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RESUMO

PESQUISA DE CRIPTOCOCOSE EM CAES ATENDIDOS NO
HOSPITAL DE CLINICAS VETERINARIAS DA UFRGS, PORTO
ALEGRE, BRASIL.

Criptococose é uma levedurose que acomete o homem e varios animais, podendo
ocorrer em individuos imunocompetentes, mas freqiientemente esta associada a um estado
de comprometimento imunoldgico. Atualmente a etiologia desta micose é atribuida a trés
espécies: Cryptococcus neoformans, C. grubii (isolados no solo rico em fezes de pombos),
e C. gattii (isolado nos eucaliptos). A via mais freqiiente de contaminacdo é a inalatoria,
com posterior colonizacdo do trato respiratorio superior, podendo atingir aos alvéolos e
desenvolver a sintomatologia respiratoria, ou ocorrer disseminacdo hematégena com
possivel comprometimento do Sistema Nervoso Central. E notavel o aumento na procura de
animais de companhia nos grandes centros urbanos e, também, se verifica uma significativa
populagdo de pombos nas cidades, alojados em igrejas, prédios, parques e pracas. A
exposicédo dos caes a locais possivelmente contaminados e a satde destes animais constitui-
se uma preocupacao e, visto que existem relatos na literatura, ainda que poucos, sobre a
criptococose em cées, realizamos uma pesquisa sobre a presenca da levedura nesta espécie.
Este trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia do Cryptococcus em cdes com
sintomatologia respiratdria e/ou neuroldgica, atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), localizado na cidade de Porto
Alegre, Brasil. A amostragem foi composta por 112 cées. Realizou-se o exame direto, com
nigrosina, do liquido cefalorraquidiano (n=17); o cultivo da secrecéo nasal (112), do sangue
total (112) e do liquido cefalorraquidiano (n=17) em &gar niger (Guizotia abissynica), com
incubacdo a 37°C durante dez dias; e o teste de aglutinacdo em latex, utilizando-se o teste
Crypto-LA (Wampole), com o soro (n=112) e o liquido cefalorraquidiano (n=17). Para o
teste de aglutinacdo em latex foi realizado, também, tratamento com Pronase em 32
(28,57%) amostras de soro e 4 (23,52%) amostras de liquido cefalorraquidiano. Os
resultados do exame direto, do cultivo e do teste de aglutinacdo em latex foram negativos
para o Cryptococcus em todas as amostras testadas. Nao se excluiu a possibilidade de ter
ocorrido resultados falsos negativos, por ndo ter sido realizado um lavado nasal para coleta
de material para cultivo e, também, porque o Cryptococcus poderia estar presente em
pequenas quantidades no organismo e/ou ser pouco capsulado e, portanto, ndo sendo
detectado através do teste de aglutinacdo em latex. Apesar dos resultados desta
amostragem, € plausivel a suposicdo que deva existir a ocorréncia da infeccdo pelo
Cryptococcus, embora haja a falta de uma suspeita clinica desta enfermidade, posto que, na
regido de abrangéncia do estudo existe uma populacdo canina constantemente exposta ao
risco por coabitarem com uma grande populacdo de pombos.



ABSTRACT

SCREENING FOR CRYPTOCOCCOSIS IN DOGS REFERRED TO THE HOSPITAL DE
CLINICAS VETERINARIAS UFRGS, PORTO ALEGRE, BRAZIL.

Criptococcosis is a mycose that infects man and in many animals, frequently is
associated with imunodeficiency. The etiology of this micoses currently is attributed to C.
neoformans, C. grubii (both isolated from soil with pigeons droppings) e C. gattii (
associated with debris under the canopies of Eucalyptus camaldulensis). The most frequent
route of contamination is by inhalation with subsequent colonization of the superior
respiratory tract. The yeast can reach the alveoli and develop respiratory sintomatology or
can be disseminated by haematogen route, with possible compromising of the Central
Nervous System. It is notable the increase of pets in the great urban centers and of the
populations of pigeons harbored at churches, buildings, parks and squares. Dogs are
constantly exposed to contaminated places and the health of these animals constitutes a
cause to concern. Based on this information and due the existence of few scientific papers
about canine cryptococcosis, we accomplished a research about the presence of
Cryptococcus in dogs. This work had as objective verify the occurrence of the
Cryptococcus in dogs with respiratory and/or neurological signs assisted at the Veterinary
Medical Teaching Hospital of the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS), at
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil. The sampling was composed by 112 animals.
Microscopic direct examinations of cerebrospinal fluid samples were carried out with
nigrosine (17). Nasal secretion (112), total blood (112) and cerebrospinal fluid (17) were
cultivated in bird seed agar plates (Guizotia abissynica), and incubated at 37°C for up to
ten days. The latex cryptococcal antigen agglutination test (Crypto-LA; Wampole) was
performed on serum (112) and cerebrospinal fluid samples (17). Also, a previous treatment
with Pronase in 32 (28,57%) serum samples and 4 (23,52%) samples of cerebrospinal fluid
was made for the agglutination test. The results of the direct exam, culture and
agglutination test in latex were negative for the Cryptococcus in all samples tested. The
possibility of false negative results can not be excluded, because a nasal washed for
material collection to cultivation was not made and also because the Cryptococcus could
be present in small amounts in the organism and/or be less capsulated and, therefore, not
be detected through the latex agglutination test. In spite of the results of this sampling, it is
possible the suposition that the occurrence of the Cryptococcus infection should exist,
although there is the lack of clinical diagnostic for this illness, considering that, in the
study area of this sampling, the canine population are constantly exposed to the risk
cohabiting with a great population of pigeons.
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1 INTRODUCAO

Cryptococcus é uma levedura capsulada, saprobia e ubiglia, agente etiologico da
criptococose, outrora denominada também de torulose, blastomicose européia ou
granulomatose criptococica. O nome do género deriva da palavra grega Kryptos, que
significa “secreto”, “escondido” ou ainda, designa relagdo com uma cripta, pelo fato deste
organismo apresentar-se revestido por uma capsula (PACIORNIK, 1978; BULMER, 1979;
KREEGER-VAN RIJ, 1984 apud LARSSON, 2000).

A criptococose pode ocorrer em individuos imunocompetentes (CHRISTIANSON;
ENGBER; ANDES, 2003), mas estd comumente associada a um estado de
comprometimento imunolégico (RICHARDSON; WARNOCK, 1993). O Cryptococcus
pode ser considerado o fungo mais patogénico em pacientes com imunodeficiéncia
(FRANZOT et al., 1998; MARQUES et al., 2000). A doenga pode ser aguda, subaguda ou
cronica e envolver o cérebro, o pulmdo, os 0ssos ou a pele. Ndo esta comprovada a
transmissdo da doenca do animal para o ser humano (EHRENSING; SAAG, 2001).

Nos animais, a criptococose € mais comum em gatos e em caes, e freglientemente
acomete o sistema respiratorio, neurolégico, cutaneo e ocular (FRASER et al., 1997).

Os caes geralmente apresentam sinais clinicos neuroldgicos e/ou oftdlmicos. O trato
respiratorio superior também é freqientemente envolvido. Ocasionalmente verifica-se
Ulcera cutanea, especialmente no nariz, nos labios, na cavidade oral ou ao redor das unhas
(MEDLEAU; HNLICA, 2003). Outros 6rgdos afetados em menor proporgdo Sao os rins,
linfonodos, baco, figado, tiredide, adrenal, pancreas, 0ssos, trato gastrintestinal, musculo,
préstata, miocardio, e valvulas cardiacas (MEDLEAU; BARSANTI, 1990).

Os pequenos animais, principalmente os cées, estdo tendo destaque na vida do ser
humano e, muitas vezes, sdo tratados como parte da familia. Existe uma crescente
preocupacdo com a saude e o bem estar destes animais. Visto que existem relatos na
literatura, ainda que poucos, sobre a criptococose canina, realizamos uma pesquisa sobre a
presenca da levedura em cdes atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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O objetivo deste trabalho foi verificar uma possivel relacdo entre cdes com sinais
clinicos respiratorios e/ou neuroldgicos, e a presenca do Cryptococcus pesquisada através
do exame direto com nigrosina (liquido cefalorraquidiano), do cultivo em &gar niger
(Guizotia abissynica) (secrecdo nasal, sangue total e liquido cefalorraquidiano) e do teste

de Aglutinacdo em Latex (soro e liquido cefalorraquidiano).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

O primeiro relato da levedura na natureza ocorreu em 1894, pelo italiano Sanfelice
que a isolou a partir de suco de péssego e a denominou Saccharomyces neoformans
(EHRENSING; SAAG; 2001). No ano seguinte, ele demonstrou o efeito patogénico da
levedura em animais experimentais (SANFELICE, 1895 apud CASADEVALL; PERFECT,
1998).

Em 1950, Benham finalmente deu ao fungo o nome Cryptococcus neoformans
(EHRENSING; SAAG, 2001). No mesmo ano, Evans identificou trés sorotipos: A, Be C, e
um quarto sorotipo, D, foi descrito vinte anos mais tarde por Wilson e Bennet, de acordo
com as diferencas antigénicas dos polissacarideos capsulares (DROUHET, 1996).

No Instituto Pasteur, em 1950, Drouhet, Segretain e Aubert identificaram a
glucoronoxilomanana (GXM) como componente capsular, relacionando-a como sendo um
fator de viruléncia. Drouhet e Segretain (1951) demonstraram que a GXM inibia a
migracao de leucdcitos e a fagocitose (apud DROUHET, 1996).

Em 1951, Emmons relatou, pela primeira vez, a fonte de infeccdo, afirmando a
presenca da levedura no solo. Em 1955 detectou cepas virulentas do Cryptococcus
neoformans em excretas e ninhos de pombos, e observou o tipo pneuménico grave da
criptococose em trabalhadores que demoliam prédios velhos onde, no passado, havia
pombos (EHRENSING; SAAG, 2001).

A partir de 1960, segundo Drouhet (1996), esta micose oportunista foi observada
com maior frequéncia devido as terapias imunossupressoras.

Kwon-Chung, em 1975, propds o género Filobasidiella para a fase sexual, com a
espécie Filobasidiella neoformans var. neoformans sendo descrita como estégio teleomorfo
do Cryptococcus neoformans var. neoformans sorotipos A e D , e Filobasidiella
neoformans var. bacillispora correspondendo ao estagio teleomorfo do Cryptococcus
neoformans var. gattii sorotipos B e C (DROUHET, 1996).
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Ao final da década de 70, a incidéncia de criptococose aumentava rapidamente, com
muitos casos sendo relacionados a terapias imunossupressoras para neoplasias, desordens
autoimunes e transplantes de érgdos. Com a finalidade de chamar atencdo para a gravidade
da doenca, Kaufman e Blumer (1978) utilizaram, entdo, o termo “um gigante acordando”

para definir a importancia da criptococose entre as micoses sistémicas.

2.2 Caracteristicas Gerais da Levedura Cryptococcus

As coldnias de Cryptococcus sdo cremosas ou gomosas, de consisténcia mole, lisa,
de cor branca, canela ou marrom, de crescimento rapido. As células sdo globosas, isoladas
ou em pares, capsuladas, com parede grossa, podendo apresentar brotamento (MINAMI,
2003).

Os principais polissacarideos que compdem a capsula sdo glucoronoxilomanana
(GXM), galactoxilomanana (GalXM) e manoproteina (MP), sendo que o primeiro
constituinte representa cerca de 88% da capsula (VECCHIARELLI, 2000). Diferencas na
estrutura da GXM produzem diferencas antigénicas que provém as bases para a
classificagdo em sorotipos A, B, C e D (CHERNIAK; SUNDSTROM, 1994; DAVIES;
TROY, 1996). Devido a algumas amostras apresentarem caracteristicas de ambos sorotipos
A e D, constituiu-se o sorotipo AD (IKEDA et al., 1985).

Os sorotipos A e D compdem a variedade neoformans e os sorotipos B e C, a
variedade gattii (TANAKA et al., 1994). Recentemente uma nova nomenclatura tem sido
sugerida devido a diferencas moleculares, C. neoformans var. grubii (sindbnimo: C. n. var.
neoformans sorotipo A) (FRANZOT; SALKIN; CASADEVALL, 1999), C. neoformans
var. neoformans (sindnimo: C. n. var. neoformans sorotipo D) e C. gattii (sinbnimo: C. n.
var. gattii) (KWON-CHUNG et al., 2002 apud O'BRIEN et al., 2004).

Os principais fatores de viruléncia do Cryptococcus sdo a formacdo de
polissacarideos capsulares (CHANG; KNOW-CHUNG, 1994), a sintese de melanina (ZHU
etal., 2001; IKEDA. et al., 2002), a capacidade de crescimento a uma temperatura de 37°C
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(ODOM et al, 1997 apud ZHU et al., 2001) e a produgdo de fosfolipase B
(HIMMELREICH et al., 2003).

A cépsula € essencial para a patogenicidade do fungo por inibir a funcéo
plasmocitica, a fagocitose, a migracdo leucocitica e o sistema complemento (SHERDING,
1998).

Segundo Vecchiarelli (2000) e Clemons et al. (2000) a GXM gera um sinal negativo
na ativacao de células T e na migracao de neutréfilos para o sitio inflamatério.

Chiapello et al. (2003), demonstraram que a GXM do Cryptococcus induz, in vitro,
a apoptose de linfécitos de ratos normais, sugerindo ser esta uma propriedade
imunomoduladora da capsula.

A sintese de polimeros de melanina, na presenca de substratos fendis, € importante
durante a patogénese do Cryptococcus (ROSAS et al., 2000; GARCIA-RIVERA;
CASADEVALL, 2001). Experimento realizado por Nosanchuk, Rosas e Casadevall (1998)
demonstram que a melanina pode ser imunogénica.

Numerosas leveduras e fungos filamentosos sdo carreados por péassaros. Eles
representam um reservatorio em potencial de fungos patogénicos (THERAUD et al., 2003).
O Cryptococcus ndo causa infeccdo sistémica em aves provavelmente devido a elevada
temperatura corpdrea nestas espécies, que é em torno de 39° C, e nesta temperatura a
levedura perde seu potencial patogénico (MALIK et al., 2003).

O ambiente natural de origem do Cryptococcus neoformans é constituido por locais
com excretas de pombos e outros passaros e pode permanecer viavel por até dois anos
quando associado a ambiente Umido e protegido da luz (RICHARDSON; WARNOCK,
1993). Montenegro e Paula (2000) isolaram C. neoformans e C. gattii em locais urbanos
com uma alta densidade de pessoas circulando.

Conforme Montenegro e Paula (2000), o C. neoformans é mais freqlientemente
isolado de locais abrigados, os quais favorecem a dessecacdo da excreta, e como ele é
altamente resistente, consegue sobreviver a competicdo com outras popula¢des microbianas
presente nas excretas de pombos.

O Cryptococcus pode também ser encontrado em ocos de arvores, ndo estando

associado & uma espécie de arvore em particular, mas sim a um nicho de biodegradacao
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natural de madeira, fornecendo substrato para o crescimento da levedura (LAZERA et al.,
1996; LAZERA et al., 2000).

Machado, Amaral e Severo (1993) isolaram o C. neoformans, sorotipo A (C.
neoformans var. grubii) no centro de Porto Alegre, em prédio contendo acimulo de fezes
secas de pombos. Estudo realizado por Casali et al. (2001) demonstrou o predominio de
amostras de Cryptococcus neoformans sorotipo A (C. neoformans var. grubii) em isolados
clinicos e ambientais de amostras do Rio Grande do Sul.

O Cryptococcus entra no hospedeiro pela rota respiratoria e pode se disseminar para
outros locais, mas os fatores determinantes para a invasdo deste fungo ndo estdo bem
definidos (KWON-CHUNG et al., 2000).

2. 3 Criptococose nos animais

A criptococose tem sido amplamente citada como uma infeccdo importante,
apresentando uma grande distribuicdo mundial e acometendo varias espécies de animais
como bovinos, pequenos ruminantes (GARCIA; BLANCO, 2000), equinos (PETRITES-
MURPHY et al., 1996), aves (MALIK et al., 2003), Coalas (KROCKENBERGER;
CANFIELD; MALIK, 2003), répteis (McNAMARA et al., 1994 apud DROUHET, 1996),
cdes e gatos (MEDLEAU; BARSANTI, 1990).

Segundo Medleau e Barsanti (1990), apesar do Cryptococcus ser encontrado
comumente na natureza, a incidéncia da doenca, em animais, parece ser baixa, sugerindo
gue 0 organismo é oportunista.

O Cryptococcus € uma levedura que possui tropismo e seletiva capacidade de
infectar o Sistema Nervoso Central (SNC) em animais (BARRON,1955; ANANDI et al.,
1991 apud CORREA, 1994).

A infeccdo se torna freqlientemente disseminada, e os sinais inespecificos e
varidveis dependem do envolvimento dos 6rgaos (FRASER, et al., 1997).

De acordo com Garcia e Blanco (2000), as mamites bovinas causadas pelo
Cryptococcus séo graves, ja que além de produzir sintomas tipicos deste processo, causa

uma destruigdo total do tecido mamario, interrompendo a producgdo de leite. Em pequenos
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ruminantes, a criptococose pode cursar com quadros pulmonares graves e ser confundido
com outras patologias.

Segundo Medleau e Barsanti (1990), a criptococose € a micose sistémica mais
comum em felinos. Felinos com criptococose geralmente apresentam mais de um sistema
afetado: respiratorio, cutdneo, SNC e ocular, sendo que o primeiro é de maior ocorréncia
(MEDLEAU; BARSANTI, 1990).

Beatty et al. (2000) relataram trés casos de doenca vestibular associada a
criptococose em felinos. Foster et al. (2001) descreveram um caso de granuloma
criptococico cerebral em felino.

Davies e Troy (1996) encontraram 263 casos de criptococose felina de um total de
571 animais com infeccdo micotica, sendo que 63% dos animais apresentavam descarga
nasal e somente 8% apresentavam sinais neuroldgicos. Foram detectados 12% de animais
soropositivos para o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), 8% soropositivos para 0 virus
da leucemia felina (FeLV) e 2% soropositivos para o virus da peritonite infecciosa felina
(FIP).

No estudo realizado por Malik et al. (1992), avaliando vinte e nove casos de
criptococose em gatos, foi observada uma maior manifestagdo da doenca envolvendo a
cavidade nasal. A rinite micdtica foi observada em 83% dos casos. Sinais cutaneos e
subcutaneos foram evidentes em 52% dos mesmos. Sinais neuroldgicos foram notados em
apenas um animal. Anticorpos contra FIV foram detectados em 28% dos casos.

O primeiro caso de criptococose em gato doméstico, no Brasil, foi descrito por
Chagas et al. em 1971 (apud CORREA, 1994). Chiesa (1998), realizando um estudo sobre
a criptococose felina no Brasil, encontrou uma porcentagem de 8% de soropositivos a
presenca do antigeno capsular criptococico em felinos com sinais clinicos sugestivos de
criptococose e de 8% de soropositivos em felinos assintomaticos.

Em gatos, a infec¢do por FeLV e/ou FIV, pode ser um fator predisponente para o
desenvolvimento da criptococose (MEDLEAU; BARSANTI, 1990; WILLEMSE, 1998).
Ferreiro et al. (2001), relataram o primeiro caso de criptococose disseminada por

Cryptococcus gattii, no Brasil, em um felino da raga siamés, positivo para FeL V.



17

2.4 Criptococose nos caes

Segundo Garcia e Blanco (2000), a criptococose canina apresenta quadros clinicos
cuja incidéncia varia muito dependendo da area geogréfica, sendo superior em climas mais
quentes.

De acordo com Medleau e Barsanti (1990), a criptococose em cdes ocorre mais
frequentemente em animais de racas de grande porte, em torno de 2 a 8 anos de idade, sem
predisposicdo quanto ao sexo.

Segundo o estudo realizado por Malik et al. (1995), a idade de maior ocorréncia da
doenca € de 4 anos ou menos e as racas mais atingidas sdo Doberman, Dogue Aleméo e
Pastor Alem&o. J& para Tilley e Smith Jr. (2003), as racas mais atingidas sdo Cocker,
Doberman e Labrador.

De acordo com O’Brien et al. (2004) , racas de grande porte apresentam um risco
maior de desenvolver a criptococose se comparados com ragas pequenas. Isto se deve,
provavelmente, ao fato destas ragas permanecerem por um tempo maior fora de casa e,
portanto, estando mais expostos a inalacao de propagulos fungicos.

Ao contrario dos gatos, a doenca nasal clinicamente evidente é rara nos cdes com
criptococose (SHERDING, 1998). A infeccdo pode se estender caudalmente pelos
endoturbinados causando meningoencefalite, neurite Optica e/ou rinite (MALIK; JACOBS;
LOVE, 2001 apud O BRIEN, 2004).

Os 0rgaos mais atingidos nos cdes s&o 0 SNC e os olhos. As lesdes sdo geralmente
de meningoencefalite, envolvimento dos nervos dptico, facial ou vestibular e corioretinite
granulomatosa. Os sinais de alteracdo do SNC mais comumente encontrados s&o inclinagdo
da cabeca, nistagmo, paralisia facial, paresia, paraplegia, tetraplegia, ataxia, andar em
circulo, agressividade e dor cervical. As anormalidades oculares incluem corioretinite,
cegueira, dilatacdo pupilar e uveite (MEDLEAU; BARSANTI, 1990; TILLEY; SMITH
JR., 2003).

Malik et al. (1995) observou a tendéncia da criptococose envolver estruturas
adjacentes e continuas a cavidade nasal, sugerindo que a rinite micotica parece ser a
principal alteracdo encontrada em cées.
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Para Medleau e Barsanti (1990), aproximadamente 50% dos cées apresentam lesdes
no trato respiratério, geralmente nos pulmd&es. Uma pequena proporcao apresenta lesdao na
cavidade nasal e raramente ocorre envolvimento dos sinus nasais. Outros 6rgaos afetados
em menor propor¢do sdo os rins, nodulos linfaticos, baco, figado, tiredide, adrenal,
pancreas, 0ssos, trato gastrintestinal, masculo, miocérdio, prostata, valvulas cardiacas e
tonsilas.

Acosta et al. (1999) relatou um caso de linfadenite canina por Cryptococcus
neoformans em um animal da raga Great Danes.

Malik et al. (1997) realizaram um estudo sobre a presenca do Cryptococcus
neoformans na cavidade nasal de cdes e gatos assintomaticos. Encontrou-se uma
positividade de 14% para cées e de 7% para gatos quanto ao cultivo do lavado nasal e todos
foram ndo reagentes ao teste de aglutinacdo em latex.

Segundo Medleau e Barsanti (1990), em cdes, doencas imunossupressoras, como
erlichiose, podem estar associadas com a criptococose fatal.

Honsho et al (2003) relatou um caso de criptococose sistémica atingindo o trato
digestivo, SNC, olhos, rins, pancreas e linfonodos em um cdo que havia recebido
antibidticos e corticosterdide em doses imunossupressivas.

Malik et al. (1995) realizando um estudo retrospectivo de 20 casos de criptococose
em cdes ndo constatou relacdo entre provaveis causas de imunodeficiéncias com o
desenvolvimento desta micose.

De acordo com O"Brien et al. (2004), o Cryptococcus parece ser mais um patégeno
primério do que um agente oportunista em cdes e gatos, mas € notavel que fatores

imunossupressivos contribuem para o curso da infecgéo.

2.5 Diagnostico

O diagnostico laboratorial da criptococose é baseado em trés fundamentos: a
demonstracdo do fungo no material clinico, o isolamento em cultura e a identificacéo final,
e pela pesquisa de antigenos circulantes (SIDRIM; MOREIRA, 1999).
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A inoculagdo experimental e as provas bioquimicas também contribuem para o
diagndstico (MINAMI, 2003).

2.5.1 Exame Direto

O exame direto do material clinico pode ser realizado a partir do o escarro, secrecdo
nasal, urina e outros em preparacdo com nigrosina ou tinta da India (RICHARDSON;
WARNOCK, 1993). Apo6s uma colheita adequada do material clinico, este deve se
processado de imediato para a demonstracdo de estruturas fungicas caracteristicas do
Cryptococcus no material (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

2.5.2 Cultivo

Em 1962, Staib (apud DROUHET, 1997) reportou o desenvolvimento de colbnias
de Cryptococcus neoformans de coloragdo marrom, quando cultivados em agar contendo
sementes de niger (Guizotia abissynica). A levedura cresce formando coldnias
pigmentadas, produzindo melanina atraves da enzima fenoloxidase (EHRENSING; SAAG,
2001; SAUBOLLE, 2001).

O fungo pode ser facilmente obtido a partir de cultivos do liquido cefalorraquidiano,
sangue, urina, escarro, pus, aspirado de medula dssea e fragmentos de tecidos (SEVERO,
1991). O sangue pode ser coletado sem anticoagulante e ser semeado diretamente no meio
de cultivo (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

Para o cultivo do C. neoformans também pode se utilizar o agar sabouraud ou o

agar malte, sem ou com cloranfenicol (MINAMI, 2003).



20

De acordo com Severo (1991) ocorre o crescimento em cultura num periodo de 2 a 5
dias. A utilizacdo de ciclohexamida nos meios de cultivo e a incubagdo em temperaturas

superiores a 37° C impedem o crescimento desta levedura.

2.5.3 Teste de Aglutinacdo em Latex

A deteccdo do antigeno polissacarideo capsular do Cryptococcus neoformans nos
fluidos corporais pelo método de aglutinacdo em latex foi descrito por Bloomfield et al. em
1963 (apud WU; KOO, 1983) e constitui um método sensivel e especifico para o rapido
diagnostico de criptococose (KAUFFMAN et al., 1981; ROESCH et al., 1995; TANAKA
etal., 1994).

Para Richardson e Warnock (1993) o teste de aglutinagdo em latex, pode ser
considerado como sendo 0 método mais utilizado para o diagnéstico desta micose.

Medleau et al. (1990) realizaram um estudo de avaliacdo do teste de aglutinagdo em
latex, com o teste comercial da marca Calas, para o diagndstico de criptococose em gatos,
obtendo uma sensibilidade de 95% e especificidade de 100%. Em outro estudo, o teste de
aglutinacdo em latex foi utilizado na monitoracdo do desenvolvimento de criptococose em
felinos infectados experimentalmente (MEDLEAU; GREENE; RAKICH, 1990).

Malik et al. (1996) utilizaram o teste de aglutinacdo em latex para o diagnostico e

monitoramento da terapia para criptococose em 58 animais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostragem

A amostragem estudada foi composta por 112 cdes (n=59;53% fémeas e
n=53;47% machos) atendidos na rotina do Hospital Veterinario da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, no periodo de outubro de 2003 a maio de 2004. Os animais foram
divididos em trés grupos de acordo com a sintomatologia apresentada: respiratoria,
neuroldgica e com ambas as sintomatologias.

O grupo de animais com sinais clinicos respiratdrios (n=53;47%) foi composto,
principalmente, por cées atendidos no setor de doencas infectocontagiosas, apresentando,
em sua maioria, secre¢do nasal mucopurulenta, tosse, espirros e/ou alteracdes na ausculta
toracica.

O grupo de animas com sinais clinicos neuroldgicos (n=38;34%) foi composto por
cdes atendidos no setor de neurologia e que foram encaminhados para o exame de
mielografia, apresentando, em sua maioria, ataxia e paresia.

O grupo de animais com sinais clinicos respiratorios e neuroldgicos (n=21;19%)
foi composto por cdes atendidos no setor de doencas infectocontagiosas, apresentando,
em sua maioria, secre¢do nasal mucopurulenta, alteracdo na ausculta toracica, mioclonias,
vocalizagéo e/ou convulsdo.

Os animais da amostragem ndo apresentaram alteragdes cutaneas e oculares
significativas, ndo sendo, portanto, classificados por estes sistemas.

A amostragem, quanto a raca dos animais, foi composta por 51 (45,53%) cédes sem
raca definida (SRD); 17 (15,17%) Dachshund; 9 (8,03%) Fila Brasileiro; 7 (6,25%)
Poodle e Rottweiler; 5 (4,46%) Pastor Alemdo; 4 (3,57%) Cocker; 2 (1,78%), Boxer,
Husky, Labrador e Pit Bull; 1 (0,89%), Akita, Collie, Pinscher e Weimaraner.

A Figura 1 representa o perfil dos animais que foram selecionados para a coleta de

material e incluidos no grupo de animais com sintomatologia respiratoria.
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Figura 1: Cao, selecionado para amostragem do grupo de animais
com sintomatologia respiratdria, apresentando abundante secrecdo
nasal purulenta.

3.2 Coleta das Amostras

3.2.1 Secrecdo Nasal

Foram utilizadas 112 amostras de secre¢do nasal. Para a obtencdo do material
foram utilizados escovas interdentais finas, e eppendorfs contendo 1ml de dgua destilada,
ambos autoclavados. A escova interdental era mergulhada em agua destilada e

posteriormente se fazia uma friccdo no interior das narinas dos cées.
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3.2.2 Sangue total

Foram utilizadas 112 amostras de sangue total. Para o procedimento de coleta, era

realizada a antissepsia com alcool iodado e puncionado sangue da veia jugular.

3.2.3 Soro

Foram utilizadas 112 amostras de soro. Para o procedimento de coleta, era realizada
a antissepsia com alcool iodado, puncionado aproximadamente 3 ml de sangue da veia
jugular. O sangue era acondicionado em frasco sem anticoagulante, a 25°C por 30
minutos, para a formacdo do codgulo, e centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos. O

sobrenadante era armazenado em tubos eppendorfs estéreis.

3.2.4 Liquido Cefalorraquidiano

Foram utilizadas 17 amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR). Para o
procedimento de coleta era realizada a tricotomia da regido lombar e antissepsia com
alcool iodado. O paciente, anestesiado, era posicionado em decubito lateral esquerdo e a
agulha de coleta era inserida no espaco intercostal entre L5-L6 ou L6-L7. O LRC era
coletado por pressdo e ndo por aspiragdo, por este fato foram obtidos somente 17
amostras do total de 38 animais. O LCR era acondicionado em tubos eppendorfs estéreis
e centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante era armazenado em tubos

eppendorfs estereis.
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3.3 Processamento das amostras

3.3.1 Exame Direto

As amostras de LCR (n=17) foram examinadas entre lamina-laminula com

nigrosina em objetiva de 40X.

3.3.2 Cultivo

As amostras de secre¢do nasal (n=112), de sangue total (n=112) e de LCR (n=17)
foram semeadas em placas de agar niger (Guizotia abyssinica) (Apéndice A) e incubadas a
37°C por dez dias.

3.3.3 Aglutinacdo em Léatex

As amostras de soro (n=112) e de LCR (n=17) foram inativadas a 56°C por 30
minutos, e refrigeradas a 4° C por até 24 horas. O teste de Aglutinacdo em Léatex foi
realizado, utilizando-se o Crypto-LA (Wampole Laboratories, Cranbury, N.J.), conforme
protocolo sugerido pelo manual (Apéndice B).

Do total de 112 amostras de soro, 32 (n=28;57%), escolhidas aleatoriamente, foram
testadas sem e com tratamento prévio com pronase.

Do total de 17 amostras de LCR, 4 (n=23;52%), escolhidas aleatoriamente, foram

testadas sem e com tratamento com pronase.
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No tratamento com pronase, foram utilizados 300ul da amostra e adicionado 50ul da
enzima, sendo colocadas em banho-maria a 56°C por 30 minutos e, ap6s, adicionado 50ul

do inibidor da pronase.

3.3.3.1 Protocolo Qualitativo do Crypto-LA Teste

Para a realizacdo do teste de aglutinagdo em latex era pipetado 50ul do soro e/ou
LCR a ser testado, nas camaras A e B. Apos, adicionado 50ul do reagente latex na
camara A e 50ul do controle latex na camara B. A amostra era homogeneizada

colocando-se a placa no rotator a 160 rpm por 10 minutos. Apds este procedimento

observava-se se ocorria reagdo de aglutinagao.

3.3.3.2 Interpretacdo do Resultado Qualitativo

O teste era considerado ndo reagente quando a amostra estiva homogénea, com
aspecto leitoso, com auséncia de aglutinacdo. Para se considerado reagente deveria ocorrer
reacdo de aglutinacao.

Ao obter um exame direto e/ou uma cultura positiva, o soro e/ou o liquido

cefalorraquidiano do animal seria testado com outro kit, alem do Crypto-LA (Wampole),
para a confirmacdo da positividade. Porem ndo ocorreu nenhuma amostra positiva de

exame direto e cultivo.
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4 RESULTADOS

4.1 Exame Direto

Néo se verificou a presenca da levedura em nenhuma das 17 amostras de liquido

cefalorraquidiano ao exame direto com nigrosina.

4.2 Isolamento em Cultivo

N&o ocorreu o crescimento do Cryptococcus neoformans no cultivo em agar niger a
37 °C, por dez dias em nenhuma das 112 amostras de secrec&o nasal, em nenhuma das 112
amostras de sangue total e, também, em nenhuma das 17 amostras de liquido

cefalorraquidiano.

4.3 Aglutinacdo em Latex

N&o ocorreu reacdo de aglutinagdo em latex em nenhuma das 112 amostras de soro
e, também, em nenhuma das 17 amostras de liquido cefalorraquidiano. N&o ocorreu

alteracdo nos resultados nas amostras tratadas com pronase.

Do total de 112 animais, foram entrevistados os proprietarios de 59 cdes para
tracar um perfil do ambiente onde estes viviam. Os potenciais de exposi¢do da populacao
amostrada a situacdes de risco de contrair a infeccdo, através de ambientes possivelmente

contaminados, estdo sumarizados na Tabela 1. Os animais foram classificados quanto a
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presenca ou auséncia de contato com excretas de passaros em geral, com excretas de

pombos e quanto a acesso a parques ou nao.

Tabela 1 — Situacéo de exposicdo de 59 cées (atendidos no HCV - UFRGS, no periodo de
2003/2004) a ambientes possivelmente contaminados com propagulos fungicos
de Cryptococcus.

Contato Excreta de Passaros Excreta de Pombos  Acesso a Parques
em geral N (%) N (%)
N (%)
Presente 47 (79,66) 40 (67,80) 32 (54,24)
Ausente 12 (20,34) 19 (32,20) 27 (45,76)
TOTAL 59 59 59

Do total de 47 animais em contato com excretas de passaros em geral, 34 (72,34%)
eram SRD; 4 (8,51%) Pastor Alemao; 3 (6,38%) Dachshund; 2 (4,25%) Cocker; 1 (2,12%)
Akita, Collie, Fila e Husky.

Do total de 40 animais em contato com excreta de pombos, 30 (75%) eram SRD; 2
(5%) Cocker, Dachshund e Pastor Aleméo; 1(2,5%) Collie, Fila, Poodle e Rottweiler.

Do total de 32 animais que tinham acesso a parques, 28 (87,5%) eram SRD, 2
(6,25%) Dachshund; 1 (3,12%) Fila, Rottweiler.
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5 DISCUSSAO

A criptococose foi considerada por Ajello, em 1970, um “sleeping giant” dentre as
micoses sistémicas. Esta levedurose se tornou em poucos anos, segundo Kaufman e Blumer
(1978), um gigante desperto, provavelmente devido a tratamentos imunossupressores
intensivos em pacientes transplantados ou acometidos por leucemia. Com a pandemia da
AIDS, a ocorréncia e severidade da criptococose aumentaram consideravelmente e com
isso aumentou também os estudos sobre esta micose.

Apesar de haver poucos relatos de criptococose canina, na literatura, acredita-se que
o diagnostico desta micose esta sendo deficiente, visto que o Cryptococcus € uma levedura
ubiquitaria e, também, porque os cdes estdo freqlientemente em contato direto com o
habitat natural da levedura.

A amostragem testada para a presenca da levedura foi composta, principalmente,
por caes de populagdo carente, que vivem em casas e sitios na periferia de Porto Alegre. A
grande maioria destes animais estava constantemente exposta ao risco de infecgdo por
coabitarem com uma grande populacdo de passaros e consequentemente com seus dejetos,
sendo que oito proprietarios relataram que haviam pombos no comedouro de seus caes e
dois, moradores em prédios, referiram a presenca destas aves pousando em suas janelas e ar
condicionado.

O’Brien et al. (2004), ao realizarem um estudo retrospectivo de 40 cdes com
criptococose, verificaram que de 38 animais, 63% residiam em areas suburbanas (com
jardins, parques e arvores), 32% em areas rurais (longe da area metropolitana), e somente
5% em areas urbanas (grande densidade populacional, sem jardins e parques). Pelos
resultados obtidos no presente experimento, ndo se verificou uma relacdo entre o grau de
exposicdo a ambientes favoraveis a presenca da levedura e a ocorréncia de criptococose
nestes animais.

As amostras foram coletadas de outubro de 2003 a maio de 2004 e estes meses sdo
caracterizados por apresentarem altas temperaturas na regido de abrangéncia do estudo.

Théraud et al. (2003) verificaram que altas temperaturas (30° C) s&o menos favoraveis para
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a sobrevivéncia do Cryptococcus.. E necessario, portanto, verificar se ha influéncias
sazonais na ocorréncia desta micose.

Malik et al. (1997), ao testar uma populacdo assintoméatica composta por 56 caes
alojados em um abrigo para animais abandonados, encontraram 14% de positividade no
cultivo do lavado nasal. No presente estudo, o Cryptococcus ndo foi isolado em nenhuma
das amostras cultivadas a partir do liquido cefalorraquidiano, do sangue total e da secrecdo
nasal. A diferenca dos resultados obtidos pode estar relacionada as diferengas nas
populagbes estudadas, ja que no estudo realizado pelo autor foram testados animais
provenientes de um mesmo local, onde poderia haver um foco infeccioso.

Né&o se exclui, neste experimento, a possibilidade de ter ocorrido resultados falsos
negativos no cultivo, pois ndo foi realizado um lavado nasal para coleta de material. Este
procedimento seria ideal para a obtencdo de uma amostra, porém néo foi realizado pela
necessidade destes animais estarem anestesiados no momento da coleta.

De acordo com Saubolle (2001), a detec¢do do antigeno criptocécico e atil quando
positivo, mas ndo é fidedigno para o diagnostico de infeccdo limitada ao trato respiratério, e
para Richardson e Warnock (1993), resultados falsos negativos na aglutinacdo em latex
podem ocorrer se a levedura esta presente em pequenas quantidades ou se 0 organismo nao
é bem capsulado. Por este fato, ndo se exclui, neste experimento, a possibilidade de ter
ocorrido resultados falsos negativos na prova de aglutinacdo em latex.

Também para Tintelnot et al. (1999), ndo se deve excluir a criptococose
disseminada em todos os casos em que o teste de aglutinagdo em latex seja negativo.
Tintelnot et al. (2000) relataram casos de criptococose disseminada em humanos sem a
detecgdo de antigeno criptococico, sendo realizado o diagnostico através do cultivo. No
presente experimento, todas as amostras foram negativas ao cultivo e teste de aglutinacéo
em latex.

Resultados falsos positivos na aglutinacdo em latex podem ocorrer na presenca de
certas macroglobulinas que, normalmente, ocorrem no soro de humanos com artrite
reumatdide, sarcoidose, cirrose, sifilis, psoriases, e IUpus eritematoso sistémico.
(BENNETT; BAILEY, 1971; SINGER, 1961 apud MEDLEAU et al., 1990). A aglutinacéo
nédo especifica € detectada pelo uso de globulina normal reagente. Segundo Medleau et al.

(1990), a aglutinacdo em globulina normal reagente e em globulina anticriptococica
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reagente requer diluicdo com ambos o0s reagentes. Neste experimento, todas as amostras
foram testadas com globulina normal reagente, ndo ocorrendo reacdo de aglutinacdo em
nenhuma amostra.

Gray e Roberts (1988), avaliaram o uso da Pronase para eliminar fatores de
interferéncia na aglutinacdo em latex, como reacfes cruzadas, e verificaram que ocorreu o
aumento na sensibilidade do teste.

De acordo com Stockman e Roberts (1983, apud MALIK et al., 1996) a pronase
degrada anticorpos e proteinas que se ligam e mascaram o antigeno, com subsequente
liberagcdo dos polissacarideos resultando em altos titulos na aglutinacdo. O kit utilizado no
experimento, Crypto-LA (Wampole Laboratories, Cranbury, N.J), ndo contém esta enzima.
Foram testadas 32 (28,57%) amostras de soro e 4 (23,52%) amostras de liquido
cefalorraquidiano, com e sem tratamento prévio com pronase. Nao se verificou alteracdo
nos resultados destas amostras, sendo todas negativas para o teste de aglutinagdo em latex.
Seria ideal testar todas as amostras com tratamento prévio com pronase.

Para Tilley e Smith Jr. (2003), a causa de ocorréncia de criptococose seria a
exposicdo a organismos criptocécicos e a incapacidade do sistema imune de evitar a
colonizacéo e a invasao nos tecidos. De acordo com Swenson e Reece (1993), a limpeza do
trato respiratorio superior é dependente do movimento de uma camada de fluido mucinoso,
proporcionado pela atividade ciliar da camada de epitélio colunar na membrana mucosa
traqueobrénquica.

Segundo Gross et al. (1997), em individuos imunocompetentes, os macrofagos
alveolares, provavelmente, preveniriam a disseminacdo do C. neoformans para os pulmdes.
De acordo com Swenson e Reece (1993) a atividade fagocitica € considerada como o
processo mais importante para a limpeza das particulas e dos microorganismos inalados.

A amostra testada foi composta por animais que apresentavam sinais clinicos de
alteracdo respiratoria e/ou neuroldgica e que poderiam estar com seu sistema imunoldgico
deficiente. A maioria dos cées era criada solta nos patios de suas casas, entrando em
contato direto com locais onde provavelmente haveriam propagulos do Cryptococcus
neoformans e, por conseqiiéncia, poderiam estar mais predispostos a infecgdo. De acordo

com Kwon-Chung et al. (2000), sabe-se que a rota de contaminacdo é a inalacdo da
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levedura, com posterior disseminagdo para outros tecidos, mas 0 mecanismo utilizado pela
levedura ainda é pouco compreendido.

Uma possivel explicacdo para os resultados obtidos e até mesmo para o fato de que
0s caes sdo menos predispostos a esta micose em relacdo aos gatos poderia ser a diferenca
na temperatura destes animais. De acordo com Swenson e Reece (1993) a temperatura retal
média, que é um indicador da temperatura corporal profunda, é de 38,6°C (variacdo de 38,1
- 39,2°C) para gatos e de 38, 9°C (variacdo de 37,9 - 39,9°C) para cées. A temperatura retal
do cdo tende a aumentar a uma temperatura ambiente de 27 — 30°C, enquanto que 0 gato
tem sua temperatura retal aumentada a uma temperatura ambiente de 32°C. Ao “fucar” a
terra, 0s cdes estdo muito mais expostos ao contato com a levedura mas, a0 mesmo tempo,
o fato de o cdo apresentar uma temperatura mais elevada do que o gato e ser mais suscetivel
as variacOes ambientais, além de ter um comportamento mais ativo, pode dificultar uma
infeccdo pelo Cryptococcus, visto que a levedura pode ndo suportar temperaturas t&o
elevadas.

Muitos aspectos sobre a patogenia do Cryptococcus ainda ndo estdo bem
esclarecidos, incluindo o mecanismo de defesa que previne a passagem do estagio da
colonizacéo para o da disseminacdo (FELDMESSER; TUCKER; CASADEVALL, 2001).
Segundo lkeda, Tamura e Shinoda (2000) deve haver mais infeccBes subclinicas que o
esperado em cées e gatos.

Sabe-se que a criptococose tem uma ocorréncia menor nos cdes, em relacdo aos
gatos (MEDLEAU; BARSANTI, 1990; MALIK et al., 1995). E notavel o aumento na
procura de animais de companhia nos grandes centros urbanos. Os pequenos animais estao
ganhando destaque na vida do ser humano, principalmente os cées, que sdo adquiridos,
muitas vezes, por poder proporcionar um contato social entre as pessoas. Também se
verifica uma significativa populacdo de pombos nas cidades, alojados em igrejas, prédios,
parques e pracas. A exposicdo dos cdes, que muitas vezes sdo parte da familia, a locais
possivelmente contaminados, constitui-se uma preocupacdo e por isso justifica-se a
pesquisa nesta espécie.

Apesar dos resultados desta amostragem, € plausivel a suposicdo que deva existir a
ocorréncia da infeccdo pelo Cryptococcus, embora haja a falta de uma suspeita clinica desta

enfermidade, posto que, na regido de abrangéncia do estudo, existe uma populacdo canina
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constantemente exposta ao risco por coabitarem com uma grande populacdo de pombos,

cujos dejetos estdo disseminados em prédios, parques e pragas.
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CONCLUSAO

Neste trabalho, sob as condi¢des utilizadas, ndo foi detectada relacéo entre cdes com
sinais clinicos respiratorios e/ou neurologicos e a presenga Cryptococcus. Porém, este
resultado ndo exclui a possibilidade da existéncia da infeccdo por Cryptococcus, ja que a
populacdo canina analisada estd constantemente exposta a esse risco por coabitarem com

aves, principalmente pombos.
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ANEXO A

Preparacdo do Meio de Cultivo — Agar Niger

Ingredientes para o0 meio:

Sementes de NIger ......ccccoovvverienienenereeien, 1509

AT 209

Cloranfenicol.........ccocvvvveiiiiniiisee e 30ml

Agua destilada ...........co.evvererererseeereienens 1000ml
Modo de preparo:

- Ferver 150g das sementes em 700ml de &gua destilada por 30 min, mexendo
algumas vezes;

- Triturar as sementes fervidas em liglidificador por 30 minutos;

- Filtrar com gaze (aberta dupla) espremendo até retirar todo o extrato;

- Adicionar ao filtrado 30ml de cloranfenicol, 20g de &gar e corrigir o volume
para 1000ml com agua destilada;

- Cozinhar o meio até obter uma consisténcia ideal;

- Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 min.;

- Distribuir em Placas de Petri esterilizadas e estocar a temperatura de 4°C.
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ANEXO B

Teste de Aglutinacdo em Léatex

Material

Reagente Latex: globulina de coelho anticriptococica;

Controle Léatex: globulina de coelho normal;

Controle Positivo: antigeno polissacarideo de Cryptococcus neoformans;

Controle Negativo: soro de coelho negativo;

Amostra Diluente.

Protocolo qualitativo

Pipetar 50ul do soro a ser testado, na cAmara A e B;

Pipetar 50ul do reagente latex na camara A

Pipetar 50ul do controle latex na cdmara B

Homogeneizar amostra, colocar a 160rpm por 10 minutos.

Observar se houve aglutinacéo

Resultado qualitativo

- Nao reagente: quando a amostra estiver homogénea, com aspecto leitoso, com

auséncia de aglutinagéo.

- Reagente: quando ocorrer aglutinac&o.
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Protocolo quantitativo

- Pipetar 250l da amostra diluente para uma diluicdo de 1:2 até 1:256;

- Pipetar 250ul da amostra no primeiro poco, homogeneizando e transferindo
250ul para o segundo poco. Repetir a transferéncia de 250ul para os pogos
subsequentes;

- Pipetar 50ul do Reagente Latex nos pocos na fileira A;

- Pipetar 50ul do Controle Latex nos pocos na fileira B;

- Homogeneizar a amostra, colocando a 160rpm por 10 minutos;

- Observar até qual diluicdo ocorre reacdo de aglutinacao;

Resultado quantitativo

- Asreacdes sdo graduadas sucessivamente.
- Na&o reagente: indicado por auséncia de aglutinacéo.

- Reagente: indicado por presenga de aglutinag&o.
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