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Resumo

BERMANN, Carolina dos Santos. Revisdao sistematica de criptococose em
animais domésticos e silvestres, isolamento e caracterizagcao de espécies de
Cryptococcus ndo-neoformans e néo-gattii de érgaos de Columba livia. 2022. 103f.
Dissertagcdao (Mestrado em Microbiologia e Parasitologia) - Programa de Pés-
Graduagdo em Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

Cryptococcus spp. é descrito como um fungo basidiomiceto, leveduriforme e
saprébio, causador da criptococose em humanos e animais. Embora, os complexos
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sejam as espécies mais patogénicas
e mais comumente envolvidas na criptococose, nota-se que ha um aumento do
numero de infecgbes por outras espécies consideradas ndo comuns ou raras de
Cryptococcus. Columba livia desempenha um importante papel na disseminagao de
C. neoformans através das suas fezes, bem como de espécies atipicas ou nao
comuns deste fungo. Neste trabalho realizou-se uma revisdo sistematica sobre
criptococose em animais domésticos e silvestres que se encontra no manuscrito 1.
Esta revisdo sistematica constatou que o maior numero de relatos de criptococose é
em espeécies de animais domésticos, principalmente felinos. entre as espécies
silvestres os ferrets e coalas podem ser considerados importantes sentinelas da
presenca do fungo no ambiente. Em todas as espécies observa-se a predominancia
do comprometimento pulmonar ou neurolégico e os paises com maior numero de
relatos sdo Australia, Brasil, Canada e Estados Unidos, com prevaléncia do
complexo C. gattii dos tipos VGI e VGII. Adicionalmente, no presente estudo
objetivou-se relatar o isolamento de espécies ndo comuns de Cryptococcus a partir
de cérebro, pulméo e intestino de Columba livia capturados em area urbana de um
municipio do sul do Brasil, contemplado no manuscrito 2. Columba livia (n=112)
foram capturados e eutanasiados. Cérebro, pulmao e intestino foram analisados e
submetidos ao cultivo micolégico em agar niger, incubados a 30°C/10 dias. Dessas
amostras, 13 apresentaram crescimento de col6nias compativeis com Cryptococcus
spp., poréem sem producdo de melanina. Ao exame direto com tinta nanquim
observou-se leveduras arredondadas a alongadas, com presenga de capsulas
evidentes. No teste de CGB, a maioria (92,3%) dos isolados apresentaram reagao
positiva. A caracterizagao molecular foi realizada pelo sequenciamento das regides
ITS1 e ITS2 e revelou a identificacdo de espécies ndo comuns de Cryptococcus,
incluindo Papiliotrema flavescens (n=5), Naganishia diffluens (n=5), Filobasidiella
magnum (n=2) e Naganishia randhawai (n=1). Apds, amostras de cérebro e pulmao
(n=10) foram submetidas a testes de termotolerdncia em meio Sabouraud nas
temperaturas de -20°C, -5°C, 25°C, 37°C, 42°C e 50°C, no qual todos os isolados
apresentaram termotolerancia. No presente estudo relata-se pela primeira vez o
isolamento de espécies ndo comuns de Cryptococcus de 6rgédos de Columba livia,
ressaltando a importdncia do Columba livia como possiveis disseminadores de
patégenos fungicos ocasionais ou emergentes, uma vez que as espécies isoladas
expressam relevantes fatores de viruléncia.

Palavras-chave: micoses oportunistas; criptococose; meningite criptococica;
imunossuprimidos; columbidaes.



Abstract

BERMANN, Carolina dos Santos. Systematic review of cryptococcosis in
domestic and wild animals, isolation and characterization of non-neoformans
and non-gattii Cryptococcus species from Columba livia organs. 2022. 103f.
Dissertation (Master in Microbiology and Parasitology) - Postgraduate Program in
Microbiology and Parasitology, Institute of Biology, Federal University of Pelotas,
Pelotas.

Cryptococcus spp. is a basidiomycete, yeast-like and saprobic fungus that
causes cryptococcosis in humans and animals. Although the Cryptococcus
neoformans and Cryptococcus gattii complexes are the most pathogenic species and
are most involved in cryptococcosis, it is noted that there is an increase in the
number of infections by other species considered uncommon or rare of
Cryptococcus. Pigeons play an important role in the dissemination of C. neoformans
through their feces, as well as non-common species of this fungus. In this work, a
systematic review was carried out on cryptococcosis in domestic and wild animals,
found as manuscript 1. This systematic review found that the largest number of
reports of cryptococcosis is in domestic animal species, mainly felines. Among the
wild species, ferrets and koalas can be considered important sentinels of the
presence of the fungus in the environment. In all species, there is a predominance of
pulmonary or neurological involvement and the countries with the highest number of
reports are Australia, Brazil, Canada and the United States, with a prevalence of the
C. gattii complex VGI and VGII types. Additionally, the present study aimed to report
the isolation of non-common species of Cryptococcus from the brain, lung and
intestine of Columba livia captured in an urban area of a municipality in southern
Brazil, included in the manuscript 2. Columbidaes (n=112) were captured and
euthanized. Brain, lung and intestine were analyzed and submitted to mycological
culture on niger agar, incubated at 30°C/10 days. Of these samples, 13 showed
growth of colonies compatible with Cryptococcus spp., but without melanin
production. Upon direct examination with India ink, rounded to elongated yeasts were
observed, with the presence of evident capsules. In the CGB test, the majority
(12/13) isolates showed a positive reaction. Molecular characterization was
performed by sequencing the ITS1 and ITS2 regions and revealed the identification
of non-common species of Cryptococcus, including. Papiliotrema flavescens (n=5),
Naganishia diffluens (n=5), Filobasidiella magnum (n=2) and Naganishia randhawai
(n=1). Afterwards, brain and lung samples (n=10) were subjected to thermotolerance
tests in Sabouraud medium at temperatures -20°C, -5°C, 25°C, 37°C, 42°C and
50°C, where all isolates showed thermotolerance. The present study reports for the
first time the isolation of non-common species of Cryptococcus from Columba livia
organs, highlighting the importance of pigeons as possible disseminators of
occasional or emerging fungal pathogens, since the isolated species express
relevant virulence factors.

Keywords: opportunistic mycoses; cryptococcosis; cryptococcal meningitis;
immunosuppressed; columbidae.
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Apresentacao
Esta dissertacdo esta composta por dois manuscritos a serem submetidos em
periodicos cientificos. Um dos manuscritos contempla uma revisédo sistematica sobre
criptococose em animais domeésticos e silvestres, o qual se encontra apresentado na
secao Revisdo bibliografica (Manuscrito 1). As segdes Materiais e Métodos,
Resultados e Discussdo encontram-se no Manuscrito 2 e representam a integra
deste estudo. O item 6 Referéncias refere-se as citagcdes contidas nas secoes

Introducgédo e revisao bibliografica desta dissertagao.



1 Introducgao

As micoses oportunistas sdo doengas causadas por fungos com baixo fator
de viruléncia, mas que se tornam de grande risco para individuos
imunocomprometidos, realidade observada pelo aumento da prevaléncia dessas
enfermidades ao longo dos anos (PARK et al., 2016). Para esse grupo de individuos,
a criptococose € considerada a micose sistémica mais importante em endemia no
Brasil (COSTA et al., 2019).

A criptococose é predominantemente causada por duas espécies-complexo:
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, sendo responsavel por
aproximadamente 180.000 mortes anuais em todo o mundo (RAJASINGHAM et al,
2017). A aplicagdo do termo espécie-complexo vem sendo adotada mais
recentemente para agregar todas as variantes dos complexos C. neoformans e C.
gattii. Devido ao avango da tecnologia, diversas nomenclaturas foram utilizadas
baseadas em diferentes técnicas de identificagdo molecular e com isso surgiu uma
dificuldade de padronizagdo. Nesse trabalho optou-se por adotar a nomenclatura
simplificada sugerida por KWONG-CHUNG et al. (2017).

Espécies atipicas ou ndo comuns de Cryptococcus também s&o consideradas
de importancia em saude publica, pois podem estar associadas a enfermidades
comumente observadas em pacientes imunocomprometidos. Entre essas,
Cryptococcus (Papiliotrema) laurentii e Cryptococcus (Naganishia) albidus sao as
mais frequentes. Todavia varias outras espécies ambientais também foram relatadas
nesses tipos de pacientes e expressam fatores de viruléncia importantes, por isso
ndo devem ser negligenciadas (MORALES-LOPEZ & GARCIA-EFFRON, 2021).

Na area da medicina humana, a criptococose € de grande relevancia entre
pacientes imunodeprimidos como os portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (VECHI et al., 2019), transplantados de o6rgaos soélidos
(BANSHODANI et al., 2019) e diabéticos (LI et al., 2017). A doenga desenvolve-se

principalmente como pneumonias, meningites e em menor frequéncia de forma
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cutanea (SIVARAJ et al., 2018). Embora a maioria dos relatos envolvam pacientes
imunocomprometidos, nota-se que diversos casos sdo também relatados em
pacientes imunocompetentes (BARBOSA et al., 2006; CHIME et al., 2019).

Esta micose tem importdncia também na medicina veterinaria, afetando
diversas espécies de animais domésticos e silvestres cursando com alteragdes
respiratorias e nervosas (BOWLES & FRY, 2011, REIS et al., 2019).

O diagnéstico da enfermidade pode ser realizado mediante a coleta de fluidos
corporais para cultura, exame direto e soroldgico ou ainda pela analise
histopatoldgica ou citolégica de tecidos afetados (MAZIARZ & PERFECT, 2016). Na
cultura em agar Sabouraud o agente apresenta-se como colOnias brancacentas a
creme, homogéneas, de aspecto mucoide e brilhante, quando incubadas a 25-37°C/
72 horas. Em meio de cultura contendo extrato de semente de Niger (agar Niger) as
colénias podem tomar uma coloracao amarronzada devido a producao de melanina,
um fator de viruléncia importante no género Cryptococcus (KON et al., 2008).

Micromorfologicamente, o fungo é caracterizado pela presenga de espessa
capsula de mucopolissacarideo, sendo esse o seu principal fator de viruléncia, e que
envolve uma estrutura arredondada de até 6 ym que pode apresentar brotamentos
(SRIKANTA et al., 2014). No exame direto € possivel a visualizagdo do fungo em
preparacbes com tinta nanquim, onde se observa a formagcdo de halos
esbranquicados na regido da capsula a qual se destaca em meio aocorante escuro,
sendo um método de identificagdo bastante utilizado pela sua praticidade, rapidez e
baixo custo (MORAES, 2018).

Os pombos (Columba livia) apresentam importancia epidemiolégica na
disseminacao de Cryptococcus spp. Estudos prévios evidenciaram a presenga de C.
neoformans em 10-32% das fezes de pombos analisadas, sendo as aves da familia
Columbidae as mais reconhecidas disseminadoras do fungo pelo enriquecimento do
solo com suas fezes, onde estao presentes as leveduras que, quando inaladas, sao
capazes de causar a doenga nos hospedeiros suscetiveis (FARIA et al., 2010; LIMA
et al.,, 2015; SOUZA et al., 2018). Apesar disso, nao existem evidéncias de que
essas aves possam ser acometidos pela enfermidade e alguns estudos apontam
que, apesar de algumas cepas apresentarem termotolerancia (REZANKA et al.,
2018; BLOOM et al., 2019), a eficiéncia do sistema imunologico dessas aves permite
que ocorra a fagocitose e eliminagdo do fungo, impedindo seu crescimento

intracelular (JOHNSTON et al., 2016). Contudo, relatos de criptococose clinica por
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C. gattii em aves foram constatados em psitacideos no Brasil (RASO et al., 2004) e
Australia (KROCKENBERGER et al, 2005).

Na cidade de Pelotas/RS, Columba livia (C. livia) constitui grande parte da
populacdo de aves encontradas em areas urbanas e estdo entre as quatro espécies
de maior abundéancia relativa e com maior frequéncia de ocorréncia, com variagao
sazonal insignificante (SACCO et al., 2013). Nas areas urbanas, esses animais se
alimentam de restos de comida deixados pelo homem, o que favorece sua
reprodugdo descontrolada e presenga em areas com grande fluxo de pessoas
(BRITO et al., 2017). Além disso, a auséncia de predadores naturais e a protegcao
legislativa da espécie, impedem o controle populacional de Columba livia (RIBEIRO,
2019).

Considerando a importancia do C. livia na disseminagao de Cryptococcus
spp. em areas urbanas, desenvolveu-se este estudo cujo objetivo foi isolar e
identificar espécies de Cryptococcus spp. presentes em o6rgdos de C. livia e bem

como revisar sistematicamente a criptococose em animais domésticos e silvestres.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Isolar e caracterizar Cryptococcus spp. a partir de orgaos de C. livia
capturados na area urbana do municipio de Pelotas, RS, Brasil.

2.2 Objetivos especificos
- Realizar uma revisao sistematica da criptococose em animais domésticos e
silvestres;
- lIsolar Cryptococcus spp. de cérebro, pulmao e intestino de C. livia
capturados em area urbana do municipio de Pelotas;
- Caracterizar macro e micromorfologicamente os isolados obtidos, bem como
verificar a expressao de fatores de viruléncia, incluindo presenca de capsula,
producdo de melanina e termotolerancia;

- Realizar a identificacdo molecular dos isolados obtidos.



3 Revisao da Literatura
3.1 Columba livia

Columba livia foi trazido para o Brasil no século XVI por ser utilizado como
mensageiro e como alimento, principalmente pela facilidade de adaptagdo e
reprodugado (RIBEIRO, 2019). Com o tempo, essas aves comegaram a apresentar
comportamento domesticado e se adaptaram ao ambiente urbano facilmente,
inclusive desenvolvendo comportamentos de pedintes, se alimentando de gréos e
restos de alimentos que ficam disponiveis no ambiente (LABANHARE & PERRELLI,
2007). Outra caracteristica comportamental que influéncia sua aproximagédo dos
humanos é a procura por locais altos e abrigados da chuva para construgao de seus
ninhos, normalmente buscando prédios mais antigos, pela arquitetura com saliéncias
e fissuras que permitem a instalagéo de ninhos (BRITO, 2017).

Com a disponibilidade de alimento e abrigo que os seres humanos oferecem
para esses animais, a falta de politicas que auxiliem no controle e a auséncia de
predadores naturais, a populagéo de C livia cresceu exponencialmente e se tornou
uma praga urbana, habitando prédios abandonados, onde fazem ninhos e defecam
em grande quantidade. Devido a isso ocorre um acumulo de fezes nos perimetros
urbanos (Figura 1), o que possibilita a disseminacdo de Cryptococcus spp.
(RIBEIRO, 2019). Dados mostram que cada pombo vive em média trés a cinco anos
nas cidades e podem ter cinco ou seis ninhadas anuais, sendo que cada animal
pode produzir cerca de onze quilos de fezes no periodo de um ano. Esses
excrementos normalmente ficam depositados em prédios e locais de dificil acesso
para higienizagao e retirada das excretas (OLIVEIRA et al., 2017).

O complexo C. neoformans é o principal agente etiolégico da criptococose
humana e esta intimamente ligado a superpopulacdo de pombos no perimetro
urbano, visto que o fungo utiliza os compostos nitrogenados e ureia das fezes dos
Columbides para se multiplicar e, quando o guano resseca, os basididésporos ficam
dispersos no ar e disponiveis para infeccdo por via inalatdria, instalando-se
primeiramente nos pulmdes (TOPLIS et al., 2020; SIRAG et al., 2021).
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Diversos estudos comprovaram o isolamento de C. neoformans em guano de
C. livia (FARIA et al., 2010; SOLTANI et al., 2013; NWEZE et al., 2015; GHADERI et
al., 2019; FARRER et al., 2021; SIRAG et al.,, 2021). Interessantemente, esses
pombos podem voar entre dois e 18 quildbmetros em busca de alimento
(LABANHARE & PERRELLI, 2007), o que pode levar a disseminagao do fungo para
outros locais. Adicionalmente, C. livia pode carrear espécies de Cryptococcus néo-
neoformans que apresentam potencial patogénico pouco conhecido (SIRAG et al.,
2021).

Outros passaros e morcegos também podem veicular Cryptococcus spp. em

suas fezes, porém até entdo o complexo C. neoformans, que é de maior interesse

em saude publica, raramente foi isolado dessas espécies (ROSARIO et al., 2008;
DA PAZ et al., 2018).

%\: :
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Figura 1. Acumulo de fezes em ninhos de Columba livia. Setas indicam a presenca de filhotes de
Columba livia em ninhos contendo grande quantidade de fezes. Fonte: imagem pessoal.

, v >

3.2 Género Cryptococcus

Cryptococcus spp. € um fungo basidiomiceto, leveduriforme, cosmopolita e
saprobio, sendo encontrado em compostos organicos, arvores e fezes de C. livia ou
outras aves (COGLIATI, 2013). Esse micro-organismo causa criptococose em
inUmeras espécies, incluindo o homem, animais domésticos e silvestres (CHEN et
al., 2014).
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Dessa forma, os basidiésporos e leveduras sdo capazes de sobreviver e se
multiplicar, sendo suspensas no ar e inaladas pelos hospedeiros suscetiveis
(GUGNANI et al., 2020). Este complexo é de grande importancia em humanos
imunossuprimidos e felinos domésticos, os quaissdo o0s hospedeiros mais
suscetiveis a infeccao (ALMENDROS et al., 2020). Cryptococcus do complexo gattii,
por sua vez, sdo isolados frequentemente de compostos organicos no solo e arvores
e, além de ser potencialmente mais patogénico, € responsavel pela infec¢do de uma
maior variedade de espécies (KROCKENBERGER et al., 2005).

Entre os fatores de viruléncia mais conhecidos do género estdo a presenca da
capsula polissacaridica, a producao de melanina, termotolerancia e producado das
proteinas urease, lacase e fosfolipase (DE SOUSA et al., 2021). Um dos principais
fatores de viruléncia do género Cryptococcus € a presenga de uma espessa capsula
que envolve a levedura, a qual também é uma caracteristica fenotipica importante
na identificagdo morfologica desse género, contribuindo para a realizagdo de
diagnésticos rapidos e efetivos (ZARAGOZA, 2019). Essa capsula pode variar de
tamanho em decorréncia de adversidades ambientais e estd comprovado que
quanto maior sua espessura, maior a resisténcia da célula frente a fatores como
fagocitose, tratamento com antifungicos e estresse oxidativo, consequentemente
conferindo maior capacidade patogénica a levedura (ZARAGOZA, 2009).

O género Cryptococcus tem suas caracteristicas morfoldgicas bem definidas
e de facil identificacdo, marcadas pelo crescimento de colbénias mucoides e
brilhantes de coloragdo amarelo-creme em agar Sabouraud e agar extrato de malte
ou podendo apresentar pigmento amarronzado pela produgdo de melanina em agar
niger (REGO et al, 2019). Na microscopia, sua espessa capsula polissacaridica é
caracteristica do género e fica evidenciada em exame direto em preparagdes com
tinta nanquim. Em amostras de tecido, pode apresentar aspecto de bolhas-de-sabao
pela ndo penetragdo da coloragdo de hematoxilina-eosina. Para a visualizagdo da
capsula na histopatologia, sdo necessarias coloragdes especiais como Mucicarmim
de Mayer e Azul Alciano; ou preparacdes histoldgicas coradas por Grocott, Acido
Periodico de Schiff (PAS) e Fontana-Masson para marcagao da parede da levedura
(GAZZONI et al., 2008).

Com o aprofundamento dos estudos em filogenética e a grande variedade de
caracteristicas genotipicas e fenotipicas das espécies do género Cryptococcus,

foram propostos diferentes tipos de classificagdes que causaram divergéncia na
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utilizagdo de nomenclaturas pela dificuldade de acomodar toda a diversidade
genética desse basidiomiceto (KWONG-CHUNG et al., 2017).

Cronologicamente, as primeiras cepas patogénicas identificadas estavam
associadas a C. neoformans como uma espécie unica e assim foi aceito até a
descoberta dos diferentes sorotipos nos componentes antigénicos da capsula
polissacaridica, denominados sorotipos A, D e AD, os quais pertenciam a variedade
neoformans, que a partir de culturas de laboratério chegaram ao seu estado
teleomorfo Filobasidiella neoformans, e os sorotipos B e C pertencentes a variedade
gattii e provenientes do teleomorfo Filobasidiella bacillispora (KWONG-CHUNG et
al., 1975; KWONG-CHUNG et al., 1976a). Estas culturas do estado sexuado
apresentam uma caracteristica morfologica diferente das comumente vistas na forma
leveduriforme, desenvolvendo um micélio denso e esbranquicado que
microscopicamente formam conexdes em grampo e ramificagdo em pinga, com
brotacdo de blastosporos nas laterais e terminag¢des das hifas. Os basidios sdo nao-
septados, delgados e alongados, com alargamento apical arredondado e
comumente formam até 15 a 20 basidiésporos por cadeia de basidio aéreo que
podem se transformar em massas de esporos (KWONG-CHUNG et al., 1976b).

Com a diferenciacéo entre as espécies de Filobasidiella, estudos passaram a
buscar particularidades também em seus anamorfos, que sido diferentes em suas
caracteristicas genéticas, ecoldgicas, epidemiolédgicas, geograficas, patogénicas e
bioquimicas. Com base nisso, posteriormente foram vinculadas a nomenclatura de
C. neoformans as variedades de sorotipo A, D e AD, enquanto os sorotipos B e C
foram vinculados anova espécie C. gattii (KWONG-CHUNG et al., 1975; KWONG-
CHUNG et al., 1976a).

Apds os anos 2000, os avangos das técnicas de tipificagdo do DNA trouxeram
diferentes métodos que podem ser usados para analisar a estrutura molecular
dessas espécies, 0 que possibilitou a realizacdode estudos epidemiolégicos mais
aprofundados nos paises mais comumente afetados pela criptococose. Entre esses
métodos, os mais amplamente difundidos foram os de PCR fingerprinting,
polimorfismo no comprimento de fragmento de restricdo (RFLP), polimorfismo no
comprimento de fragmento amplificado (AFLP), tipificagdo de toda sequéncia
gendmica (WGST) (MEYER, 2015) e sequenciamento multilocus (MLST) (MEYER et
al., 2009), que comprovaram a enorme variedade genética, mas trouxeram tambéem

a dificuldade de padronizagdo das nomenclaturas utilizadas. Atualmente existem
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dois complexos de importédncia para o género Cryptococcus: complexo C.
neoformans e complexo C. gattii (KWON-CHUNG et al., 2017) que comumente se
subdividem em classificagdes de espécie/variedade, sorotipagem e tipo molecular da
seguinte forma: C. neoformans var. grubii (sorotipo A/ VNI, VNII), C. neoformans var.
neoformans (sorotipo D, VNIV), C. neoformans (sorotipo AD/ VNIIl) e C. gattii
(sorotipo B, C/ VGI, VGII, VGIIl e VGIV) (HAGEN et al., 2015 adaptado por
MAZIARZ & PERFECT, 2016).

Amostras dessa levedura podem apresentar diferentes assimilacdes
bioquimicas, o que capacita a se desenvolver e multiplicar no mundo inteiro
(KWONG-CHUNG et al.,, 1982). Observando-seas caracteristicas bioquimicas,
destaca-se a assimilacdo de creatinina e ureia ambiental as quais sdo usadas como
fonte de nitrogénio por ambas as espécies (BENNETT et al., 1978), sendo a urease,
além de um importante fator de viruléncia, também responsavel pela manutencao do
C. neoformans nas fezes de pombo e de suma importéncia para regulagédo das vias
metabdlicas intracelulares (TOPLIS et al., 2020). Por outro lado, a glicina pode ser
utilizada como unica fonte de carbono no complexo C. gattii, diferentemente do
complexo C. neoformans, que nao utiliza essa fonte. Esta caracteristica serviu como
principio para a adog&o do agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) como
forma de diferenciacdo das espécies (POLACHECK & KWONG-CHUNG, 1980;
KWONG-CHUNG et al., 1982).

Tendo em vista a superpopulacdo de C. livia no perimetro urbano e o
excesso de fezes desses animais pelas ruas, estudos sobre o comportamento da
levedura em guano de desses pombos demonstraram que, apesar de C. gattii
também ter sido isolado desse tipo de amostra, as fezes desses animais ndo podem
ser consideradas um nicho efetivo desta espécie pelo fato do fungo ndo conseguir
se reproduzir sexualmente nesse meio. Diferentementede C. neoformans que
consegue completar seu ciclo nesse meio concluindo-se que guanos de pombo s&o
nichos efetivos para o complexo C. neoformans. Além disso, o guano dos
Columbides apresenta composicdes nutritivas que favorecem o crescimento da
levedura em relagdo ao guano de outras espécies como morcegos e aves, por ter a
glicose como principal fonte de carbono, além de ser rico em nitrogénio (NIELSEN et
al., 2007). A enzima urease presente nas cepas de C. neoformans também

desempenha um importante papel na manutencdo do fungo em excretas de
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Columba livia, uma vez que permite a degradacéo da ureia em fonte de nitrogénio e
amdnia (STEENBERG & CASADEVALL, 2003; TOPLIS et al., 2020).

O complexo C. gattii era considerado um patdégeno exclusivo de zonas
tropicais e subtropicais, porém apds a ocorréncia de diversos surtos e casos
isolados no Canada e Estados Unidos, este micro-organismo tem sido considerado
frequente em zonas temperadas (KIDD et al., 2004; DATTA et al., 2009). Seu nicho
ecologico mais conhecido € a arvore Eucalyptus spp. mas pode estar em presente
em debris de inumeros géneros de arvores e plantas (NUCCI et al., 2010;
KANGOGO et al., 2014; HERKERT et al., 2017). O solo em condigdes favoraveis de
pH acido, baixa umidade, baixo teor de carbono orgéanico também pode aumentar a
viabilidade da levedura (KIDD et al., 2007; HERKERT et al., 2017).

Os fatores ambientais também podem influenciar na distribuicdo dosnichos
ecologicos permitindo a diferenciacédo das espécies-complexo, uma vez que o
complexo C. neoformans pode suportar temperaturas mais frias no inverno e
temporadas de alta precipitacdo no verao, enquanto o complexo C. gattii possui uma

maior sensibilidade a essas condi¢des (COGLIATI et al., 2017).

3.3 Espécies ndao comuns ou atipicas de Crypfococcus

Apesar da criptococose ser comumente relacionada as espécies-complexo C.
neoformans e C. gattii, € notério o aumento do numero de casos que vém sendo
relatados associados a espécies nado-comuns de Cryptococcus, eventualmente
consideradas nao patdégenas e saproéfitas (MCCURDY et al, 2003; MORALES-
LOPEZ & GARCIA-EFFRON, 2021).

Essa disseminacdo da doenga ocasionada por espécies atipicas se da pelo
numero expressivo de pacientes imunocomprometidos, tendo em vista que muitas
pessoas soropositivas para o HIV ainda ndo tém acesso as terapias, principalmente
em paises subdesenvolvidos, e/ou também pelo aumento da expectativa de vida de
pacientes imunocomprometidos ou com comorbidades (RAJASINGHAM et al, 2017,
MORALES-LOPEZ & GARCIA-EFFRON, 2021). Adicionalmente, o avango da
ciéncia tem permitido a identificagcdo de patdégenos emergentes que anteriormente
nao eram corretamente identificados e, portanto, eram considerados como parte das
espécies-complexo mais comuns (SUGITA et al, 2003).

Embora os casos de criptococose por espécies raras ou ndo comuns de

Cryptococcus sejam mais frequentemente relatadas na Europa e Asia, a presenca
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dessas espécies em outros territorios ndo deve ser negligenciada visto que podem
ser isoladas de diversas fontes ambientais (MORALES-LC)PEZ & GARCIA-EFFRON,
2021), incluindo solo, agua, ar, plantas, alimento e até mesmo da microbiota cutanea
e vaginal (GHAJARI et al, 2018).

Recentemente, houve uma reclassificagdo proposta por LIU et al. (2015) apos
analises filogenéticas de Tremelomicetos e reorganizagdo de Familias e géneros
polifiléticos, possibilitando afiliagbes taxonémicas mais corretas, visto que
anteriormente algumas leveduras basidiomicetas, englobando o género
Cryptococcus, eram classificadas apenas com base em caracteristicas morfoldgicas,
critérios quimiotaxondmicos e propriedades de assimilacdo, fermentacao e produgao
de compostos. Essas alteragdes também foram responsaveis pela abolicdo de
diferentes nomenclaturas para estados teleomorfos e anamorfos. Respeitando essa
nova classificagcdo, as espécies citadas no presente estudo consideram ambas as
nomenclaturas.

Um dos primeiros relatos na literatura de infecgbes por espécies raras de
Cryptococcus foi feito por CASTELLANI (1960) que identificou o fungo como
Cryptococcus ater, o qual foi posteriormente reclassificado como Cryptococcus/
Filobasidium magnus (LIU et al, 2015) Essa espécie também foi isolada de cavidade
nasal de pacientes pediatricos com cancer e mais recentemente em vulvovaginite
em uma paciente imunocompetente (KHAN et al, 2011; GHAJARI et al, 2018).
Adicionalmente, na medicina veterinaria dois relatos dessa espécie foram
encontrados em gatos, um deles como causador de otite externa e outro em lesao
de aspecto tumoral em membro pélvico (KANO et al, 2004; POTH et al, 2010).

Infecgbes por Cryptococcus nao-laurentii e nao-albida incluem pelo menos
dezesseis diferentes espécies, envolvidas em lesdes e alteracbes do sistema
nervoso, fungemias, peritonite, pneumonia, vaginite e infecgdes oculares, ungueais e
urinarias, sendo a maioria desses relatos associados a individuos
imunocomprometidos (BINDER et al, 1956; MCCURDY & MORROW, 2001; RIMEK
et al, 2004; NOWICKA et al, 2006; IM et al, 2014; ANIMALU et al, 2015; HADANO et
al, 2015; GHAJARI et al, 2018; TING et al, 2019; MORALES-LOPEZ & GARCIA-
EFFRON, 2021).

Naganishia albida esta associada a fungemia em criangas imunossuprimidas,
otomicoses, pneumonias e meningites, além de criptococose sistémica em gato
doméstico (KANO et al, 2008; ABOUTALEBIAN et al, 2020; CHOE et al, 2020).
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Entre as espécies ndo-neoformans e néao-gattii, Cryptococcus (Papiliotrema)
laurentii e Cryptococcus (Naganishia) albidus, expressam importantes fatores de
viruléncia e sao responsaveis pelo maior numero de casos de criptococose
relacionadas a espécies ndo comuns, podendo chegar a 80% dos casos relatados
na literatura (OLIVEIRA et al, 2021; AL-OTAIBI et al, 2021).

Estudos demonstram o diagnéstico Papiliofrema laurentii em fungemia de
prematuro na forma de dermatites (AL-OTAIBI et al, 2021; INTRA et al, 2021) bem
como evidenciam um aumento do numero de casos do mesmo em pacientes
oncoldgicos (LONDERO et al, 2019).

As infecgdes relatadas por Cryptococcus diffluens (Naganishia diffluens) séo
cutaneas. Esta espécie foi isolada de lesdes de aspecto semelhante a esporotricose
em paciente higido, porém também pode colonizar a pele de pacientes com
dermatite atopica (SUGITA et al, 2003; KANTARCIOGLU et al, 2007). Os morcegos
sdo importantes reservatorios dessa espécie e a populacdo desses animais pode
contribuir para a disseminagao na aeromicota (BORZECKA et al, 2021).

Cryptococcus flavescens (Papiliotrema flavescens) possui um unico relato de
meningite em paciente soropositivo para HIV. Primeiramente foi classificado como C.
laurentii e apés a reclassificagdo de algumas espécies e revisdo do estudo, recebeu
a atual nomenclatura (KORDOSSIS et al, 1998).

3.4 Criptococose em humanos

A criptococose em humanos é uma enfermidade fungica de importancia
mundial, estimada em aproximadamente 180.000 obitos anuais, afetando
principalmente pacientes imunossuprimidos, como os portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), diabéticos, transplantados de érgaos sodlidos e
usuarios continuos de medicagdes corticosteroides (RAJASINGHAM et al., 2017).
Com a pandemia ocasionada pelo SARS-Cov-2 (COVID-19), diversos casos de
criptococose foram relatados apos o tratamento prolongado com dexametasona
(GHANEM & SIVASUBRAMANIAN, 2021; ALEGRE-GONZALEZ et al., 2021).
Apesar da predisposicao desses pacientes, individuos imunocompetentes também
podem ser acometidos, especialmente pelo complexo C. gattii. Além disso, estudos
apontam que a relagao genética fungo/hospedeiro, pode ter um importante papel na
epidemiologia da doenca (HAGEN et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2021).
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A criptococose € uma enfermidade de distribuicdo global, porém estudos
epidemiolégicos apontam evidente concentragdo dos casos na Africa subsaariana,
nas Américas, Asia e Australia, havendo uma proporcdo de casos de meningite
criptocécica relacionada ao HIV muito mais expressiva no Brasil (95%), Estados
Unidos (80%), Europa (77%) e 36,7% na China (CHEN et al., 2020; YANG et al.,
2021). Paises com alta soroprevaléncia de HIV apresentam consequentemente um
alto indice de criptococose, com alta mortalidade e morbidade (CHEN et al., 2020).
Em um estudo realizado na Bolivia, notou-se que entre os pacientes ndo portadores
de HIV com alteragbes neuroldgicas, nenhum tinha associagdo ao Cryptococcus
spp., isso porque esses individuos tém uma suscetibilidade consideravelmente
menor a meningites fungicas (VILLARROEL et al., 2021).

A atividade ocupacional também possui um carater importante na
epidemiologia da doenga. Segundo NASCIMENTO et al. (2021), as pessoas com
maior exposicdo aos ambientes rurais e atividades de trabalho com madeira ou
passaros foram mais predispostas a criptococose causada por C. gattii uma vez que
constituem o nicho ecoldgico desse fungo.

A criptococose em humanos manifesta-se principalmente na forma de
meningites, com sinais clinicos de alteragdes neuroldgicas com diminuigdo cognitiva
e fisica, cefaleias, convulsdes, alteragdes visuais e febre (PEREIRA et al., 2020;
MESQUITA et al., 2022; NELLES et al., 2022). Também pode se manifestar como
pneumonias que apresentam sinais inespecificos de tosse, dispneia, dor toracica e
febre ou até mesmo assintomatica em pacientes imunocompetentes. Nestes casos,
deve ser diferenciada de outros agentes fungicos ou bacterianos (HUSSEIN et al.,
2021; LI et al., 2021). Em casos raros pode manifestar-se como lesdes cutaneas
localizadas ou disseminadas com placas ulceradas, areas de necrose e papulas,
lesbes tumorais, abcessos ou granulomas (JOHN et al., 2021; HU et al., 2021) ou
ainda como infecgbes isoladas em outros 6Orgdos mimetizando tumores com
aspectos gelatinoso ou granulomatoso (TAKADA-OWADA et al., 2021). O complexo
C. neoformans frequentemente é responsavel por um numero mais expressivo de
meningites criptocdocicas, enquanto o complexo C. gattii tem maior tendéncia ao

desenvolvimento de pneumonias e lesdes cutaneas (NASCIMENTO et al., 2021).
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Criptococose em animais domésticos e silvestres: uma mini revisao
Carolina dos Santos Bermann, Caroline Quintana Braga, Lara Baccarin Laniski,

Sénia de Avila Botton, Daniela Isabel Brayer Pereira

Resumo

A criptococose € uma doenga fungica de relevancia em saude publica, acometendo
inimeras espécies animais, incluindo o homem, determinando a maioria dos casos
comprometimento respiratério e neurolégico. embora bastante estudada em
humanos, na medicina veterinaria as infec¢des por Cryptococcus spp. ndo tém sido
sistematicamente revisadas. Para o desenvolvimento dessa revisdo sistematica
foram consultadas as bases de dados PubMed, Periddicos CAPES, Scielo, Google
Scholar e ScienceDirect, incluindo publicagdes nas Linguas Inglesa e Portuguesa,
no periodo de 1975 a 2021. Considerando os critérios estabelecidos foram
selecionados 151 artigos que abordaram relatos da doenga em animais domésticos
e silvestres. O objetivo dessa revisdo é sistematizar e compilar os relatos de casos
de criptococose, bem como revisar as principais manifestagdes clinicas, lesbes e
espécies de Cryptococcus responsaveis pelas infecgcbes em diferentes espécies
animais domésticas e silvestres. Constatou-se que o maior numero de relatos de
criptococose ocorre em espécies de animais domésticos, destacando-se os felinos.
Entre as espécies silvestres acometidas, os ferretes e coalas podem ser
considerados importantes reservatériosde Cryptococcus spp. no ambiente. Em todas
as espécies observa-se a ocorrénciade comprometimento pulmonar ou neuroldgico;
contudo manifestagdes clinicas inespecificas, sdo descritas em diversas espécies
animais dificultando a suspeita clinica e o diagndstico. Os paises com maior numero
de relatos sao Australia, Brasil, Canada e Estados Unidos com maior casuistica
docomplexo C. gattii dos tipos VGI e VGII. Os dados observados no presente estudo
alertam os profissionais da saude sobre a ocorréncia das manifestagdes clinicas
diversas e inespecificas da criptococose nas diferentes espécies animais,
destacando-se a importancia dessa enfermidade nos diagnédsticos diferenciais na
pratica clinica, uma vez que a doenga é subdiagosticada.

Palavras-chave: Cryptococcus spp.; C. gattii; C. neoformans; animais silvestres;
animais domésticos criptococcose; criptococcosis; Cryptococcus gattii; Cryptococcus

neoformans.
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Introdugao

Cryptococcus spp. € um fungo basidiomiceto, leveduriforme, cosmopolita e
saprobio, encontrado em compostos organicos, arvores e fezes de Columba livia ou
outras aves, principalmente em regides tropicais, subtropicais e temperadas
(COGLIATI, 2013). Este fungo é o agente etiolégico da doengca denominada
criptococose a qual atinge inumeras espécies, incluindo o homem, animais
domésticos e silvestres (CHEN et al, 2014).

Cryptococcus spp. tém suas caracteristicas morfolégicas bem definidas e de
facil identificacdo, marcadas pelo crescimento de col6nias mucoides e brilhantes de
coloragdo amarelo-creme em agar Sabouraud e agar extrato de malte ou podendo
apresentar pigmento castanho devido a produgdo de melanina em agar Niger
(REGO et al, 2019). Em microscopia, sua espessa capsula polissacaridica é
caracteristica do género e fica evidenciada em exame direto com a preparagdao em
tinta da China. Em amostras de tecido, esta capsula pode conferir o aspecto similar
a “bolhas-de-sabao” pela ndo penetragcdo dos corantes de hematoxilina-eosina.
Desta forma, para um diagndstico preciso se faz necessaria a utilizagdo de
coloragdes especiais de Mucicarmim de Mayer e Azul Alciano para evidenciar a
capsula; ou Grocott, Acido Periédico de Schiff (PAS) e Fontana-Masson para
marcagao da parede da levedura (GALIZA et al, 2014).

A grande diversidade de caracteristicas genotipicas e fenotipicas das
espécies do género Cryptococcus, aliados aos estudos de biologia molecular e
filogenia levaram as diferentes classificacbes das espécies, ocasionando divergéncia
na nomenclatura desse basidiomiceto (KWONG-CHUNG et al, 2017).

Cronologicamente, os primeiros isolados patogénicos estavam associados a
Cryptococcus neoformans como uma espécie Unica e assim foi aceito até o
surgimento da biologia molecular a qual propiciou a descoberta de diferentes
sorotipos, originando as variantes neoformans (A, D e AD) e gattii (B e C) (KWONG-
CHUNG et al, 1975; KWONG-CHUNG et al, 1976a). Atualmente a taxonomia das
espécies patogénicas do género Cryptococcus envolve o complexo C. neoformans e
o complexo C. gattii (KWON-CHUNG et al, 2017) que se subdividem comumente em

classificagdes de espécie/variedade, sorotipagem e tipo molecular (RFLP-genotype),
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da seguinte forma: C. neoformans var. grubii (sorotipo A/ VNI, VNII), C. neoformans
var. neoformans (sorotipo D, VNIV), C. neoformans (sorotipo AD/ VNIII) e C. gattii
(sorotipo B, C/ VGI, VGII, VGIII e VGIV) (HAGEN et al, 2015 adaptado por MAZIARZ
& PERFECT, 2016; KWON-CHUNG et al, 2017).

A propagacéo e infeccéo por C. neoformans foi relacionada a superpopulagéo
de Columba livia (C. livia) que vivem nos centros urbanos e ocasionam um grande
acumulo de fezes em prédios e pragas publicas (SOLTANI et al, 2013; NWEZE et al,
2015). Nestes ambientes, C. neoformans consegue completar seu ciclo uma vez que
as fezes de pombos (C. livia) apresentam composi¢des nutritivas que favorecem o
crescimento da levedura por conter a glicose como principal fonte de carbono, além
de ser rico em nitrogénio (NIELSEN et al, 2007). A enzima urease presente em C.
neoformans desempenha um importante papel na manutengdo do fungo em
excretas de pombos, pois degrada a ureia, transformando em fonte de nitrogénio e
amodnia (STEENBERG & CASADEVALL, 2003; TOPLIS et al, 2020). Este complexo
€ de grande importancia em humanos imunossuprimidos e felinos, que sédo as
espécies mais suscetiveis a infecgcdo (ALMENDROS et al, 2020).

Por outro lado, o complexo C. gattii que era considerado um patdégeno
exclusivo de zonas tropicais e subtropicais, também foi reportado em zonas
temperadas, principalmente no Canada e Estados Unidos (KIDD et al, 2004; DATTA
et al, 2009). Seu nicho ecolégico mais conhecido é a arvore Eucalyptus spp., porém
pode estar presente em debris de inUmeros géneros de arvores e plantas (NUCCI et
al, 2010; KANGOGO et al, 2014; HERKERT et al, 2017), bem como em solos com
pH &acido, baixa umidade e baixo teor de carbono organico que aumentam a
viabilidade da levedura (KIDD et al, 2007; HERKERT et al, 2017). Cryptococcus do
complexo gattii sdo potencialmente mais patogénicos, sendo responsaveis pela
infeccdo de uma maior variedade de espécies animais (KROCKENBERGER et al,
2005).

Entre os fatores de viruléncia estdo inclusos a presenga da capsula
polissacaridica, a producdo de melanina, a termotolerancia e produgao das
proteinas urease, laccase e fosfolipase, para ambas espécies (DE SOUSA et al,
2021). A espessa capsula polissacaridica é uma caracteristica fenotipica marcante e
auxilia no diagnéstico rapido e efetivo de criptococose (ZARAGOZA, 2019). Essa
capsula pode variar de tamanho em decorréncia de adversidades ambientais e a

espessura esta diretamente relacionada a resisténcia da célula frente a fagocitose,
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antifungicos e estresse oxidativo, bem como determina a maior capacidade
patogénica da levedura (ZARAGOZA, 2009).

A criptococose € uma doenga de evolugdo subaguda a crdnica, sendo
relatada em varias espécies de animais domeésticos e silvestres. A letalidade dess
moléstia nos individuos acometidos esta associada a evolugao sistémica silenciosa
da infecgdo, aos sinais clinicos inespecificos que dificultam o direcionamento do
diagndstico, bem como propiciam o progressivo desenvolvimento de resisténcia de
Cryptococcus spp. aos antifungicos (KANO et al, 2015; CARMO et al, 2020).

Apesar de ser uma enfermidade bastante conhecida e discutida,
principalmente em casos humanos, constata-se que na medicina veterinaria as
infecgdes por Cryptococcus spp. ndao tém sido sistematicamente revisadas. Sendo
assim, o objetivo deste estudo foi sistematizar e compilar os relatos de casos de
criptococose, bem como revisar as principais manifestacoes clinicas, lesbes e
espécies de Cryptococcus responsaveis pelas infeccbes em diferentes espécies

animais domésticas e silvestres.

Desenvolvimento

A pesquisa bibliografica buscou peridédicos cientificos indexados nas
seguintes bases de dados: PubMed, Peridédicos CAPES, Scielo, Google Scholar e
ScienceDirect, utilizando os termos de busca: “Cryptococcus”, “criptococcose”;
“criptococcosis”, “Cryptococcus gattii’, “Cryptococcus neoformans”.

Durante a fase de selegdo dos artigos, apenas as publicagbes nas Linguas
Inglesa e Portuguesa foram selecionadas, no periodo de 1975 a 2021. As
publicagdes repetidas, contidas em mais de uma base de dados, foram removidas.
Em uma etapa posterior, os estudos obtidos foram avaliados com base no titulo e no
resumo e, assim, os artigos relacionados aos relatos de casos em humanos ou,
ainda, os artigos de revisao de literatura foram excluidos.

Ao final do processo de selegdo, os artigos incluidos nesta revisdo foram
avaliados por meio da leitura na integra dos textos abordando os seguintes temas:
diagnésticos a partir de exames direto, citoldgicos, sorolégicos, histopatolégicos,
microbiolégicos e/ou moleculares para a confirmag&o do diagndéstico. Estudos mais

antigos que consideravam a criptococose ainda causada apenas por C. neoformans,
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sem obtencao de provas bioquimicas e moleculares foram atualizados nesta reviséo
como Cryptococcus spp.

As informagdes dos artigos foram sistematizadas, conforme MOHER et al.
(2009), em uma planilha digital (Microsoft Excel®). A figura 1 apresenta o Diagrama
de fluxo contendo todas as etapas deste processo.

A busca com os parédmetros empregados, nas bases de dados indexadas,
forneceu um total de 297.055 artigos, incluindo 13.795 estudos na PubMed, 36.077
na Periodicos CAPES, 408 na Scielo, 222.000 na base Google Scholar e 24.775 na
ScienceDirect. Em seguida, os artigos obtidos passaram por uma triagem e 194
publicagbes foram selecionadas e lidas na sua integra. Ao final do processo de
selecdo, 194 artigos foram revisados. As referéncias bibliograficas dos artigos
revisados foram verificadas e, adicionalmente, outras 54 publicagdes cientificas
foram selecionadas e analisadas. Por critérios de selegédo, foram excluidos artigos
com informagdes incompletas. Sendo assim, um total de 151 artigos foram incluidos
nesta revis&o sistematica (Figura 1).
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Figura 1: Diagrama de fluxo das etapas da revisao sistematica.

Depois de concluir a avaliagdao das informacdes contidas nas publicagdes
incluidas na revisdo sistematica, os artigos envolvendo a infegdo por Cryptococcus

spp. em animais domésticos e silvestres foram sumarizados na Tabela 1.

Criptococose em animais domésticos

Felinos (Felis catus)

Entre os animais de companhia, os gatos domésticos sdo os mais afetados
pela criptococose, sendo suscetiveis aos complexos C. gatti e C. neoformans,
independente da existéncia de fatores imunossupressores (TRIVEDI et al, 2011;
BENTLEY et al, 2018). Essa doenga micdtica sistémica é considerada a mais
importante nessa espécie animal (BRITO-SANTOS et al, 2019) e de acordo com

estudos retrospectivos realizados, ndo existem evidéncias de predisposicdo por sexo
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e idade, mas dentre as ragas mais relatadas estdo o Siamés, Ragdoll, Sagrado da
Birmania e Himalaio (MALIK et al, 1992; O'BRIEN et al, 2004; McGILL et al, 2009;
SYKES et al, 2010). Nao existe maior predisposicdo em gatos acometidos por
FIV/IFeLV, porém ¢é reconhecido que esses animais imunocomprometidos
apresentam um prognéstico menos favoravel que os demais (McGILL et al, 2009).

As lesdes frequentemente observadas demonstram um padrdo caracteristico,
como a formagédo de massas granulomatosas de aparéncia polipéide, mucocutédneas
ou subcutaneas principalmente na regido nasal, podendo atingir a regido ocular
(TRIVEDI et al, 2011; VIEILLE et al, 2018). Os sinais clinicos mais comumente
observados sao secrec¢des purulentas nasais e oculares, dificuldade respiratéria com
estertores e deformacdes nasais (TRIVEDI et al, 2011; VIEILLE et al, 2018; BRITO-
SANTOS et al, 2019;). Cryptococcus spp. pode alojar-se nos pulmbdes, causando
pneumonias, desenvolvimento de massas nos lobos pulmonares, cursando com
sinais clinicos inespecificos como letargia, emagrecimento e dificuldade respiratéria,
que dificultam o diagnostico precoce e exigem um estudo detalhado para diferenciar
de outras enfermidades (SCHLACKS et al, 2021). Outras formas menos comuns da
criptococose felina incluem a formagcdo de nddulos cutaneos, sublinguais,
interdigitais e em coxins, podendo cursar com alopecia, erosdes e ulceragdes, bem
como sdo descritas formas oculares com inflamacéo na uvea, retina, cordide, nervo
optico e palpebras (RODRIGUES et al, 2020).

Devido a variedade de sinais clinicos relatados na criptococose felina,
salienta-se a importancia da realizagcdo dos diagndsticos diferenciais de outros
agentes causadores de rinites fungicas, virais, bacterianas ou alérgicas (SCHLAKS
et al, 2019; RODRIGUES et al, 2020; GRINSTEAD et al, 2021), doengas infecciosas
do sistema nervoso central, neoplasias (ESPINO et al, 2015; JOHNSTON et al,
2021), outros processos piogranulomatosos pulmonares (coccidioidomicose,
micoplasmose) (SCHLAKS et al, 2019), doengas imunomediadas, esporotricose e
nocardiose (RODRIGUES et al, 2020).

As alteracbes similares a “bolhas-de-sabao” s&o caracteristicas na
histopatologia das lesbes suspeitas de criptococose. Observam-se células
leveduriformes centrais levemente basofilicas em hematoxilina e eosina (HE),
circundadas por halos n&do corados que representam a espessa capsula
polissacaridica. Contudo, na coloragdo de Fontana-Masson evidencia-se a capsula

corada em vermelho intenso (GALIZA et al, 2014). A resposta inflamatdria local é
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composta principalmente por neutréfilos, macrofagos e células gigantes,
constatando-se menor quantidade de plasmoécitos e linfécitos, com excegcdo das
lesdes no sistema nervoso central que nédo apresentam uma resposta inflamatéria
tdo evidente, porém ha a presenca de pseudocistos gelatinosos (TRIVEDI et al,
2011). No interior de macréfagos € possivel a visualizagdo de algumas células
criptococicas fagocitadas (GALIZA et al, 2014).

Em felinos, casos de infeccdo pelo complexo C. neoformans (MYERS et al,
2017; KANO, 2017; EVANS et al, 2018; ALMENDROS et al, 2020; RODRIGUES et
al, 2020), indicam a maior suscetibilidade desta espécie doméstica as infec¢des por
Cryptococcus spp.; todavia, a patogenicidade do complexo C. neoformans é
considerada mais baixa quando comparada ao complexo C. gatti (CHEN et al,
2014). As manifestagdes clinicas causadas por ambos os complexos sdo bastante
semelhantes; porém as infecgdes pelo complexo C. gattii tendem a apresentar maior
resisténcia aos antifungicos empregados na rotina clinica (SINGER et al, 2014;
KANO et al, 2015).

Embora as infecgdes por C. gattii ainda sejam pouco relatadas, ndo sao
consideradas raras, sendo os tipos VGI e VGIlI os mais comuns no Brasil, VGI na
Australia, VGII nos Estados Unidos e Canada, VGIII nos Estados Unidos (SYKES et
al, 2010; TRIVEDI et al, 2011; BRITO-SANTOS et al, 2019). No Chile, VIEILLE et al
(2018) relataram o primeiro caso de infecgao por C. gatti VGIII em um gato.
Contudo, em relatos mais antigos, devido a auséncia de estudos moleculares, a
caracterizagcao ficou restrita aos complexos C. neoformans/C.gattii pela analise

bioquimica em agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB).

Caninos (Canis lupus familiaris)

Em caninos, a ocorréncia de criptococose € menor quando comparada aos
gatos domesticos. Alguns estudos indicam uma possivel predisposicdo em ragas
Cocker Spaniel Americano (MALIK et al, 1995; McGILL et al, 2009), Dobermann e
Dogue Alemao (DUNCAN et al, 2006). A predisposi¢cao dessas ragas pode ser
genética ou comportamental, visto que caes de grande porte tém uma tendéncia a
viver do lado externo de casa, ficando mais expostos aos fatores de risco a infeccéo
(DUNCAN et al, 2006; LESTER et al, 2011). Normalmente afeta caes jovens com
quatro anos ou menos, independente do sexo (MALIK et al, 1995; LESTER et al,
2011).
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A forma sistémica € a mais comum e frequentemente pode cursar com
meningoencefalite, rinite, pneumonia, linfadenite, periodontite, mielopatia e dermatite
ulcerativa (PEREIRA et al, 2013; HEADLEY et al, 2015; HEADLEY et al, 2016;
GALBAN & PERKINS, 2018). Lesdes macroscopicas incluem a presenca de massas
granulomatosas, gelatinosas ou pseudocisticas nos 6rgaos afetados (HEADLEY et
al, 2015). A forma ocular frequentemente se manifesta em associagdo com a forma
neurologica, podendo levar a perda de visdo pela presenca de granulomas que
aumentam a pressao intraocular e causam um descolamento da cérnea (BARBRY et
al, 2019). Por outro lado, diagndsticos de criptococose abdominal em caninos sao
atipicos e podem ser observados sinais inespecificos (letargia, inapeténcia, vémitos
e desconforto abdominal), além da presenga de granulomas mesentéricos, gastricos,
intestinais ou pancreaticos que podem ser confundidos com doengas neoplasicas
(TANGEMAN et al, 2015; JOHNSTON et al, 2021).

Nas infecgdes sistémicas e gastrointestinais o complexo C. gattii VGII é o
mais comum no Brasil (HEADLEY et al, 2015; DE ABREU et al, 2017), enquanto na
Europa essa variante é considerada incomum em caes (ROBSON & SMITH, 2011;
GERONTITI et al, 2017). Contudo, na Australia, as infecgdes gastrointestinais foram
ocasionadas pelo complexo C. gattii VGII e C. neoformans var. grubii (JOHNSTON
et al, 2021).

Bovinos (Bos taurus)

Cryptococcus spp. pode ser comumente isolado na microbiota intramamaria
do gado leiteiro, sendo um importante agente de mastite micética (FADDA et al,
2013; ZHOU et al, 2013; DU et al, 2018). Observa-se edema dos tetos afetados e
linfonodos supramamarios, com secregdo mucinosa acinzentada no leite, além da
diminui¢gdo da producéo de leite (PAL & MEHROTRA, 1983; PAL, 1991) e em casos
mais graves, agalactia, necrose e fibrose do tecido mamario (SPANAMBERG et al,
2009).

No Brasil, casos isolados de meningoencefalite criptocdcica em bovinos foram
relatados com a presenga de cegueira, marcha anormal, anorexia, depressao,
ataxia, andar em circulos, tetraparesia flacida, auséncia de ténus caudal, diminui¢cao
dos reflexos da face e membros e pressdo da cabega contra objetos. Na necropsia

sdo observadas lesdes cavitarias no cérebro, espessamento da meninge e presenca
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de tecidos esponjosos granulares nos ventriculos laterais, com a auséncia de
comprometimento pulmonar ou de outros orgdos (RIET-CORREA et al, 2011;
MAGALHAES et al, 2012). Nos dois casos foram identificados C. neoformans var.
grubii por imunohistoquimica (RIET-CORREA et al, 2011; MAGALHAES et al, 2012).

Pequenos ruminantes

As infecgbes em caprinos (Capra aegagrus hircus) sdao em sua maioria
restritas ao sistema respiratdério, podendo ocasionar rinite granulomatosa,
caracterizada pela descarga purulenta ou hemorragica e aumento de volume da
regiao nasal (CARMO et al, 2020), formagdo de nddulos gelatinosos e areas
fibrosadas nos pulmdes, causando dilatagdo e ruptura de alvéolos. As infecgoes
podem disseminar-se até o sistema nervoso central causando bruxismo, letargia,
nistagmo, espasmos musculares e incoordenacao (STILWELL & PISSARRA, 2014;
DA SILVA et al, 2017; HEADLEY et al, 2019). Em caprinos, Cryptococcus spp.
também deve ser considerado agente de mastites de dificil diagnostico e tratamento
(SINGH et al, 1994).

Nos casos de criptococose caprina relatados na Espanha, foi identificado
bioquimicamente C. gattii (BARO et al, 1998). No Brasil e na Australia ha relatos do
complexo C. gattii do tipo VGII (MCGILL et al, 2009; VILLARROEL & MAGGIULLI,
2012; DA SILVA et al, 2017); enquanto na Italia foi observado uma predominancia
do complexo C. gattii VGI em relagdo ao complexo C. neoformans VNIV em
infeccoes cerebrais de caprinos (MAESTRALE et al, 2015).

Nos ovinos (Ovis aries) a enfermidade também predomina na forma de rinite
criptocdcica, com presenga de secregao purulenta ou sanguinolenta, aumento de
volume nasal, podendo ou n&o apresentar assimetria facial e dispnéia (MACEDO et
al, 2020). As lesbes nasais podem ser delimitadas ou infiltrativas, cursando com
destruicédo tecidual dos cornos nasais e/ou 6ssea (SILVA et al, 2009). Também ha
descricdo de formacgdes tumorais acometendo pulmdes (LEMOS et al, 2007).

No Brasil, os casos de criptococose em ovinos relataram como etiologia C.
gattii MACEDO et al, 2020), Crytococcus spp. (SILVA et al, 2009) e o complexo C.
neoformans (LEMOS et al, 2007). Na Australia, os relatos demonstraram o
envolvimento do complexo C. gattii VGIlI (SORREL et al, 1996).
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Equideos (Equus ferus caballus)

Os equinos sao bastante suscetiveis a criptococose e sao relatadas diversas
formas de apresentagao da doencga: respiratéria, nervosa, reprodutiva, abdominal e
sistémica, no geral de evolugéao crénica (CRUZ et al, 2009; LEAN & AHERN, 2018).

As formas respiratérias mais comuns sao as pneumonias com granulomas
criptocécicos, fibrose pleural, secrecao traqueal e areas de consolidagao pulmonar e
sinais clinicos de intolerancia ao exercicio e tosse (RILEY et al, 1992; ALLANO et al,
2019). A rinite criptocdcica caracteriza-se pelo aumento de volume da face, ruidos
respiratorios, obstrugdo da passagem de ar, dispnéia, secre¢do mucopurulenta e
sangramentos nasais, podendo causar destruicao da estrutura respiratoria superior e
perda de densidade Ossea da regido e possivelmente expandir-se para a regiao
maxilar, lacrimal da face e nasofaringe (ROBERTS et al, 1981; CRUZ et al, 2009).

Na forma reprodutiva, as éguas infectadas tendem a desenvolver endometrite
e placentite, podendo abortar no final da gestagdo. A infeccdo do feto ocorre via
transplacentaria e o neonato pode desenvolver a doenga na forma pulmonar ou
disseminada (RYAN et al, 1981; PETRITES MURPHY et al., 1996).

A forma nervosa caracteriza-se por meningoencefalite, com presenca de
exsudato gelatinoso, espessamento das leptomeninges e lesbes cavitarias no
cérebro (CHO et al, 1986), podendo haver cegueira por neurite optica (HART et al,
2008). Quando a criptococose se dissemina, ocasiona lesdes granulomatosas em
diversos 6rgaos, sendo os mais comumente acometidos pulmdes e cérebro (KINNE
et al, 2017).

A ocorréncia da criptococose em equinos tem ampla distribuicdo, sendo
relatada em paises como Australia, Estados Unidos, Canada, Brasil e Emirados
Arabes (ROBERTS et al, 1981; RILEY et al, 1992; KOMMERS et al, 2005; CRUZ et
al, 2009; KINNE et al, 2017; LEAN & AHERN, 2018; ALLANO et al, 2019). Quanto a
etiologia, C. neoformans e C. gatti VG| e VGIl foram relatados na Australia
(SORRELL et al, 1996; SECOMBE et al, 2017)), C. gattii VGII nos Emirados Arabes
(KINNE et al, 2017), C. gattii no Canada (ALLANO et al, 2019), no Brasil, ndo foi
possivel a determinagao da espécie-complexo pela auséncia de provas bioquimicas
ou moleculares, bem como alguns relatos em outros paises.

Dentre outros equideos, um relato de caso foi encontrado em asno (Equus

africanus), ocorrido no Ira, com pequenos nodulos ulcerativos e mucopurulentos de
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envolvimento cutédneo e subcutdneo na regido das orelhas causado por
Cryptococcus spp. (KHODAKARAM-TAFTI & DEHGHANI, 2006).

Criptococose em animais silvestres

Ferrets (Mustela putorius furo)

Nesta espécie a criptococose possui diferentes apresentagdes clinicas,
podendo acometer os sistemas respiratério, digestério, cardiaco, linfoide e nervoso
(GREENLEE & STEPHENS, 1984; MALIK et al, 2000; MALIK et al, 2002; STEPHEN
et al, 2002; ESHAR et al, 2010; ROPSTAD et al, 2011; MORERA et al, 2011).

Os achados de necropsia descrevem severa pneumonia (MCGILL et al, 2009;
ESHAR et al, 2010), esplenomegalia, linfadenomegalia e lesdes cisticas ou nédulos
castanho-amarelados em pele e membros, cavidade nasal, linfonodos e intra-
abdominais (ESHAR et al, 2010). Na forma disseminada, pode ocorrer a cegueira
por corioretinite exsudativa, edema subretinal, descolamento de retina e/ou
degeneracao retinal (ROPSTAD et al, 2011; MORERA et al, 2011). Algumas
infeccbes sao brandas, com episddios de vomito e linfadenite e tem um prognaéstico
mais favoravel (HANLEY et al, 2006).

Entre os casos ocorridos na Australia a predominancia foi de C. gattii VGI
(SCHMERTMANN et al, 2019), no Canada e Estados Unidos C. neoformans var.
grubii (MALIK et al, 2002; HANLEY et al, 2006; ESHAR et al, 2010), e Espanha C.
gattiiVGl e VGII e C. neoformans VNI (MORERA et al, 2011; MORERA et al, 2014).

Os ferrets podem atuar como reservatério (MORERA et al, 2011) e sentinelas
ambientais da criptococose (MORERA et al, 2014; SCHMERTMANN et al, 2019).

Répteis e anfibios

Em 1994 foi descrito pela primeira vez um relato de criptococose infectando
uma serpente verde (Eunectes murinus) de cativeiro localizado nos Estados Unidos,
que apresentava lesbdes granulomatosas miliares e conteudo muco-hemorragico no
sistema respiratéorio (McNAMARA et al., 1994). Posteriormente, HOUGH (1998)
relatou criptococose em um lagarto aquatico oriental (Eulamprus quoyii) na Australia,
gue apresentava uma massa tumoral subcutanea.

Os estudos mais recentes descreveram a atividade fungistatica do sangue de

crocodilo-siamés e da toxina crotamina de cascavel frente a C. neoformans. Isto
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pode justificar uma possivel tolerdncia dos répteis a patogenicidade do fungo
(LEELAWONGTAWON et al, 2010; YAMANE et al, 2013).

Um caso de criptococose pulmonar causada por C. neoformans foi relatado
em anfibio (Bufo bufo), em Portugal. O animal apresentava pequenos nodulos
esbranquicados e macios nos pulmdes e microscopicamente foram observados
infiltrados inflamatdrios e inumeras células criptocécicas, confirmado C. neoformans
por imunohistoquimica e PCR (SEIXAS et al, 2008).

Coalas (Phascolarctos cinereus)

Os coalas apresentam um papel importante como sentinelas para estudos
sobre as espécies de Cryptococcus spp. encontradas no ambiente, uma vez que
estdo em contato proximo as arvores e transportam o fungo nas patas, pele e
cavidade nasal (KROCKENBERGER et al, 2003).

A criptococose € comum e bem caracterizada nesta espécie, sendo a forma
clinica mais frequente a respiratoria, cursando com pneumonia ou granulomas na
cavidade nasal (WYNNE et al, 2012; DANESI et al, 2021). Adicionalmente, estes
animais podem ser acometidos pela criptococose na forma neuroldgica (MARTINEZ-
NEVADO et al, 2017), bem como apresentar infec¢des nos tratos reprodutivo,
cuténeo, gastrointestinal, linfatico, esplénico e renal (SORRELL et al, 1996;
KROCKENBERGER et al, 2003; MARTINEZ-NEVADO et al, 2017; SCHMERTMANN
et al, 2018).

Nos estudos revisados constatou-se que os coalas foram infectados tanto por
micro-organismos do complexo C. neoformans quanto do complexo C. gattii
(SORRELL et al, 1996; KROCKENBERGER et al, 2003; KIDO et al, 2012).
Interessantemente, o complexo C. neoformans foi mais comum em relatos de
infecgdes subclinicas e/ou isolamentos de colonizagdes transitérias (CONNOLLY et
al, 1999; KIDO et al, 2012). Todavia, os coalas com criptococose clinica eram
infectados com o complexo C. gattii VGI (SORRELL et al, 1996; SCHMERTMANN et
al, 2018).

Soricideos
Durante um periodo de 30 meses, dezoito soricideos (Tupaia tana, Tupaia
minor e Macroscelides proboscides) foram acometidos por criptococose pulmonar e

nervosa em um zooldgico nos Estados Unidos, dos quais seis foram identificados
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como C. neoformans por teste comercial post mortem. Alguns animais nao
apresentavam sinais clinicos, mesmo aqueles com criptococose disseminada, sendo
encontrados mortos; todavia, outros animais apresentaram sinais clinicos

respiratorios e neuroldgicos (TELL et al, 1997).

Camelideos

Em alpacas (Vicugna pacos) foram encontrados dois relatos envolvendo o
complexo C. gattii. No primeiro relato uma alpaca com sinais clinicos de letargia,
depressdo, dispnéia e desconforto abdominal, foi eutanasiada e na necropsia
apresentou lesdes microscopicas restritas ao cérebro, com leptomeningite
granulomatosa severa (GOODCHILD et al, 1996). No segundo, o animal foi
acometido pela forma disseminada da doenca, apresentando lesdes ulcerativas na
pele e labios e grande massa cistica colabando os pulmdes, com o aumento dos
linfonodos adjacentes e superficie de corte gelatinosa (ABOELLAIL, 2017).

Em lhamas (Lama glama), os sinais clinicos neuroldgicos relatados foram
mais evidentes incluindo decubito lateral, convulsbes e espasmos da cabeca e
pescoco e apdés a necropsia, caracterizado por leptomeningite, ventriculite e
vacuolizagdo da substancia branca (BILDFELL et al, 2002; STEPHEN et al, 2002).

Primatas ndo humanos

A criptococose foi descrita em primatas ndo humanos incluindo: gorila (Gorilla
gorilla) (MISCHNIK et al, 2014), macaco-rhesus (Macaca mulatta) (PAL et al, 1983),
macaco-cauda-de-ledo (Macaca silenus) (MILLER & BOEVER, 1983) e
Callitrichidaes (MOTA et al, 2021) a exemplo do macaco-esquilo (Saimiri sciureus)
(ROUSSILHON et al, 1987) e sagui-do-tufo-branco (Callithrix jacchus) (JUAN-
SALLES et al, 1998).

Os sinais clinicos mais evidentes relatados sao respiratorios (dispnéia, febre,
tosse cronica, descarga nasal) (PAL et al, 1983; MISCHNIK et al, 2014). Em dados
observados de necropsia mais frequentes s6 descritos a presenca de ndédulos
gelatinosos amarelados principalmente em pulmdes e cérebro (PAL et al, 1983;
MISCHNIK et al, 2014), pneumonias e aderéncias fibréticas nos pulmdes (PAL et al,
1983). Em apenas um relato a espécie fungica foi caracterizada como C.
neoformans var. grubii (MISCHNIK et al, 2014).
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Guepardos (Acinonyx jubatus)

A criptococose em guepardos se apresenta principalmente de forma
respiratoria e nervosa, podendo desenvolver lesbes tumorais no pulmao e cérebro
(BERRY et al, 1997; MILLWARD et al, 2005). Dentre os isolados foram encontrados
C. gattii (MILLWARD et al, 2005; BOLTON et al, 1999; LEAL et al, 2010), C. gattii
VGI (ILLNAIT-ZARAGOZI et al, 2011) e C. neoformans (BOLTON et al, 1999).

Raposa-vermelha (Vulpes vulpes)

O unico relato encontrado em canideos silvestres foi descrito por STAIB et al.
(1985), do qual foi isolado C. neoformans do cérebro de uma raposa-vermelha em
uma area de surto de criptococose humana na Alemanha. Em animais silvestres,
principalmente canideos, os sinais clinicos neuroldgicos da criptococose costumam
ser 0s mais evidentes e por isso comumente sdo confundidos com raiva (STAIB et
al., 1985).

Mamiferos marinhos

Cetaceos de cativeiro, semi cativeiro e vida livre podem ser afetados pela
criptococose e a evolugao da doenga € bastante parecida em golfinhos e toninhas,
normalmente afetando pulmdes, linfonodos e trato gastrointestinal (ROTSTEIN et al,
2010). A infeccédo também pode ocorrer via transplacentaria causando morte fetal
(NORMAN et al, 2011). Entre as espécies acometidas por criptococose relatadas
desses grupos estdo: boto-de-dall (Phocoenoides dalliy (STEPHEN et al, 2002),
toninha comum (Phocoena phocoena) (STEPHEN et al, 2002; NORMAN et al,
2011), golfinho-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) (MIGAKI et al, 1978; MILLER et
al, 2002) e golfinho-rotador (Stenella longirostris) (ROTSTEIN et al, 2010), e le&o-
marinho-da-Califérnia (Zalophus californianus) (McLELAND et al, 2012).As familias
dos delfinideos e focenideos parecem apresentar uma suscetibilidade maior ao
complexo C. gattii (STEPHEN et al, 2002; MILLER et al, 2002; ROTSTEIN et al,
2010; NORMAN et al, 2011).

Aves: Psittaciformes e apterigiformes
Um surto de criptococose por C. gattii sorotipo B, em psittaciformes
(Charmosyna papou, Lorius lory, Trichoglossus goldiei, Psittacula krameri e Psittacus

erithacus), de criatério, foi reportado no Brasil. As aves apresentaram sinais
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nervosos e respiratérios e o fungo foi isolado de bico, coana, seios da face, pulmdes,
sacos aéreos, coragao, figado, baco, rins, intestinos e cérebro (RASO et al, 2004).
Adicionalmente, C. gattii foi relatado em infecgdes de outros psittaciformes,
incluindo papagaio-cinzento (Psittacus erithacus) (SORRELL et al, 1996); periquito-
rei-australiano (Alisterus scapularis) (KROCKENBERGER et al, 2005); cacatua-
corella (Licmetis sp.) (KROCKENBERGER et al, 2005) e cacatua-rosa (Lophochroa
leadbeateri) (KROCKENBERGER et al, 2005). C. neoformans var. grubii foi isolado
de cacatua-de-gangue (Callocephalon fimbriatum) (KROCKENBERGER et al, 2005).
HILL et al. (1995) descreveram criptococose disseminada por C. gattii em um

kiwi (Apteryx australis mantelli), de cativeiro.

Conclusao

Os paises com maior numero de relatos sdo Australia, Brasil, Canada e
Estados Unidos e o complexo C. gattii dos tipos VGI e VGIlI se destaca na
casuistica.

Entre os casos relatados de criptococose, observou-se que o maior numero
de relatos da doencaocorre em espécies de animais domésticos, destacando-se os
felinos. Entre as espécies silvestres acometidas por Cryptococcus spp., os ferretes e
coalas podem ser considerados importantes indicadoresda presenca do fungo no
ambiente. Em todas as espécies observou-se a manifestacdo predominancia do
comprometimento pulmonar ou neurolégico; contudo manifestagdes clinicas
inespecificas, incluindo letargia, emagrecimento progressivo, dificuldade respiratéria
e alteracbes comportamentais, sao relatadas em diversas espécies animais
dificultando a suspeita clinica e o diagndstico. Os dados observados no presente
estudo alertamos profissionais da saude para a presenca desses sinais clinicos
inespecificos, devendo a criptococose ser incluida nos diagndsticos diferenciais,

uma vez que a doenga ainda se encontra subdiagnosticada em muitas regides
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Resumo
Cryptococcus spp. € uma levedura capsulada de relevante importancia em saude
publica. Embora, os complexos C. neoformans e C. gattii sejam as espécies mais
patogénicas e mais comumente envolvidas na criptococose, nota-se que ha um
aumento do numero de infecgbes por espécies emergentes de Cryptococcus. Columba
livia desempenha um importante papel na disseminagao de Cryptococcus do complexo
neoformans, bem como de outras espécies atipicas ou ndo comuns. Este estudo relata
o isolamento de espécies de Cryptococcus néo-neoformans e nao-gattii a partir de
cérebro, pulmao e intestino de C. livia (pombos) capturados em area urbana de um
municipio do sul do Brasil. Pombos adultos e jovens (n=112) foram capturados,
eutanasiados e os 6rgédos (cérebro, pulméo e intestino) foram analisados e submetidos
ao cultivo micolégico em agar niger, incubados a 30°C/10 dias. Das amostras
analisadas, 13 apresentaram crescimento de colénias mucoides de coloragéo creme e
brilhantes sugestivas de Cryptococcus spp. A analise microscépica com tinta nanquim
revelou leveduras arredondadas a alongadas e de capsulas evidentes. A maioria dos
isolados (12/13) apresentaram reacdo positiva no agar canavanina-glicina-azul de
bromotimol (CGB) e nenhum evidenciou a produgdo de melanina em agar niger. A
analise molecular foi realizada por amplificagcdo da regido ITS via reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando primers ITS1 e ITS4 e revelou a identificagdo de espécies
ndao comuns de Cryptococcus, incluindo Papiliotrema flavescens (n=5), Naganishia
diffluens (n=5), Filobasidiella magnum (n=2) e Naganishia randhawai (n=1). As
amostras de cérebro e pulmao (n=10) foram submetidas a testes de termotolerancia em
meio Sabouraud nas temperaturas de -20°C, -5°C, 25°C, 37°C, 42°C e 50°C, onde

todos os isolados apresentaram termotolerancia. Este € o primeiro estudo a relatar o



66

isolamento de espécies de Cryptococcus nao-neoformans e nao-gattii de cérebro,
pulmao e intestino de C. livia. Destaca-se a importancia dos pombos como possiveis
disseminadores de patdgenos fungicos ocasionais ou emergentes. Considerando que
essas especies expressaram relevantes fatores de viruléncia como capsula e
termotolerancia, € necessaria a continuidade de estudos para entender a relagao
parasito-hospedeiro, bem como para determinar a expressao de outros fatores de
viruléncia.

Palavras-chave: micoses oportunistas; criptococose; imunossuprimidos; Papiliofrema

spp., Naganishia spp., Filobasidiella spp..

Introdugao

A criptococose é uma enfermidade fungica de relevancia em saude publica,
sendo responsavel por aproximadamente 180.000 obitos/ano de pessoas no mundo
(RAJASINGHAM et al, 2017). Afeta principalmente pacientes imunocomprometidos,
todavia casos da doenga em individuos imunocompetentes também sio relatados
(NASCIMENTO et al, 2021). Na medicina veterinaria a criptococose € descrita em
diversas espécies de animais domésticos e silvestres (DANESI et al, 2021).

A enfermidade é causada pelo fungo do género Cryptococcus spp., um
basidiomiceto, leveduriforme, saprobio e cosmopolita (OLIVARES et al, 2021). As
espécies-complexo mais comumente envolvidas na etiologia da doenga pertencem ao
complexo Cryptococcus neoformans e ao complexo Cryptococcus gatti (YAN et al,
2021). Por outro lado, Cryptococcus (Papiliotrema) laurentii e Cryptococcus
(Naganishia) albidus sao responsaveis por cerca de 80% dos casos relatados de
infeccao por espécies de Cryptococcus nao-neoformans/nao-gatti. Os 20% restantes
das infec¢des sdo causados por outras espécies (denominadas ndo comuns ou raras)
de Cryptococcus (MORALES-LOPEZ & GARCIA-EFFRON, 2021). Neste sentido, varios
relatos descritos em humanos incluem as espécies Cryptococcus laurentii (atualmente
Papiliotrema laurentii) em fungemias de prematuros e neonatos, peritonites e infecgdes
circulatérias (CHENG et al, 2001; ASANO et al, 2015; GUPTA et al, 2018; LONDERO et
al, 2019; CANO et al, 2020; AL-OTAIBI et al, 2021), Cryptococcus albidus (Naganishia
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albida) em otomicoses, lesdes cutaneas, peritonites, encefalites, pneumonias e
infeccbes circulatorias  (LIU et al, 2014; RAGUPATHI & REYNA, 2015;
GHAREHBOLAGH et al, 2017; RODRIGUEZ-LEGUIZAMON et al, 2020;
ABOUTALEBIAN et al, 2020; OLIVEIRA et al, 2021), Cryptococcus diffluens (atualmente
Naganishia diffluens) em dermatites (SUGITA et al, 2003), bem como Cryptococcus
magnus (atualmente Filobasiella magnum) em vulvovaginite e infecgdo nasal (KHAN et
al, 2011; GHAJARI et al, 2018). A patogenicidade dessas espécies esta normalmente
associada a casos de pacientes com comorbidades e imunocomprometidos, todavia
podem causar doengas de forma branda em pacientes imunocompetentes (CANO et al,
2020).

Columba livia (C. livia) apresenta um importante papel na disseminagéo de
Cryptococcus do complexo neoformans, visto que este patdégeno transita pelo trato
digestorio dessas aves sendo eliminado pelas fezes. No guano desses animais, o fungo
encontra o nicho ecoldgico ideal para sobrevivéncia, uma vez que ha disponibilidade de
glicose, nitrogénio e ureia, que propicia sua multiplicagédo, manutengédo no ambiente e
disseminagdo (NIELSEN et al, 2007; TOPLIS et al, 2020). A contaminagcdo dos
hospedeiros suscetiveis ocorre pela inalacdo dos basidiésporos que sdo mantidos em
suspensao no ar a partir do guano ressecado (GUGNANI et al, 2020). O complexo C.
gattii por sua vez, é frequentemente isolado de arvores e plantas, além de solos com
pH acido, baixa umidade e baixo teor de carbono organico (HERKERT et al, 2017).
Adicionalmente, as espécies consideradas ndo comuns ou atipicas de Cryptococcus
também sdo isoladas de ambientes ricos em matéria orgéanica, contendo restos de
arvores e excrementos de passaros (PEDROSO et al., 2009; CANONICO-GONZALEZ
et al., 2013; PRAKASH et al., 2017; BRITO et al, 2019, OLIVEIRA et al., 2021).

Apesar dos pombos (C. livia) atuarem na disseminagdao de Cryptococcus do
complexo neoformans, esta familia € bastante resistente ao fungo. A principal hipétese
para a resisténcia a infeccdo nas aves deve-se a eficiéncia do sistema imunolégico em
fagocitar e eliminar a levedura, impedindo seu crescimento intracelular, bem como a
alta temperatura corporal desses animais, em torno de 42-44°C, que age de forma
complementar na contengdo da levedura no organismo (JOHNSTON et al, 2016).

Todavia, estudos prévios comprovaram a sobrevivéncia de isolados de C. neoformans
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em temperaturas de 42°C (REZANKA et al, 2018; BLOOM et al, 2019).
Interessantemente, em Psittaciformes é relatado o isolamento de Cryptococcus do
complexo gattii em aves que foram a oObito logo apds apresentagao de sinais clinicos
neurologicos de incoordenagdo e paralisia com presenca de massas tumorais
localizadas no bico superior e seio infraorbital (RASO et al, 2004; KROCKENBERGER
et al, 2005). Adicionalmente, a literatura relata um caso de criptococose por C.
neoformans var. grubii em cacatua-de-gangue (KROCKENBERGER et al, 2005).

Em C. livia ndo ha dados da ocorréncia da enfermidade, todavia, estudos
demonstram o isolamento de C. neoformans e de outras espécies de Cryptococcus spp.
a partir das fezes desses animais, os quais sdo as principais fontes de disseminacao do
fungo (FARIA et al, 2010; SOLTANI et al, 2013; BRITO et al, 2019; FARRER et al,
2021; SIRAG et al, 2021).

O objetivo do presente estudo foi relatar o isolamento de espécies ndo comuns
de Cryptococcus a partir de cérebro, pulmao e intestino de C. livia capturados em area

urbana de um municipio do sul do Brasil.

Materiais e métodos

Coleta de amostras

A metodologia de coleta e eutanasia dos animais foi aprovada pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Pelotas (CEUA, protocolo n°
12860-2018) e SISBIO (protocolo n°® 61235-2).

Columba livia adultos e jovens (n=112) foram capturados na area central e
bairros do municipio de Pelotas/RS/ Brasil (31°46'34" S, 52° 21' 34"W). Apds a captura,
os animais foram submetidos a eutanasia e imediatamente submetidos a necropsia.
Cérebro, pulmao e intestino foram coletados e avaliados quanto a possiveis lesdes
macroscopicas. Os o6rgaos foram congelados separadamente a -20°C até o

processamento de cultura micolégica e isolamento de Cryptococcus spp.
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Isolamento fungico e identificacao morfolégica e bioquimica preliminar
Fragmentos de cada 6rgéo (aproximadamente um grama) foram macerados
separadamente e transferidos para tubos tipo Falcon contendo 9mL de solugao salina a
0,9%, agitados em voértex e incubados em estufa de agitacdo constante a 150
rpm/37°C/60 minutos. Apds descanso de 15 minutos, um volume de 100uL foi retirado
do sobrenadante e semeado em placas de agar niger, em duplicata e incubados em
estufa bacteriolégica a 30°C/10 dias, com acompanhamento diario do crescimento
fungico. As colbnias que apresentaram caracteristicas semelhantes as colénias de
Cryptococcus spp. foram isoladas e encubadas em placas de Petri contendo agar
Sabouraud dextrose a 30°C/10 dias. Posteriormente, realizou-se a avaliagdo para
presenca de capsula, empregando exame direto com tinta nanquim sob microscopia
Optica e identificagdo preliminar em nivel de espécie pela semeadura em agar CGB

(Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol).

Identificagao molecular

Os isolados previamente confirmados pelas analises morfolégica e bioquimica
foram cultivados em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose, incubados a
37°C durante 48 horas, de acordo com Ferrer et al. (2001), com modificagdes. Apds o
cultivo, aproximadamente 50 mg da cultura celular foi transferida para microtubo e
congelado a -20°C overnight. Adicionalmente, 500uL de solugao de lise [1,5% NaCl,
0,5% sulfato de dodecil de sbdio, 0,25 M &cido tetraacético de etilenodiamina (EDTA)
pH 8.0 e Tris-HCI 10 mM, pH 7,5] e 5 puL de 2-mercapto-etanol (Sigma Aldrich, Inc. St.
Louis, EUA) foram adicionados ao microtubo. Seguiram-se sob agitagdo vigorosa em
vortex e incubagao a 65°C em banho-maria, durante 1 hora, com agitagdo a cada 30
minutos. Em seguida, foram adicionados 500uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1, viviv) e seguiu-se agitacdo em vortex até obtencdo de suspenséo
homogénea. A amostra foi centrifugada por 15 minutos a 13.500 rpm e 400 pyL do
sobrenadante foi retirado e colocado em novo microtubo. Adicionou-se igual volume de
isopropanol (Sigma Aldrich, Inc. St. Louis, EUA) e leve homogeneizacgao foi realizada. O
DNA foi precipitado a -20°C overnight e depois centrifugado a 13.500 rpm por 15

minutos. A fase liquida foi desprezada e adicionou-se 500uL de etanol 70% (Sigma
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Aldrich, Inc. St. Louis, EUA), seguindo em centrifugacédo a 13.500 rpm por 10 minutos.
Apds, a fase liquida foi novamente retirada para secar o precipitado. O DNA foi
suspenso em 100uL de TE estéril (10 mM Tris-HCL, pH 7.5, 0,5M EDTA, pH 8.0). As
concentragbes de DNA foram determinadas por espectrofotometria.

Realizou-se sequenciamento das regides dos espagadores transcritos internos
(ITS1 e ITS2) para identificar as espécies. As amplificagdes da regido ITS foram
realizadas via reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os primers ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ') e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATG-3'), de
acordo com White et al. (1990). Para a PCR, utilizou-se termociclador PTC-100
(Programable Thermal Controller, MJ Research), nas seguintes condigdes:
desnaturagao inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos compostos por: desnaturagao a
94°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 1 minuto, extensdao a 72°C por 2
minutos, além de uma extensao final a 72°C por 5 minutos. Os produtos de amplificacao
foram verificados em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etideo e
visualizados sob luz ultravioleta (UV). Apds, foi realizada a purificagdo em coluna com o
Kit Pure Link PCR Purification (Invitrogen®) e as amostras purificadas foram enviadas
para o sequenciamento de DNA. O sequenciamento dos produtos de PCR foi efetuado
no sequenciador automatico ABI-Prism 3500 GeneticAnalyzer e com o mesmo par de
primers utilizado nas reagdes de PCR.

As sequéncias obtidas foram analisadas nos programas: BLAST (GenBank) e
Staden package software (STADEN, 1996), para determinar a identificacdo de espécies

com alta similaridade.

Teste de termotolerancia

O teste de termotolerancia foi realizado com os isolados de Cryptococcus spp.
obtidos do cérebro (n=04) e pulmao (n=07). Como controle utilizou-se um isolado de C.
neoformans e um isolado de C. gattii. Todos os isolados de Cryptfococcus avaliados
foram cultivados em agar sabouraud dextrose e incubadas a 30°C/72 horas. Apds, uma
aliquota de 1 mL contendo 108 UFC/mL foi transferido para tubos tipo falcon contendo
9mL de caldo Sabouraud dextrose e incubados nas seguintes temperaturas: -20°C, -
5°C, 25°C, 37°C, 42°C e 50°C durante 24 horas, 10 dias e 20 dias. A leitura considerou
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a turbidez do meio de cultura apds condigdes de incubacgao e foi realizada em 24 horas,
10 dias e 20 dias. Para avaliar a viabilidade da levedura, apds cada leitura, os tubos
com as culturas eram centrifugados a 2000rpm/10 minutos para a sedimentagdo das
células e 20uL dos pellets eram semeados, em duplicata, em placas de agar sabouraud
dextrose e incubados por 10 dias/30°C. O teste de temperatura foi realizado em

duplicata em dois momentos distintos.

Resultados

Foram capturados e necropsiados 112 C. livia. Os animais capturados
apresentavam comportamento normal, sem sinais de debilidade e auséncia de
alteracdes macroscopicas dos orgaos analisados. Em 6,25% dos animais (17/112)
houve o crescimento de colbnias de coloragdo creme, brilhantes e mucoides em pelo
menos um orgao, sendo possivel realizar- a caracterizagdo molecular de 13 isolados,
dos quais foram identificados Papiliotrema flavescens (Cryptococcus flavescens) (n=5),
Naganishia diffluens (Cryptococcus diffluens) (n=5), Filobasidiella ~magnum
(Cryptococcus magnus) (n=2) e Naganishia randhawae (Cryptococcus randhawai)
(n=1). A revisédo de taxonomia de LIU et al (2015) foi utilizada neste estudo. O 6rgéao de
origem, bem como as caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e numero de acesso
das sequéncias no GenBank dos isolados obtidos estdo apresentadas no Quadro 1.
Observou-se que os isolados avaliados nao produziram colbnias de coloragao
acastanhada em agar niger, indicando que ndo houve produgcdo de melanina. No
entanto, todos eram capsulados e degradadores de glicina, alterando a coloragao do
meio CGB para azul-cobalto, com excegdao de um isolado de N. diffluens (306P)
(Quadro 1). Adicionalmente, verificou-se que a morfologia das leveduras e espessura
das capsulas variaram entre as espécies. Em P. flavescens e F. magnum as leveduras
apresentavam-se alongadas e com ampla capsula, enquanto em N. diffluens as
leveduras eram de morfologia arredondada e apresentavam capsula mais delgada. O
isolado de N. randhawai apresentou células leveduriformes grandes e arredondadas
com presencga de capsula delgada (Quadro 1, Figura 1). Ainda foi observado que em

agar sabouraud dextrose, as colbnias de N. diffluens, F. magnum e N. randhawai



72

adquiriam coloragdo rosea apds acondicionamento em refrigeragdo (5°C) para

conservacao.

Figura 1: Caracteristicas morfologicas das espécies de Cryptococcus isoladas de 6rgaos (cérebro e
pulmao) de Columba livia. A: Naganishia diffluens: observam-se leveduras de morfologia arredondada
rodeadas por capsula delgada (setas) ; B: Filobasidiella magnum e C: Papiliofrema flavescens: leveduras
apresentavam-se alongadas rodeadas por ampla capsula (setas). D: Naganishia randhawae: evidencia-
se células leveduriformes grandes e arredondadas com presencga de capsula delgada (setas) Microscopia
Optica em preparagdes com tinta nanquim (Objetiva 40X).

Os resultados do teste de termotolerancia estdo apresentados na Tabela 1.
Observou-se que todos os isolados avaliados apresentaram crescimento e viabilidade
celular em 24 horas, 10 dias e 20 dias de avaliagdo nas temperaturas de -20°C, -5 °C,
25 °C e 37°C. Por outro lado, nas temperaturas de 42°C e 50°C, a viabilidade celular
variou entre os isolados oriundos de cérebro e pulmao de C. livia, e entre os tempos
avaliados, porém constatou-se que todos os isolados evidenciaram crescimento fungico
e viabilidade celular quando mantidos durante 20 dias na temperatura de 50 °C (Tabela
1). Os isolados de C. neoformans e C. gattii utilizados como controle evidenciaram
viabilidade celular quando mantidos a 42°C nos diferentes tempos avaliados, com



73

excecao de C. neoformans que nao apresentou crescimento quando cultivado durante
20 dias nessa temperatura. Adicionalmente apenas C. gattii evidenciou crescimento

quando cultivado a 50 °C por 24 horas (Tabela 1).
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Discussao

O género Cryptococcus inclui varias espécies distribuidas mundialmentee
encontradas em diferentes ambientes, como excrementos de passaros
(principalmente pombos), solo, agua, vegetagcdo em decomposicdo e debris de
arvores (OLIVEIRA et al., 2021).

Estudos realizados durante a ultima década tém demostrado que as excretas
de C. livia apresentam um papel relevante na disseminagao de Cryptococcus do
complexo neoformans (FARIA et al, 2010; SOLTANI et al, 2013; FARRER et al,
2021; SIRAG et al, 2021). Adicionalmente, outras espécies de Cryptococcus
consideradas potencialmente patogénicas, incluindo Cryptococcus laurentii
(atualmente Papiliotrema laurentii), Cryptococcus albidus (atualmente Naganishia
albida) e Cryptococcus flavescens (atualmente Papiliotrema flavescens) também
foram isolados de ambientes ricos em matéria organica, contendo restos de arvores
e excrementos de passaros (Pedroso et al., 2009; Canonico-Gonzalez et al., 2013;
Prakash et al., 2017; Brito et al, 2019, Oliveira et al., 2021). Contudo, tais pesquisas
nao avaliaram o isolamento de espécies de Cryptococcus a partir de 6rgaos de
animais reservatérios, como C. livia. O diferencial do presente estudo foi pesquisar a
presenca de espécies de Cryptococcus em cérebro, pulmao e intestino de pombos
capturados na area urbana de um municipio do sul do Brasil. A partir do cultivo
desses orgaos foi possivel obter isolados de Papiliotrema flavescens (Cryptococcus
flavescens), Naganishia diffluens (Cryptococcus diffluens), Filobasidiella magnum
(Cryptococcus magnus) e Naganishia randhawae (Cryptococcus randhawai).
Entretanto Cryptococcus do complexo neoformans e Cryptococcus do complexo
gattii nao foram encontrados. Destaca-se que todos os isolados encontrados foram
previamente classificados como Cryptococcus spp.. No entanto, Liu et al. (2015)
reclassificaram varios isolados de Tremellomycetes, incluindo os descritos neste
estudo, com base em analises filogenéticas de um conjunto de dados de sete genes.

Columba livia esta principalmente relacionado ao complexo C. neoformans
mas, assim como outras aves, podem carrear espécies ndo-neoformans nas fezes
(KAMARI et al, 2017). Previamente, Brito et al. (2019) e Oliveira et al (2021)
relataram a recuperacido de espécies de Papiliotrema e Naganishia de excretas de
Columba livia, porém n&o recuperaram espécies do Complexo C. neoformans e C.

gattii.
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C. neoformans e C. gatti sdo as espécies-complexo patogénicas mais
comuns e importantes do género Cryptococcus. Por outro lado, Cryptococcus
(Papiliotrema) laurentii e Cryptococcus (Naganishia) albidus sao responsaveis por
cerca de 80% dos casos relatados de infecgdo por espécies de Cryptococcus nao-
neoformans/néo-gatti. Os 20% restantes das infecgcbes sdo causados por outras
espécies (denominadas n&o comuns) de Cryptococcus. Essas espécies sao
consideradas saprobias e de baixa viruléncia, sendo raramente relatadas como
patdbgenos humanos, no entanto, observa-se que sua incidéncia estd aumentando
(Morales-Lopez; Garcia-Effron, 2021).

Em nosso estudo espécies de Cryptococcus nao-neoformans e nao-gatti
foram obtidas de cérebro, pulmdo e intestino de pombos , evidenciando que essas
leveduras podem se estabelecer no organismo desses animais. Os exemplares de
C. livia capturados neste estudo eram visivelmente saudaveis e os 6rgaos coletados
nao apresentavam alteragbes macroscopicas, sugerindo a auséncia de lesdes
nesses tecidos. Todavia, uma analise histopatologica seria necessaria para
comprovar a nao ocorréncia de lesdes teciduais. Infelizmente, ndo foi possivel
realizar-se essa analise neste estudo.

Por outro lado, JOHNSTON et al (2016) sugerem que a resisténcia das aves a
infeccdo por Cryptococcus spp. deve-se a eficiéncia do sistema imunoldgico desses
animais em fagocitar e eliminar a levedura, impedindo seu crescimento intracelular,
bem como a alta temperatura corporal, em torno de 42-44°C, que atua de forma
complementar na proliferagcdo da levedura no organismo. Todavia, estudos prévios
comprovaram a sobrevivéncia de isolados de C. neoformans em temperaturas de
42°C (REZANKA et al, 2018; BLOOM et al, 2019). Curiosamente, criptococose por
Cryptococcus do complexo gattii foi relatada em aves da Ordem Psittaciformes
(RASO et al, 2004; KROCKENBERGER et al, 2005) e em cacatua-de-gangue foi
descrito um caso da doenga por C. neoformans var. grubii (KROCKENBERGER et
al, 2005).

Interessantemente, no presente estudo, todos os isolados de P. flavescens,
N. diffluens, F. magnum e N. randhawae avaliados foram aptos a crescer e
apresentaram viabilidade celular quando cultivados por um periodo de 20 dias em
temperaturas de 37 °C, 42 °C e 50°C. Diferente de nossos resultados, Oliveira et al
(2021) nao evidenciaram crescimento a 37°C de isolados de P. laurentii, N.

liquefasciens, N. albidosimilis, N. albida e N. adeliensis analisados em seu estudo.
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Por outro lado, Brito et al (2019) relataram que 11 espécies de Cryptococcus néo-
gattiiindo-neoformans oriundos de excretas de Columba livia, incluindo um isolado
de P. flavescens, apresentaram crescimento nesta temperatura.

O comportamento instavel de crescimento apresentado pode estar associado
a dificuldade de adaptacdo em temperaturas elevadas, visto que as leveduras
sofrem estresse oxidativo e alteram seu parametro cinético, como MEJIA-BARAJAS
et al (2017) demonstraram em seu estudo. Apesar disso, pode-se considerar as
amostras como termotolerantes por se manterem viaveis durante o periodo do
experimento.

Morfologicamente, observou-se que P. flavescens, N. diffluens, F. magnum e
N. randhawae apresentaram-se como células leveduriformes em brotamento e
capsulados. A produgao de melanina nao foi evidenciada quando cultivados em agar
niger. Recentemente, Oliveira et al (2021) demonstraram que espécies de
Cryptococcus néao-gattiindo-neoformans, incluindo P. laurentii, N. liquefasciens, N.
albidosimilis, N. albida e N. adeliensis podem expressar uma gama de fatores de
viruléncia in vitro. Estes autores relataram a presenga de capsula, formagéo de
biofilme, producdo de fosfolipase e hemolisina. A producao de melanina variou, com
alguns isolados produzindo pequena ou nenhuma quantidade de melanina em agar
niger. E comprovado que as espécies patégenas do complexo C. neoformans e C.
gattii expressam importantes fatores de viruléncia, como capsula e melanina, que
interferem com o sistema imunoldégico do hospedeiro. Além disso, € amplamente
documentado que a capacidade de crescer a temperatura fisiolégica humana é
também um importante fator de viruléncia em Cryptococcus spp. (Zaragoza, 2019).
Sendo assim, sugere-se que as espécies de Cryptococcus ndao comuns descritas
nesta pesquisa tem potencial patogénico, uma vez que expressaram dois
importantes fatores de viruléncia: capsula e termotolerancia. Contudo, outros
estudos sao requeridos para determinar a expresséo de outros fatores de viruléncia
nesses isolados fungicos.

A criptococose por espécies nao-neoformans e nao-gattii sdo raras em
humanos e animais. P. laurentii esta entre os fungos potencialmente patogénicos e
associado a diversos relatos de infecgdo invasiva em humanos (CHENG et al, 2001;
ASANO et al, 2015; GUPTA et al, 2018; LONDERO et al, 2019; CANO et al, 2020;
AL-OTAIBI et al, 2021; MORALES-LOPEZ & GARCIA-EFFRON, 2021). Entre as

espécies atipicas de Cryptococcus relatadas em nosso estudo, F. magnum foi
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descrito como causa de vulvovaginite em humanos por GHAJARI et al (2018) e
isolada de um paciente pediatrico portador de leucemia linfoblastica aguda (KHAN et
al, 2011). Adicionalmente, foi descrito um caso de otite externa crénica (KANO et al.,
2004) e um relato de tumor em membro e linfonodo (POTH et al., 2010) causados
por F. magnum em gatos.

N. diffluens normalmente esta relacionado a casos de dermatites em
humanos (SUGITA et al, 2003; KANTARCIOGLU et al, 2007; ZHANG et al, 2011) e
P. flavescens pode levar a meningite (MORALES-LOPEZ & GARCIA-EFFRON,
2021). Infecgdes causadas por N. randhawai ndo sao descritas na literatura, apesar

do seu potencial patogénico para imunocomprometidos (SYAKALIMA et al, 2019).

Conclusoes

Este estudo é pioneiro ao relatar o isolamento de espécies de Cryptococcus
nao neoformans e néao gattii, incluindo P. flavescens, N. diffluens, F. magnum e N.
randhawae de cérebro, pulmao e intestino de C. livia sem alteragdes clinicas. Todos
os isolados expressam importantes fatores de viruléncia como capsula e
termotolerancia, indicando seu potencial patogénico. Destaca-se a importancia do C.
livia como possivel disseminador de patégenos fungicos ocasionais ou emergentes.
No entanto, outras pesquisas sao necessarias para entender a patogenia e a relagéao
parasito-hospedeiro dessas espécies no organismo de C. livia, bem como para

determinar a expressao de outros fatores de viruléncia.
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5 Conclusoes

- A criptococose possui um numero maior de relatos em felinos domeésticos,
ferretes e coalas.

- A predominancia em todas as espécies acometidas por criptococose € da
forma pulmonar e neuroldgica da doenga, porém os sinais clinicos inespecificos
dificultam o diagnéstico.

- Os paises com maior numero de relatos de criptococose em animais
domésticos e silvestres sdo Australia, Brasil, Canada e Estados Unidos e o
complexo C. gattii dos tipos VGI e VGII se destaca na casuistica.

- Foi possivel isolar a partir de cérebro, pulmdo e intestino de C. livia
espécies de Cryptococcus nédo neoformans e nao gatti, as quais foram
caracterizadas molecularmente como P. flavescens , N. diffluens, F. magnum e N.
randhawae. Apesar do fungo estar presente nestes 6rgdos o0s animais nao
apresentavam sinais de criptococose;

- Macromorfologicamente P. flavescens destaca-se pelo desenvolvimento de
coldénias de coloracdo creme, brilhantes e mucoides. N. diffluens e F. magnum
apresentaam col6nias semelhantes a P. flavescens, porém com tendéncia a serem
menos densas e de contorno irregular; enquanto o crescimento decolbnias de
coloracdo branco-acinzentadas, brilhantes e secas caracterizam o isolado de N.
randhawae.

- Micromorfologicamente todas as amostras possuem capsula. Os isolados de
P. flavescens e F. magnum apresentam capsulas amplas e leveduras
predominantemente alongadas; N. Jdiffluens apresenta capsulas menos
proeminentes e leveduras arredondadas; e N. randhawae apresenta fina capsula,
porém com leveduras grandes e arredondadas.

- Todas as amostras apresentam fatores de viruléncia, incluindo a presenca
de capsula e termotolerancia, porém nenhuma é capaz de produzir melanina;

-Columba livia pode atuar na disseminagao de espécies de Cryptococcus nao-

neoformans e nao-gatti importantes em saude publica;
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-Diante dos fatos, faz-se necessaria a criagdo de companhas de
conscientizagdo junto a sociedade para evitar a disseminagédo e aproximagao ainda
maior desses animais nas regides peridomiciliares e pragas publicas os quais
representam um risco a saude da populacdo humana e animais domésticos.

-Os dados demonstram que sao necessarios mais estudos sobre isolamento e

o potencial patogénico dos fungos veiculados por esses animais.
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Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.
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4 | Coleta/transporte de espécimes da fauna silvestre in situ Columba livia 100
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3 [ Método de marcagéo (Aves) Anilha

Destino do material biologico coletado

# | Nome local destino Tipo destino
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2 | Universidade Federal de Pelotas Laboratério
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Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data




* |dentificar o espécime do nivel taxonémico possivel.
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PELOTAS
PARECER N° 60/2018/CEEA/REITORIA
PROCESSO N° 23110.012860/2018-81
INTERESSADO: NARA AMELIA DA ROSA FARIAS
Pelotas, 15 de maio de 2018
Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Fauna parasitaria de Columba livia (GMELIN, 1789)
(Aves: Columbidae) capturados no municipio de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil” registrada
com o n° 23110.012860/2018-81, sob a responsabilidade de Nara Amélia da Rosa Farias - que
envolve a produ¢do, manutencao ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal
(CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execugdo pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal, em reunido de 07/05/2018.



Finalidade ( X ) Pesquisa ( ) Ensino

Vigéncia da autorizagdo 15/05/2018 a 31/03/2020
Espécie/linhagem/raga Columba livia

IN° de animais 384

[dade Jovens e Adultos

Sexo Machos e Fémeas

Pracas publicas e prédios publicos e privados da area urbana de

Origem Pelotas/RS

IN° Sisbio 61235-1

Adultos serdo capturados com auxilio de rede de neblina, enquanto

M¢étodo de captura . - .
que os jovens serao capturados manualmente dos ninhos

https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=172290&infra_sistema
=100000100& 17/05/2018  SEI/UFPel - 0143750 - Parecer

Ccddigo para cadastro n® CEEA 12860-2018

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da CEEA

' Documento assinado eletronicamente por ANELIZE DE OLIVEIRA CAMPELLO FELIX , Médico
Veterindrio, em 15/05/2018, as 11:41, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art.
62, § 19, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

—
i
SERL ¢
assinatura
eletrénica

plam A autencidade deste documento pode ser conferida no site

" h p://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador_externo.php?
1 acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cddigo verificador 0143750 e
o cédigo CRC FA4601F38.

Referéncia: Processo n? 23110.012860/2018-81 SEI n2 0143750



https://sei.ufpel.edu.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=172290&infra_sistema
=100000100&



