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‘Sem o amor a vida ndo tem alicerces

Sem a fé a existéncia é uma coroa sem brilhantes

Sem a esperan¢a a vida é uma espantosa nuvem vazia

Sem sonhos o ser humano é um jardim sem sementes

Sem imaginagdo o viver ndo tem lagos que atem as diferenc¢as humanas

Sem humildade as riquezas sdo marés adversas

Sem cuidar do jardim dos pensamentos, o viver deixa de ser uma cangdo e as
emogdes se tornam prisdes em vez de dangas

Mas com Deus a morte é a porta de entrada para a festividade insonddvel

Cuidar de nosso jardim é possivel e necessdrio!”

(Silas Barbosa Dias, “No Jardim do Pensador’, Editora Culthrix, Sdo Paulo, 2008)
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RESUMO

Com objetivo de avaliar a presencaGleneoformangm locais publicos e residenciais
de Cuiaba e Varzea Grande — MT, foram obtidas 122 amostras deaexessecadas de
pombos, subdivididos em oito grupos diferentes: pracas publicas (n=5)s ignsjd),
instituicbes de ensino (n=3), unidades de saude (n=8), areas al@iagdoecobertura de
amianto (n=4), conjuntos residenciais domiciliares (n=23), fabrica)(presidio (n=1). A
metodologia utilizada consistiu de semeadura em meio niger (N&AYjficacdo fenotipica
pelo teste da urease, quimiotipagem em CGB (meio de canavagina-g¢ azul de
bromotimol), das colonias isoladas com pigmentacdo de coloracdo mesaura. Para
confirmacdo genotipica dos isolados foi utilizada a técnica da (RéRcdo em cadeia da
polimerase). As amostras foram coletadas em dois periogokid §gosto e setembro) e Il
(outubro, novembro e dezembro). Foram isoladas leveduras apenas no peridédo Il
neoformansassociado as excretas de pombos foi isolado em oito de cente e \ilas
amostras (6,6%) sendo encontrado em duas de quatro igrejas dasriostas analisadas,
em uma de trés escolas das treze amostras analisadasjreeme vinte e trés residenciais

das quarenta e quatro amostras analisadas.

Foram avaliados maior nimero de residenciais (n=23), obtendo-se consegnéntem
maior numero de amostras provenientes destes locais (n=44).Atlevéesultados obtidos
foi possivel confirmar a identidade genotipica dos isolado€.deeoformansem locais
publicos (igrejas e instituicdo de ensino) e residenciais nos piasicie Cuiaba e Varzea

Grande.

Palavras chave<ryptococcus neoformangxcretas de pombos, areas publicas e urbanas,

Mato Grosso
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ABSTRACT

In order to evaluate the presenceGfneoformansn public places and residentials from
Varzea Grande and Cuiaba - MT, 122 samples were obtained from dyemh péxcreta,
subdivided into eight different groups: public squares (n = 5), churches4f, educational
institutions (n = 3), health units (n = 8), open areas showing ashastesage (n = 4),
residentials (n = 23) plant (n = 1), prison (n = 1). The methodologystednf inoculation in
niger seed agar (NSA), phenotypic identification by the uresteand chemotyping by CGB
(canavanine-glycine bromothymol blue medium), of the isolated calomin dark brown
pigmentation. For the genotypical confirmation of the isolates, R@MRymerase chain
reaction) was performed. The samples were obtained in two petliddisty, August and
September) and Il (October, November and December). Yeastasekted only in period
Il. C. neoformansssociated with pigeon excreta was isolated from eight @uhohdred and
twenty-two samples (6.6%) being found in two of the four churches, outrte#ethisamples,
in one of three schools in thirteen samples, and in five of twentg tledentials, in forty-
four samples.We evaluated a large number of residentials (), #h28 obtaining a larger
number of samples from these sites (n = 44). Through these lieswdis possible to confirm
the genotypical identity ofC. neoformansin public places (churches and educational

institution) and residentials in the cities of Cuiabd and Varz&aande.

Key-words: Cryptococcus neoformangigeon excreta, public and urban areas, Mato Grosso.
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1. Relevancia e Justificativa

~

Infeccbes oportunistas sdo cada vez mais frequentes em orgaNis
imunocomprometidos e representam aspecto importante em pacientes sionrome da

imunodeficiéncia adquirida.

A criptococose € uma doenca estudada ha muito tempo (desde 1894)ntentreta
somente nos ultimos 40 anos, ela apresenta avancos importantestesfér taxonomia,
epidemiologia, estrutura capsular, fatores de viruléncia, sorotipeséigps especificos. No
Brasil, observam-se relatos na maioria dos estados, e no estaddatde Grosso
especificamente, pouco ainda foi estudado no que tange tanto a isoladoss cbu

ambientais de leveduras agentes da criptococose.

A criptococose € uma micose sistémica grave causada por dois fugrgencente ao
géneroCryptococcugjue acometem tanto homens como anim@isieoformans C. gattii.
23 E cosmopolita e emergente respectivamente, como consequénciterdgdio homem

versus meio ambient&®®

A frequéncia da criptococose no Brasil em pacientes com A#DE,ordem de
prevaléncia, é a segunda maior que acomete esse grupo depeistEndo apenas para a
candidiase® O impacto pds era HAART (Highly Active AntiRetroviral Treent), reflete o
controle da multiplicacdo do virus HIV e portanto o aumento das chdecasbrevivéncia.
Contudo, as recidivas continuam a ocorrer, 0 que pode sinalizar aindagd® diecestudos
mais detalhados correlacionando-os & essa doenca fuhdistudos multicéntricos norte-
americanos e europeus demonstraram uma reducéo da incidéncia d@emfggortunistas

(incluindo a criptococose) apés a introducéo dos antirretrovirais.
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O aparecimento de criptococose em imunocompetentes, especialmeantargas, na
Regido Norte - Nordeste do Brasil, poryptococcus gattiisuscita um olhar mais critico e
profundo sobre a doenca. Na regido Sul do Brasil vem ocorrendo inclosigeagcas com
faixa etaria inferior a dois anos. Atualmente verifica-se gudoenca ndo esta apenas
associada a grupos imunocomprometidos como os portadores de HIV, md®m tantros

compostos por individuos imunocompetented?

A criptococose apresenta uma taxa de morbidade e mortalidadeaetaugpacientes
com o virus da imunodeficiéncia humafaMicoses sistémicas s&o consideradas causas de
morte importantes estudadas por meio de necropsias. Um estudo ocuinedd386 a 2006,
revelou mortes por micoses sistémicas no Brasil. Por meio de &s88psias realizadas
nesse periodo e colocando como referéncia a AIDS, como causa priukeipabrte, e
observando-se associacdo com infec¢do flngica, a criptococoseeapeneno a principal
doenca fangica (50,9%), seguida de candidiase (30.2%), histoplasmose @®ufrgs?
RIBEIRO et al. (2008}%, em Cuiabé, no periodo de 2005 a 2008, relataram uma prevaléncia
de 53,3% de Obitos por criptococose em 1300 pacientes aidéticos, quadroemeitoaate
ao estudo anteriormente citado dentro do grupo de infec¢cdo por fungosgngsiede

pacientes.

A presenca d€ryptococus neoformans solo e em dejetos antigos de pombos tém
sido amplamente estudada em diversos paises do mihtfoDejetos de aves sdo
considerados substratos naturais garaeoformansPombos inclusive podem transportar em
seus bicos, penas, e pernas, bem como apresentar colonizacdo Emeesteno papo.
Funcionam como reservatoérios e dispersores no ambiente, gerando fonfecdaoi para
humanos. Quanto ao habitat primario@leneoformanspodem ser consideradas espécies de
plantas, madeiras envelhecidas, locais onde as leveduras nafiieapundem desenvolver seu

estado sexuad®®
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Pelo exposto anteriormente, verifica-se a necessidade de avadiasivel distribuicéo
das leveduras d€. neoformansem ambientes publicos pertencentes a cidade de Cuiaba
(principal nucleo urbano do estado com cerca de 800 mil habitantészea Grande em
Mato Grosso, considerando-se a auséncia absoluta de dados regatéadasiomento na

literatura.

Vale ressaltar, que em outras regides brasileiras (Noydestee Sudeste), varios
relatos indicam a presenca das leveduraS.deoformangm excretas de pombos. Na regiao
Centro-Oeste, também ja foram realizados trabalhos nos ediadadsias e Mato Grosso do

Sul.

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de isolar e identifesrduras do
géneroCryptococcusem distintos locais publicos (pracas publicas, igrejas, ingté@sige
ensino, unidades basicas de saude, residenciais, fabrica e presigm)ngpios de Cuiaba
e Varzea Grande a partir de excretas de pombos, apresentando ingdito no estado de
Mato Grosso. A deteccdo destas leveduras em locais publicos quegamaibenaior
concentracdo de pombos e possivel presenca das mesmas em stas pece auxiliar na
compreensao dos mecanismos de propagacdo e aquisicdo da doenca por individuos
imunocomprometidos e imunocompetentes. Em Mato Grosso, futuros estudodosentra
binbmio hospedeiro-ambiente, poderdo contribuir para o conhecimento da exuieloigia

das leveduras do géngtoyptococcusio estado.
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2.Revisao de Literatura

2.1 HISTORICO

A criptococose é uma infeccao fungica oportunista ou primaria, daysar duas
espécies de leveduras encapsuladas pertencentes ao@émencoccus™?’1819202}ag yias
respiratorias constituem a “porta de entrada” da infeccdo, a dregjuEntemente adquirida
através da inalacdo de propagulos na forma de leveduras dessecadasforma de
basidiésporos encontrados no meio ambiéfte.

E cosmopolita e responsavel por infeccbes que se iniciam no asiggspiratorio e
podem se disseminar para outros locais, sobretudo para o sistema nervosG*céntral.

Atualmente, apresenta-se como uma das doencas de maior fregidrecigacientes
com AIDS, alcancando elevados indices de mortalidade, sobretudo nae class
imunocomprometida®® Cryptococcus neoformans Cryptococcus gattii Sdo os agentes
etioldgicos causadores da doenca tanto em homens como em afiffais.

Em 1894 C. neoformandoi isolado pela primeira vez por San Felice em suco de

fruta. O fungo recebeu o nome 8acharomyces neoformaem 1895. Houve desde entdo

modificacdes na taxonomia desse furido.

Em 1901, Vuillemin reclassifica-os no géné&upyptococcuscom duas espécies, uma
vez que ndo foi observada a presenca de ascosporos que caractevizduras do género
Saccharomyces’ Apenas uma espécie foi estabelecida em 1950, como agente etioldgico
para esta micos€ryptococcus neoforman® Nessa época, quatro fenétipos basicos foram
identificados pela reatividade de antigenos capsulares de polidsasa soros hiperimunes,
denominados sorotipos A, B, C e 3*° Registros referentes aos primeiros casos no Brasil

foram relatados inicialmente por Lacaz e Almeida em 1841.
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Os primeiros isolamentos @& neoformansglo ambiente foram realizados a partir de
1955. Foram encontrados no solo e em excretas de aves, associadabresgec excretas
de pombos. Posteriormente, conseguiu-se estudar a patogenicidadenmpeiatchcdo dessa

levedura nas lesées, em homens e anirffais.

Através de técnicas moleculares (RFLP), foi estabelecidssaciacdo dos isolados
ambientais e clinicos, pela presenca de idénticos genétipose Bestions (1955)*, tem
sido descrito o isolamento em excretas de pombos em diversas garmundo. Porém, o
estado teleomorfico por sua vez, tem sido observado apendi, em condi¢cdes especiais
delaboratério?

Rosario et al. (2008Y, sugeriram entre outras aves, os pombos, como reservatérios da
levedura, através de técnicas moleculares a partir dafickeg#ip de cepas provenientes de

isolados clinicos dos pacientes doentes e animais.

2.2 ECOLOGIA

2.2.1 Pombos e aves migratorias

Aves migratérias podem transmitir varios tipos de leveduEagtococcusspp séo
ubiquos na natureza e podem ser transmitidos aos humanos através de fombes.
(psitacideos) tém o habito de raspar e fragmentar pedacosddéranaalhos e parecem
oferecer as condi¢des favoraveis de sobrevivéncia e multiplidac&o neoformanem seus

habitats 33

O pombo comum chegou ao Brasil no século XVI e possui 0 home cierddic
Columba livia E uma ave considerada mansa, com adaptacdo nos centros urbanos, onde

encontram facilidade de abrigo e de obter alimentos. O excessom®l outro lado, pode
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causar danos ao meio ambiente e a saude da populacdo. Os pomboswalgeat@aestos de
alimentos, pao e inclusive lixo, embora sementes e graos seja @ ajpgéntar natural.
Geralmente sdo encontrados de 1 a 2 ovos por ninho, podem produzir de 5 a 6 pmhadas
ano e o tempo meédio de incubacao dos ovos € de 13dssentros urbanos o tempo medio

de vida varia de 3 a 5 anos, mas em regides silvestres podem viver 1 anos.

Pombos coabitamom humanos em areas urbanas e rurais, porém sua alta densidade
populacional concentra-se na zona urbana onde populagdes humanas interag@rarsom
tipos de animais e aves. Pombos em especial, possuem adaptagétadeagm cidades
conturbadas. Excessiva densidade populacional de pombos esiirdatenvolvimento de
programas de controle, que visam reduzir o numero de pombos por intgoepiia ou
envenenamento. Porém, varios estudos cientificos demonstram que rmire&ie ndo
consegue reduzir o numero de aves. O lugar dos passaros mortos Bigoederctro de um
curto periodo de tempo por outros novos ou por passaros que emigram dezémbas. vi
Esterilizantes quimicos, que geralmente sdo extremamente veneransasn a infertilidade
temporaria ou permanente. Essas substancias ndo devem em nenbunsddoicia, serem
introduzidas nos ecossistemas urbanos, porque ndo ha garantia de sqareapgasoas ou

animais urbanos?®

2.2.2 Taxonomia

A presente nomenclatura recebeu importantes contribuicbes nos udmes de
Rippon (1988)°, Kwon-Chung (19845, Bennett (1984% e Drouhet (1997¥'. As leveduras
do géneroCryptococcusséo classificadas no Reino Fungi, como membros pertencentes a
divisdo: Eumycota Filo: Basidiomycota Ordem: Filobasidiales Familia Filobasidiella e

géneroCryptococcus®*?338
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As espécies sadilobasidiella neoformans variedade neoformdB®erotipo A e D)
e Filobasidiella neoformans variedade bacillispol@orotipo B e C) e 0s respectivos

anamorfos sadCryptococcus neoformarfd e D) eCryptococcus gatti{B e C).?’

2.2.3 Sorotipos de&Cryptococcus neoformans Cryptococcus gattii

Ha 5 sorotipos: A, D, ADGryptococcus neoformang B, C Cryptococcus gatij
cujas diferencas residem nas estruturas capsulares de polssaca(antigenos). A
classificacdo das cepas é determinada através de soros agissal®i coelho, que contém
anticorpos monoclonais especificos para uso em rotina, utilizando o no&adgputinacao.
Muitos isolados clinicos séo sorotipo A o qual encontram-se distrildigidorma ampla, ao
contrario do sorotipo D, que ocorre em certos paises europeus maslaleamm quando

comparado ao sorotipo anterior.

C. gattii por sua vez, também difere pelos sorotipos B e C, de tal foueasao
considerados e reconhecidos como espécie distint&€.daeoformansbaseando-se em
diferencas morfoldgicas verificadas no basidiésporo, nos nichos emEOgios recursos

morfolégicosin vivo eidentidade molecular restrita (55 a 61% parentesco pelo DNZ).

2.2.4 Nicho ecolégico deCryptococcus neoformans

Diversos autores apontam os provaveis nichoS.deeoformangomo: solo, ninhos,

ovos, excretas de outras aves evidenciando assim, sua facil didtrileu; zonas urbanas.

40,41,42,43
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Lin & Heitman em 2006 confirmaram a predominancia no isolamento @e
neoformans entejetos de aves como pombos. Contudo, as leveduras ja foram isoladas
também de outras espécies de aves como: galinhas, patos, gansespagdes, canarios,
papagaios e periquitos. Evidéncias confirmam o papel dos pombos como dsanesne/ou
reservatorios d€. neoformans Sao muito raros os estudos soBreneoformanso interior
do corpo dos passaros. Externamente foram isolados de bicos, penzasedpssas aves.

Ha muito maispositividade referente &. neoformansem fezes secas do que em fezes
recentemente emitidas, pelo fato das mesmas encontrarem&m&io ou com 0 solo ou
com poeira e sujidade¥’ H& evidéncias de sua existéncia em poeira domiciliar assatiada
pacientes infectados p@r. neoformans'®* Logo, as leveduras podem se multiplicar melhor
nos ambientes de solo contaminados por acumulo de dejetos de aves. @3ssdejet sao
substratos mais propicios devido a escassa presenca de bactreagjohuma menor
competicdo entre elas @ neoformas, promovendo assim uma maior concentracdao de
leveduras. Pombos apresentam uma caracteristica térmica meefi2d C. As levedura€(
neoformansndo sobrevivem a essa temperatura. Em adic&o, a microbiota Imectsalada

do ambiente intestinal de pombos saudaveis, inibe o crescime@tong®formans, in vitro.

Os pombos €. neoformansncontram-se disseminados no mundo inteiro e se adaptam com

facilidade aos centros urbanos, preservando seu carater ubiquo.

Fatores ambientais sdo relevantes possivelmente por interferoesolamento das
espécies d€. neoformansEstes podem estar relacionados ao clima (umidade, temperatura,
evaporacae radiagio solar) e compH. E importante destacar qu& neoformangode
sobreviver a temperatura de 37° C, podendo ser correlacionado ao dspeatogenicidade.

Sao considerados raros aqueles capazes de sobreviver em tengensdioees. C.
neoformang inibido ou ndo sobrevive & temperatura de 41 Essas leveduras em excretas

umidos ou dessecadas de pombos podem se manter vivas por periodo sumési@nas.
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Até ha pouco tempo, acreditava-se que 0s raios solares inibiam auatesteu crescimento.
Porém, sua capacidade de produzir melanina parece lhes permiipedas sobreviver aos
raios solares como também utilizar as energias do sol pas @éprias atividades
metabolicas. A poeira pode transportar pequenas particulas de rhi@a2 de diametro,

capsuladas e atingir os alvéolos pulmonares por inald¢gg’*®*°

A alta concentracdo de creatinina nas fezes acumuladas, Eare@eér ainda mais o
crescimento de leveduras do gén€@xyptococcus proporcionando consequentemente um
ambiente alcalino, hiperosmolar com diversos compostos nitrogenados/eflarls tém a
capacidade de assimilar creatinina, xantina, ureia e acido Udpogostos presentes nos

dejetos das ave¥

2.2.5 Pombos: Reservatoérios ou Portadores simples

Littman e Borok (1968)*’ consideram pouco provavel que o pombo seja principal
fonte de leveduras do génetwyptococcusna natureza, pois sua concentragao nestas aves,
em regi6es como no bico, no estbmago, patas e amostras de ckiasaawes, € muito baixa.
Abou-Gabal e Atia (1978)° confirmaram também que ndo seja seu papel biolégico de
disseminagdo na natureza, pois a existéncia de inUmeras dscbéri intestino, sao
responsaveis por inibir o seu crescimento, portanto, impedindo assim iglicagio do
fungo.

Quanto ao isolamento d& neoformangm cloacas, ainda ha controvérside.tubo
digestivo das pombas, em 1976, Swinne-Desgain realizaram estudoa gelbneanéncia do
C. neoformansneste sitio anatdmico® Entretanto, a temperatura basal dos pombos é
suficientemente alta e capaz de impedir a sobrevivéndia deoformansestes animaiO

isolamento de outras espécies do gén@myptococcus (C. albidus C. laurentii e



___Revisdo de Literatura 11

C.uniguttulattuy, mais termo- sensiveis do qué&Coneoformanspoderia ser justificado por
uma contaminacdo exogena. Entretanto, foi observada resisténchkyuwieas cepas no
intestino, sugerindo que nem todas elas sdo tdo sensiveis as t@rapengperiores a 37° C.
Litman & Borok (1968) %/, demonstraram a capacidade de sobrevivéncia no trato
gastrointestinal através da recuperacaoGdeneoformansnas excretas frescas. Outros
registros, em contraste, demonstraram a capacidade de muéplicas leveduras né&o
apenas em temperaturas de 41° C e 43° C, como também de sobrevigarendias a 45°C

- 46° C 2

2.2.6 Mecanismo de transmissao

A disseminacdo de propagulos infectantes os quais serdo depositadab/éolos,
dependendo do seu tamanho como também interdependente da espessura®tapsular.

A entrada das leveduras nos alvéolos pulmonares depende do tamanho des fesm
sua forma tipica vegetativa tem a forma de levedura com etidoe uma célula de 2,5 um
a 10 um. O organismo pode apresentar reproducdo sexdémaagidiella neoformans
formando filamentos delicados, basidios e basidiosporos. Porém, a repredugab que
geralmente ocorre é assexuada ou vegetativa, formando levedwwrasas@idiésporos
(esporos sexuais) possuem de 1,8 a 3 um de diametro e resultamagoecitozdos tipoa e

tipo a em um meio apropriadc’

2.2.7 Ciclo de vida das leveduras do géne@ryptococcus

O estudo do ciclo de vida de um fungo permite observar alteracdes ambiemtsiseflexos

nas diferencas fenotipicas e genotipicas. Muitos fungos eath ggistem no estado haploide ou
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dipléide (Ascomycetes). Contud@. neoformangBasidiomycetes) pode se apresentar hapldide,
dipléide ou dicariético?’

No estado haploide, estes microorganismos encontram-se na folmeedera, fase
assexuada. Apresentam-se como células capsuladas, arredondadadadas,osem a
presenca de hifas ou pseudo-hifas. Dividem-se através de brotameritpsndl simples,
resultando em blastoconideos aderidos a célula mde. Em meio de deltigar Sabouraud

sdo isoladas colbnias com textura mucéide, aspecto brilhoso, viscosagdas,ioom

tonalidade cremé? >

Ainda néo foi observada a fase sexuada (teleomdérfica) na natArdeanonstracéo €
realizadan vitro no laboratério. Nesse caso sao conhecidos déilnbasidiella neoformans
ou Filobasidiella bacilispora correspondendo a fase assexuada (anam@rfgjtococccus

neoformans C.gattii, respectivamenté’" ®

2.2.8 Fonte deCryptococcus neoforman® “ndo neoformans” no solo

Até pouco tempo atra€ryptococcus albiduse C. laurentii, eram considerados
saprofitas. Podem ser encontrados no ar, madeira, solo, excrptaslues e alimentos como
queijo, feijdes e vinhos. Atualmente, houve uma mudanca desse perfil, paisdoservados
varios relatos de infeccbes provocadas por esses microorganisnresdmliem pacientes
com AIDS. Foram também encontradas as espéCiedaurentii e C. unigutulattus

colonizando humanog’
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2.2.9 Sorotipo AD

Em 2006, Lin e Heitman, estudaram a contribuicdo dos hibridogédero
Cryptococcus?* Segundo eles, hibridos AD, possuem o mesmo nicho ecolégico quedDo A e
e sdo também causadores de criptococose. Sua identificacdopléssinutiliza testes
sorolégicos. A hibridizag&o pode ter reflexos na reproducdo das espécies emergarde
novos genaotipos que podem alterar a viruléncia e a susceptibilidadegas dntifungicas.
Estudos com o hibrido AD demonstraram que ele pode ser tdo patogéainto o sorotipo
A. Além disso, algumas cepas AD podem tolerar altas tempasapwdendo tornar-se mais

virulentas na sua patogenia.

2.3 EPIDEMIOLOGIA DE C. neoformans

2.3.1 No mundo

Registros sobre solos como reservatorios naturais Cdeneoformans dando
continuidade aos trabalhos de Emmons, surgiram na Africa em 19565 atmsvéstudos de
Libero Ajello. *® A predominancia mundial do sorotipo A e neoformang significativa.
Foi observadd. neoformansia Espanha’ em uma frequéncia de 61,7%, nos E¥JA 85%
confirmado posteriormente por Litvintseva et al. (2005)s quais registraram percentual

igual a 83% e na Argentifia- 89%.

Estudos de tipificacdo molecular confirmados por Meyer et al. (1899lataram
essa predominancia estando distribuidos na seguinte forma: tipoovdtips A, 78%; tipo

VNII, sorotipo A, 18%; tipo VNIII, sorotipo AD, 1%; e tipo VNIV, sorotipo, Bom 3%.
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Sorotipo A refere-se &. neoformansvar. grubii. Quatro anos mais tarde, Meyer et al.
(2003)® realizaram estudos com paises ibero americanos e confirmans@smo perfil de

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

Pesquisas foram realizadas na Italia, quando isolaram e icemaifiC. neoformans
em amostras de fezes de morcegos, pombos, raposas e inclusiveasardossolo.
Gokulshankar et al. (2004 na india, além do isolamento em fezes de aves comuns, isolaram
C. neoforman®m corvos, com positividade igual a 12%. Na Malasia, Tay. ¢2@05),
isolaramC. neoformansem todos os dejetos de aves (100%), localizados em zoologicos,

petshops areas publicas.

2.3.2 No Brasil

No Brasil, varios estudos foram realizados na regido Sudes&raleizal. (19935,
sugeriram novo nicho ecolégico pa@ryptococcus gattii dejetos de morcegos de uma
residéncia antiga. Mais tarde, Passoni et al. (1898gvelaram em pesquisas realizadas no
domicilio e peridomicilio, alto indicde C. neoformanss quais foram também recuperados
de excretas de aves em cativeiros. Montenegro et al. (¥086)aramC. neoforman$26,3%
locais positivos) em amostras de fezes de pombos e fragmenémgades, cuja sorotipagem
revelou o tipo D. Nesse mesmo ano, na regido Nordeste, interesséanrteento foi relatado:
C. neoformane C. gattii em um Gnico oco de arvor€.Em relacdo ao conjunto de 32 ocos
de arvores, foi apontada positividade em apenas 6 (18,5%). Ja na regiém@-ste, na
cidade de Campo Grande — MS, 20 amostras de excretas de awegivamos foram
avaliadas.C. neoformansfoi isolado a partir das seguintes aves: canario belga e nmandari

periquito-australiano e mandarim, agapore e pombo rabo de fédNa.regido Sul foram
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isoladosC. neoformansem 88 amostras de fezes de pombos, provenientes de diferentes
pracas da cidade de Porto AledfeNa regido Sul, os estudos se concentraram na cidade de
Curitiba°, e foram avaliadas amostras de psitacideos cativos, alémlatiisclinicos, cuja
positividade foi respectivamente igual a 24,1% e 1,4%, para passesferpsitacideos cujo

tipo molecular foi identificado como VNI. Na regido Nordeste, madé de Fortalez&,
estudos foram realizados em dejetos de pombos (n= 47) e cloac822) possibilitando

apenas dos primeiros o isolamentdditgptococcus laurentialém deC. neoformans

2.3.3 Regiao Centro Oeste

Fernandes et al. (2000} estudaram pacientes (n= 50) com criptococose
meningoencefalica associada a AIDS em Goiania - GO. FatamtificadosC. neoformans
(94%) eC. neoformans gattii (6%), provenientes em sua maioria da cidade de Goi&nia
predominancia d€. neoformangm pacientes com AIDS deveu-se provavelmente a maior
exposicdo dos individuos ao habitat natural deste fungo.

Muitos trabalhos associa@ neoformangambém a excretas de pombos e outras aves
e C. gattii as arvores de eucaliptos. No entanto tem sido observada a presdga @oC.
neoformanaesses eucaliptos bem como em ocos de diferentes arvores. Portaaiisté
ainda uma associacao definida entre o fungo e um tipo especifico de frafjifat.

Lindenberg et al. (2008Y, fizeram um estudo do perfil clinico e epidemiolégico de
123 pacientes no ano de 2005 com criptococose em Campo Grande - MS. Detdrel®
pacientes, 84,5% eram HIV positivos, 4,9% apresentavam doenca ele d#55% eram
imunocompetentes. A maioria foi identificada cor@o neoformang89,6%) eC. gattii

correspondeu a 10,4%\ maioria também era natural ou procedente do estado de Mato
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Grosso do Sul (73,2%). O indice de letalidade foi igual a 49,6%, sendo paei@stes HIV
positivos totalizaram 51%.

Souza et al. (2009)° , estudaram 84 amostras clinicas de liquor provenientes de
pacientes com AIDS e 40 isolados ambientais de excretas de pombes aevores
(eucaliptos) Foram identificados em 120 isolad&s, neoformanyar grubii (sorotipo A) e
em 4 isoladosCryptococcus gattii(sorotipo B). A atividade da enzima fosfolipase em
amostras clinicas foi maior do que nos isolados ambientais. ©s tEssusceptibilidada
vitro exibiram resultados similares para anfotericina B, fluconératonazol e voriconazol,
sem deteccédo de resisténcia. Foi identificado o tipo moleculaeMNBO amostras clinicas e
40 amostras ambientais, e o tipo molecular VGIII foi identificadatasolados clinicos. Este
foi o primeiro estudo molecular abrangendo isolados clinicos ecatals das leveduras do
género Cryptococcusprovenientes da regiao Centro Oeste.

O primeiro estudo realizado em Mato Gro§sabordando caracterizacéo fenotipica de
amostras clinicas positivas patayptococcusspp foi realizada em 2009. Foram isoladas 37
leveduras de 26 pacientes HIV positivos @5neoformanse 1 C. gatti) e 10 de HIV-

negativos (8. neoformang 5C. gattii).

2.4. CRIPTOCOCOSE
SegundoWanke et al. (2000§%, de modo geral as infeccdes fingicas, podem ser

classificadas sob o ponto de vista da sua porta de entrada. Poréncasesténfeccdes
sistémicas séo referidas a hospedeiros imunocompetentes. Ndecasorrer em individuos

com baixa imunidade ou imunocomprometidos a classificacdo mais adedpiadi@ccao

seria oportunista, uma vez que €& decorrente de uma doenca de base ou do uso de
imunossupressores. Portanto, embofargptococcus gatticause uma micose sistémica, ele

pode também causar uma infec¢ao oportunista em imunossuprimidos.
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As micoses podem ser avaliadas considerando-se dois aspectododrestelogico
do hospedeiro e a exposicdo ambiental. Quando ocorre uma alteracaoibdequire esses
fatores, pode ocorrer a instalacdo da doenca criptocd¢d®er outro lado, a sobrevivéncia
do fungo vincula-se a termotolerancia no corpo humano, pois muitos fungosadazes de
crescer a 37° C?

E interessante observar o conceito de reservatério em hospede@mochungual pode
se apresentar assintomatico, mesmo contendo 0 microorganismo patog@midodo
portanto como hospedeiro passivo. Ha colonizaca®.deeoformansem orofaringe, pele,
narinas e escarro. Além disso, pode se tornar dependendo das condig@ssdmindividuo

que o alberga o futuro sitio de infeccéo, de onde se dissemina para o orgénismo.

Randhawa e Paliwal (1978 reportaram que o isolamento @eneoformang muito
baixo em culturas de escarro. No entanto, a semeadura de escarro de gaienberculose
pulmonar revelou aproximadamente 300 col6nia€ deeoformans Este achado sugere que
0 escarro e o trato respiratorio superior, possam ser considerados étibstratos para a
sobrevivéncia e multiplicacdo dos fungos. Quanto a frequéncia da gg@a&sn humanos
parece ser comum e podem ser isolados em numerosos éaifigsos velhos, igrejas, jardins

zoolégicos, celeiros, estabulos e domicilios doméstitos.

2.4.1 Criptococose e AIDS

A criptococose € considerada em varios paises, “marcador’ pR@Ieessos

imunossupressivo&*
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A meningite criptococica € uma das mais importantes infec{iEspaises com alta
prevaléncia de HIV/AIDS, a criptococose € uma das mais freggieatisas de meningites em
geral, ultrapassando as causadas pelas bactériasStmptococcus pneumoniaa Neisseria
meningitidis Com a introducdo da terapia antirretroviral, a incidéncia declinou
significativamente na América do Norte e no oeste europeu. O niaeenafeccdes por
meningite criptococica € semelhante as outras doencas queraetehtencdo da saude
publica. Na Africa sub-Saara, os 6bitos por meningite criptococigaram os 6bitos por

tuberculose®?

A infeccéo pelo virus emergente do HIV, com consequente epidemidD& #m
sido responsavel pelo aumento de infec¢cdes oportunistas, causadaseyedasasC.
neoformans segunda causa de infeccdo mais importante em pacientes dos Al
prevaléncia de criptococose varia de 3 a 6 % na Europa, 6-10% nos HJ208 em alguns
paises tropicais, especialmente Africa Central. No Bragileealéncia é aproximadamente

de 5 a 10% e, quase todos 0s casos séo atribu@laseadformans’®838

2.4.2 Cryptococcus neoformans

C. neoformansem ampla distribuicdo mundial sendo frequentemente associado com o
solo contaminado por fezes de passaros, especialmente os p&@uhosba livig. Muitos
estudos epidemiologicos avaliavam ape@aseoformansndo considerando outras espécies
como: C. laurentii, C. albidusou C. uniguttulatus®* Contudo, essas espécies consideradas
saprofitas, nas Ultimas décadas tiveram um aumento signifigivelatos, como causa de
infecgBes, em especi@l albiduse C. laurentii Essas duas espécies perfazem 80% dos casos

relatados de criptococose ndeeformans naogattii. °" %



___Revisdo de Literatura 19

Estudos realizados no Bra&fle na Africa* revelaram que os pacientes com AIDS
podem estar mais frequentemente expostos a levedura em su&ss prgpadias. Portanto,
o desenvolvimento de estudos quantos aos provaveis nichos ecoldgicos tem sido
intensificados nos ultimos anos, particularmente no Brasil. E $stmée observar que até o
momento nao foi encontrada associacéo entre fezes de porfhagtii. °®®’ Esta espécie

foi recentemente isolada de outras aves na regido sul da Brasil

2.5. FATORES DE VIRULENCIA

Patogenicidade pode ser caracterizada como a capacidade dorgainismo em
causar danos ao hospedeiro. Existem estruturas que atuam comadiadrakencia, sendo a
capsula classicamente caracterizada como um destes, associadog@aatigésica’’
Steenberger & Casadeval (208%)elencam como fatores de viruléncia para leveduras
do género @/ptococcus capsula polissacaridica, lacase e melanina, fosfolipase, ,urease

proteinasemating typee crescimento a 37° C.

2.5.1 — Capsula polissacaridica

A capsula expressa pelo fungo basidiomidétgptococcusneoformansé composta
por galactoxilomana (GalXM), glicuroxilomana (GXM) e pequenas ntigades de
manoproteinas. GalXM e GXM induzem grupos de citocinas, e a GalXM induz a apidptose
macréfagos por alteracdes morfologicas.

Os antigenos da capsula sao importantes pois permitem a egprbidos sorotipos
da GXM. A GXM depende de caracteristicas e ligagbes gasmisultantes da interacdo

entre a manose e xilose. E importante considerar que mesmo sepuitaite fator de
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viruléncia, ela por si s6 ndo é um fator exclusivo, visto que cepasiteri@capsulares ou
com tamanho reduzido de capsula podem causar a infeccdo da mesm& forma.

Quanto a funcédo da capsula, primeiro temos a questdo da sobrevivémgono
ambiente, seguida da protecdo contra dessecacdo e formacéo ldeehidfias células do
hospedeiro, ela tem um papel antifagocitico importante dentro daascélde plasticidade

morfolégica entre lisa e mucdéide, elevando a sobrevida em macréfagos.

2.5.2 — Lacase e melanina

A enzima lacase (fenol oxidase) produz melanina atraves depalutwerizacdo, em
meios contendo difendis. A melanina é produzida através da PKA (préiease A) e se
deposita no interior da parede da levedura, tem a caracteré&idnsolubilidade e da
resisténcia a substancias quimicas e enzimas.

Estudos com diferentes meios de cultura para evidenciar melanama fealizados
como: agar sementes de girassd¢l{ianthus annus agar niger Guizotia abyssinica agar

batata, 4gar cenoura e agar pimeftita.

2.5.3 - Fosfolipase

As fosfolipases sao grupos de enzimas heterogéneas queshidrtitiacOes ésteres
em glicerofosfolipides. Possuem a funcéo de liberacéo de lipidetao inositol, trifosfato
e 4cido aracddnico. Atuam nas membranas das células desestabilizandaramals**

A atividade extracelular da fosfolipase como fator de viruléfotiastudada por Cox
et al. (2001)*, através da construcdo de clones da enzima PLB1 e de sua mb&iese

autores demonstraraim vivo em ratos e coelhos a meningite criptococica.
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2.5.4 - Urease

A enzima urease hidrolisa a uréia para amonia e carbamam eondicbes
fisioldgicas resulta em aumento do pf4.0 aumento do pH produzido pelo hidréxido de
amoénia produz injuria tecidual e permite a sobrevivéncia da levedut utilizada como
uma ferramenta de identificacdo @e neoformans®% No entanto, h& registro de um caso
urease negativo em um paciente imunocompetente. Ndo se conhece o mueddmis
patogenicidade da enzima, nem tampouco o respectivo papel da mesmaa-deostul papel
como fonte de nitrogénio nesse nicho ecologico. Tem sido sugerido quesa possa
promover o sequestro do microorganismo nos microcapilares antes séaides;ao no
cérebro e correlaciona-se com uma diminuicdo significativa céisdas de defesa nos

pulmdes de ratod®*12

2.5.5 - Proteinases

O papel das proteinases de fungos, bactérias e anaerobiogitesstsibelecido na
patogénese. Elas contribuem na viruléncia microbiana, atraveés tdaigdesde tecidos do
hospedeiro e digestdo de proteinas imunologicamente importantes como ohulogt e
complementost®1%*1%Em 1996, Chen et al. confirmaram a atividade @rmeoformans
através da hidrolise da azoalbumina, liquefacdo da gelatina refailese do substrato

proteico associado com a levedufa.

2.5.6 - Mating types

Ocorrem dois tipos dmating oa e oa. Existe um viés paramating typex, tal como
ser de 30-40 vezes mais prevalente do gmatinga, tanto em amostras ambientais como em
amostras clinicas. Quando cepas isogénecam utilizadas, variando apenasnating em

ratos, observou-se quenating typex era muito mais virulento do quevmtinga. 2
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2.5.7 - Crescimento a 37° C

Para permitir sua sobrevivéncia é essencial a capacidadesid8r ra temperatura
fisiolégica. Ha muito mais que 20.000 espécies de fungos, no entanto, ppanas estao
aptos para causar doencas (inferior a 0,01%) justamente por rsibdidade a temperatura

de 37° C¥

2.6. PATOGENIA

As manifestacdes clinicas de infec¢cdes causada€ poeoformanse C. gattii sdo
muito semelhantes.

A criptococose inicia-se por inalacdo e infeccdo por micropropagubbgea da sua
exposicdo ambiental (leveduras ou esporos de 1 a 2 um de diamettejpdo assim se
disseminar para os pulmdes e depois para o SNC onde é potencialateht®’fNos
primeiros 6rgdos promove uma colonizacdo assintomatica (maioria sits ca a infeccao
pode ser evidenciada por exames de radiografia (n6dulos pulmonaresusals-piricos ou
multiplos) associados a sinais clinicos como febre, dor no peito, pergesde tosse
produtiva. Em alguns pacientes a pneumonia criptococica evolui rapidapsat sintomas
meningeos pela disseminacdo extra pulmonar ao SNC (imunocomprometidues)nanece
limitada ao quadro isolado de criptococose pulmonar (imunocompetentegnt€aaom
AIDS apresentam pneumonia criptocécica como sintoma primario € deab0% exibem
infeccdo concomitante do SN&.O tipo pulmonar é a segunda doenca mais frequentemente
diagnosticada depois da meningoencefalite e a segunda causa de pdidubnar em
pacientes transplantados de figado, apds a aspergbEm pacientes sintomaticos, podem

ser observados os seguintes sintomas: febre (26%) em algungs#¥%3ena maioria, com
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expectoracdo mucoide com ou sem hemoptise (18%). Nos pacientes @) Al
comprometimento pulmonar é de 30% aproximadaméfileSendo rara a criptococose
pulmonar em imunocompetentes, € frequentemente indicado o exame hidgpatairaves
de biépsia do pulmao para diagndstico especifico da doefca.

Os pacientes podem ndo apresentar quadros de cefaleia, ou aindatapoegaleias
intermitentes. Em 76% dos pacientes sdo registradas cefedegiisuadas com alteracdes
mentais. Febre pode estar presente em 65% dos aconietitfbs. meningoencefalite (80%)

é forma mais diagnosticada, isolada ou associada ao acometimento puffffohdPode ser
classificada em meningoencefalite aguda ou subaguda, com lesissificas ou multiplas
no SNC. Em caso de. gattii, pode simular neoplasias associadas ou ndo ao quadro meningeo
no hospedeiro imunocompetente. Em imunodeprimidos, ocorre a forma dissemmnada
meningoencefalite, em pacientes em geral masculinos onde nami@lan carga fungica é
elevada e ha predominio @ neoformanssorotipo A. Os sinais clinicos podem variar desde
auséncia dos mesmos & meningoencefalite aguda ou sub #ghigeoculturas positivas
(fungemias) sao frequentes em 25% dos casos. Em pacientes c8malJins sinais servem
como sinal de alerta para suspeita de meningite criptocéoéfatéia, febre de origem
desconhecida, deméncia progressiva e confusdo mental. Uma quackddidécitos T
CD4+ inferior a 50 células, poderia explicar a dificuldade dederar leveduras do género
Cryptococcus do SNC e do LCR. As sequelas podem ser camaddsrigela diminuicdo da
capacidade mental (30%), da acuidade visual (8%), paralisia per@aleenervos cranianos
(5%) e hidrocefalia™**

O comprometimento cutédneo ocorre em aproximadamente 10-15% dosdeasos
criptococose e representa um marcador de disseminacao dacoascAs lesdes ocorrem
em geral por disseminacdo hematogénica (Criptococose Cutanead&#a - CCS), no

entanto, a criptococose primaria cutanea (CCP) pode ocorrer poinoaulacao direta do
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microorganismo na pelé’***°Devido & baixa penetracdo de antifiingicos nesse local
poderia servir como justificativa da persisténcia do fufigo.
Infeccbes oculares podem ocorrer concomitantemente a infeccOemtpms virus
como CMV e HIV. O envolvimento ocular ocorre em geral antes do diagmoda
: - 46
meningoencefalite.
A criptococose pode ocorrer em outros sitios anatdmicos causando doenQasos,

articulacdes e peritonité’

2.7. CRIPTOCOCOSE E A BIOLOGIA MOLECULAR

A técnica de hibridizacdo desenvolvida em 1975 para estudo de diversos
microorganismos patogénicos foi o primeiro exame molecular usadoigentificar oC.
neoformansbaseado no reconhecimento de sequéncias especificas de'fa¥dsm 1992,
Varma realizou a identificacdo do. neoformansatravés do gene URA5, o qual permitiu

hibridizar de 12 a 14 cromossomos do furlgd.

Através da técnica da PCR, houve a possibilidade de amplificac@eqienos e
especificos segmentos do genoma, permitindo a obtenc@itro de mdultiplas copias de
regido especifica do DNA***Possui a vantagem de ser mais rapida, facil e econdmica em
relagdo a hibridizacdo e de ter alta sensilibidade e espdsife. As alternativas técnicas
derivadas da PCR como Nested PCR, multiplex PCR e Real TaRefétam utilizadas e

obtiveram sucesso para a identificacd€daeoformans C. gattii, 12021122

Contudo, € necessario que os metodos de genotipagem tenham a propmléedade
reprodutibilidade. Isso fez com que se desenvolvessem as técni€d3Rdéngerprinting,
RAPD, PCR-RFLP, AFLP e MLST#1#3124125126h5ia empregadas para caracterizagdo

genotipica de leveduras déneroCryptococcus
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Associada a outras técnicas, a PCR fingerprinting possibilitdasaifccacdo dos
isolados clinicos e ambientais dentro de 8 tipos moleculares de sieguéspecificas e
reprodutiveis sendo quatro identificados €mneoformansomo: VNI (sorotipo Al), VNII
(sorotipo A2), VNIII ( sorotipo AD), VNIV (sorotipo D), e quatro idemtddos enC. gattii
VGI, VG I, VGIII e VGIV. Ainda ndo é bem exata a corrg@ entre sorotipos e tipos
moleculares par& gattii. ****" A técnica foi muito importante para a compreensdo da
epidemiologia do tipo molecular degattii, observando-se uma cepa extremamente virulenta,
o tipo molecular VGII. **® Alguns estudos buscam determinar se h& relacdo entre
caracteristicas clinicas e, susceptibilidade aos antifungiasipo molecular envolvido na
infeccdo*® A PCR-RFLP (Restriction Lenght Polymorphigme AFLP (Amplified
Fragmentlength Polymorphism), séo técnicas rapidas para deteccdo daigpaore tipos
moleculares do complex€. neoformans'?***® A PCR-RFLP ndo necessita de prévia
hibridizacéo, € realizada a partir da utilizacagdemersespecificos e depois de submetidos a
PCR s&o clivados por enzimas de restri¢doApresentam algumas desvantagens como por

exemplo mdltiplas fases envolvidas no procediméntd>?

O AFLP agrupou o complex@. neoformangm 6 tipos moleculares: AFLP1, AFLP2,
AFLP3, AFLP4, AFLP5, AFLP6 (BOEKHOUEt al 2001). N&o ha ainda definicdo quanto

ao sorotipo hibrido AD e o AFLP correspondenté?*

2.7.1 Contribuicdes das técnicas na criptococose

A biologia molecular veio auxiliar o diagnéstico da criptococase maior precisao e
rapidez que se exige para diferenciar complexos quadros clisdcamenca. Houve um
avanco no conhecimento da epidemiologia das micoses através lidesadéfinidas das

regies do genoma do fungo, presente nas amostras clififcas.
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O diagnéstico da criptococose tem sido baseado no exame diretdameisto,
seguido de identificacdo bioquimica e imunodiagndstico. Contudo estssdiesla podem
apresentar limitacdes podendo ser complementados por técnicas moletiilares.

Testes fenotipicos podem ser trabalhosos e muitas vezes apreiseptacisdo pela
subjetividade de interpretacdo dos resultatfisTestes automatizados e semi automatizados
como API 20C AUX e VITEK, oferecem resultados em 72 horas apemamente. Contudo,
esses testes possuem limitagcbes quando ha a necessidadeosle aatiplementares para
conclusdo da identificacéo do isolad8:*®’

Em se tratando de diagndstico utilizando métodos imunoldgicos, podem ocorrer
resultados falso positivos considerando reacdo cruzada com fatoresatdides)
Trichosporonspp e contaminacao por bactérias Gram negativas. Porém, detégtex com
anticorpos utilizado na pesquisa de antigenos capsulares exibe grande e@olingisr.

Atualmente existem métodos moleculares, ainda nédo utilizados ratnegite em
laboratorios clinicos, que detectam uma determinada sequéncidiespirigene do género
C. neoformanstanto de amostras clinicas quanto de cultd?&$*® Portanto, ferramentas
moleculares oferecem alta sensibilidade e especificidade e pegtemuito utilizadas em

estudos epidemiol6gicos e de tipagem. 140,141
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3.0Dbjetivos

3.1 Objetivo Gerdl

Isolar e identificalC. neoformangm excretas de pombos coletados em distintos locais
nos municipios de Cuiaba e Varzea Grande.
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3.2 Objetivos Especificos:

1- lIsolar C. neoformansa partir de excretas de pombos em distintos locais (pracas
publicas, igrejas, instituicbes de ensino, unidades basicas de sasidenadiais,
fabrica e presidio) nos municipios de Cuiaba e Varzea Grande

2- Caracterizar fenotipicamente através de técnicas bioquirticease e CGB) os
isolados ambientais d&neoformans

3- Confirmar a identidade genotipica dos isolados caracterizadosoangnie (item 2)
através da técnica de PCR
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4. Métodos

4.1 Tipo de Estudo
Descritivo

4.2 Amostragem
A amostragem foi constituida por excretas de pombos, as quais fooletadas nos

municipios de Cuiaba e Varzea Grande.

4.3 Periodos e locais selecionados para a coleta das amostras

4.3.1 Periodos

As amostras foram coletadas em dois periodos distintod: IGada periodo foi constituido
por 3 meses correspondendo a: | (julho, agosto e setembro) e Il (@utaembro e dezembro) no
ano de 2010.

O numero total de amostras correspondeu a 122; estas foram sobtidal9 locais
distribuidos da seguinte forma: pracas publicas (n=5), igref$),(mstituicdes de ensino (n=3),
unidades de saude (n=8), areas abertas exibindo coberturaafgoami~4), conjuntos residenciais

domiciliares (n=23), fabrica (n=1), presidio (n=1).

4.3.2 Locais
Foram selecionados locais distintos com a presenca de pofblsnba livia)e

concomitantemente, depdsito ou acumulo de seus dejetos nos municipioalieeCérzea
Grande. Estes locais foram subdivididos em oito grupos. Sé&o eles:

Grupo | — Pracgas
Grupo Il — Igrejas

Grupo lll — Escolas
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Grupo IV — Instituicdes de saude

Grupo V — Areas abertas (com cobertura em amianto)
Grupo VI — Residenciais

Grupo VII — Fabrica

Grupo VIII - Presidio

4.3.2.1 - Grupo | (Pragas)
1- Praca Alencastro
2- Praca Ipiranga
3
4

Praca Santos Dumont

Praca da Republica

a1
1

Praca Rachid Jaudy

4.3.2.2 - Grupo Il (Igrejas)
1- Igreja Mae dos Homens
2- Igreja Nossa Senhora do Bom Despacho
3- Basilica do Senhor Bom Jesus — Catedral

4- Capela Sao Mateus

4.3.2.3 - Grupo Il (Universidades/Escolas)
1- Universidade de Cuiaba - UNIC

2- Universidade Federal de Mato Grosso — UFMT
3- Escola Cooperar - Cooperativa Educacional dos Servidores da Escola Tédereh Fe

de Mato Grosso.
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4.3.2.4 - Grupo IV (Unidades de saude)
1- Hospital Geral Universitario - HGU

2- MT Laboratério — LACEN-MT

3- Centro Estadual de Referéncia de Média e Alta Complexidade - CERMAC
4- Hemocentro

5- Central de Especialidades Médicas

6- Regional do Ministério da Saude

7- Laboratorio Municipal de Varzea Grande

8- Posto de Saude — Bairro: CPA IV

4.3.2.5 - Grupo V (areas abertas com cobertura de amianto)
1

2
3- Terminal Rodoviario de Varzea Grande
4- Ginasio de Esportes do SESC Unidade Porto

Arquivo Central da Policia Civil- Bairro: CPA lli

Ginasio de Esportes — Bairro: CPA Il

4.3.2.6 - Grupo VI (residenciais)
1- Residéncia no bairro Santa Amalia

2- Residéncia no bairro Bosque da Saude

3- Residéncia no bairro Jardim California

4- Prédio residencial Santa Inés Bloco 21

5- Preédio residencial Santa Inés Bloco 34

6- Preédio residencial Santa Inés Bloco 34

7- Prédio residencial Santa Inés Bloco 55

8- Prédio residencial Santa Inés Bloco J

9- Prédio residencial Génesis (Bairro Popular)
10-Residéncia no bairro Jardim Kennedy
11-Residéncia no bairro Santa Rosa
12-Residéncia no bairro Nova Varzea Grande
13-Prédio residencial Sdo Carlos Bloco 4
14-Prédio residencial Sao Carlos Bloco 7
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15-Prédio residencial Sdo Carlos Bloco 32
16-Prédio residencial Sado Carlos Bloco 2
17-Residéncia no bairro Bela Vista

18-Prédio residencial Paiaguas Blocol Quadra 10
19-Prédio residencial Paiaguas Bloco 2 Q 10
20-Prédio residencial Paiaguas Bloco 3 Q 10
21-Prédio residencial Paiaguas Bloco 4 Q 10
22-Ana Eugennia Buffet de Festas (Bairro Lixeira)
23-Edificio Boa Esperanca (Centro)

4.3.2.7 - Grupo VI (fabrica)
Fabrica Nutrideal — Bairro Cidade Verde

4.3.2.8 - Grupo VIl (presidio)
Centro de ressocializacdo de Cuiaba (Presidio do Planalto).

32
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Figura 01: Praca Santos Dumont apresentando grande quaaitidapombos

Fonte: Imagem obtida pela autora

Figura 02: Praca Rachid Jaudy, apresentando bancos comibegp@®xcretas em grande quantidade.
Fonte: Imagem obtida pela autora

Figura 03: Igreja Nossa Senhora do Bom Despacho

Fonte: Imagem obtida pela autora



Figura 04 Instituicdo de ensino — Universidade de Cuiaba

Fonte: Imagem: obtida pela autora

Figura 05: Instituicdo de Salde — Posto de Saude do Bak IC

Fonte: Imagem cedida por Hugo Hoffmann

K

Figura 06: Presidio — Centro de Ressocializagédo de Cuiah#r(BPlanalto)

Fonte: Imagem cedida por Diniz Pereira Leite Junior

Métodos
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4.4 Critérios de inclusao

Em todos os locais selecionados foram avaliados os aspeet@htes aos dejetos coletados,
obedecendo os seguintes parametros: excretas apresentando esgpmmtado depositadas nas
superficies de ambientes publicos ou domiciliares; presenca de pombos proxéxmeias; presenca

de filhotes ou ninhos; quantidade suficiente para posterior pesagemafd) g

4.5 Critérios de exclusao

Amostras em diminutas quantidades (<1 grama) e aquelas encemmnadiacais publicos néo

associadas a presenca de pombos.

4.6 Local de estudo

As andlises laboratoriais foram realizadas nas dependé&wihaboratorio de Investigacao
(Laboratério de Micologia), pertencente ao Programa de Pés-Géadean Ciéncias da Saude da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato G{esPGCS/FM/UFMT), e nos
Laboratérios de Biologia Molecular Veterinaria e de Micobdgjia Veterinaria, da Faculdade de
Agronomia, Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEV/UFMT).

4.7 Processamento das amostras

As amostras foram pesadas em balanca analitica (Gehaka A@20@f))antidade igual a 1
grama. Em seguida, as excretas foram maceradas em grafagdana previamente esterilizado. O
produto macerado foi transferido para erlenmeyer estértteda 50mL de solugdo salina estéril
acrescida de 0,4 g/L de cloranfenicol. Foi utilizado o sistemeedigcdo do erlenmeyer com parafilme
objetivando agitacdo da mistura, a qual foi procedida em terapbdgh minutos. A suspenséo obtida

permaneceu em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente.

Foi aspirado a partir do sobrenadante, volume igual a 0,1 mL paeac@ma com alca de

Drigalski em placas de pétri contendo meio de NSA (agaerNiguizotiaabyssinica)acrescido de
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0,2 g/L de cloranfenicol. Para cada amostra processada, $eraeradas 10 placas contendo NSA,

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

Paralelamente, colbnias de leveduras ndo pigmentadas, exibindeté&ais cremosa e
aspecto brilhante, foram repicadas em &gar Sabouraud. A gartie-isolamento das coldnias
leveduriformes em &gar Sabouraud foi realizado o teste da @®isolados ambientais considerados
ureia positivos e fenol oxidase positivos foram presuntivamieletgtificados como leveduras do

géneroCryptococcus

Figura 7- Amostras de dejetos de pombos em coletores Figura 8 - Pesagem das Amostras - LI-FM /UFMT
- LI-FM /UFMT Fonte: Imagem cedida por Rosane Christine Hahn
Fonte: Imagem obtida pela autora

Figura 9 - Dejetos pesados — LI-FM/UFMT Figura 10 - Transferéncia para o gral de porcelana
Fonte: Imagem obtida pela autora LI-FM/ UFMT
Fonte: Imagem obtida pela autora

Figura 11 - Trituragdo — LI-FM/UFMT Figura 12 — Transferéncia para o erlenmeyer — LI-FM/UFMT
Fonte: Imagem cedida por Walquirya B Simi Fonte: Imagem cedida por Walquirya Borges Simi
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Figura 13- Sol. fisiolégica 0,9% com cloranfenicol 0,4% Figura 14- Procedimento de agitagdo —LI-FM/UFMT
LI-FM/UFMT Fonte: Imagem cedida por Walquirya Borges Simi
Fonte: Imagem cedida por Walauirva Borges Simi

Figura 15- Suspensdo de amostras em repouso Figura 16 - Transferéncia de 0,1 mL por placa de agar niger
LI-FM/UFMT LI-FM/UFMT
Fonte: Imagem obtida pela autora Fonte: Imagem cedida por Walquirya Borges Simi

e
Figura 17- Semeadura com alga de drigalski Figura 18- Placas de niger semeadas- LI-FM/UFMT

LI-FM/UFMT Fonte: Imagem obtida pela autora
Fonte: Imagem cedida por Walquirya Borges Simi

4.7.1Cultura e identificacéo

Coldnias exibindo aspecto macroscépico compativel com leveduraseim Géyptococcus
foram identificadas e semeadas em agar niger (NSA) coma fdentriagem, confirmacéo da pureza
das colénias e obtencdo de subcultivos (27° C) em meio de abaur8ud dextrose 2% para

realizacdo das provas de identificacao.

Em &gar niger, estas colbnias exibiram consisténcia crernoBaacdo marrom escura,

textura lisa e aspecto brilhante.
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4.7.2Teste da Urease

Coldnias de leveduras foram repicadas em agar Sabourauthadas por 48 horas em estufa
DBO (Eletrolab) a 27° C. Ap0Os esse tempo, com o auxilio de uraalalgemeadura, foi transferido
um inoculo pesado da colénia repicada para o tubo contendo o mewialeApos agitacdo do tubo
para homogeneizacéo foi realizado a incubacéo em estufa DBO@df°uth periodo de 3 a 7 dias. O
teste foi considerado positivo quando a cor do meio foi modificadar@sea. Apds a auséncia de

alteracéo da cor considerou-se como teste negativo.

4.7 .3ldentificacéo fenotipica em meio CGRCanavanina Glicina Azul de
Bromotimol)

Para diferenciar as espécies@eneoformans C. gattii foi utilizado o meio CGB.
Este teste é baseado em dois parametros metabdlicos observaodados deC gattii:
assimila a glicina como unica fonte de carbono e nitrogéniastergt® a canavanina. O teste
positivo é observado quando a coloracdo amarela-esverdeada do meie tarokeobalto,
como resultado da alcalinizagdo do meio pela da amonia liberada dardatgadacéo da
glicina, enquanto qu€. neoformansido demonstra mudanca na coloragcdo do meio, por n&o

usar essa via metabdlica?

posllive a test

negative urea test
Figura20:
Meio de CGB

(Canavanina-
glicina-azul de

Figura 19: Teste da ureia
Fonte:

Fonte: http://www.mesacc.edu/~johnson/labtools/Dbiochem/urea.html http://www.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.scielo.br/img/revis
tas/rsbmt/v41n5/a22fig01.jpg&imgrefurl=http://www.scielo.br/scielo.php

Figura 21:

Meio de NSA

Fonte: http://www.mycology.adelaide.edu.au/images/crypto5.gif
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4.7.4Teste confirmatorio pela PCR(Polymerase Chain Reaction)

4.7.4.1 Extracdo de DNA gen6mico

Para extracdo de DNA foi utilizado o protocolo descrito por POET&l. (1999)*
com algumas modificagdes. Algcadas do cultivo foram transferidasyma microtubo de 2
mL, contendo 1 mL de tampéao de lise (100 mM NaCl; 10 mM TRIS pH 8.TAELD5 mM
pH 8,0, SDS 0,5%) e 0,05 gramas de pérolas de vidro. Os tubos foraimiente agitados
em vortex por 5 minutos, seguido de fervura a 100°C por 5 minutos e postat@orme
centrifugados a 16000 g/ 5 min. O sobrenadante foi coletado e adiciondadeotiene de
fenol-cloroférmio. O DNA foi coletado por centrifugacdo a 16000 X gJtomin. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga (1,5 ndiyier@u-se NacCl
0,2M e 1 volume de isopropanol gelado e incubado overnight a - 20° C paptggéo. O
DNA foi coletado por centrifugacdo a 16.000 g/ 5 min e o sobrenattandescartado. O
sedimento foi lavado com 1mL de etanol 70% gelado e ressuspenso emeSfgub MilliQ.
Posteriormente o0 DNA foi tratado com RNAse A por 1 hora a 3A°Qualidade e
integridade do DNA foi analisada por eletroforese em gebagdl,0% a 100 V por cm, com

o auxilio do transiluminador (Loccus).

4.7.4.2 Realizacdo da técnica de PCR f@aygtococcus neoformans .

Para determinar a espécie dos isolados foram utilizados osdeapéigonucleotideos
iniciadores CNA70A %- ATTGCGTCCATGTTACGTGGC)3 e CNA70S (%
ATTGCGTCCACCAAGGAGCTC)3kspecificos par@. neoformansque originam produtos

de 695 pb**'*°A PCR foi conduzida em um volume final de 25 pl. Cada reagéo cdtieve
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ng de DNA, solucdo tampéao para PCR 1X (Tris-HCI 10 mM pH 8,3, KCI Q0 MgCI2 2,5
mM), 200 uM de cada dNTP, 3 mM de cloreto de magnésio, 1 Tagé®NA polimerase
(Invitrogen) e 25 pmol de cada oligonucleotideo iniciador. A PCR fbzagia em28 ciclos
em um termociclador (Thermo2 — PXE 0,2), com desnaturacao ipaidO min a 94°C, 1
min para desnaturacdo a 94°C, 1 min de anelamento a 56°C e 2 minrd@iexte’2°C,
seguidos por um ciclo de extensao final por 10 min a 72°C. Os pratiitasiplificacao

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

5.1 Isolamento deC. neoformansde excretas de pombos em oito diferentes locais
(Grupos: 1 a VIII)

O grafico abaixo (Grafico 1) apresenta a distribuicdo dos diesydatais avaliados

exibindo presenca de pombos.

25
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Grafico 1 — Distribuicdo dos tipos de locais avaliados com presenca de pombos

Foram obtidas 122 amostras de excretas ressecadas de pombdsdasscol

aleatoriamente em distintos locais (Tabela 1).

Foi detectada a presenca de excretas nos oito grupos avakadosanto, foi
observado que considerando as pracas, apenas em quatro das onze pesquisadesanga
de excretas. Da mesma forma, em quatro das dez igrejasdosréinco estabelecimentos de
ensino foi constatado o mesmo fato (concomitancia entre preserpmmtb®s e excretas)

(Gréfico 2).
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M Presenca Pombos e de
Excretas

Gréfico 2 — Distribuicdo dos tipos de locais avaliados com presenca de poemstas

De acordo com os isolamentos @e neoformansealizados, foi possivel detectar que estas
leveduras foram mais encontradas nas excretas de pombos procetentesidenciais

avaliados (Tabela 1).
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Tabela 1- Tipos e numero de locaiavestigados (Grupos) e positividade (%) associada a
presenca d€ryptococcus neoformamsnexcretas de pombos

Positividade (%)

Locais (Grupos) n Presenca de Cryptococcus
excretas neoformans

Grupo | - Pragas 11 05 00
Grupo Il - Igrejas 10 04 01 (25)
Grupo Il - Instituicbes de ensino 05 03 01 (33)
Grupo IV - Unidades de Saude 08 08 00
Grupo V — Area abertas* 04 04 00
Grupo VI - Residenciais 23 23 04 (17)
Grupo VIl - Fabrica 01 01 00
Grupo VIII - Presidio 01 01 00
Total 63 49 06(12)

*com cobertura de amianto

5.2 Isolamento deC. neoformansnos 8 grupos avaliados em Cuiabad e Varzea
Grande

Considerando os diferentes grupos avaliados, foi possivel defectaoformansem
uma de um total de quatro igrejas nas quais havia a presenca HdespenexcretasC.
neoformangambém foi isolado em uma das trés instituicdes de ensino quehakdtadas
por pombos e foi constatada de forma similar presenca de excretas. Finadmengiatro dos
vinte e trés residenciais avaliados foram isoladas levedurasiposente identificadas como

C. neoformangTabela 2).
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Tabela 2 - Percentual de isolamento de C.neoformans em diferentes grupos de ambientes de Cuiaba

e Varzea Grande - MT, em relacdo a presenca de excretas e ao niumero de locais avaliados

ISOLAMENTO
Nimero Locais com

Locais (n) presenca Absoluto Relativo
:icretas N %

Pragas 11 05 -- --
Igrejas 10 04 1/4 25
InstituicBes de ensino 05 03 1/3 33
Unidades de Saude 08 08 - -
Areas abertas * 04 04 -- --
Residenciais 23 23 4/23 17
Fabrica 01 01 - --
Presidio 01 01 - -
Total 63 49 (78%) 6/49 12,2

*com cobertura de amianto

5.3. Amostras coletadas nos periodos (1) e (II)

Em relacdo a coleta das amostras realizada no periodo fipdsivel observar que
nao foram isoladas leveduras pertencentes ao gémgptococcusEm contraste, no periodo
(1), foi possivel constatar o isolamento @eneoformangm duas amostras provenientes de
igrejas, uma amostra proveniente de instituicdo de ensino e cinostrasnoriundas aos

residenciais das 122 amostras coletadas (Tabela 3).
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Tabela 3 -Distribuicdo de amostras coletadas nos periodos | e Il em locaisodigtirupos | a VIII)

Numero Amostras Isolamento de Amostras Isolamento de
de coletadas C. coletadas C.
Locais amostras no periodol  neoformans  no periodo Il  neoformans
coletadas (periodo 1) (periodo 1)
(n)
Pracas 12 08 00 04 00
Igrejas 13 03 00 10 02
Instit. de ensino 13 05 00 08 01
Unidade saude 20 13 00 07 00
Areas abertas* 11 04 00 07 00
Residenciais 44 12 00 32 05
Fabrica 03 00 00 03 00
Presidio 06 00 00 06 00
Total 122 45 00 (0,0%) 77 08 (6,6%)

* com cobertura de amianto

5.4  Positividade associada ao isolamento @ neoformansem igrejas, instituicdes de
ensino e residenciais

Em relacdo as quatro igrejas analisadas, apenas em uaslicaBNosso Senhor do
Bonfim (Catedral Metropolitana de Cuiaba), foi obtido o isolamentaCd@eoformans
(Tabela 4) nas excretas presentes naquele local. J4, comdalasatrés instituicoes de ensino
avaliadas, apenas em uma — Escola Cooperar, foi evidenciada da imesena presenca de
C. neoformans(Tabela 5) Considerando o total (n=23) de residenciais analisados, foi

possivel detectar a presencaleeoformangm quatro deles (Tabela 6).
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Tabela 4— Positividade associada ao isolament&Cdeeoformansias Escolas / Instituicoes

de ensino avaliadas no municipio de Cuiaba (MT)

Instituicdo de ensino Isolamento deC. neoformans
UFMT Negativo
UNIC Negativo

Escola COOPERAR Positivo

Tabela 5— Positividade associada ao isolament@€dreeoformansas igrejas avaliadas no municipio

de Cuiabd — MT
Igrejas Isolamento deC. neoformans
Igreja N S B Despacho Negativo
Igreja Mae dos Homens Negativo
Capela Sdo Mateus Negativo

Catedral Positivo
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Tabela 6— Positividade associada ao isolament€ deeoformansnos residenciais

avaliados no municipio de Cuiaba (MT)

Residenciais/ prédios/ sobrados Isolamento de
C. neoformans
Residéncia no bairro Santa Amalia Positivo
Prédio residencial nobairro Bosque da Saude Negativo
Residéncia no bairro Jardim Califérnia Negativo
Prédio residencial Santa Inés Bloco 21 Negativo
Prédio residencial Santa Inés Bloco 34 Negativo
Prédio residencial Santa Inés Bloco 39 Negativo
Prédio residencial Santa Inés Bloco 55 Negativo
Prédio residencial Santa Inés Bloco 40 Negativo
Prédio residencial no bairro Popular Negativo
Residéncia no bairro Jardim Kennedy Positivo
Residéncia no bairro Santa Rosa Negativo
Residéncia no bairro Nova Véarzea Grande Negativo
Prédio residencial Paiaguas Bloco 1 Negativo
Prédio residencial Paiaguas Bloco 2 Negativo
Prédio residencial Paiaguas Bloco 3 Negativo
Prédio residencial Paiaguas Bloco 4 Negativo
Residéncia no bairro Bela Vista Negativo
Edificio Boa Esperanca Positivo
Prédio residencial S Carlos Bloco 2 Negativo
Prédio residencial S Carlos Bloco 4 Negativo
Prédio residencial S Carlos Bloco 7 Negativo
Prédio residencial S Carlos Bloco32 Negativo
Residéncia e Buffet Anna Eugenia Positivo

5.5 Percentual de isolamento d€. neoformansem diferentes locais nas 122 amostras
coletadas.

Observou-se qu€. neoformansapresentou maior positividade no grupo VI — residenciais

(Tabela 7).
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Tabela 7— Percentual de isolamento das amostr&s. adeoformangm diferentes grupos em relagao
ao numero total de amostras coletadas:

Numero
Grupos/Tipo de Local Locais de Amostras positivas
amostras para
Coletados coletadas C. neoformans
(n) (n)
Grupo | - Pragas 05 12 00
Grupo Il - Igrejas 04 13 02
Grupo VI- Instit. de 03 13 01
Ensino
Grupo IV - Unidades 08 20 00
Saude
Grupo V - Areas abertas* 04 11 00
Grupo VI -Residenciais 23 44 05
Grupo VIl - Fabrica 01 03 00
Grupo VIII -Presidio 01 06 00
Total 49 122 08(6,6%)

*com cobertura em amianto

5.6 Confirmacéo genotipica dos isolados d& neoformans

Das duas amostras exibindo positividade garaeoforman®a igreja Basilica Nosso
senhor do Bonfim (Catedral), foram detectadas 8 UFC/mL. Ja tituigé de ensino
(COOPERAR), foi detectada presencaGleneoforman®m apenas uma amostra das treze
analisadas. Nesta amostra, foram detectad#sGImL. Em relacdo aos residenciais, foram

obtidas cinco amostras positivas pa@raneoformang 60UFC/mL respectivamente.

Todas as UFC/mL foram submetidas a confirmagdo genotipicaguelea de PCR
através dogprimers especificos utilizados. A figura 22 ilustra a amplificaclo quatro

UFC/mL das setenta e duas submetidas a reacédo de PCR.
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Figura 22: Amplificacdao por PCR de Cryptococcus
neoformans, M — marcador 100 pb DNA ladder, 1
Controle Negativo (CN), 1 Controle Positivo (CP), e
amostras isoladas — Al, A2, A3 e A4.

€ 695 pb
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5.6 Locais no mapa do municipio de Cuiabé (satélite) nos quais foram iSOlatexsformans

Figura 23 — Mapa satélite do municipio de Cuiaba dos locais ond e foram isolados Cryptococcus neoformans . A- Igreja — Basilica Nosso Senhor do

Bonfim — Centro, B-Escola - Escola Cooperar — Centro, C- Residéncia Sobrado - Jardim Kennedy, D- Residéncia Jardim Santo Amalia, E- Residéncia Bairro
Lixeira , F- Edificio Boa Esperanga — Centro / ( Fonte: Google Maps)
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Figura 24 — Mapa do municipio de Cuiab& da regido na qual houve

Boa Esperanga — Centro
(Fonte: Google Maps)

Centro, B- Escola - Escola Cooperar — Centro, C- Residéncia Sobrado - Jardim Kennedy, D- Residéncia Jardim Santo Amélia, E- Residéncia Bairro Lixeira, F- Edificio

isolamento de Cryptococcus neoformans. A- Igreja — Basilica Nosso Senhor do Bonfim —
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6. Discussao

A deposicao de excretas de pombGslgmba livig em locais publicos pode servir
como fonte de agentes infeccios@syptococcusspp). Este fato assume importancia em se
tratando de saude publica. O isolamento das levedurgérdoo Cryptococcus foi objeto

deste estudo, realizado pela primeira vez nos municipios de Cuiaba e Varzea-Gfidnde

Ja em 1951, Emmons, chama a atencao para a frequéncia comagueirtggntas de
C. neoformangram isoladas de fezes ou ninhos de pombos, demonstrando que o fungo pode
viver saprofiticamente em excretas daquelas aves, sendo faeilnsmiadas daquele
substrato. Posteriormente, os achados de Emmons foram confirmadosauas Estidos e

no J apéé9,146,147,148

Neste estudo alguns fatos foram observados durante a coleta, ssnmguacem
destaque: a quantidade de excretas obtida durante a fase defaoledaiavel, sendo
observado que em muitos locais era realizada a limpeza frequentistio®s ambientes
publicos avaliados. Desta forma, apesar da presenca de pombos fittad@igue ndo havia
presenca de excretas em todos os locais selecionados (dados mostreajzitulo resultados

— Tabela 1).

Foi observado também que na maioria dos locais visitados ndo hawacprete
barreiras mecanicas para impedir 0 acesso dos pombos, recursastaige empregado para
dificultar a aproximagéo dos mesmos de janelas, condicionaderas, & outras barreiras

fisicas.

O isolamento de cepas virulentas do fungo a partir de amostrasodéos relatado

pela primeira vez no Brasil por Silva ainda em 1980 Ainda em solo, Machado et al.
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(1993)**° registraram na literatura a recuperacéo do fungo, naivent& correlacionar a
historia clinico-epidemiologica de pacientes acometidos por crigiseata Santa Casa na

cidade de Porto Alegre — RS.

Neste estudo, foram apenas colhidas amostras representadasr@@sede pombos,
nao sendo incluidas amostras de solo. Porém, considerando trabalhosigamanamostras
provenientes de excretas de pombos foi possivel observar que os indiosgidielade (%)
de isolamento do fungo no Brasil variaram até o momento entre 4,3 a 31,3 %
33,43,48,68,69.150,151,152,145.153.154.1551% 5 achados deste trabalho apontam um indice de
positividade de 12 % pafryptococcus neoformansalores estes compativeis com as taxas
de isolamento brasileiras ja referenciadas na literaturdo€ss eleitos para a coleta de
amostras (excretas de pombos) foram representados por oito grighiosogi (dados
mostrados no capitulo resultados — Tabela 1). Em relacéo aresgtes, goi observado que os
residenciais representaram o0s locais nos quais foram observadoaiass indices de
positividade (Tabela 1). Este achado, pode representar risco &aujaisicriptococose, pois
em varios residenciais avaliados, foi observado o habito frequenteude moradores
alimentarem os pombos, atraindo-os e estimulando-os indiretameafgoducdo. Restos
alimentares foram também encontrados nestes locais, sendo ddlexidados precarios de

higiene nas areas comuns destes recintos domiciliares.

Foram analisadas dez igrejas na cidade de Cuiaba, sendo verdiqgadaenca de
excretas em quatro, e positividade p@raneoformangm apenas uma (dados mostrados no
capitulo resultados — Tabela 5). Ao todo foram coletadas 13 amostrds, @nstituidas por
trés referentes ao periodo | e dez ao Il. Baroni et al. (Z8GB)aliaram a presenca @e
neoformansa cidade do Rio de Janeiro também em dez igrejas. Amdstexretas foram
obtidas além de amostras de ar em torres de igrejas, alémadevizinhas as mesmas. O

periodo para coleta das amostras foi igual a um ano, e esiessaugnseguiram o isolamento
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da levedura em 37,8% de 219 amostras de excretas de pombos. Emaglag#stras de ar,
foram obtidas quinze (4,9%) positivas. E sabido que as altas tenmperdb verdo podem
inibir o crescimento d€. neoformansdevido possivelmente a inativacao da levedura. Cuiaba
€ conhecida por suas temperaturas elevadas, fator este que dmvresisiarado no que tange
as taxas menores referentes a recuperacdo do fungo nas edere@mbos presentes nos
locais avaliados. Obviamente, o isolamento do fudgaeoformangm excretas de pombos
depende de muitos outros fatores ambientais abrangendo inclusive a gleadédexcretas
obtidas nos pontos amostrados. As torres das igrejas podem ser eoiasiden dos locais
em gue os pombos fazem seus ninhos, depositam as excretas, e dapgide ocorrer
disseminacdo de propagulos pelo ar, de acordo com a rota migratdaa dess. Vale
ressaltar que de acordo com Bulmer (1996) o problema consiste na viabilidade @e
neoformansem excretas secos por um periodo de dois anos. Com base nestacadorma
construcdes antigas e torres de igrejas também antigas podeconseéderados nichos
ecologicos par&. neoformang deveriam ser avaliadas periodicamente por autoridades em
saude publica. Em Cuiaba, a maioria das igrejas apresenta idadeéae(superior a 50 anos)
sendo consideradas inclusive monumentos histéricos devido a prépria idadadda & qual

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

Conhecer os nichos ecoldgicos urbanosCdaeoformans fato que se reveste de
importancia devido as manifestacdes clinicas da criptococose, daegga grave por suas
taxas de mortalidade e morbidade no Br&3i partir do conhecimento dos possiveis nichos,
e posterior sorotipagem das cepas isoladas nos excretas de pondasesessante investir
em possiveis correlagcdes clinico- epidemiolégicas com cepaslasotle materiais clinicos
provenientes de pacientes que vivem no perimetro urbano das cidades life eCVi@zea

Grande, e adquiriram criptococose fomeoformans
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Passoni et al. (1998, avaliaram 154 habitacdes humanas na regido metropolitana do
Rio de Janeiro. Foram coletadas um total de 824 amostras de paetexido, ao ar livre, do
solo e fezes de aves. Estes autores obtiveram éxito quanto awerstwladeC. neoformans
em 20 (13%) residéncias, representando cinco (15,6%) de um total @si@ncias de
pacientes com AIDS, porém sem criptococose, e 11 (14,3%) das 77 hakimg¢desiduos
aparentemente saudaveis (p > 0,05). O principal fator associadoamic@gdo domiciliar
por C. neoformangoi a presenca de passaros adquiridos no mercado doméstico e presentes no
ambiente das casas. Este trabalho realizado por Passoni et @hsttem a importancia do
estabelecimento de correlagdes clinico epidemioldgicas émtaedo das possiveis fontes de

aquisicao da criptococose.

Excretas de pombos néo infectadas podem tornar-se infectadas quantiEsepes
contendo células aerosolubilizadas @e neoformans®® Krockenberger et al. (2002}®
observaram que coalas sem colonizacdo nasaCpgattii quando transferidos para locais
com alta prevaléncia ambiental @ gattii tornavam-se persistentemente colonizados. A
afirmacdo destes autores suscita a reflexdo de que em todosaiss rlos quais haviam
excretas de pombos na area urbana de Cuiaba e Varzea Grande, paeqaepositividade
detectada de apenas 12% pdfa neoformans pode haver dispersdo de particulas
aerosolubilizadas e contaminagcédo de outros excretas que exibsaltados negativos em
relacdo ao isolamento do fungo. O indice de positividade (12%) paleemento deC.
neoformansde excretas de pombos detectado neste estudo, concorda com os valores
encontrados por Lopes—Martinez et al. (1998)os quais analisaram 711 amostras de varias
fontes ambientais na cidade do México tais como: fezes de aues, & vegetais; relatando a
presenca d&€. neoformanem 9,5% das amostras de fezes, 9,5% nas frutas e 4,2% nos
vegetais. Em contraste, em outro estudo realizado na cidade de BOgtifbia), 480

amostras de detritos de arvores e 89 amostras de fezesifiwestigadas. Das amostras de
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plantas, 99% foram caracterizadas cotagattii, e 1% comaC. neoformanwar grubii; ja

das amostras de fezes somente foi isolada a variedade Gfubii.

Aléem de excretas de pombds, neoformans/ar grubii ja foi isolada em fezes de
outras aves no Brasil. Filiti et al. (20d2Xemonstraram a presenca deste fungo em 50% das
20 amostras de excretas de aves de cativeiros na cidadenge Gaande — Mato Grosso do
Sul. Dados semelhantes foram relatados por Abegg et al. (F)0& quais isolarant.
neoformansvar grubii em 87% das amostras de excretas de psitacideos no Rio Grande do Su
Passoni (1998%, encontrou em torno de 15% de positividade referente ao isolame6to de
neoformansem excretas de aves de cativeiro como: canarios, periquitosos psitacideos.
Estes achados reforcam entdo que outras aves, além de pombos, podeuir cststi a
aquisicdo de criptococose. Mitchell & Perfect (1985)elataram que é grande o nimero de
individuos com anticorpos circulantes ap0s exposicdo e manejo de abhebitats
contaminados com propagulos @e neoformansporém, podem nao desenvolver a doenca.
C. neoformangnfecta individuos imunocompetentes e imunodeprimidos, com variacoes nos

achados clinicos e radioldgicos.

Vérias outras espécies pertencentes ao género Cryptococcus fordasismacloacas
de pombos por Roséario et al. (2085Estes autores discutem que a cloaca destas aves pode
funcionar como transportadora de diferentes espé€esng¢oformans C. laurentii, C.
uniguttulatuse C. albidug, as quais seriam expelidas nas fezes, representando sulistrato r

em nitrogénio ndo proteico favorecendo o crescimento destes microrganismos.

Considerando as pracas publicas avaliadas neste estudo, os achadoadescentr
Cuiaba constrastam com aqueles registrados em Porto Alegre glon Re al. (2004)°.
Estes autores afirmaram que em todas as pracas (n=5) nagoqueaaizada pesquisa de

leveduras do génerGryptococcusem um total de 88 amostras coletadas, foi obtida uma
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positividade igual a 88 (100%) das amostras avaliadas. Neste estwdd, glacas avaliadas,
em nenhuma foi possivel o isolamento de leveduras do gé&rgpiococcus apesar da
presenca de excretas em 05 pracas. Os autores que realizzsardacoem Porto Alegre nao
mencionaram o periodo em que foi realizado a coleta de matemaieestacdo do ano,
impossibilitando a comparacéo de fatores que poderiam interfegolamiento das leveduras
em cidades com condicfes bioclimaticas bastante distintas (Quidhézea Grandeersus
Porto Alegre). Entretanto, foi possivel analisar que o método emprpgealsolamento das
leveduras a partir das excretas de pombos foi similar, apesealon e colaboradores nao
terem confirmado genotipicamente a identidade dos isolado€. deeoformanscomo

realizado neste estudo.

Mais recentemente (2008), Silva & Capuano, coletaram 68 amadstrgsools” de
excretas de pombos depositados em quatro areas publicas da cidabeid® Rireto — SP
para a pesquisa d@@ryptococcusspp’®® Os resultados evidenciaram positividade igual a 75%
para estas leveduras, além da presenca de parasitas (328agoeitancia entre os dois
agentes (fungos e parasitas = 25%). Os autores ressaltastntrabalho a dificuldade do
isolamento das leveduras pertencentes ao g&rgpmiococcuglevido ao crescimento rapido
e exuberante de fungos micelianos contaminantes, além de lxgiéri@eptiveis no segundo
dia de incubacdo. Este fato foi bastante frequiente durante o etedos experimentos
realizados em Cuiab4, e contornado a partir do plaqueamento em dugkcabdas as
amostras semeadas. Em Ribeirdo Preto, Silva & Capuano, n&do coarseggsolar C.
neoformansrelatando as espécigs: laurentii (n=43),C. uniguttulatug(n=3) eC. laurentii
associado conC.albidus (n=4) e C. uniguttulatusassociado conC. laurentii (n=1). Os
autores relataram que estas espécies ja foram respenggmeiquadros de afeccdes
pulmonares, abcessos e dermatomicoses. Anteriormente, na cidatdeid@gRireto, Pedroso

(2004) *®!, isolou C. neoformansem 21% de 62 amostras de fezes de pombos. Silva &
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Capuano (2008), atribuiram as diferencas associadas ao isolamenspédeese distintas
registradas na cidade de Ribeirdo Preto ao periodo de coletandatas — agosto a
dezembro (Pedroso) e janeiro a setembro (Silva & Capuano). Entretanto, em €uiclefaa
foram realizadas entre os meses de julho a dezembro e falaohas tantdC. neoformans
como outras espécies nado identificadas, porém classificadas@ymimcoccusspp. Desta
forma, é possivel inferir que o isolamento de espécies distirdasstetia apenas relacionado

ao periodo no qual as amostras foram obtidas.

Ainda no estado de Sao Paulo, na cidade de Santos, outro estudo foi corduzido
2005, no qual 116 amostras foram analisadas, sendo 79 correspondentesetas drc
pombos e 37 ao ar atmosférico de regides com acumulo de fezel&doC. neoformans
de 11 (13,9%) amostras de excretas, além de outras espgedasgéntii— 8,9%,C. albidus—
12,6%), sendo este Gltimo também isolado das amostras-HeOarvalores encontrados por
estes autores s&0 proximos aos registrados neste estudo consideraxcetas de pombos
(taxa de positividade pafa neoformansggual a 12% em todos os locais avaliados — grupos |

a VIIl — dados mostrados na tabela 1 do capitulo resultados).

Na cidade de Pelotas — RS em 2010, Faria et al. avaliaraam@@ntes incluindo
pracgas, prédios historicos (n=8), torres de igreja (n=1), engenhiogaeéas de arroz (n=7),
praca (n=1), e locais ao ar livre (n=9). De todos estes locawgriicado o isolamento de.
neoformansem 26,9% (n=7/26). Dos engenhos e armazéns visitados, em sete foram
encontrados presenca de pombG8.Este dado coincide parcialmente com o achado em
Cuiab4, pois em apenas uma féabrica analisada também foi encqreadaca de excretas,
porém nao foi isolad&. neoformanse simCryptococcusspp. J& nas pracas da cidade de
Pelotas, das 14 avaliadas apenas em uma (11,1%) foi encontradmamtidade média de
excretas, da qual foi isoladd neoformansEste achado difere dos encontrados neste estudo,

onde os resultados obtidos confirmaram a presenGayqococcuspp e nad&. neoformans
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na unica praca em Cuiaba na qual foi possivel isolar as levedpeasirados excretas de
pombos. A cidade de Pelotas ndo apresenta temperaturas exdraraasdade relativa do ar
é elevada. Este aspecto contrasta com as condi¢cfes bioclindétiCasaba e Varzea Grande
onde ocorrem temperaturas ndo muito elevadas no més de julho, poréemi@pneumidade

relativa do ar baixa. Nos meses de agosto, setembro e outubro,pasatenas se elevam
consideravelmente, porém a umidade relativa do ar continua extreiednaexa, e até pode

atingir niveis mais elevados (criticos).

Neste estudo, vale ressaltar que em alguns locais com preleeagaretas (presidio,
residenciais e igrejas), foi observado além destes dejetosngaade penas, restos de ovos,
pombos mortos em decomposicéo, associados a pouca ventilacdo deralgensea, fatores
estes Uteis & manutencdo da viabilidade e multiplicacdo edulex Outros autoreS®
relataram recentemente condi¢bes similares nos prédios histavabados na cidade de
Pelotas — RS. Nos residenciais avaliados em Cuiaba, foi atdesignificativa presenca de
excretas frescas, sendo que outros autores relatam que nestaSesohdicuma intensa
proliferacdo bacteriana, culminando com pH alcalino responsavel ipddgdo do
crescimento da levedura. Fato interessante também é que o pombdicdonds retira o
material fecal do ninho, permitindo assim que se formem pilhas d#atalbso periodo de

reproducdo, favorecendo o desenvolvimento da levedura.

Em outros estudos realizados fora do Brasil (Turquia, 1998), Yildicamtaboradores
apontaram indices baixos de positividade (4,6%) referente ao isolades@taneoformans

correspondendo a 29 de um total de 634 amostras anaft&adas.

Em 2010, Zarrin e colaboradores pesquisaram a presenCa rieoformansem 65

amostras de excretas de pombos em dez locais distintos Ioca#ikweaz, no Iral®* Estes
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autores registraram 22 (34%) de positividade gam@eoformanssendo este valor superior ao

detectado neste estudo (12%).

Finalmente a positividade encontrada p&.aneoformansem uma instituicdo de
ensino, uma igreja e quatro residenciais avaliados neste estuducevineisco de exposicao
de individuos imunosuprimidos e mesmo aqueles imunocompetentes as lededgéagro
Cryptococcusestando todos susceptiveis a aquisicdo de criptococose. Devido a inigortanc
das excretas de pombos como reservatério e fonte de infeccéo ldesthgas, fazem-se
necessarias medidas que visem reducdo de aves, por meio dang@nuke condicdes de
higiene, aeracdo, iluminacdo e ventilacdo adequfada# simples limpeza adequada dos
ambientes pode ser eficiente, além da n&o oferta de alimentpsrabss especialmente nos

residenciais.

Os resultados obtidos neste estudo apontam evidéncias sobre a ptessyemates da
criptococose em Cuiabd e Varzea Grande em excretas de pombosadeposm locais
publicos e residenciais e que, em um segundo momento seria emégessnhecer 0s
sorotipos circulantes nestes municipios. Futuros estudos incluindo ousisspldolicos e um
namero maior de amostras se fazem necessarios com o0 objetivoapEarmmais

detalhadamente a area urbana e detectar possiveis focos urbanos destes fungos
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7. Conclusoes

1. Foi possivel confirmar a presenca @eyptococcusneoformansem locais publicos
(igrejas e unidade de ensino) e residenciais no municipio de Geiatdéd que a maior
concentracdo de amostras e consequente isolamento de leveduraeradzbsos

prédios residenciais.

2. Foram confirmadas as identidades fenotipica através das &(GiG8 e urease) de

C. neoformang genotipica dos mesmos pela técnica de PCR.

3. Nos ambientes nos quais foi possivel realizar o isolamen@ deoformanshouve
forte semelhanca no que se refere a presenca de: pombos enpaicam ninhos,

OVOos € penas.
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9. Anexos

Meios de Cultura e Reagentes

1- AGAR STAIB (NIGER SEED AGAR/NSA) — 1L

- Cozinhar 100g de semente de Niger em 500ml de 4gua destilada por 30 minutos
- Esperar esfriar e bater no liquidificador
- Coar com auxilio de uma gaze
- Adicionar:
- 20g de Agar-agar
- 400mg de cloranfenicol
- 800uL de amicacina (opcional)
- Completar o volume para 1L com agua destilada
- Transferir para baldo de 2L
- Autoclavar por 15 minutos a 121°C

- Distribuir em placas de petri estéril em fluxo laminar

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

2.1- SOLUCAO A (100 mL)

- 30mg L-canavanina
- 10g glicina

- 1g KH,PO,

- 1g 7THOMgSQ,

- 1mg tiamina
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- Completar o volume para 100mL com agua Milli Q

- Verificar pH da solucéo e corrigir, se necessario, com NaOH 1M
- O pH final devera ser 5.8, sendo aceitavel variagédo até + 0,1

- Esterelizar por filtracdo utilizando membrana 0,22 pm

- Fazer aliguotas de 25mL

- Armazenar em freezer -20°C

2.2- SOLUCAO B - Sol. de Azul De Bromotimol Sédico 0,4% (100 mL)

- 0,49 Azul de bromotimol sodico

- Completar o volume para 100mL com agua Milli Q

- Homogeneizar

- Verificar pH da solucéo e corrigir, se necessario, com NaOH 1M
- O pH final devera ser 5.8, sendo aceitavel variagédo até + 0,1

- Colocar a solugao em frasco ambar

- Armazenar em geladeira (+2 a +8°C)

2.3- Producéo final do Meio CGB (250mL)

- Retirar do freezer a solucdo A (25mL), caso congelada, e deixar descengela

temperatura ambiente.

- 5g 4gar-agar

- 5mL da solucéo B

- Completar o volume para 220mL com agua Milli Q

- Autoclavar a 121°C por 15 minutos

- Resfriar £ 55°C

- Acrescentar ao meio 25mL da solucéao A lentamente, homogeneizando bem

- Distribuir 2,5mL em tubos de ensaio estéreis 13x100mm com tampa de rosca

- Inclinar

3 — MEIO DE UREIA ( Urea Broth) — DIFCO
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Extrato de levedura ..........cccccceeeiiiiiiiiiieeeieeee e,
Fosfato MONOPOtASSICO .......vvvvviiiiieeeeeeeieeeieeians

Fosfato DIpOtassSiCO .........uceeeeeeiieieeeeeiieeeeeeiiiii,

Ph final: 6,8 0,1 g — Formulacéo para 1 g/L.
Dissolver 38,7 g em 1L.

SOLUCAO NacCl 0.9% (com cloranfenicol) - 1L

- 9g de NaCl
- 0,49 de cloranfenicol

- Autoclavar por 15 minutos a 121°C

0,19
9,19
9,50
20,09
0,01¢g
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