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RESUMO

O Cryptococcus neoformans é um fungo encapsulado, patogénico com estreita relagdo com Columba sp. Esta ave
estd associada a disseminacdo de diferentes agentes como Cryptococcus, Histoplasma, Candida e bactérias da
familia Enterobacteriaceae. O C. neoformans é o agente etioldgico da criptococose e é encontrado em diferentes
fontes ambientais e constitui importante causa de morbidade e mortalidade em individuos imunodeprimidos. Esta
pesquisa objetivou isolar, identificar e avaliar a sensibilidade de cepas de C. neoformans, bem como outras
leveduras presentes em fezes de pombos encontradas no municipio de Porto Velho-RO em 2018. As excretas
foram coletadas de forma direta, o isolamento foi em meio agar Sabouraud Dextrose (CAF) seguidas da
identificacdo por avaliagdo microscépica com uso da tinta da china, e posteriormente a confirmacao e avaliagdo
da sensibilidade com o Kit Fungifast. Os resultados revelaram a presenca do C. neoformans em 01 (16%) dos
pontos, da Candida sp. em 4 (66%) dos 06 (100%) pontos coletados. Além destes, foram identificados fungos
filamentosos de importancia ecolégica. O C. neoformans apresentou sensibilidade a Anfotericina B 2ug/ml e
Variconazol 1pg/ml, e resisténcia a Anfotericina B 0,5ug/ml, 5-flucitosina 4 e 16pug/ml, Itraconazol 0,125 e
0,5ug/ml e Fluconazol 8 e 32ug/ml. Os dados também evidenciaram outras cepas de importancia médica sensiveis
a alguns dos antifungicos testados e descritos na literatura. As leveduras de potencial patogénico oferecem riscos
a salde humana no municipio. Os dados podem contribuir nas futuras estratégias terapéuticas, bem como no
controle dessas aves.
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ABSTRACT

The Cryptococcus neoformans is an encapsulated pathogenic fungus in a close correlation with Columba sp. This
bird is associated with the spread of different agents as Cryptococcus, Histoplasma, Candida and bacteria of the
family Enterobacteriaceae. The C. neoformans is the Etiologic Agent of Cryptococcosis and it is found in different
environmental sources and represents an important cause of morbidity and mortality in immunocompromised
individuals. This research aimed to isolate, identify and evaluate the sensitivity of strains of C. neoformans, as
well as other yeasts present in pigeon droppings found in the city of Porto Velho-RO in 2018. The excreta were
collected directly; the isolation was in Sabouraud Dextrose Agar (CAF) followed by microscopic identification
using China ink, and later confirmation and evaluation of sensitivity with the Fungifast Kit. The results revealed
the presence of C. neoformans in 01 (16%) of points, of Candida sp. in four (66%) 06 (100%) points collected. In
addition to these, filamentous fungi were identified from ecological importance. The C. neoformans showed
sensitivity to Amphotericin B 2ug and 1pg/ml, Voriconazole/ml, and resistance to Amphotericin B 0.5 pg/ml, 5-4
and 16pg/ml Flucytosine, Itraconazole 0.125 and 0.5 pg/ml and Fluconazole 8 and 32ug/ml. The data also showed
other strains of sensitive medical importance to some of the tested antifungals and described in the literature.
Yeasts of pathogenic potential may pose a health risk to humans in the city. These data may contribute to some
future therapeutic strategies, as well as in the control of these birds.
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1. INTRODUCAO

O Cryptococcus neoformans é o agente responsavel por infeccBes sistémicas em
imunodeprimidos Ribeiro et al. [1]. S&o relados 57 doencas, como a criptococose, associadas
aos pombos [2]. Os riscos de contaminagdo em humanos e outros animais estdo, normalmente,
relacionados ao acumulo de fezes dos pombos em monumentos e em moradias [3].
Adicionalmente, a limpeza das excretas e restos de ninhos é dispendiosa podendo provocar
contaminacOes em fontes de agua e alimentos [4].

Inicialmente o C. neoformans foi chamado de Saccharomyces neoformans, pois
carecem de fermentacdo de carboidratos e formacdo de ascdsporos, caracteristicas marcantes
do Saccharomyces spp. Novas revisdes o incluiram na Classe Bastomycetes, familia
Cryptococcaciae, género Cryptococcus, espécie Cryptococcus neoformans, com presenca de
fase assexuada como a sexuada, esférica ou globosa (com 20um), com parede nitida [5].
Apresentando antigenos moleculares especificos da capsula mucopolissacarideo o qual
possibilita dividi-los em trés variedades e em cinco sorotipos, sendo o sorotipo A pertencente a
variedade grubii [6], o sorotipo D a variedade neoformans, e B e C a variedade gattii [6,7].
Através desta classificacdo, a designacdo para o sorotipo AD com caracteristicas especificas e
definidas [8,9], entretanto, alguns autores o consideram hibrido [10], denotando diferencas
genotipicas, bioguimicas, epidemioldgicas e clinicas especifica [7,11]. O sorotipo D, var.
neoformans estdo presentes, na maioria das vezes, com excretas acumuladas de aves,
principalmente pombos domesticos [12,13]. Enquanto, que o C. gattii ao eucalipto [14] e
troncos ocos de varias espécies de arvores em degradacéo [15,16].

O C. neoformans possui capacidade parasita relacionada a sua capsula polissacaridica
que atua como resisténcia a fagocitose e baixa na resposta imunolégica [17] provocando a
criptococose, pela inalagdo dos propagulos fangicos presentes no ar que infectam o pulmao -
sitio anatémico da infeccdo [18]. Além disso, na doenga de Busse e Buschke, apresentam
leveduras com tropismo pelo sistema nervoso central (SNC), respiratorio e tegumentar, o
comprometimento do sistema imune, tanto de pessoas sadias como de imunocomprometidos
associados [19,20]. Outra levedura de risco a saude € a Candida que, embora sejam comensais
em humanos, podem, em situacdes de imunodebilidade, causar doengas em diversos sitios

anatomicos [21]. Assim, esta pesquisa objetivou levantar, identificar e avaliar a sensibilidade
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do C. neoformans e de outras leveduras isoladas no perimetro urbano da cidade de Porto Velho-
RO em 2018.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no perimetro urbano do municipio de Porto Velho — RO, entre os
meses de agosto a novembro de 2018 nos pontos (A-E) unidades escolares e (F) de saude. Os
procedimentos de coleta das excretas (5 a 10 g), com adaptacdes, seguiram as orientacfes
técnicas de Faria et al. [22]. A érea de estudo situa-se na margem direita do rio Madeira, com
uma area superior a 34. 090, 962 km2 mil Kmz2 e cerca de 519.531 habitantes [23], posicionada
em 8°45'43" S, 63° 54’ 14" W com altitude de 85 metros e temperatura em torno de 26° C e
pluviosidade média anual de 2.095 mm. As excretas, secas e Umidas, provenientes de Columba
livia (pombo-doméstico) foram acondicionadas e levadas para o laboratério de Microbiologia
e Parasitologia do Instituto Federal de Rondbnia — IFRO, campus Calama, para andlises
seguindo as orientacdes de Ribeiro et al. [1], e envolveram trituracdo e homogeneizacdo com
pistilo de porcelana. Posteriormente, 0,59 da amostra foi suspensas em 10 ml de solucéo de
NaCl a 0,9% seguido da homogenizacdo em vortex por 3 min, e mantidas em repouso de 30
min em temperatura ambiente.

Apobs este periodo, fragdes de 100ul do sobrenadante de cada ponto de coleta, seguindo
orientacdes do meétodo descrito por Casali et al. [11], foram semeados em placas para
isolamento e identificacdo. O cultivo, realizado em triplicata em &gar Sabouraud Destrose
(CAF), foi acondicionado em estufa a 30° C por 5 dias. A identificacdo, adaptadas de Ribeiro
et al. [1], foi realizada com exame direto das leveduras e dos fungos filamentosos a partir da
suspensdo oriunda das culturas, 100 « I, que foi misturado a 50 « | de tinta nanquim em laminas,
sobrepostas por laminulas e visualizadas em microscépio 6ptico em 400 e 640X. As col6nias
com perfil foram isoladas, identificadas e avaliadas quanto a sensibilidade com o uso do Kit
Fungifast da Elitech Microbio - Ref. 44430, entre 24 e 72 h. Os procedimentos da anélise e

interpretacdes dos resultados seguiram as orientacdes do fabricante.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram observados fungos com risco a salde, de importancia ecoldgica e biotecnologica.
Identificou-se, além do C. neoformans, cepas de Candida tropicalis; C. guilliermondii; C.
parapsilosis; C. krusei; Saccharomyces cerevisiae; Penicillium sp; Rhizopus sp. e Aspergillus

sp. (Fig.01 A — C) e (Tab.: 01). E, a sensibilidade das leveduras foi realizada com os
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antifungicos anfotericina B nas concentragdes de 0,5 e 2ug/ml; 5-flucitosina a 2 e 4ug/ml;
itraconazol a 0,125ug/ml e 0,5ug/ml; fluconazol a 8 e 32ug/ml e variconazol a 1ug/ml, os
resultados mostraram que C. neoformans, isolado, apresentou a sensibilidade aos antifingicos
a anfotericina B 2pug/ml e variconazol e resisténcia aos 1pg/ml e resisténcia a anfotericina B
0,5pug/ml, 5-flucitosina 4 e 16pg/ml, itraconazol 0,125 e 0,5pg/ml e fluconazol 8 e 32ug/ml. Os
diferentes géneros e cepas Candida apresentaram perfis distintos (Tab.: 01).

Fig.01: Mostra diferentes fungos evidenciado na pesquisa. Em A — leveduras com
perfil de C. neoformans. Em B cepas de Candida sp. e, em C - fungos filamentosos
com perfil de Aspergillius sp. Imagens obtidas em microscopia - 640 X.

Tabela 01: Distribuicdo, analise das cepas de leveduras identificadas, perfil de sensibilidade e

resisténcia aos antiflngicos testados no municipio de Porto Velho - RO em 2018.

| ord. | Pontos | *Cepas Identificadas | Resisténcia - 72h. | Sensibilidade - 72h. |
1 A al  Saccharomyces cerevisiae - +
Candida tropicalis - +
2 B al Candida sp.1 - +
Anfotericina B 0,5pg/ml;
5-flucitosina 4 e 16pg/ml; Anfotericina B 2pg/ml

Cryptococcus neoformans  Itraconazol 0,125 e 0,5ug/ml;  Variconazol 1pg/ml
Fluconazol 8 e 32pg/ml.

Anfotericina B 0,5 e 2pg/ml;
5-flucitosina 4 e 16pg/ml;
**[traconazol 0,5pg/ml;

Candida sp.2 It 10,125 1
3 C al P raconazol 0,125ug/m Fluconazol 8 e 32pg/ml;
Variconazol 1pg/ml.
Anfotericina B 0,5 e 2pg/ml;
. - . . ** 5-flucitosina 4pg/ml;
Candid Il d 5-flucit 1 1 ’
andida guilliermondii ucitosina 16pg/m ftraconazol 0,125yg/ml ¢
0,5ug/ml;
Fluconazol 8 e 32pug/ml;
Variconazol 1pg/ml.
Anfotericina B 0,5pg/ml; ** Anfotericina B 2pg/ml;
4 D al Candida parapsilosis Itraconazol 0,125/ml; 5-flucitosina 4 e 16pg/ml;
Itraconazol 0,5ug/ml; Fluconazol 32pg/ml;
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Fluconazol 8ug/ml. Variconazol 1pg/ml.
* Itens al: Cepas de fungos em formas de leveduras;
Resisténcia: nao houve crescimento de leveduras na presenga do antiflingico;
Sensibilidade: Antifingicos que inibiram o crescimento das cepas (cepas resistentes);
+ Sensivel a todos os antifingicos testados;
- Néo resistente a todos os antiflngicos testados.
** Sensibilidade e resisténcia imprecisa segundo dados do Kit.

O registro do C. neoformans, em excretas de pombos, no municipio é um dado relevante
e corrobora com os registros observados em diferentes cidades do Brasil como os observados
por Contin et al. [2] na cidade de Caratinga, MG, em Pelotas-RS, por Faria et al. [22] e, em
Manaus, por Alves et al. [24]. Ressalta-se que, embora os mecanismos de disseminacdo do C.
neoformans ndo tenham sido avaliados neste estudo, este ndo é completamente esclarecido, ha
inimeros registros associados a excrementos de C. livia. Entretanto, na relacdo entre parasito
hospedeiro, ha poucos registros das patogenias — criptococose - nessas aves, fato que pode estar
associado a resisténcia aos mecanismos de infec¢do do fungo — a temperatura corporal elevada
[18]. Por outro lado, a infeccdo em humanos por C. neoformans var. neoformans pode ocorrer
através da inalacdo dos propagulos do ambiente, na forma de leveduras, menores que 2um de
diametro presentes nas fezes desses animais [25]. Assim, estudos adicionais sobre a presenca e
sensibilidade, como este, corroboram com o0s processos de prevencdo dos riscos e tratamentos
eficientes.

As técnicas aplicadas neste estudo permitiram, além do isolamento e identificacdo de
leveduras de C. neoformans, a identificacdo de Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis,
Candida sp., C. guilliermondii, C. parapsilosis (Tabela 01) e dos fungos filamentosos
Aspergillus sp., Monascus ruber, Metarhizium anisopliae (Nao tabulados). Dados da literatura
cientifica mostram diversos fungos oportunistas causadores de infecgdes sistémicas (IFS) com
dificeis diagndsticos relacionados a mortalidade e morbidade e que constituem um problema de
salde publica. Dentre eles, citam-se os Aspergillus fumigatus e Candida albicans e de outras
especies como C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. dubliniensis e Trichosporon spp.,
que comecam a prevalecer nesses processos de infec¢do, como ja citados por Arendrup [26].
Destes, varios desses agentes foram observados neste estudo. Adicionalmente, registraram-se
dois fungos que apresentam potenciais biotecnologicos, o S. cerevisiae, mencionado, entre
outros estudos, por Schenberg [27] e 0 M. anisopliae por Schrank e Vainstein [28].

Quanto a sensibilidade in vitro, de acordo com Casto et al. [29], observa-se 0 aumento
no numero de antimicéticos comercialmente disponiveis nos ultimos anos. No entanto, estes

ainda se encontram em desvantagem, quando comparados as drogas antibacterianas. Além
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disso, a anéalise da resisténcia aos antifungicos tem representado um grande desafio para os
processos clinicos. No caso das cepas de C. neoformans, a mesma mostrou-se, nos testes
realizados, sensiveis aos anfotericina B 2ug/ml e variconazol 1pg/ml. No caso das outras
leveduras, cepas isoladas de Candida tropicalis e da Candida sp.1, foram sensiveis aos
antifungicos testados. A espécie C. guilliermondii apresentou sensibilidade a anfotericina B
0,5 e 2pg/ml, itraconazol 0,125ug/ml e 0,5ug/ml; fluconazol 8 e 32ug/ml; variconazol 1pg/ml
e a estirpe de C. parapsilosis apresentou sensibilidade a 5-flucitosina 4 e 16pg/ml; fluconazol
32pg/ml; variconazol 1pg/ml.

Embora estudos evidenciem que isolados de C. neoformans apresentam suscetibilidade
in vitro a diferentes antifungicos [30] a resisténcia de cepas desta levedura a alguns tipos de
antifangicos in vitro € pouco frequente, embora haja relatos [31]. Neste estudo, as cepas
isoladas mostraram resisténcias a anfotericina B 0,5pug/ml; 5-flucitosina 4 e 16ug/ml;
itraconazol 0,125 e 0,5ug/ml; fluconazol 8 e 32ug/ml. Dados de resisténcias ja foram obtidos
por Silva et al. [32], em trabalhos realizados no Triangulo Mineiro — MG observou, em isolados
clinicos, a resisténcia ao itraconazol, diferentes e a anfotericina B e, para este ultimo, mostra-
se similar ao observado no trabalho. Adicionalmente, estudos in vitro mostraram que, 0s
isolados de Cryptococcus sdo em sua grande maioria, sensiveis aos antifngicos poliénicos -
anfotericina B; anfotericina B formulacdo lipossomal; 5-fluocitosina; ¢ aos azdlicos -
fluconazol; itraconazol, voriconazol e posaconazol [33], como anfotericina B 2ug/ml e
variconazol 1pg/ml, neste estudo.

Quanto a sensibilidade para a Candida sp., agente de importancia a salde, estudos de
Demillto et al. (2012), realizado com isolados de amostras clinicas, sendo 38 Candida albicans,
23 C. tropicalis, 10 C. parapsilosis e quatro C. krusei mostraram que, para estas cepas, 0S
antifngicos anfotericina B, voriconazol e anidulafungina foram eficazes. Dados com certas
similares sdo observados neste estudo e mostram sensibilidade a 5-flucitosina 4 e 16pg/ml;
fluconazol 32ug/ml; variconazol 1ug/ml para Candida parapsilosis e, para C. guilliermondii,
sensibilidade ao outros antifingicos, exceto para 0 5-flucitosina 16pg/ml, assim como para
Candida sp.2, com resisténcia apenas para o itraconazol 0,125ug/ml.

Os testes de suscetibilidade aos antifingicos ainda ndo sdo aceitos e ndo podem ser
utilizados na rotina da pratica médica, como mencionado Rex et al. [34], ou seja, podem néo
demonstrar a realidade fisioldgica dos fungos como hospedeiro. Entretanto, essas provas vém
demonstrando atividades laboratoriais “in vitro” importantes e os dados podem orientar, de

certa forma, o tratamento clinico. Além disso, os resultados encontrados trazem luz a questéo
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da importancia de minimizar-se o risco de exposi¢éo a focos ambientais da levedura em locais
de circulagdo publica e abrem interessantes perspectivas sobre a ecologia do C. neoformans e
epidemiologia da criptococose, bem como outras leveduras causadoras de micoses sistémicas,
pois a auséncia de uma politica de controle ambiental urbana traz riscos e desafios a satde

publica.

CONCLUSAO

A pesquisa evidenciou a presenca de cepas de Cryptococcus neoformans e de outras
leveduras do género Candida, sua a sensibilidade aos principais antifungicos, bem como a
presenca de fungos filamentosos em amostras de fezes de Columba livia no municipio de Porto
Velho-RO em 2018. Os resultados corroboram para a implantacdo de estratégias no controle
da populagédo dessas aves minimizando riscos de contaminagdes seres humanos em escolas e

hospitais e, em especial, aos imunodeprimidos em tratamento na regido.
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