em comparacdo aos numeros desse trabalho estudos
realizados em Belém (Para), Costa (2008) isolou tanto C. neoformans quando C.
gattii de amostras proveniente de diferentes substratos (10/186). No Amazonas,
Brito-Santos e colaboradores (2015) isolaram C. gattii em amostras de poeira
(2/51).

Vale ressaltar que nesse estudo foi possivel isolar inclusive C.
neoformans e C. gattii em solo e excretas de pombo nas proximidades do Centro
de Saude Olenka Macelaro. Apesar de coletado sem contaminacao aparente por
excrementos de pombos, foi possivel perceber a presenca de contaminantes em

diferentes pontos proximos ao local das coletas.

Tabela 3 — Caracterizacdo bioquimica dos isolados por substrato para os
isolados dos agentes da criptococose obtidos de excretas de pombo (PB) e

solo (SL) nas proximidades de estabelecimentos de salde em Boa Vista/RR

Local Isolados Caracterizacao
(proximidade) bioquimica




53

CSOM - PBO1 C. neoformans
Centro de Saude Olenka Macelaro

CSOM - SLo1 C. neoformans
Policlinica Cosme e Silva PCS - SL02 C. neoformans
Centro de Referéncia de Especialidades Mecejana CREM - SL03 C. neoformans
Centro de Saude Pastor Luciano Galdino Rabelo CSPL - SL0O4 C. gattii
Centro de Salde Bairro Sdo Pedro CSBSP - SL05 C. neoformans
Hospital Geral de Roraima HGR — PB02 C. neoformans
Laboratdrio Central de Saude Publica do Estado de LCSPRR — PB03 C. neoformans

Roraima

Fonte: o autor.

Fortes et al (2001) registraram o primeiro isolado de C. gattii de origem
ambiental na regido Norte, o0 mesmo foi isolado a partir de Guetarda acreana,
em uma area de mata sem acdo antrépica na llha de Maraca no Estado de
Roraima.

Outros estudos revelaram a presenca de C. gatti em ambientes
préximos a casas, isolados em poeira (BRITO-SANTOS, 2015). Embora a
maioria dos estudos relatarem o isolamento de Cryptococcus em ambientes
fechados e com propenséao a contaminacao por excretas de pombos (AJELLO,
1956; AJELLO, 1958; MACHADO et al., 1993; CURO et al., 2005; BARONI et
al., 2006), o presente estudo trouxe uma nova perspectiva. O isolado de poeira
coletada nas proximidades do Centro de Saude Pastor Luciano Galdino Rabelo
no bairro Centenério (imagem 7) € o Unico C. gattii. Esse dado é relevante para
os estudos da Criptococose em Roraima, uma vez que outros estudos tém
isolado C. gattii em poeira domiciliar, incluindo estudos realizados no interior do
Amazonas e em Belém (BRITO-SANTOS, et al., 2015; GLEICA, 2016; COSTA,
2008). Ainda € possivel considerar que a infeccdo ocorre por inalacdo de
propagulos de origem ambiental (LEVITZ, 1991) a partir de locais contaminados
por fezes secas ou pela ingestao de poeira (CASADEVALL; PERFECT, 1998).
O isolamento deste C. gattii nas proximidades de um posto de saude, além de
ser uma via de trafego de pessoas, especialmente aquelas que frequentam a
unidade de salde, nos faz atentar-se para os riscos de aquisicdo da doenca.
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Imagem 7 — Local de coleta do isolado identificado como C. gattii nas
proximidades do Centro de Saude Pastor Luciano Galdino Rabelo no bairro

Centenario

Fonte: o autor.

O isolamento de C. neoformans e C. gattii compartiihando o mesmo
ambiente (oco de arvore) foi registrado pela primeira vez em Teresina (Piaui) em
Cassia grandis (LAZERA et al., 2000). Em nosso estudo, foi possivel encontrar
C. neoformans em amostras de excretas de pombo e de solo, esse dado sugere
possivel elo entre seus ciclos biolégicos na natureza, bem como, possiveis
formas de disperséo do fungo, uma vez que no local haviam, além de abrigo para
pombos, também arvores, frequentemente relatados na literatura como fonte
para ambas as espécies. Esse achado reforca o que Fortes (2001) descreveu,
guando relatou o isolamento de ambas as espécies a partir de oco de
Adenanthera pavonina, em Boa Vista (Roraima).

Estes achados néo tém sido relatados na literatura, chamando atencéo
para que estes achados tenham sido observados nas regides Norte e Nordeste
do Brasil, as quais tem demonstrado diferencas epidemiolégicas reveladas pela
elevada prevaléncia de C. gattii, tanto para isolados de amostras ambientais
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guanto nessas regides (CORREA et al., 1999; CAVALCANTI, 1997; MARTINS,
2003, NISHIKAWA et al. 2003).

Roraima esta localizada no extremo norte do Brasil, com temperaturas
altas e clima predominantemente tropical. Durante o periodo das coletas (janeiro
a abril de 2019) as temperaturas medidas nos locais variaram entre 24,7
(minima) a 39.1°C (maxima), conforme tabela 5. De acordo com Beheregaray e
colaboradores (2005), temperaturas superiores a 30°C, diminuiria a viabilidade
da levedura no ambiente. Esse dado ndo se mostrou significante quando
percebemos que em Boa Vista, as temperaturas médias minimas (tabela 5), no
momento da coleta, estiveram a cima de 30°C. Mesmo assim foi possivel isolar

e identificar crescimento puro e exuberante logo nos primeiros isolamentos.

Tabela 4 — Dados meteoroldgicos do periodo das coletas

MES TEMP. MEDIA MAX TEMP. MEDIA MIN RELX'IMI”\?:/BIEEDIA
Janeiro 24,7 35,2 49,2
Fevereiro 24,8 35,9 45,1

Marcgo 25,5 37,4 41,0

Abril 26,3 37,1 40

Fonte: o autor.

Quanto as caracteristicas fisicas dos locais de coleta, foi possivel
observar que 40% apresentavam indicios de colonizacdo por pombos. Desse
total, 20% foram positivos para isolamento de Cryptococcus neoformans. Dos
locais que ndo foi possivel coletar amostras de excretas, observamos que
haviam sido limpos recentemente (60%), o que nos faz acreditar que ha um
trabalho de contensdo da populagdo dessas aves por parte dos
estabelecimentos de saude.

Um fato que chamou atencéo a respeito da forma como as excretas eram
eliminadas dos locais foi que, num dos locais de coleta, foi possivel ver um
funcionério varrer a seco as fezes de pombo para retird-las da calgada. Outro
ponto curioso a respeito da contenséo da populacdo dos pombos por parte dos
estabelecimentos de saude, € que foi possivel ver telas instaladas nos telhados

para evitar abrigo para as aves (20%).
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E importante elucidar que boa parte dos locais investigados haviam
protecdes contra habitacdo de pombos e/ou eram limpos frequentemente, uma
vez que foram feitas pelo menos trés visitas em cada um dos locais na qual ndo

havia sido possivel coletar material anteriormente.

Esse estudo revelou presenca de C. neoformans em 50% das amostras
de solo dos locais estudados. Esses dados sao relevantes e permeiam aos
encontrados no curso historico do isolamento desses agentes, uma vez que em
1954, Emmons isolou 20 cepas de C. neoformans de 1.751 amostras de solo,

um total de 1,14% de positividade para esse estudo.

A presenga de C. neoformans € bem documentada e tem sido isolado
da maioria dos casos de SIDA no Brasil (ROZENBAUM et al., 1992, CASALI et
al.,, 2003) e no mundo (MITCHELL; PERFECT, 1995; BICANIC; HARRISON,
2005). Os isolados de C. neoformans de solo desse estudo mostram
concordancia com literatura mundial que relata a ocorréncia deste em amostras
clinicas e ambientais (KWON-CHUNG; BENNETT, 1978).

Em 2016, Gleica revelou uma porcentagem de 11,3 para isolamento
positivo dos agentes da Criptococose provenientes de poeira peridomiciliar em
comunidade em Iranduba, Amazonas. Esses dados, apesar de variados, tem
relevancia significativa, uma vez que €& possivel encontrar possiveis alvos de
infeccdo, especialmente se tratando de estabelecimentos de saude com fluxo

significativo de clientes, como revela esse estudo.

5.2. Ensaios de susceptibilidade aos antifungicos

Tradicionalmente a terapéutica para a criptococose em humanos
consiste em primeiro lugar com Anfotericina B, podendo estar ou ndo associada
a 5-Fluorocitocina, sendo quase sempre mantida com Fluconazol e outros azais.
Considerando esse fato, esse estudo utilizou esses dois farmacos para os
ensaios de susceptibilidade.

Quanto aos estudos de susceptibilidade ao Fluconazol e Anfotericina B,
foi possivel observar que todos os isolados de C. neoformans foram sensiveis
aos antifungicos, todas as cepas apresentaram sensibilidade dentro dos padrdes

disponibilizados pelo fabricante e estdo registrados na tabela 6. Esse dado
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mostra semelhanca aos isolados do estudo de Cardoso (2012) na qual, todos os
isolados, clinicos e ambientais, apresentaram sensibilidade (100%) a
anfotericina B, Fluconazol, itraconazol, cetozonazol, voriconazol e posoconazol.
O isolado de C. gattii (CSPL — SL04) desse estudo, foi o Unico que demonstrou
aparente resisténcia ao fluconazol. Isso provavelmente esta relacionado a
enzima lacase (fenol oxidase) produz melanina. A melanina é produzida através
da PKA (proteina kinase A) e se deposita no interior da parede da levedura, tem
a caracteristica da insolubilidade e da resisténcia a substancias quimicas e
enzimas (TAKAHARA, 2011).

O ensaio foi repetido para confirmacdo. Em meio de ASC e MH foram
semeados por estriamento em 5 dire¢cdes e por inundacéo e dispostos os discos
de antifingicos apos 20 minutos para difusdo e leitura posterior. Esse dado é
condizente com o0 que se tem registrado na literatura. Gleica (2016) relatou
presenca de resisténcia de isolados de C. gattii ao Fluconazol. Em Roraima, esse
€ o primeiro estudo a relatar a resisténcia de isolados ambientais a antifingicos.

Conforme orientagdo do fabricante, fizemos o ensaio com as duas
metodologias disponiveis na ficha técnica dos discos. A primeira consiste na
tradicional utilizada também para os ensaios em bacteriologia em Agar Mueller-
Hinton. A segunda, consiste em usar Agar Sabouraud, na qual a dilui¢do (0,5 —
MacFaland) é disposta sob 0 meio por inundacdo. Nesse momento foram
testados Anfotericina B (100mcg), Fluconazol (10mcg) e acrescentamos
Itraconazol (10mcg). Ambos os testes apresentaram resisténcia total ao

floconazol (imagem 9).

Tabela 6 - ensaios de susceptibilidade ao Fluconazol (FLU) e
Anfotericina B (AB) por disco difuséo de isolados dos agentes da criptococose
obtidos de excretas de pombo (PB) e solo (SL) nas proximidades de

estabelecimentos de salude em Boa Vista/RR
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Resultado dos antifungicos testados

Isolado
FLU
(25mcqg) AB (100mcg) Resultados

CSOM - PB0O1 23mm 12mm Sensivel

CSOM - SsLo1 20mm 17mm Sensivel

PCS — SL02 19mm 16mm Sensivel

CREM - SLO3 20mm 18mm Sensivel
CSPL — SL0O4 Omm 10mm Resistente (FLU)

CSBSP - SL05 21mm 13mm Sensivel

HGR - PB02 19mm 11mm Sensivel

LCSPRR - PB03 22mm 15mm Sensivel

S: sensivel, I: intermediario, R: resistente, I/R: intermediario ou resistente.

Fonte: o autor.

Imagem 9 — Teste de confirmacao para resisténcia do isolado de C.
gattii ao Fluconazol (FLU) em teste utilizando as metodologias de inundacéo e
semeio padrdo com os meios ASD e AMH, respectivamente

Fonte: o autor.
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Vérios trabalhos tém avaliado o perfil de susceptibilidade antifungica,
demonstrando  preocupagdo crescente com 0 comportamento dos
microrganismos isolados de amostras clinicas e ambientais (TRILLES et al.,
2004; HORTA et al., 2005; SOUZA et al., 2005; PEDROSO et al., 2006; TAY et
al., 2006; KHAN et al, 2007; THOMPSON et al., 2009; CHONG et al., 2010;
VARMA et al., 2010; CICHON et al., 2011; MATOS et al., 2012; SILVA et al.,
2012; TRPKOVIC et al., 2012). Levando-se em consideracdo que no presente
estudo esse isolado foi 0 Unico que apresentou resisténcia e que foi o Unico
isolado de C. gattii, nos faz refletir a respeito da diversidade desses agentes nos
diferentes substratos no Estado de Roraima. Nesse momento, é importante
reconhecer a existéncia de variabilidade genética e uma vez que esse fato pode
traduzir-se em variabilidade fenotipica, tais como diferencas antigénicas,
viruléncia e até mesmo na susceptibilidade aos agentes antifungicos (FRANZOT
et al., 1997).

Ha também dados a respeito de resisténcia a azoéis devido ao aumento
da populagdo com SIDA durante o tratamento de candidiase orofaringea com o
uso de azdis tais como o Fluconazol (PERFECT; CASADEVALL, 2002). Porém,
0s estudos que retratam a resisténcia de isolados ambientais sdo escassos. Em
geral, pode-se pensar que fungos podem ser intrinsecamente resistentes a
antifangicos, configurando a resisténcia primaria, como no caso das
equinocandinas, que exibem previa resisténcia a C. neoformans ou desenvolver
resisténcia em resposta a exposicdo a droga durante o tratamento (PEREA,
PATTERSON, 2002). Porém, essa resisténcia ndo tem sido relatada com
frequéncia na literatura atual. Os estudos a respeito do perfil de susceptibilidade
devem se estender a um nimero muito maior de estados, regides e paises para
gue seja viavel a compreenséo de tal fenbmeno ao nivel global.

Roraima apresenta, ndo somente o clima, mas caracteristicas
ambientais diferentes dos demais estados brasileiros. Nesse contexto é possivel
perceber que na Regido Norte, existe um padrao epidemiolégico endémico para
C. gattii. Em comparacgéo as condi¢bes ambientais, o Estado de Roraima é mais
semelhante ao clima do pais vizinho do que mesmo do restante do pais.

Calvo e colaboradores (2001), analisaram cepas provenientes do Brasil,
Chile e Venezuela e identificaram C. gattii resistente a 5-fluorocitosina,

proveniente da Venezuela. Em 2008, Pérez e colaboradores fizeram um estudo
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para compreender a distribuicdo dos agentes da criptococose na Venezuela e
encontraram dados semelhantes aos brasileiros, 90,9% para C. neoformans e
9.1% para C. gattii.

Mais recentemente, Firacative e colaboradores (2016) relataram em seu
estudo a nivel nacional, que na Venezuela a criptococose representa 19% das
infeccdes oportunistas em pacientes imunocomprometidos, ficando em terceiro
lugar, atras da histoplasmose e paracoccidioidomicose, contexto semelhante ao
brasileiro. C. neoformans aparece em 27% dos casos na média nacional. Os
dados a respeito da susceptibilidade a antifUngicos desse mesmo estudo
indicam resisténcia para as cepas de C. gattii ao Fluconazol (FIRACATIVE et al.,
2016).

Nessa perspectiva, pode-se dizer que os dados encontrados na regiao
norte do Brasil a respeito do isolamento dos agentes da criptococose e
considerando ainda os dados de susceptibilidade na qual foi possivel identificar
C. gattii resistente a Fluconazol no Amazonas (GLEICA, 2016) e em isolado
desse estudo, vao de encontro aos poucos dados encontrados no pais vizinho,
Venezuela. Levando a compreensdo de comportamento semelhante entre os

agentes da criptococose em seus ciclos biolodgicos na natureza.



6.

61

CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos e da analise e interpretacdo dos resultados

desta pesquisa conclui-se que:

a)

b)

c)

d)

f)

E possivel determinar a identidade taxondmica dos agentes da
criptococose pelos métodos tradicionais de estudos fenotipicos.

C. neoformans estéa presente com frequéncia em excretas de pombos em
Boa Vista/RR, 0 que corrobora outros estudos.

Tanto C. neoformans quanto C. gattii estdo presentes na poeira do solo
em Boa Vista/RR.

C. gattii isolado da poeira do solo mostra-se resistente ao Fluconazol pelo
método de disco difuséo.

Os estabelecimentos de saude estudados, na cidade de Boa Vista, estdo
realizando ac¢bes de prevencao para evitar abrigo para pombos.

E importante a divulgacdo e elaboracdo de procedimentos de limpeza,
desinfeccdo e remocédo de excretas de pombos em estabelecimentos de

saude.



7. ANEXO

h Rieiiaie

O QUE E A CRIPTOCOCOSE?

A criptococose é uma doenca causada por fungos leveduriformes presentes na natureza em diferentes
substratos. Esse fungo é disperso na natureza e provavelmente todos os dias, iniUmeras pessoas tém
contato com ele, porém, pessoas com imunodepressao, tem mais propensao ao desenvolvimento da
doenca.

O fungo responsével pela criptococose é chamado de Cryptococus. E possivel encontrar dois tipos de
Cryptococcus causando essa doenga: C. neoformans e o C. gattii, sao duas espécies diferentes do
mesmo fungo que causam doencas, clinicamente diferentes.

ONDE PODEMOS ENCONTAR A LEVEDURA?

COMO ELA E TRANSMITIDA?

A transmissao da criptococose ocorre por meio da
dispercao do fungo pelo ar. Fezes de pombos secas sao
possiveis fontes de contaminacao pelo fungo. No momento
em que o vento suspende as fezes, os propagulos do fungo
podem ser inalados por individuos e a partir desse momento
dar inicio ao processo de infeccao.

COMO ELIMINAR OS RISCOS DE TRANSMISSAO?

E muno comum ver casas, hospltals escolas e postos de salde utilizar diversas formas
p es. Em nosso estudo,
tilizado telas para evitar

presenca do
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