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Criptococose nasal causada por Cryptococcus gattii em ovino na Bahia, Nordeste do Brasil
Nasal Cryptococcosis Caused by Cryptococcus gattii in Sheep in Bahia, Northeastern Brazil
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ABSTRACT

Background: Cryptococcosis is a potentially fatal systemic mycosis that can affect several animal species. The disease
is caused by the yeast species Cryptococcus neoformans and C. gattii and is usually associated with immunosuppressive
diseases or debilitating factors. In Brazil, cryptococcosis in ruminants has been described in several states, but there have
been only two instances of infection in sheep. Until the present, cryptococcosis caused by C. gattii has only been reported
in goats. The objective of this study was to describe, for the first time, a case of nasal cryptococcosis caused by C. gattii
in a sheep in the state of Bahia.

Case: The disease affected a 4-year-old Santa Inés sheep, created in extensive system in the municipality of Ribeira do
Pombal, Bahia, Brazil. The animal presented weight loss, with an asymmetric increase of volume in the right nasal cavity,
accompanied by dyspnea and bloody nasal discharge. Samples of the tumor mass were collected for cytological analysis
of yeast structures compatible with Cryptococcus spp. After cytological diagnosis, the sheep was sent to the Livestock
Development Center of the Federal University of Bahia. On physical examination, there was a large and firm irregular mass,
strongly adhering to the right nasal cavity and causing facial asymmetry. Surgical removal was attempted, but a marked
infiltrative character of the lesion was observed, with extensive tissue destruction. Owing to the unfavorable prognosis,
euthanasia was carried out followed by necropsy, in which a large irregular mass was observed that almost completely
obliterated the right nasal cavity. Resorption of the right nasal bone and the dorsal and middle nasal turbinates was also
observed. Fragments of the nasal lesion were collected, fixed in 10% formalin, routinely processed for histopathology,
and stained with hematoxylin and eosin (HE) and Mayer’s mucicarmine. Samples of this lesion were sent for molecular
characterization of the etiologic agent by polymerase chain reaction (PCR). The histopathological evaluation showed
hundreds of generally colorless rounded yeasts cells composed of a clear halo, surrounding a slightly basophilic structure,
giving the tissue a vacuolated aspect, known as a “soap bubble lesion” There was also intense inflammatory infiltration
and extensive areas of necrosis and hemorrhage, which allowed the morphological diagnosis of diffuse granulomatous
rhinitis marked with intralesional yeasts compatible with Cryptococcus spp. Additionally, PCR was positive for C. gattii.
Discussion: A case of nasal cryptococcosis caused by C. gattii in sheep in the state of Bahia is described for the first
time, diagnosed using clinical-epidemiological, cytological, anatomopathological, and molecular data. Airborne infec-
tion occurs by inhaling encapsulated spores present in organic matter, such as decomposing vegetables and bird and bat
excreta as observed on the farm where the outbreak occurred. It is important to highlight that sheep and goats affected by
cryptococcosis can contaminate the environment, and it is prudent to consider animals with the disease as a risk to public
health and eliminate them from the herd, given the costs of the few therapeutic options available on the market. It should
be noted that in cases of tumor lesions, which are common in cryptococcosis, cytological examination should be recom-
mended, mainly for screening and distinguishing neoplastic and inflammatory lesions. However, anatomopathological and
molecular evaluations are essential for the differential diagnosis of other mycotic rhinitis, in particular, conidiobolomycosis
and nasal pythiosis.
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INTRODUCAO

A criptococose € uma doenga fingica, zo-
ondtica, sistémica e potencialmente fatal, podendo
acometer uma grande variedade de espécies animais,
sobretudo, mamiferos [25].

A doenga € causada por leveduras encapsuladas
de duas espécies de Cryptococcus: C. neoformans, com
os tipos moleculares C. neoformans, C. deneoformans
e C.neoformans X C. deneoformans hybrid; e C. gattii
(com os tipos moleculares C. gatti, C. deuterogatti, C.
bacillisporus, C. tetragattii e C. decagattii [13], cujo
nicho ecoldgico estd relacionado a drvores tropicais e
subtropicais [15] e regides de clima temperado [38].
O fungo possui tropismo pelo sistema nervoso central
(SNC), tegumentar e respiratério [16].

A enfermidade geralmente se manifesta as-
sociada a outras doencas imunossupressoras, princi-
palmente quando causada por C. neoformans, o que
evidencia a deficiéncia imunoldgica como fator pre-
disponente para a sua ocorréncia [6,39]. A debilidade
organica e uso prolongado de corticoides também estao
relacionados a ocorréncia da enfermidade [36].

Em ruminantes, a criptococose pode cursar
com alteracdes neuroldgicas [5,14,18,19,30,39], res-
piratdrias [8,14,16,36,40] e mastites [22,24,34,37].

No Brasil, a criptococose tem sido descrita nos
estados de Mato Grosso [14], Minas Gerais [19], Parai-
ba [30], Pernambuco [36], Rio de Janeiro [15,23] e Sdo
Paulo [17,35], com apenas 2 descri¢des referindo-se
a ovinos [15,36]. Casos de criptococose por C. gattii
[1,3,18,35,40] foram descritos apenas em caprinos na
Espanha, Itdlia e Brasil. Objetivou-se com esse estudo
descrever pela primeira vez um caso de criptococose
nasal por C. gattii em um ovino no Bahia.

CASO

A doenga acometeu um carneiro da raga San-
ta In€s, com quatro anos de idade e 70 kg, criado de
forma extensiva no municipio de Ribeira do Pombal
(10°49°537S-38°31°4970), nordeste do estado da
Babhia, Brasil. O rebanho era composto por aproxima-
damente 500 animais, nao vacinados ou vermifugados,
mantidos em pastagens nativas.

Segundo o proprietdrio o ovino apresentou
emagrecimento, com aumento de volume gradual
assimétrico da cavidade nasal direita (unilateral),
acompanhado de dispneia acentuada e descarga nasal
sanguinolenta intensa ipsilateral. Dois meses apods

o inicio dos sinais clinicos, o animal foi atendido
na fazenda por uma médica veterindria. Na ocasido,
amostras da massa tumoral nasal foram coletadas para
exame citologico (imprints), que revelou numerosos
blastoconidios ovais a arredondados, pleomorficos, por
vezes em brotamento, de diferentes tamanhos, envoltos
por espessa capsula lipidica ndo corada por coloragio
hematoldgica do tipo Romanoswsky modificado' (Fi-
gura 1), compativeis com infec¢do por Cryptococcus
spp- Adicionalmente, havia grande quantidade de
bactérias polimdrficas extracitoplasmaticas.

Ap6s o diagndstico citoldgico, o ovino foi
encaminhado para o Centro de Desenvolvimento da
Pecudria (CDP) da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), sendo examinado segundo metodologia pre-
estabelecida [9]. Segundo histérico, nos ultimos dois
anos, outras trés ovelhas criadas na mesma fazenda
apresentaram quadro clinico-patolégico semelhante,
com evolugdo de seis meses, seguida de morte.

Ao exame fisico verificou-se grande massa
irregular firme, fortemente aderida a cavidade nasal
direita, obliterando quase totalmente os meatos nasais
direitos, comprimindo e deslocando as conchas nasais e
septo nasal, com subsequente assimetria facial. Parte da
massa nasal se exteriorizava rostralmente pela narina
direita e exibia dreas necrohemorragicas (Figura 2). O
animal apresentava ainda, dispneia inspiratdria severa,
som macico a percussao do seio frontal direito, escore
de condicdo corporal grau 2, moderada desidratagdo,
espirros, secre¢io nasal sanguinolenta profusa e linfo-
adenomegalia de submandibulares e pré-escapulares,
além de hiporexia e estado alerta.

Achados laboratoriais revelaram anemia nor-
mocitica normocrdmica arregenerativa, linfopenia,
hiperproteinemia (proteinas totais plasmadticas = 8,4
g/dL) e infec¢@o por nematddeos da superfamilia Tri-
chostrongyloidea (1.200 ovos/grama de fezes).

O ovino permaneceu internado por um periodo
de 24 h e devido a gravidade do quadro clinico optou-se
por tentativa de exérese cirdrgica da massa tumoral, apds
tranquilizagdo prévia com acepromazina® (0,05 mg/kg).
Contudo, durante o procedimento, observou-se acentu-
ado caréter infiltrativo da lesdo, com destrui¢do tecidual
extensa, em especial das cochas nasais direitas. Em
fungdo do progndstico desfavoravel o proprietario optou
pela eutandsia e necropsia para confirmacdo diagndstica.

A necropsia, verificou-se grande massa (15,0
x 5,8 x 3,9 cm) de superficie irregular predominante-
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mente brancacenta, com drea necrohemorragica focal-
mente extensa (rostral) [Figura 3], obliterando quase
totalmente a cavidade nasal direita, desde o vestibulo
nasal ao osso etmoidal. A massa era firme e fortemente
aderida a mucosa nasal, invadia e destruia profunda-
mente conchas nasais e septo nasal, com subsequente
deformidade facial. Observou-se também reabsor¢do
do osso nasal direito, bem como dos cornetos nasais
(dorsal e médio). Nos demais 6rgaos ndo foram obser-
vadas alteracdes significativas.

Durante a necropsia, fragmentos da lesdo, do
SNC e de 6rgaos das cavidades abdominal e tordcica
foram coletados. Esse material foi fixado em forma-
lina a 10% tamponada com fosfato, processado pela
técnica rotineira de inclusdo em parafina e corado pela
hematoxilina e eosina (HE) e mucicarmina de Mayer>.
Amostras da lesdao nasal emblocadas em parafina foram
enviadas para o Laboratério de Biologia Molecular e
Laboratédrio de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal do Mato Grosso (UFMT), Cuiabad, para carac-
terizacdo molecular do agente etioldgico por meio da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), com base em
técnicas previamente descritas [2,26].

Os cortes histolégicos corados pela HE eviden-
ciaram centenas de leveduras arredondadas, compostas
por um halo claro, em geral, ndo corado (cdpsula da
levedura), circundando uma estrutura levemente baso-
filica redonda, por vezes levemente alongada (célula
da levedura), livres no tecido. No interior de algumas
células notou-se material granular levemente eosino-
filico (ndcleo da célula da levedura). As cdpsulas das
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Figura 1. Criptococose nasal em ovino. Imprint da neoformac¢ao em narina. A- Inimeros blastoconidios ovais a arredondados (setas vermelhas pequenas),

leveduras exibiam diferentes espessuras e, por nao
corarem, conferiam ao tecido um aspecto vacuolizado,
conhecido como “lesdo em bolha de sabdo” (Figura
4A). O didmetro e a espessura dos blastoconidios eram
variados. A colora¢do especial por mucicarmina de
Mayer evidenciou a capsula das leveduras (Figura 4B).
Havia ainda intenso infiltrado inflamatério composto
por macrdfagos e neutréfilos, bem como extensas
areas de necrose e pequenos focos de hemorragia, o
que permitiu o diagndstico de rinite granulomatosa
difusa acentuada com blastoconidios intralesionais
(rinite micodtica) compativeis com Cryptococcus spp.
(criptococose nasal).

Adicionalmente, a PCR resultou negativa para
C. neoformans e positiva para C. gattii, 0 que permitiu
a identificacdo do agente etioldgico.

DISCUSSAO

Descreve-se pela primeira vez um caso de
criptococose nasal (rinite micética) causada por
Cryptococcus gattii em ovino no estado da Bahia.
O diagnéstico foi estabelecido com base nos dados
clinico-epidemioldgicos, citoldgicos e anatomopato-
16gicos e confirmado pela PCR.

Individuos debilitados ou imunocomprome-
tidos sdo mais predispostos a criptococose por C.
neoformans [5,6,40], contudo, tal correlacio ainda ndo
foi completamente esclarecida. No caso do C. gattii, o
maior acometimento de individuos considerados imu-
nocompetentes tem sido questionado, uma vez que o
agente pode estar relacionado a vérios anticorpos capa-
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compativeis com Cryptococcus spp. [Pandtico rapido; 100x]. B- Espessa cdpsula lipidica que ndo se cora caracteristica dos blastoconidios do género
Cryptococcus. Grande quantidade de bactérias extracitoplasmdticas [Panético rdpido; 1000x].
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zes de interferir na defesa do hospedeiro, como o fator
anti-estimulador de coldnia de macréfagos [32]. Além
disso, no homem, tem sido observado aumento das
infecc¢des por C. gattii em individuos HIV-positivos
[7]. Portanto, as diferencas nos fatores de viruléncia
de ambos agentes e cepas, além da susceptibilidade
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Figura 2. Criptococose nasal em ovino. Marcada assimetria facial. Massa
obliterando a cavidade nasal direita com exteriorizagdo rostral parcial
desta pela narina direita. Notar dreas necrohemorrdgicas com secre¢do
nasal sanguinolenta.

Figura 3. Criptococose nasal em ovino. Massa brancacenta com drea
necrohemorragica focalmente extensa (rostral) que obliterava a cavidade
nasal direita, desde o vestibulo nasal ao osso etmoidal.

genética de alguns pacientes podem facilitar ou ndo a
manifestacdo da doencga.

Desta maneira, ao que tudo indica, em peque-
nos ruminantes, infec¢cdes concomitantes e cronicas,
como lentiviroses, tuberculose, linfadenite caseosa e
verminoses, podem predispor a ocorréncia clinica da
criptococose. Corrobora essa hipétese o fato de que,
no presente caso, o ovino apresentava endoparasitis-
mo por nematddeos (Trichostrongyloidea) e, apesar
da coprocultura ndo ter sido realizada, o parasitismo
concomitante por Haemonchus contortus era esperado,
visto a alta prevaléncia de hemoncose em rebanhos
ovinos do semiarido [21] e a comum ocorréncia da
doenga na propriedade, somado a perda de peso e a
anemia identificada no hemograma do ovino, achados
compativeis com quadro de haemoncose. Convém
ressaltar que ja foram descritos casos de criptococose
em caprinos portadores de Mycobacterium bovis e
Corynebacterium pseudotuberculosis [11,17,23].

Desta maneira, visto os aspectos sanitarios
e ambientais existentes na propriedade onde ocorreu
o surto, aliado a morte dos outros trés ovinos com o
mesmo quadro clinico-patolégico, € provavel que es-
tas associacOes possam ter predisposto a criptococose
nasal nos quatro ovinos do rebanho.

Com relagdo aos exames hematolégicos,
verificou-se anemia normocitica normocromica ar-
regenerativa, comum em doencas cronicas, além da
rinorragia acentuada. Tais alteragdes também foram
descritas em ovinos acometidos por conidiobolomico-

circundada por cdpsula ndo corada com invasio e destrui¢cao dos ossos turbinados (intralesionais) [HE; Obj.20x]. B- Evidenciacdo da cdpsula dos blas-
toconidios corada na cor magenta (carminofilica) [Mucicarmina de Mayer; Obj.40x].
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se, outra rinite micética [4]. Ja a linfopenia pode ser
oriunda da resposta ao cortisol devido as caracteristicas
estressantes e a dor causada pela enfermidade [31]. A
hiperproteinemia plasmética pode estar relacionada a
desidratacdo moderada, em virtude da dificuldade de
alimentagdo e ingestao hidrica promovida pelas lesdes
fingicas, bem como pelo quadro inflamatério mesmo
sem hiperfibrinogenemia.

Fungos do género Cryptococcus sdo atribuidos
a etiologia de mastites, doengas neuroldgicas e pulmo-
nares em caprinos e ovinos [8,14,15,18,34,36,37,39,40]
tendo sido isolados de diversos locais, incluindo excre-
tas de aves, frutas, solo, arvores tipicas das matas das
regides Norte e Nordeste, na pele e mucosa oronasal de
individuos sadios, sendo disseminado facilmente em es-
pécies de hébitos olfativos como os herbivoros [36]. H4
décadas, C. neoformans € considerado o agente etiologi-
co de micoses em diversas espécies animais, entretanto,
recentemente o C. gattii foi considerado uma espécie
flingica com caracteristicas bioquimicas e fisioldgicas
distintas do C. neoformans, podendo ser encontrado
em folhas, casca de arvores, frutos em dreas tropicais
e subtropicais, bem como em flores de eucalipto [20].

A infeccdo via aer6gena ocorre pela inalacdo
de basidiosporos encapsulados presentes na matéria
orgdnica, em especial, vegetais em decomposicio e
excretas de aves (notadamente pombos) e morcegos
[12,36], comuns em areas rurais do semiarido nor-
destino e observado na fazenda onde o surto ocorreu.
Tais caracteristicas também podem ter atuado como
fatores predisponentes para a ocorréncia da doenga
nos ovinos, que eram criados em sistema extensivo e
expostos as intempéries ambientais. Em caprinos, a
maioria dos casos de micose por C. gattii cursou com
alteracdes respiratdrias, o que sugere transmissao via
inalatéria, provavelmente por inoculagdes abundantes e
repetitivas [40]. Contudo, a presenca de lesdes no trato
digestério e o isolamento do C. gattii no intestino de
uma cabra também apontam para a possibilidade de
infec¢do por esta via [40].

E importante destacar que ovinos e caprinos
acometidos por criptococose podem contaminar o meio
ambiente. As espécies C. neoformans e C. gattii ja fo-
ram isoladas de arvores nativas no Piaui, embora ainda
nio esteja claro se o fungo € transmitido diretamente
entre animais ou de animais para humanos, ou ainda de
humanos para animais [20]. Nos estados do Amazonas,
Pard, Roraima, Piaui, Pernambuco e Bahia, o C. gattii

é considerado endémico e a doenca acomete criangas
e jovens adultos de dreas rurais [20].

Neste contexto, pode-se inferir que outras
regides do pais, como a Bahia, possuem condi¢des
epidemioldgicas e climdticas semelhantes, capazes
de permitir a ocorréncia da criptococose no homem e
animais causada por ambas as espécies do fungo. Sendo
assim, € prudente considerar os animais portadores da
doenga como risco a saude publica e elimind-los do
rebanho, uma vez que as poucas opcdes terapéuticas
disponiveis no mercado sdao onerosas e produzem di-
versos efeitos colaterais, além da grande possibilidade
de recidiva da doenca [35]. Faz-se necessdrio ainda a
conscientizacdo de produtores quanto aos riscos du-
rante o abate de animais e o consumo da carne, pratica
comum nas pequenas propriedades rurais.

No presente estudo, o quadro clinico e os
achados anatomopatolégicos foram semelhantes aos
descritos em um caso envolvendo um ovino diagnos-
ticado com criptococose nasal em Pernambuco [36].
Cabe ressaltar que, em ambos os ovinos, ndo foram
observadas lesdes pulmonares decorrentes da infec¢ao
por Cryptococcus spp., as quais tem sido frequentes
em caprinos [14,23,35,40] e, até o0 momento, relatada
somente em um ovino [15].

E importante lembrar que, em casos de lesdes
tumorais, comuns na criptococose, o exame citolégico
(pung¢do ou “imprint”), ¢ um método rapido, pouco in-
vasivo, de simples execucao, baixo custo e com grande
valor diagnéstico [33], visto a alta acurdcia (83,3%)
em relacdo ao exame histopatoldgico. Desta forma,
por tratar-se de uma alternativa rdpida e eficaz para o
reconhecimento in vivo de estruturas flingicas como
as do Cryptococcus spp. [10], sua utilizacdo deve ser
recomendada, principalmente para triagem e distingdo
das lesdes neopldsicas e inflamatdrias.

De fato, no presente caso, o diagndstico etiol6-
gico de rinite micética e a defini¢do da doenga envol-
vida (criptococose nasal) foi estabelecida rapidamente
pela citologia. Entretanto, optou-se pelo exame anato-
mopatoldgico, para melhor caracteriza¢do morfoldgica
das lesdes e, sobretudo, para identificagdo do agente
etiolégico pela PCR, visando a confirmagdo do pri-
meiro caso de criptococose ovina no estado da Bahia.
Salienta-se que testes moleculares para identificac@o do
agente sdo fundamentais para o esclarecimento clinico
e epidemioldgico da doenca [7].
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O diagnéstico diferencial da criptococose nasal
em ovinos deve ser realizado com outras rinites mi-
coticas, em especial, conidiobolomicose [27] e pitiose
nasal [29], ambas com localiza¢do anatdomica e quadro
clinico-patolégico bastante similares, sendo necessaria
a diferenciacdo por exames microbioldgicos (cultura e
isolamento), microscépicos (citologia, histopatologia,
imunohistoquimica) e/ou moleculares (PCR). Adi-
cionalmente, devem ser descartadas a prototecose e

aspergilose nasal, doengas recentemente descritas em
caprinos na Paraiba [28].
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