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RESUMO

Introducio: Nas ultimas décadas, as infegdes fingicas invasivas por leveduras tornou-se um
importante problema de saude publica, dado sua incidéncia crescente relacionada ao aumento
da populagdo suscetivel. O reconhecimento destes patdgenos em aspectos como, distribuicao
ambiental e carateristicas fenotipicas, sdo pilares essenciais para sua vigilancia e controle.
Objetivo: Descrever a frequéncia dos agentes de criptococose e outras leveduras com
potencial patogénico e comparar essa frequéncia em excretas de aves silvestres em trés
municipios do estado de Sao Paulo, com vistas a melhor conhecimento da distribui¢do desses
agentes no ambiente, além de determinar o perfil de suscetibilidade in vitro a antifingicos de
uso clinico. Método: No periodo de 2 anos, aves silvestres foram identificadas em areas de
circulacdo de 3 municipios de Sao Paulo (Praia Grande, Santos e Rio Claro) e submetidas a
coleta de excretas para isolamento de leveduras com potencial patogénico. Andlise
microscopica e macroscopica para classificacdo presuntiva de género foram realizados em
todas as colonias de leveduras obtidas das amostras de excretas. A suscetibilidade dos
isolados de leveduras aos antifingicos: fluconazol, voriconazol e anfotericina B foi
determinada segundo método de referéncia europeu (AFST-EUCAST). Analise de dados:
Foi utilizada a regressao de Poisson com a opg¢ao robusta para estimar razdes de prevaléncia e
identificar varidveis associadas com os principais isolados identificados, com opgao de cluster
para agrupar os isolados por excreta. Foi avaliado o nivel de concordancia entre os dois
métodos de identificagdo (fenotipico ¢ MALDI-TOF), utilizando o coeficiente Kappa.
Adicionalmente, foi estimada a correlagdo entre os MIC’s dos farmacos estudados no total de
espécies identificadas, utilizando o coeficiente de correlacdo de Spearman. Resultados: Das
294 excretas coletadas, 42,2% continham leveduras, incluindo espécies de Candida 62%,
seguido por Rhodotorula 16,4%, Cryptococcus 10,4%, Trichosporon 6,6% e Pichia 2,7%.
Muitas espécies, verificadas em alta frequéncia, tem forte poténcial de causar infecgdo
invasiva, como: C. parapsilosis stricto sensu, C. tropicalis, Clavispora lusitaniae, C. krusei,
C. orthopsilosis, C. glabrata, C. laurenti, C. albicans, C. metapsilosis, C. nivariensis €
Meyerozyma guilliermondii. A resisténcia ao fluconazol, voriconazol e anfotericina B ocorreu
nesses isolados, sendo documentada uma forte correlacdo entre a susceptibilidade,
principalmente entre os azois (fluconazol e voriconazol), no entanto, a correlagdio mesmo
sendo menor também foi significativa entre esses farmacos e a anfotericina. De 13 espécies de
aves silvestres dispersoras de leveduras, as de maior frequéncia foram: Sula leucogaster
26,2%, Turdus leucomelas 17%, Larus dominicanus 15%, Thalasseus maximus 11,2%,
Thalasseus acuflavidus 5,4%, Tangara sayaca 4,4%, Turdus amaurochalinus 3,7%, Sterna
hirundinacea e Pitangus sulphuratus 2,7%. Os géneros identificados apresentaram
associacoes entre local, estacdo do ano e espécies de aves. Conclusdes: Dentre as principais
espécies de aves estudadas, 3 eram de habitos migratoérios (Thalasseus maximus, Thalasseus
acuflavidus e Sterna hirundinacea) o que permite inferir dispersdo interamericana de
leveduras patogénicas. Diversas espécies resistentes a antifingicos foram descritas, pela
primeira vez, em excretas de aves silvestres conferindo a este estudo o valor de contribuir
para o conhecimento da epidemiologia das infecgdes flingicas por leveduras.

Palavras-chave: Criptococose, leveduras patogénicas, eliminacdo de excretas, aves,
antifingicos, fluconazol
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ABSTRAT

Background: In recent decades, invasive yeast fungal infections have become an important
public health problem, due to their increasing incidence related to the increase in the
susceptible population. The recognition of these pathogens in aspects such as environmental
distribution and phenotypic characteristics are essential pillars for their surveillance and
control. Objective: To describe the frequency of cryptococcosis agents and other yeasts with
pathogenic potential and to compare this frequency in excreta of wild birds in three
municipalities of the state of Sao Paulo, with a view to a better knowledge of the distribution
of these agents in the environment, in addition to determining the profile of in vitro
susceptibility to antifungals for clinical use. Method: During two years, wild birds were
identified in circulation areas of three municipalities of Sao Paulo (Praia Grande, Santos and
Rio Claro) and were screened for yeasts with pathogenic potential. Microscopic and
macroscopic analysis for presumptive genus classification were performed in all yeast
colonies obtained from excreta samples. Susceptibility of yeast isolates to antifungals:
fluconazole, amphotericin B and voriconazole was determined according to the European
reference method (AFST-EUCAST). Data analysis: Poisson regression was used with the
robust option to estimate prevalence ratios and to identify variables associated with the main
isolates identified, with option of cluster to group the isolates by excreta. The level of
agreement between the two identification methods (phenotype and MALDI-TOF) was
evaluated using the Kappa coefficient. Additionally, the correlation was estimated between
MICs of the drugs studied in total of species identified, using Spearman's correlation
coefficients. Results: Of the 294 excreta collected, half contained yeasts, including Candida
species (62 %), followed by Rhodotorula (16.4%), Cryptococcus (10.4%), Trichosporon
(6.3%) and Pichia (2.7%). Many species, verified at high frequency, have a strong potential to
cause invasive infection, such as: C. parapsilosis stricto sensu, C. tropicalis, Clavispora
lusitaniae, C. krusei, C. orthopsilosis, C. glabrata, C. laurentii, C. albicans, C. metapsilosis,
C. nivariensis and Meyerozyma guilliermondii. Resistance to fluconazole, voriconazole and
amphotericin B occurred in these isolates and a strong correlation was reported between
susceptibility, mainly between azole (fluconazole and voriconazole), however, the correlation,
even though it was lower, was also significant between these drugs and amphotericin. From
13 species of wild birds dispersing yeasts, the ones with the highest frequency were: Sula
leucogaster 26,2%, Turdus leucomelas 17%, Larus dominicanus 15%, Thalasseus maximus
11,2%, Thalasseus acuflavidus 5,4%, Tangara sayaca 4,4%, Turdus amaurochalinus 3,7%,
Sterna hirundinacea e Pitangus sulphuratus 2,7%. The identified genera presented
associations between site, season of the year and species of birds. Conclusion: Among the
main species of birds studied, 3 were of migratory habits (Thalasseus maximus, Thalasseus
acuflavidus and Sterna hirundinacea), which allows inferring the inter - American dispersion
of pathogenic yeasts. Several species resistant to antifungal were described for the first time in
excreta of wild birds, conferring to this study the value of contributing to the knowledge of
the epidemiology of fungal infections by yeasts.

Key words: Cryptococcosis, pathogenic yeasts, elimination of excreta, birds, antifungal,
fluconazole
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a incidéncia das infe¢des fungicas invasivas, bem como, taxas de
morbidade e mortalidade tiveram um crescimento substancial devido ao aumento de
individuos imunocomprometidos, pacientes com infec¢ao pelo virus da imunodeficiéncia
humana (Human Immunodeficiency Virus — HIV) e pacientes internados em unidades de
terapia intensiva (UTI) submetidos a tratamento com antibidticos de largo espectro e
corticoterapia, tornando-se um importante problema de saude publica (BINDER E
LASSFLORL, 2011; LOW et al., 2011). Dentre os agentes fungicos de infec¢des invasivas
humanas, as leveduras destacam-se como patégenos de maior frequéncia e associadas a altos
indices de mortalidade (BINDER E LASS-FLORL, 2011). O reconhecimento destes
patogenos em aspectos, como distribuicdo ambiental e carateristicas fenotipicas, sdo pilares

essenciais para sua vigilancia e controle.

1.1 Leveduras com potencial patogénico

O género Candida ¢é responséavel por 80% dos casos de infec¢cdo de corrente sanguinea
em pacientes hospitalizados (COLOMBO et al., 2003). Isso também se deve ao fato da
colonizacdo de varios sitios anatomicos por leveduras desse género (GIOLO e SVIDZINSKI,
2010). Um estudo retrospectivo que incluiu 254 casos de candidemia nos Estados Unidos
relatou que ocorrem de 1 a 8 casos por 100.000 habitantes (NEOFYTOS et al., 2013). Um
estudo prospectivo no Brasil relatou a incidéncia de 249 casos por 100.000 habitantes
(COLOMBO et al., 2006). No estudo global de vigilancia antifiingica, (ARTEMIS e DISK)
analisaram isolados de infec¢do invasiva de 127 centros médicos de 39 paises e mostraram
que as espécies C. albicnas, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. Krusei, juntas, sao
responsaveis por 92% dos casos de candidemia, sendo C. albicans a principal espécie em todo
o mundo, com essa distribui¢do variando por regido (PFALLER et al., 2005).

A criptococose ¢ uma micose sistémica de transmissao inalatdria que acorre de forma
primaria nos pulmdes, seguidos da disseminacdo sanguinea, com predilecao para o sistema
nervoso central (SNC) (MORETTI et al., 2008). Mundialmente, a criptococose acomete 3% a
14% dos pacientes com HIV, sendo classificada como a 3% doenca oportunista nessa
populacao (LANJEWAR, 2011). As formas de meningite e meningoencefalite afetam por ano
cerca de 1.000.000 de pessoas no mundo, causando mais de 625.000 mortes (PARK et al.,

2009). O Brasil ¢ considerado o segundo pais, tanto em dados de frequéncia como taxas de
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mortalidade de criptococose, apés os paises localizados na Africa subsaariana. A Africa
subsaariana estd em primeiro lugar com um numero de casos estimado em 720.000 por ano e
a América Latina fica em 3° lugar, com pouco mais de 54.000 casos por ano (PAPPALARDO
e MELHEM, 2003; VIDAL et al., 2013). No estado de Sao Paulo, no periodo de 1991-2006, a
criptococose foi a causa morte de 4,74% (1.393/29.417) dos pacientes HIV positivo
(GUIMARAES e WALDMAN, 2014). A taxa de letalidade por meningoencefalite, forma
mais comum da infec¢do em pacientes com HIV, varia entre 10% e 20% na maioria dos
paises desenvolvidos, e, na Africa subsaariana, com mais de 500.000 mortes por ano, essa
porcentagem situa-se entre 35% a 65% (WHO, 2011).

A criptococose ¢ causada por leveduras do género Cryptococcus, que compreende 70
espécies, sendo C. neoformans ou C. gattii, os agentes de maior frequéncia, que podem
induzir padrdes clinicos distintos, entretanto, devido aos avangos na identifica¢do por técnicas
moleculares e andlises comparativas clinicas, fica dificil determinar se essas diferengas
ocorrem devido ao gendtipo relacionado a infeccdo ou ao estado imune do hospedeiro
(KURTZMAN et al., 2011; SMITH et al., 2014; PERFECT e BICANIC, 2015).

Nas ultimas décadas, houve aumento no relato de infecgdes causadas por outras
espécies do género, principalmente, em pacientes imunocomprometidos como: C. albidus,
complexo C. laurentii, C. uniguttulatus, C. curvatus, C. adeliensis, C. humilha, C. luteolus e
C. macerans (JOHNSON et al., 1998; PEDROSO et al., 2010; BINDER e LASS-FLORL,
2011). Dentre estas, C. albidus e C. laurentii sao as de maior potencial patogénico, sendo
responsaveis por 80% dos casos relatados de criptococose nao-C. neoformans e nao-C. gattii
(KHAWCHAROENPORN et al., 2007; PEDROSO et al., 2010).

Cryptococcus neoformans e C. gattii apresentam distribuicdes geograficas distintas.
As infecgdes causadas por C. neoformans ocorrem em todo o mundo, sendo prevalentes em
climas temperados e frios e, no Brasil, apresenta maior incidéncia nas regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992; FILIU et al., 2002). Cryptococcus gattii
pode acometer hospedeiros imunocompetentes e ¢ isolado, principalmente, de restos vegetais
em decomposicdo (ELLIS e PFEIFFER, 1990). O agente era até inicio deste século
considerado exclusivamente de areas tropicais e subtropicais, porém um surto descrito na
costa oeste do Canada e Estados Unidos mostrou a possibilidade de transmissao e infec¢cdo em
zonas temperadas (KIDD et al., 2007; GALANIS ¢ MACDOUGALL, 2010). No Brasil, ¢
encontrado em todas as regides, sendo mais comum nas regides Norte e Nordeste (TRILLES

et al., 2008). Cryptococcus gattii era descrito como causa mais frequente de infeccdes
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neuroldgicas do que C. neoformans necessitando, muitas vezes, de terapia mais agressiva, no
entanto, nesse surto, as cepas de C. gattii apresentaram maior nimero de infecgdes
pulmonares graves em relagdo as infec¢des neuroldgicas, indicando diferengas no padrdo da
doenca (CASADEVALL e PERFECT, 1998; PERFECT e BICANIC, 2015).

De acordo com o quinto relatério do Intergovernmental Panel on Climate Change —
IPCC-ARS, o aquecimento médio global aumentou 0,9°C desde 1850 e a previsao até 2100 ¢
de que a temperatura do planeta aumente 4°C (IPCC, 2014). Um estudo retrospectivo (1992-
2004), realizado em quatro cidades da Coldmbia, demonstrou que a distribui¢ao dos sorotipos
de Cryptococcus spp. isolados em arvores podem ser influénciados pelas condigdes climaticas
ambientais (GRANADOS E CASTANEDA, 2006). DYNOWSKA et al. (2013) relataram
espécies de leveduras nunca antes isoladas em excretas de aves marinhas do artico. Esses
estudos levantam a hipotese de que as mudangas climaticas, em especial o aumento da
temperatura, t€m sido um importante fator para a mudanca de distribuicdo geografica de
diversos microrganismos.

Cryptococcus neoformans e C. gattii sao identificadas em 5 sorotipos conforme a
composi¢ao de antigenos na capsula polissacaridica, A (var. grubii), D (var. neoformans) e
A/D (hibrido) para C. neoformans, e sorotipos B e C para C. gattii (KWON-CHUNG e
BENNETT, 1992; MITCHELL e PERFECT, 1995). O sorotipo A ¢ encontrado em todo o
mundo, e no Brasil predomina nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste; o sorotipo D ocorre,
principalmente, na Europa e América do Sul, no Brasil, j& foi descrito nas regides Sul e
Sudeste; o sorotipo hibrido AD foi descrito na Italia e no Brasil, nas regides Nordeste, Sul e
Sudeste; os sorotipos B e C s@o mais incidentes, na Oceania, América Central e América do
Sul, no Brasil, o sorotipo B predomina nas regides Norte, Nordeste e Sudeste (FRANZOT et
al., 1999; NISHIKAWA et al., 2003; MEYER et al., 2003; COGLIATI et al., 2011).

Estudos moleculares identificaram em C. neoformans e C. gattii 2 tipos conjugantes —
MATo e MATa, em que MATo representa mais de 95% dos isolados clinicos e ambientais
(KWON-CHUNG e BENETT, 1992; MOORE ¢ EDMAN, 1993; MITCHELL e PERFECT,
1995; FRANZOT et al., 1997, CHATURVEDI et al., 2000; ABEGG et al., 2006). Sao
descritos, ainda, 8 tipos moleculares, incluindo em C. neoformans: VNI, VNII, VNB, VNIII e
VNIV e em C. gattii: VGI, VGII, VGIII e VGIV (MEYER et al., 1999; MEYER et al., 2003;
NGAMSKULRUNGROIJ et al., 2009). Os tipos moleculares podem determinar distintos
padrdes de viruléncia e resisténcia a antifingicos, portanto, ¢ relevante o conhecimento de sua

distribuicao (MEYER et al., 2003). Estudos demonstram que VNI € o tipo molecular mais
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descrito em todo o mundo, exceto na Australia e Papua Nova Guiné, onde o mais frequente ¢
VGI (COGLIATI, 2013). Quanto a C. gattii, o tipo VGII ¢ o mais comum nas Américas
(TRILLES et al., 2012). No Brasil, TRILLES et al. (2008) relataram que a criptococose
primaria causada pelo tipo molecular VGII apresenta padrao regional endémico no Norte do
pais, sendo prevalente em hospedeiros imunocompetentes. De acordo com dados
epidemioldgicos brasileiros, em Sao Paulo ocorre VNI, VNII e VGII, indicando a diversidade
de tipos moleculares neste estado (TRILLES et al., 2008).

Embora a maioria dessas infec¢des seja causada por leveduras dos géneros Candida e
Cryptococcus, um nimero crescente de infecdes tem sido causado por agentes patogénicos
menos comuns, incluindo leveduras dos géneros Rhodotorula e Trichosporon (FRIDKIN e
JARVIS, 1996; PFALLER e DIEKEMA, 2004; ALMEIDA et al., 2008).

Trichosporon spp. tem ampla distribuicdo na natureza, sendo encontrado,
principalmente, em regides tropicais e temperadas. Em humanos, sdo encontrados na cavidade
gastrointestinal e oral como parte da microbiota (HAUPT, et al., 1983; SUGITA, 2011).
SILVESTRE et al. (2010) analisaram amostras da regido perigenital de 1004 individuos
assintomaticos e 11,15% (112/1004) apresentaram colonizagdo por Trichosporon spp. As
espécies desse género podem causar infegdes superficial, mucosa e profunda, sendo
Trichosporon asahii a espécie prevalente em infec¢do e colonizagdo em humanos (LI et al.,
2005; SUN et al., 2012; TSAI et al., 2012; HAZIROLAN et al., 2013). A trichosporonose ¢
uma infeccdo profunda e tem se tornado frequente em pacientes hospitalizados (FRIDKIN e
JARVIS, 1996). De acordo com uma revisao sistematica realizada no periodo de 1994 a 2015,
o numero de infec¢des invasivas por Trichosporon spp. teve um aumento significativo ao
longo dos anos, de 139 (25,8%) entre 1994-2004 para 398 (74,2%) entre 2005/2015,
(p<0,001) (DE ALMEIDA JUNIOR e HENNEQUIN, 2016). Trichosporon beigelii ¢ agente
de infecgdes superficiais prevalente em individuos sadios (Piedra branca), no entanto, leva
ocasionalmente pacientes imunocomprometidos a formas graves e disseminadas da doenca
(FRIDKIN e JARVIS, 1996). A doenga ¢ de dificil tratamento e as manifestagdes clinicas
incluem infecgdes da corrente sanguinea, infecgdes graves de pele, endocardite e peritonite
associados com o cateter de didlise (HAJJEH e BLUMBERG, 1995).

Rhodotorula spp. tem sido cada vez mais reconhecido como patdégeno oportunista,
capaz de causar infec¢des invasivas de corrente sanguinea em pacientes internados em UTI,
acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos € com presenca de cateter venoso

central (ALMEIDA et al., 2008). O género Rhodotorula ¢ constituido por 8 espécies, em que
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R. mucilaginosa, R. glutinis e R. minuta sdo conhecidas por causar infecgdes em humanos
(SAMPAIO, 2011). Em uma revisdo sistematica com 128 casos descritos na literatura, 79%
(103) foram infeccdo de corrente sanguinea, 7% (9) de infeccao ocular e 5% (6) de peritonite.
Dentre as infecgdes de corrente sanguinea, 74% dos casos foi causado por R. mucilaginosa e
7,7% por R. glutinis. Nesta revisdo a letalidade das infecgdes causadas por Rhodotorula spp.
foi de 12,6% (TUON e COSTA, 2008).

A importancia médica de determinados géneros e espécies de leveduras ¢ acentuada
diante da existéncia de fatores de viruléncia, dentre eles, a capacidade de formar biofilmes.
Essa capacidade ¢ importante, pois os microrganismos agrupados em biofilmes podem tornar-
se resistentes aos antifungicos devido a alteracdes metabodlicas, a reducdo da sua taxa de
crescimento celular, a expressdao de genes de resisténcia e na presenca de uma matriz
extracelular (MOHANDAS e BALLAL, 2011; SENEVIRATNE et al., 2008). As espécies dos
géneros Candida e Rhodotorula apresentam capacidade de formagdo de biofilme (ACHKAR
e FRIES, 2010). No estudo de DE FREITAS et al. (2013), C. tropicalis apresentou
estatisticamente maior capacidade de formar biofilmes (91,7%) do que C. albicans 82,5% e C.
glabrata 61,3% (p=0,0129), ja no estudo de NUNES ef al. (2013) com amostras ambientais e
clinicas de Rhodotorula spp., R. mucilaginosa e R. minuta foram as espécies que
apresentaram maior capacidade de formar biofilme.

As fontes ambientais e dispersdo desses patdgenos oportunistas devem ser
monitoradas para verificar possiveis fontes de proliferagdo de colonias em meio ambiente,

proporcionando colonizagao e facilitando a instalagao de quadro infeccioso.

1.2 Leveduras e aves silvestres

Por meio dos estudos nacionais e internacionais, sabe-se que leveduras com potencial
patogénico sdo transportadas por aves, porém, existem ainda grandes lacunas em relagdo a
diversidade de espécies de aves silvestres, em particular, dentro de seu habitat terrestre e
aquatico, pois alguns estudos foram realizados com aves de cativeiro ou pet-shops. A
evidéncia da presenca de leveduras patogénicas no trato gastrointestinal de aves foi dada por
estudos com excretas desses animais e, por isso, estes sdo considerados reservatdrios
potenciais desses agentes (FILIU et al., 2002; THERAUD et al., 2003; CAFARCHIA et al.,
2006a; LUGARINI et al., 2008; QUEIROZ et al., 2008; REIS, 2015). Leveduras dos géneros

Candida, Trichosporon, Rhodotorula e Cryptococcus fazem parte da microbiota
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gastrointestinal das aves e a sua distribui¢ao varia de acordo com a espécie (MANCIANTI et
al., 2002; MELVILLE et al., 2004; BRILHANTE et al., 2010; MARINHO et al., 2010).

Diversas espécies de Candida, incluindo as de grande interesse médico, C. albicans,
C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, Meyerozima guilliermondii (C. guilliermondii), Pichia
anomala (C. pelliculosa) e outras menos frequentes em infecgdes humanas, como C. famata
j4 foram observadas em excretas de aves silvestres, em cativeiro ou ambiente natural, em
distintos continentes (MANCIANTI et al., 2001; RASO et al., 2004; ABEGG et al., 2006;
FILION et al., 2006; LUGARINI et al., 2008; SANTOS et al., 2009; BRILHANTE et al.,
2010; MARINHO et al., 2010; VLAHOVIC et al., 2010; MENDES et al.,, 2014;
DYNOWSKA et al., 2015).

Aves podem ter papel relevante na transmissao da criptococose (FINK et al., 1968;
FILIU et al., 2002). HEDAYATI et al. (2011) ressaltaram o risco de pacientes hospitalizados
inalarem particulas de C. neoformans presentes em excretas aviarias (5,2%) do entorno de um
hospital no Ird. No Brasil, alguns estudos comprovaram ocorréncia dos principais agentes da
criptococose em aves, como o de ABEGG et al. (2006) que isolaram C. neoformans de
excretas de psitacideos de zooldgico no Rio Grande do Sul (18%; 10/55) e o de MARINHO et
al. (2010), que isolaram C. gattii (11,1%; 4/36) e C. neoformans (11,1%; 4/36) de excretas de
passeriformes em criatorios do IBAMA no estado de Sao Paulo.

Na década de 1950, EMMONS foi o primeiro a isolar C. neoformans em excretas de
pombos e solos contaminados com excretas, indicando fontes saprofiticas em ambientes
urbanos (EMMONS, 1951; EMMONS 1955). STAIB (1984) ja comentava que a exposicao,
de homens e animais, as excretas dessas aves ¢ um aspecto da epidemiologia da criptococose.
Cryptococcus neoformans pode ser isolado de diversos substratos organicos, incluindo oco de
arvores e poeira doméstica, mas com alta positividade (~ 92%) em amostras de excretas de
aves e outros animais (SWINNE et al., 1991; PASSONI et al., 1998; LAZERA et al., 2000;
NISHIKAWA et al., 2003). Vale ressaltar que espécies de Cryptococcus, em regra, niao
causam infeccdo sistémica em aves em virtude da sua alta temperatura corpdrea, em torno de
40°C, temperaturas elevadas fazem com que Cryptococcus spp. diminuam seu potencial
patogénico (MALIK et al., 2003).

No entanto, RASO et al. (2004) descreveram o primeiro surto de criptococose, em
psitacideos de um viveiro no estado de Sao Paulo, envolvendo 7 aves importadas da Holanda,
Bélgica e Alemanha. Cryptococcus neoformans tem sido isolado em todo o mundo a partir de

solo enriquecido com excretas de aves e, principalmente, excretas de pombos em ambientes
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urbanos, sendo importante contaminante ambiental, possibilitando infec¢do em homens e
animais nessas areas (MITCHELL e PERFECT, 1995; CAICEDO et al., 1996;
CASADEVALL e PERFECT, 1998; CHEE e LEE, 2005; FARIA et al., 2010; YAMAMURA
etal., 2013).

Outras espécies de Cryptococcus também foram encontradas em excretas de aves
domésticas e silvestres, com destaque para Passeriformes e Psitaciformes, incluindo espécies
marinhas do artico, dentre elas: C. gattii, C. ater, C. albidus, C. luteolus, C. uniguttulatus, C.
gastricus, C. terreus ¢ aquelas do complexo C. laurentii (CAICEDO et al., 1999; FILIU et al.,
2002; KOBAYASHI et al., 2005; CHRYSSANTHOU et al.; 2011; TEODORO et al., 2013;
MENDES et al., 2014; PEREIRA et al., 2014). CAFARCHIA et al. (2006a) estudaram a
ocorréncia de leveduras na cloaca de aves migratoérias, isolando C. albidus em 18,4% (4/421)
das amostras. O maior estudo com aves migratorias (349 excretas) foi realizado por
FRANCESCA et al. (2012), recuperando 125 isolados de leveduras, incluindo C. magnus
(7,2%), C. aureus (2,4%), C. carnescens (1,6%). As espécies de Cryptococcus, menos
frequentes em criptococose, quando isoladas de aves silvestres, em seu ambiente natural,
podem ser marcadores da disseminagao dos agentes da criptococose € constituir-se em grande
subsidio para desvendamento da historia natural dessa doenca. Estudos realizados na Italia
contribuiram para compreensdo do papel das aves migratdrias na epidemiologia da
criptococose (CAFARCHIA et al., 2006a; FRANCESCA et al., 2012).

Recentemente, DYNOWSKA et al. (2015) demonstrou existéncia de C. neoformans
em bico (16,5%) de Charadriiformes, bem como na cloaca (20%) dessas aves. FOTI et al.
(2011), analisando excretas desses animais, encontraram amostras (5,3%; 1/19) contendo C.
neoformans. CAFARCHIA et al. (2006b) amostraram aves de rapina, verificando C.
neoformans var. grubii (4,8%; 4/182). Aves migratorias, ainda, albergam distintas espécies de
Rhodotorula e Trichosporon (DYNOWSKA et al., 2015).

A realizacdo de vigilancia em aves migratdrias da presenca de espécies de leveduras,
em particular dos agentes da criptococose, representa uma acdo de Saude Publica que podera
se tornar uma atividade recomendada pelas autoridades sanitarias, assim como hoje esta bem

estabelecido para alguns virus (HWO, 2016).
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1.3 Métodos de identificacio de leveduras

1.3.1 Métodos fenotipicos para determinacio de espécie e fenotipos de resisténcia a
antifingicos

Os métodos convencionais tém como base algumas propriedades fenotipicas das
leveduras, que incluem: morfologia e microscopia das colonias em agar fuba-tween 80,
crescimento em meios especiais, tal como agar contendo compostos fendlicos, além de
assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio, e fermentagdo de actucares (KURTZMAN et
al., 2011). As provas realizadas sob metodologias de referéncia requerem longos periodos de
preparo, padronizag¢do e controle de qualidade dos reagentes, além de procedimentos muito
laboriosos para serem praticados em laboratorios de rotina (CLARK et al.,, 2012;
FIRACATIVE et al., 2012; SANDRIN et al., 2012).

A necessidade de identificagdo rapida de leveduras e disponibilidade de cultura pura
para execucdo de testes de suscetibilidade a antifungicos, somando-se a grande dificuldade em
detectar culturas mistas (infecgdo por mais de um agente) em meios tradicionais, como agar
Sabouraud, induziram ao desenvolvimento industrial de sistemas comerciais para esses
propésitos (MENDES-GIANNINI e MELHEM, 2001). Os meios de cultura contendo
substancias cromogénicas, que sob a¢do enzimatica dos isolados conferem cores as coldnias,
sdo hoje obrigatdrios nos procedimentos de micologia em laboratérios de rotina (PINCUS et
al., 2007).

A identificagdo da espécie de um determinado agente etioldgico, na grande maioria
das vezes, permite a abordagem terapéutica adequada diante do perfil conhecido do patdégeno
em questdo. Para espécies com suscetibilidade variavel, imprevisivel, em casos refratarios ao
tratamento, ou mesmo naqueles submetidos a profilaxia com antifungicos, o teste de
suscetibilidade pode ser realizado com sistemas comerciais em laboratorios de rotina e em
hospitais, para manejo de casos particulares. Para terapia das infec¢des fingicas, existem
varios farmacos antifungicos, com atividade e espectro de a¢do distintos. Anfotericina B, 5-
fluorcitosina, imidazois (cetonazol, miconazol), triazois (fluconazol, itraconazol, voriconazol,
ravuconazol, posaconazol), equinocandinas (caspofungina, micafungina, anidulafungina) e
alilaminas (terbinafina, butenafina) sdo os mais utilizados. Para orientacdo da melhor conduta
terapéutica, métodos para determinagdo in vitro de resisténcia a fdrmacos podem ser
utilizados na pratica clinica e a crescente disponibilidade de métodos comerciais tem

viabilizado seu uso em laboratorios assistenciais (MELHEM, 2004).
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1.3.2 Método de MALDI-TOF MS

O aumento de infecgdes fungicas nos ultimos anos, bem como o surgimento rapido e
continuo de cepas resistentes a antifungicos, tém enfatizado a necessidade de métodos rapidos
e confidveis de identificagdo microbiana. Sabe-se que o diagnostico precoce melhora a
resposta ao tratamento, mas muitas infec¢des fungicas tém diagndstico limitado pelos
laboriosos métodos laboratoriais de identificagdo das espécies dos agentes causais
(FIRACATIVE et al., 2012).

A espectrometria de massa, ap6s ionizagao e desorc¢ao a laser com uso de matriz € com
base no tempo de voo das moléculas (Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time Of
Flight — Mass Spectrometry, MALDI-TOF MS), surgiu no final da década de 1980 e tem sido
cada vez mais adotada por laboratérios de microbiologia clinica como alternativa de
automatizacdo na identificagcdo de cepas. A metodologia consiste na identificagdo do
microrganismo, comparando o seu espectro de massa com um banco de dados de espectros de
referéncia. A técnica € relativamente simples, com ampla aplicabilidade e a obten¢ao de dados
¢ rapida (SANDRIN et al., 2012).

Atualmente, existem dois aparelhos no mercado nacional, VITEK MS (bioM¢érieux,
Franca) e Microflex LT (Bruker Daltonics/BD, Alemanha/ EUA). Ambos dispdem de banco
de dados (SARAMIS e Biotyper 3.0®, respectivamente) com espectros de referéncia de
espécies de microrganismos agentes de infeccdes humanas ("bancos fechados"). Os dois
fabricantes, no entanto, permitem a inser¢ao de novas espécies por meio da inclusdo de seus
espetros ("bancos abertos" e customizados). A bioMérieux dispde, ainda, de um segundo
banco de dados dirigido para agentes isolados de amostras de meio ambiente. Desse modo,
conforme a origem do isolado (clinica ou ambiental) e o aparelho utilizado, a espectrometria
de massa (MALDI-TOF MS) apresenta desempenhos distintos para identificacdo de género e
espécie (CLARK et al., 2012).
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2. CONCLUSOES

1.

2.

Os seguintes géneros, de relevancia médica foram encontrados em excretas de aves
silvestres, com possibilidade de dispersao e exposi¢ao a populagdo: Candida,
Rhodotorula, Cryptococcus, Trichosporon e Pichia. Muitas espécies, verificadas em
alta frequéncia, tém forte potencial de causar infec¢do invasiva, como: C. parapsilosis,
C. tropicalis, Yarrowia lipolytica, Clavispora lusitaniae, C. krusei, C. orthopsilosis,
C. glabrata, C. laurenti, C. albicans, C. metapsilosis, C. nivariensis ¢ Meyerozyma
guilliermondii;

As principais espécies de aves estudadas incluiram 3 de hébitos migratorios
(Thalasseus maximus, Thalasseus acuflavidus e Sterna hirundinacea), o que permite
inferir dispersdo interamericana de leveduras patogénicas e outras mais restritas ao
territorio nacional, sugerindo menor probabilidade de disseminagdo aérea desses
patogenos (Sula leucogaster, Thalasseus acuflavidus, Turdus leucomelas, Larus
dominicanus, Tangara sayaca, Turdus amaurochalinus e Pitangus sulphuratus); A
maior parte das aves amostradas apresentaram uma ou mais espécies de leveduras.
Resisténcia a anfotericina B foi encontrada em diversas espécies de Candida e em
isolados de Trichosporon, Rhodotorula e Cryptococcus, indicando que as aves t€ém
papel relevante na transmissdo ambiental desse importante fenomeno, cujo mecanismo
e extensao precisam ser melhor investigados, desde que, ¢ de ocorréncia rara entre
isolados clinicos. A resisténcia ao fluconazol e voriconazol ocorre em excretas de
isolados aviarios que podem ser fontes de contaminacdo ambiental de locais de
recreacdo, tornando-se um problema de satde publica; A resisténcia cruzada entre
farmacos azolicos foi comprovada existir em isolados aviarios e a possibilidade de
disseminagdo ambiental e contaminagdo humana deve ser motivo de preocupacao e
alerta para monitoramento de isolados, com essas caracteristicas, em praias e solos
utilizados pela populagdo; Diversas espécies resistentes a antifungicos foram descritas,
pela primeira vez, em excretas de aves silvestres, conferindo a este estudo o valor de
contribuir para o conhecimento da epidemiologia das infecgdes fungicas por
leveduras; Foi documentada uma forte correlagdo entre a susceptibilidade,
principalmente entre os azois (fluconazol e voriconazol), no entanto, a correlacdo

mesmo sendo menor também foi significativa entre esses farmacos e a anfotericina.
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4. Candida spp. foi mais prevalente no Canto do Forte e na Laje de Santos; Cryptococcus
spp. foi mais prevalente no verdo, inverno e na espécie de ave Sula leucogaster;
Rhodotorula spp. foi mais prevalente na Laje de Santos e espécie de ave Larus
dominicanus e Trichosporon spp. foram mais prevalentes na espécie de ave Sula

leucogaster € no outono.
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