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Cryptococcus spp. EM UNIDADES BASICAS DE SAUDE: UM ALERTA
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Resumo

Cryptococcus do complexo C. neoformans e C. gattii sdo agentes da criptococose, doenca fingica que
acomete primeiramente o pulméo e se dissemina por via hematogénica para outros sistemas, com predilecdo
pelo sistema nervoso central. Os pombos (Columba livia) séo reservatérios urbanos e suas fezes, um ambiente
propicio para o crescimento e manutencdo de uma fonte de disseminacédo. O objetivo desse estudo foi investigar
Cryptococcus spp. em unidades basicas de saide (UBS) que continham excrementos de pombos. A identificacédo
dos micro-organismos foi feita por meio de técnicas fenotipicas (agar niger e CGB) e a sucetiblidade antifingica
por meio da técnica de microdiluicdo. De 27 UBS visitadas em 13 foram observados excrementos. Um total de
cinco C. gatti foram isolados de duas UBS. Esses resultados fornecem subsidios a administracao publica para
pleitearem medidas de controle dessas aves diminuindo assim os riscos de infeccfes para os usuarios ja
debilitados e para a comunidade em geral.
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Introducéo

Cryptococcus sdo fungos encapsulados pertencentes aos complexos C. neoformans — que possui 0s
tipos moleculares VNI, VNII, VNIII e VNIV — e ao complexo C. gattii — composto pelos tipos VGI, VGII, VGIII e
VGIV (FANG et al., 2015; KWON-CHUNG, 2017). A doenca causada por esses fungos € a criptococose, que se
instala por meio da inalagao de propagulos fungicos dispersos no ambiente. Normalmente, a doenga se inicia ho
pulmao e via corrente sanguinea dissemina-se para outros sitios, com tropismo pelo sistema nervoso central
(CHAYAKULKEEREE, 2006).

Espécies do complexo C. neoformans sdo patdgenos oportunistas, tendo maior incidéncia em pacientes
imunocomprometidos. Em todo mundo ocorre quase um milh&o de casos por ano e estdo associados a elevada
letalidade (PARK et al., 2009; KRONSTAD et al., 2011; ARMSTRONG-JAMES et al., 2014). Embora a infec¢do
pelo C. gatti ocorra em sua maioria em pacientes imunocompetentes, também esta associada a elevada taxa de
letalidade (MORETTI et al., 2008).

As aves sdo consideradas vetor mecanico desses fungos. Os pombos (Columba livia) estdo bem
adaptado no ambiente urbano e disseminam por meio das suas fezes, os esporos fungicos (CASADEVALL &
PERFECT, 1998; LIN & HEITMAN, 2006).

No Brasil, trabalhos que descrevem isolamento ambiental destas leveduras se concentram na regido Sul
e Sudeste (AMARO, 2006; MORA et al., 2012; FARIA et al., 2010). Em 2002, Fili et al. obtiveram 50% de
positividade para Cryptococcus neoformans em amostras ambientais coletadas em Campo Grande — MS. Soma-
se a isso, uma alta taxa de letalidade por criptococose descrita em Mato Grosso do Sul: 51% em portadores de
HIV e 41% na populacéo HIV-negativa (LINDENBERG et al., 2008).

Deste modo, percebe-se que ha um lapso de quase duas décadas na vigilancia epidemiolégica dessa
levedura no estado de Mato Grosso do Sul. Isso abre espaco para politicas publicas inadequadas, surtos da
criptococose no estado e falta de um panorama epidemiolégico para guiar os profissionais da saide no
diagnostico diferencial, principalmente em individuos imunossuprimidos. Neste sentido, visa-se minimizar essa
lacuna de conhecimento por meio desse trabalho. Para isso, analisou-se os excrementos de pombos encontrados
em unidades basicas de salde da rede municipal em busca destes patdgenos.

Metodologia

A coleta de amostras ambientais (excrementos de pombos) foi realizada em Unidades Basicas de Saude
da area urbana do municipio de Campo Grande, capital do Mato Grosso do Sul, no periodo de outubro a
dezembro de 2018. A figura 1 mostra a localizacdo das 27 UBS visitadas. A identificacdo das UBS foi feita de
forma numérica (1 a 27) e os nomes omitidos por questdes éticas.

De cada Unidade Bésica de Salde, foram coletadas 10 amostras de &reas internas e/ou externas. Caso
nao houvesse material para ser coletado a unidade foi classificada como “limpa”. Para a coleta dos excrementos
utilizou-se coletores universais e espatulas estéreis. Apéds a coleta, essas amostras foram encaminhadas para
processamento no Laboratério de Pesquisas Microbiolégicas da FACFAN/UFMS e acondicionadas sob
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O processamento consistiu na pesagem dos excrementos e para cada 1 grama de excreta
adicionou-se 50 mL de solucdo salina (0,9%) esterilizada, acrescida de cloranfenicol (0,4g/L). Em seguida, a
mistura foi submetida a agitacdo em vortex por 3 min. Apés repouso, 100 pL do sobrenadante foi semeado em
placas de &gar niger contendo clorafenicol (0,05¢/L). Entdo essas foram incubadas em estufa a temperatura de
35 °C por 72 h (LAZERA et al., 1996). Posteriormente, as colénias marrons em agar niger (Figura 2) foram
semeadas no agar Canavanina Glicina Azul de Bromotimol (CGB) para diferenciacdo dos complexos (KWON
CHUNG et al., 1982).

Figrua 2

Agar niger demonstrando o método de diferenciacdo
fenotipica do Cryptococcus spp. (segundo, terceiro e
quarto quadrantes) de outras levedura (primeiro
quadrante)

Para a determinacdo da concentracgdo inibitéria minima (CIM) frente aos antifiingicos azois: fluconazol
FLC, itraconazol ITC adquiridos da Sigma Aldrich (EUA) e voriconazol (VRC) da Pfizer (EUA) utilizou-se a técnica
de microdiluicdo em caldo de acordo com o padronizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2008). Como controle de qualidade dos testes de susceptilidade, estes foram realizados em duplicata e foram
incluidas cepas de referéncias de Candida parapsilosis (ATCC 22019), cujos valores de CIM sédo entre 1,0 € 4,0
pg/mL para fluconazol, entre 0,12 e 0,50 pg/mL para Itraconazol e entre 0,03 e 0,25 pg/mL para Voriconazol.

Como o documento M27-A3 (CLSI, 2008) ndo propds valores limites de suscetibilidade para
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Cryptococcus, considerou-se resistentes as leveduras que apresentaram CIM = 64 pg/mL para fluconazol, CIM
= 1 pyg/mL para itraconazol, CIM = 1 ug/mL para voriconazol e CIM = 2 ug/mL para anfotericina B conforme
sugerido por outros pesquisadores (NGYEN; YU, 1998;; PEDROSO & CANDIDO, 2006; SOUZA et al., 2010).

Resultados e Discusséo

Do total de 27 unidades pesquisadas, 51,85% (14 unidades) foram classificadas como “limpas” pois ndo
apresentavam excrementos de pombos. As outras 13 unidades (48,14%) continham quantidades variaveis de
excrementos, resultando em um total de 125 amostras. ApOs 0 processamento, cinco amostras foram positivas
para Cryptococcus, provenientes de duas UBS de distritos sanitarios distintos, porém vizinhos, totalizando uma
distancia de sete quildmetros entre eles. Todas as amostras, apoés os testes fenotipicos, foram identificadas como
pertencentes ao complexo Cryptococcus gattii.

O isolamento deste fungo ndo é comum na literatura (FIRACATIVE et al., 2018). Baltazar e Ribeiro (2008)
relataram uma positividade de 1,2% para C. gattii de amostras coletadas de troncos de arvores no estado do
Espirito Santo. Aradjo Junior (2014) obteve uma positividade de 18% de C. gattii em amostras de troncos ocos e
arvores vivas da cidade de Aracatuba, SP. Estudos com isolamento de Cryptococcus de excrementos de aves
no estado de Mato Grosso do Sul sdo ainda mais raros. Filiu et al (2002) isolou C. neoformans de aves em
cativeiros na cidade de Campo Grande, MS e mais recentemente, Junior (2019) isolou essa mesma espécie em
escolas municipais da mesma regido. Em se tratando de unidades que prestam assisténcia a saude, Ferreira-
Pain et al (2011) isolou C. neoformans (mas nenhum C. gatti) em 45 excreta de pombos em &reas externas de
um hospital terceiério.

Os resultados da concentrag&o inibitéria minima (CIM) frente aos antifingicos azois para os C. gattii
isolados estdo descritos na tabela 1. Como pode-se perceber, todas as leveduras isoladas nesse estudo foram
sensiveis aos antifingicos azois com destaque para o Voriconazol (VRC) que mostrou excelente atividade in
vitro.

Tabela 1 - Concentracdao inibitéria minima para C. gattii isolados em Unidades de Salde de Campo Grande —MS
frente aos antifiingicos azois

Amostra Fluconazol (ug/mL) Itraconazol (ug/mL) Voriconazol (ug/mL)
1 3 0,045 0,015
2 2 0,03 0,015
3 4 0,03 0,015
4 1 0,015 0,015
5 2 0,015 0,015

Na presente investigacdo, 48% das US visitadas continham excretas de pombos. Acredita-se que essa
alta taxa de infestacdo se deva a arquitetura das UBS, com vigas e nichos protegidos do vento e chuva que séo
locais propricios para ninhos e pouso dessas aves. Houve, também, expressiva negatividade em US nas quais
havia forro e telas, mostrando que o controle dessas aves é possivel com medidas simples.

A multiplicacdos destes fungos no ambiente é favorecida pela presenca de compostos nitrogenados e
lignina os quais sdo comuns nos excrementos dessas aves (LAZERA et al., 1998; XUE et al., 2006). Isso
transforma os locais vulneraveis (grande quantidade de excrementos e circulagcdo de pessoas) em reservatorios
de disseminagdo de micoses, como a criptococose. A implicacdo desses achados é o risco de exposi¢do aos
patdgenos da criptococose, que € considerada uma doencga oportunista relacionada a alguma debilidade no
sistema imune (NUNES, et al., 2018).

Estudos desse tipo, de vigilancia epidemioldgica, devem se tornar frequentes para a protecdo da
populacdo que frequenta esses locais. Uma conquista para o controle dessas aves foi a publicacdo da Lei
Complementar n°345/19, que proibe alimentar os pombos na cidade de Campo Grande, em especial nos espacgos
ou prédios publicos.

Conclusbes

Cryptococcus gattii estd presente nas Unidades Bésicas de Saude de Campo Grande. Considerando a
escassez de dados sobre isolamento ambiental de Cryptococus no Mato Grosso do Sul, em especial C. gattii,pois
esta é a primeira descricdo no estado, os resultados obtidos devem contribuir com a ecoepidemiologia nacional
e internacional sobre o tema.

Ressalta-se, ainda, o potencial patogénico do complexo C. gattii para causar a criptococose em pacientes
imunocompetentes, haja vista que os usuarios das UBS estéo procurando atendimento médico.

Os resultados obtidos fornecem embasamento para os gestores das Unidades Basicas de Saude
pleitearem readequacdes para eliminar os possiveis abrigos dessas aves. Além disso, possibilita a atualizagéo
da comunidade académica e médica sobre a epidemiologia desse fungo oportunista.
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