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RESUMO

NASCIMENTO, D. C. Ocorréncia de leveduras pertencentes ao género
Cryptococcus em cloaca e ingluvio de papagaios do género Amazona aestiva. 2013.
93 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

Este trabalho teve como objetivo realizar o isolamento de leveduras do complexo
Cryptococcus a partir da cloaca e do inglavio de papagaios do género Amazona aestiva.
Essas aves estdo cativas em um criatério particular localizado na cidade de Jundiai, Sdo
Paulo. Para a realizacdo das coletas, as aves foram anestesiadas, e em seguida foi
realizado lavado do inglivio e coleta de material da cloaca. As amostras coletadas
foram inoculadas em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, de onde foram
isoladas colbnias leveduriformes. Por meio de anélises macro e micromorfolégicas, 0s
isolados condizentes com as caracteristicas do género Cryptococcus foram submetidos
as provas bioquimicas: producdo de urease, producdo da fenoloxidase, assimilacdo de
fontes de carbono e nitrogénio, fermentacdo de glicose, semeadura em agar CGB (L-
Canavanina, Glicina, Azul de Bromotimol). Testes de suscetibilidade aos antifungicos e
pesquisa de exoenzimas (proteinase e fosfolipase) foram também realizados. Das
amostras isoladas das 40 aves, todas foram provenientes da cloaca. Dos isolamentos,
90% das cepas corresponderam a espécie C. albidus var. albidus, e 10%
corresponderam a espécie C. laurentii. Na pesquisa de exoenzimas, 80% dos isolados
foram produtores de fosfolipase e 100% foram produtores de proteinase. Estes
resultados sugerem que ndo s6 o ambiente, como também as aves podem ser carreadoras
de Cryptococcus albidus. E possivel observar muitos estudos acerca de aves
sinantrdpicas, como pombos; contudo, se faz de extrema necessidade mais estudos
envolvendo aves silvestres, que também podem servir de reservatdrios e disseminadores
de leveduras no ambiente.

Palavras-chave: Cryptococcus albidus. Cryptococcus laurentii.  Criptococose.
Amazona aestiva. Microbiologia ambiental.



ABSTRACT

NASCIMENTO, D. C. Occurrence of yeast belonging to the genus Cryptococcus in
cloaca and crop of parrots of the genus Amazona aestiva. 2012. 93 p. Masters thesis
(Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2013.

This work had the purpose to isolate the yeasts from the Cryptococcus complex from
the cloaca and the crop of parrots of the genus Amazona aestiva. These birds are captive
in a private nursery located in the city of Jundiai, Sao Paulo. To carry out the sampling,
the birds were anesthetized to perform a lavage of the crop and the collection of
material from the cloaca. The samples were inoculated on Sabouraud dextrose agar with
chloramphenicol, which were isolated from yeast colonies. Through macro and
micromorphological analysis, isolates consistent with the characteristics of the genus
Cryptococcus were subjected to biochemical tests: production of urease, phenol oxidase
production, assimilation of carbon and nitrogen, glucose fermentation, and sowing CGB agar
(L-Canavanine, Glycine, Blue Bromothymol). Antifungal susceptibility testing and research
exoenzymes (proteinase and phospholipase) were also performed. Of strains isolated
from 40 birds, all were from the cloaca. Of the isolates, 90% of the strains corresponded
to the species C. albidus var. albidus, and 10% corresponded to the species C. laurentii.
In research of exoenzymes, 80% of the isolates were producing phospholipase and
100% were producing proteinase. These results suggest that there is not only an
environmental source but also birds can be Cryptococcus albidus carriers. It is possible
to observe many studies concerning synanthropic birds such as pigeons, however, there
is extreme need for further studies involving wild birds, which may also serve as
reservoirs and disseminators of yeast in the environment.

Keywords: Cryptococcus albidus. Cryptococcus laurentii. Cryptococcosis. Amazona aestiva.
Environmental Microbiology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico de leveduras pertencentes ao complexo patogénico de Cryptococcus

O primeiro relato de criptococose foi descrito por Zenker em 1861, contudo, por ndo
possuir evidéncias de cultura do microrganismo isolado, a descoberta foi questionada. Otto
Busse, um patologista que estava trabalhando no Instituto de Patologia da Universidade de
Greifswald, na Alemanha, observou corplsculos ovais obtidos da lesdo de sarcoma da tibia
em uma mulher de 31 anos. O microrganismo foi isolado em cultura e sua patogenicidade foi
confirmada através da inoculacdo na pele de um paciente, que morreu em decorréncia da
disseminacdo da infeccdo. Buschke, um fisico que tomava conta do paciente, cultivou o
patdgeno da erupcdo cutanea e considerou que se tratava de um coccideo. Na Italia, no mesmo
ano, Francesco Sanfelice, isolou uma levedura encapsulada do suco de péssego e a nomeou de
Saccharomyces neoformans, comprovando sua patogenicidade através de inoculagdo animal
(HEITMAN et al., 2011).

No ano de 1885, Sanfelice reconheceu a similaridade entre S. neoformans e a levedura
isolada por Busse (HEITMAN et al., 2011) e em 1901, Vuillemin descreveu que o termo
Saccharomyces seria inadequado, ja que ndo havia formagdo de ascOsporos e nem
fermentacdo nesses isolados, transferindo-os para o género Cryptococcus previamente
estabelecido por Kutzing em 1833 (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2010).

Em 1902, Frothinghan reconheceu a patogenicidade da levedura através da lesdo
pulmonar em um cavalo, em Massachusetts; sendo esse relato importante para demonstrar a
capacidade de causar doenca tanto em humanos quanto em animais.

No ano de 1905 é descrito o primeiro caso humano de meningoencefalice, com lesdes
cisticas e gelatinosas, nas quais era possivel observar a levedura em abundancia (LAZERA;
IGREJA; WANKE, 2010). Outras descri¢gdes de meningoencefalite foram relatadas por Verse,
em 1914; e por Stoddard e Cutler, em 1916, nomeando o fungo causador de Torula histolytica
(HEITMAN et al., 2011).

Em 1935, Benham realizou um estudo com 22 cepas patogénicas e outras nao
patogénicas isoladas de humanos (inclusive os isolados de Busse), e baseando-se nas
observagdes morfologicas, patologicas e sorologicas, a autora concluiu que todos os isolados
eram, provavelmente, uma espécie; C. hominis, e compreendia duas variedades. Em 1950
Benham propds que o nome torulosi e torula meningite fosse renomeada para criptococose e

que o nome Cryptococcus neoformans fosse conservado (HEITMAN et al., 2011).
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Em 1970 Gattii e Eeckels isolaram no Zaire uma cepa de C. neoformans de uma
crianca de sete anos com meningoencefalite. Vanbreuseghen e Takashio (1970) relataram que
o isolado produzia células alongadas “in vivo” e na cultura; e se assemelhava a um isolado de
C. neoformans. Esse atipico isolado foi descrito como uma nova variedade e foi nomeado C.
neoformans variedade gattii. Contudo, Kwon-Chung et al. (1978) determinaram que C.
neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii diferiam consideravelmente nas
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e soroldgicas, e que o isolado do Zaire era idéntico
a uma cepa teleomorfica de Filobasidiella bacillispora. Esse achado indicou que C.
neoformans var. gattii era sindbnimo de C. bacillispora; e em 2002 este ultimo foi renomeado
como C. gattii (HEITMAN et al., 2011).

No Brasil, os primeiros relatos de criptococose foram nos anos de 1941 e 1944, através
de descricdes de Carlos da Silva Lacaz e de Floriano de Almeida (PAPPALARDO;
MELHEM, 2003). Em fezes de pombos, a primeira descricdo foi de Emmons, em 1954
(SWINNE-DESGAIN, 1975).

1.2 Taxonomia e micologia do complexo patogénico C. neoformans

Lézera, Igreja e Wanke (2010) afirmam que as leveduras do género Cryptococcus
podem apresentar reproducdo sexuada (teleomorfica) ou assexuada (anamorfica) no seu ciclo
de vida. De acordo com Kurtzman, Fell e Boekhout (2011), no estado teleomorfico, o
complexo C. neoformans e C. gattii é classificado em:

Reino Fungi

Filo Basidiomycota

Ordem Tremellales

Familia Tremellaceae

Género Filobasidiella

Espeécies:

- Filobasidiella neoformans var. neoformans (sorotipo A e D) no estado teleomérfico
e Cryptococcus neoformans (sorotipos A e D) no estado anamorfico;

- Filobasidiella neoformans var. bacillispora (sorotipos B e C) no estado teleomorfico
e Cryptococcus gattii (sorotipos B e C) no estado anamorfico.

Os membros dos géneros Cryptococcus sdo considerados leveduras produtoras de
urease, reativas ao azul de diazonio B, ndo fermentadoras, assimiladoras de inositol; sendo

que a assimilacdo de carboidratos varia de acordo com a cepa pesquisada (KURTZMAN,;
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FELL, 1998). Existem cerca de 70 espécies de Cryptococcus no total (KURTZMAN; FELL;
BOEKHOUT, 2011) e essas podem ser encontradas em uma ampla variedade de ambientes
(HEITMAN et al., 2011).

Segundo Pfaller; Mcgginnis e Anaissie (2009), o complexo patogénico de
Cryptococcus é representado por leveduras encapsuladas heterotdlicas que produzem
basidiosporos em condicBes experimentais. Durante a fase haploide de seu ciclo de vida, essas
leveduras crescem em meios de cultura de rotina (agar Sabouraud dextrose), desenvolvendo-
se em cerca de 48 a 72 horas. De acordo com Gompertz et al. (2008), em meio de cultura, o
fungo apresenta desenvolvimento réapido, crescendo de trés a sete dias, colénias Umidas,
brilhantes, mucdides; cuja cor varia de branco-creme ao amarelo-marrom. Possuem forma
esférica, e ao microscdpio podem ser observadas células de diferentes tamanhos devido a sua
reproducdo por brotamento. E possivel recuperar o fungo em inoculacdes intracerebrais em
camundongos jovens.

A capacidade de formar pseudo-micélio ou micélio verdadeiro é ausente nas celulas
haploides (LACAZ et al., 1998). Em laboratdrio estas leveduras crescem em meios solidos na
temperatura ambiente ou a 37 °C, sendo que temperaturas elevadas podem matar o fungo
(KURTZMAN; FELL, 1998).

1.3 Aspectos gerais do género Cryptococcus e as espécies C. neoformans e C. gattii

O género Cryptococcus apresenta cerca de 70 espécies (KURTZMAN; FELL;
BOEKHOUT, 2011), sendo sua maioria de vida livre.

Dentre as especies clinicamente mais importantes pode-se citar Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii. Cryptococcus neoformans é um dos maiores responsaveis
por causar a criptococose humana e animal, atingindo principalmente individuos
imunologicamente comprometidos, submetidos a corticoterapia prolongada, neoplasias
linfoproliferativas ou sarcomas, neutropénicos, diabéticos insulinodependentes, individuos
com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA ou AIDS), sob tratamento
imunossupressor ou transplantados (BARONI et al., 2006; BICANIC; HARRISON, 2005;
CASADEVALL; PERFECT, 1998; DARZE et al., 2000; JOHNSON et al., 1998; LACAZ et
al., 2002; LEAL, 2006; MONTENEGRO; PAULA, 2000; PEDROSO; CANDIDO, 2006;
SEVERO, 1993).

Rodriguez et al. (2007) realizaram um relato de criptococose em pacientes com

transplante renal de 64 anos que trabalhava em uma granja e apresentou meningoencefalite
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em seis meses de tratamento imunossupressor. Apés realizacdo de diagnostico através de
antigenos de Cryptococcus, iniciou-se o tratamento com anfotericina B com posterior
mudanca para fluconazol até os exames microbiolégicos negativarem.

Pandit et al. (2006) descreveram um caso de meningite criptocécica e criptococose
pulmonar em um paciente ndo infectado pelo virus da AIDS. Em sua descricdo, o paciente
acabou contraindo a infeccdo pela levedura secundariamente ao tratamento com esteroides
contra um quadro de polimiosite. Lambertucci, Franco e Queiroz (2005) descrevem quadro
semelhante, no qual um paciente sem imunodeficiéncias ou outras morbidades associadas,
chegou ao hospital apresentando febre, cefaleia, nduseas, fotofobia e vomito. Apds a puncéo
lombar foi diagnosticada a presenca de C. neoformans, cujas lesdes mais tardiamente foram
visualizadas na regido de cranio com auxilio de uma tomografia computadorizada. O
tratamento foi baseado em anfotericina B, que foi substituida por fluconazol quando o
paciente apresentou sintomas de nefrotoxicidade. Posteriormente, com o retorno dos sintomas
da doenca, a droga foi trocada novamente por anfotericina B com melhora do quadro.

Na Argentina, Garro e Bava (2006) isolaram Cryptococcus neoformans a partir de
amostras provenientes do conteudo gastrico de um paciente HIV positivo. Os autores relatam
que na amostra foi possivel observar, apds o exame com tinta da China, poucas leveduras com
o formato arredondado e cépsula caracteristica. Procedeu-se com a identificagdo laboratorial e
exame complementar de pesquisa de antigeno polissacaridico capsular a partir do sangue do
paciente, que resultou em positividade. Este trabalho evidenciou que, apesar de um evento
raro, a levedura também pode ser encontrada em conteldo gastrico.

Tanto as defesas do hospedeiro quanto os fatores de viruléncia do agente devem ser
considerados no mecanismo da enfermidade (OLIVEIRA, et al., 2008). No caso de
imunocompetentes, a espécie clinicamente mais importante ¢ a C. gattii (BICANIC;
HARRISON, 2005; LEVITZ; BOEKHOUT, 2006; SEVERO, 1993).

De acordo com Pappalardo e Melhem (2003), em humanos a criptococose € mais
frequente em adultos, podendo também afetar as criangas. O aumento de casos da sindrome
da imunodeficiéncia adquirida foi acompanhado pelo aumento da incidéncia da doenca.
Moreira et al. (2006), afirmam que a afeccdo é considerada a doenga oportunista com maior
morbidade e mortalidade entre os pacientes soropositivos.

Dados do Ministério da Salde apontam a criptococose como primeira manifestacéo
oportunistica em cerca de 4,3% dos casos de AIDS/SIDA no Brasil; sendo que, s6 na regiao
Sudeste, a prevaléncia da doenca associada & portadores do virus da AIDS é de 8 a 12%
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(LAZERA; IGREJA; WANKE, 2010); o que a caracteriza como um patégeno importante na

clinica médica.

1.3.1 Ecologia e epidemiologia

A primeira descrigéo de C. neoformans em excretas de pombos foi feita por Emmons
(1955). Apds este, varios outros autores documentaram a prevaléncia da levedura nas excretas
dessas e de outras aves, em paises diferentes. Carter (1988) descreveu que a levedura ocorre
na natureza e alcanca altas concentracGes em filhotes de pombos e ninhos. A partir desses
trabalhos pioneiros, muitos outros autores pesquisaram e encontraram a levedura nos mais
variados sitios e localidades. De acordo com Léazera, Igreja e Wanke (2010), C. neoformans é
cosmopolita, estando relacionado a “habitats” de pombos e ambientes urbanos, onde a
disseminacdo é ampla e a exposicdo humana é um evento rotineiro. Além dos pombos,
“habitats” de outras aves também podem ser reservatorios, principalmente aquelas
relacionadas com a criacdo em cativeiro.

Filia et al. (2002) realizaram um trabalho na cidade de Campo Grande, em Mato
Grosso do Sul, no qual foram estudadas vinte amostras de fezes de aves em cativeiros; dessas,
50% das amostras foram positivas para C. neoformans. No Parana, Lugarini et al. (2008)
isolaram Cryptococcus neoformans de excretas de passeriformes e psitaciformes. Das 141
amostras coletadas, 25,53% foram positivas para a levedura, o que reforca a ideia de que as
excretas de aves podem servir de reservatorio em ambientes domésticos e publicos.

Na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Reolon, Perez e Mezzarl (2004),
realizaram estudo no qual foram coletadas 88 amostras de excretas de pombos em diferentes
pracas da cidade. O material foi incubado a temperaturas entre 29 °C e 30,5 °C durante cinco
dias em agar Sabouraud dextrose, de onde foram isoladas col6nias suspeitas da levedura que
foram encaminhadas para o processo de identificacdo através de provas morfolégicas como
exame direto e prova da urease. Das 88 amostras analisadas, 100% foram positivas para
Cryptococcus neoformans nos cinco ambientes estudados, o que demonstra sua presenca e
também a importancia desses locais como fonte de transmissao da levedura.

No Nepal, Pal (1997) isolou C. neoformans na cidade de Kathmandu, o que demonstra
a distribuicdo dessa levedura nessa parte do mundo. Apos coletar 28 amostras de fezes secas
de pombos de diferentes locais da cidade, sete apresentaram positividade para a presencga da
levedura. Em 2005, Chee e Lee realizaram um estudo sobre o isolamento de C. neoformans de

excretas de pombos em Seoul (Korea). Nesse experimento, 72 amostras de excrementos de
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pombos foram coletadas. Dezessete amostras de oito diferentes localidades foram positivas
para a levedura.

Recentemente, em 2011, Hedayati et al. isolaram C. neoformans de fezes de Hirundo
rustica (andorinha). Nesse estudo, 97 andorinhas foram estudadas e isoladas 498 coldnias de
leveduras; das quais 8,7% correspondiam a C. neoformans, o que leva a crer que as fezes
podem servir como um importante meio de disseminagdo da levedura no ambiente. Pereira
(2006a) realizou experimento com quatro amostras colhidas de excretas de jandaia mitrata
(Aratinga mitrata) no zooldgico do Rio de janeiro, sendo que uma se mostrou positiva para
Cryptococcus neoformans var. neoformans sorogrupo AD.

Nielsen, Obaldia e Heitman (2007) realizaram um experimento cujo objetivo foi
determinar o nicho ecolégico de C. neoformans e C. gattii. Como resultados de seus
experimentos, observaram que C. neoformans completa seu ciclo de vida nas fezes de
pombos, enquanto que C. gattii, apesar de crescer, ndo completa seu ciclo nesse substrato.
Nesse trabalho, existe a hipétese de adaptacdo de C. neoformans as fezes de pombos.

Lépez-Martinez e Castafion-Olivares (1995), na cidade do México, isolaram C.
neoformans de véarias amostras ambientais. De 711 amostras analisadas, C. neoformans foi
isolado em sete (9,5%) de 74 amostras de excretas de aves, sendo 0 papagaio citado como a
fonte mais importante. Frutas foram positivas em 9,5% das 169 amostras estudadas. A partir
de 468 amostras vegetais apenas 20 (4,2%) foram positivas.

Pal (2005) realizou pesquisa com papagaios mantidos em cativeiro, na qual foram
coletadas 45 amostras de fezes, sendo consideradas 15 amostras secas (hd mais tempo no
ambiente) e 30 amostras frescas. Cryptococcus neoformans foi isolado a partir de nove
amostras, das quais oito foram provenientes das fezes secas e uma foi proveniente das fezes
frescas. Foi descrito ainda, que a incubacdo das amostras se deu a 25 °C e o cultivo foi
realizado em meio contendo semente de girassol, ja que no agar Sabouraud dextrose houve
rapida contaminagcdo com fungos filamentosos, ndo possibilitando a recuperacdo das
leveduras a partir deste meio.

Leveduras do complexo Cryptococcus também foram isoladas de amostras fecais
provenientes de aves marinhas da Antarctica e sul da America por Chryssanthou et al. (2011).
Foram coletadas 94 amostras fecais de aves selvagens, sendo que a identificacdo das espécies
de leveduras foi realizada através de caracteristicas morfoldgicas e Kits comerciais de
caracterizagdo. Dentre as varias leveduras isoladas, estdo C. albidus e C. laurentii.

Lugarini (2007) realizou um estudo com isolamento de Cryptococcus neoformans a

partir de excretas de passeriformes e psitaciformes no estado do Parana. Neste trabalho, foram
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coletadas 141 amostras de excretas dessas aves alojadas em gaiolas individuais, coletivas ou
em aviarios. Dessas, foram 119 amostras cloacais e 24 amostras de inglivio; obtidas através
da introducdo de “swabs”. Das amostras de excreta, C. neoformans foi isolado de 34
(24,11%) amostras de passeriformes e 2 amostras (1,42%) de psittaciformes, totalizando
25,53% das amostras positivas. Nenhuma amostra da cloaca, do inglavio ou do soro se
mostrou positiva. Ja os isolados ambientais (fezes) foram considerados C. neoformans; e
devido a esse fato, esse achado nos remete a importancia zoondtica da levedura no ambiente.
Além disso, segundo a autora, C. neoformans nao se mostra como um fungo endosaprobidtico
do aparelho digestorio de passeriformes e psittaciformes.

Em 2006, Baroni et al. isolaram C. neoformans de torres de igreja na cidade do Rio de
Janeiro (Brasil). Dez torres foram selecionadas para a amostragem, sendo coletadas amostras
de excretas de pombos, do ar das torres e das proximidades durante um ano. Nos resultados,
pode-se observar a presenca da levedura em todas as torres selecionadas, e das 219 amostras
de fezes de pombos, 37,8% foram positivas. Dentre as amostras de ar 15 (4,9%) foram
positivas e 98,8% de todas as amostras pertenciam a espécies C. neoformans.

Nosanchuk et al. (2000) confirmaram a possibilidade de transmissdo de Cryptococcus
a um paciente imunodeprimido a partir do isolamento da mesma nas fezes de uma cacatua
contaminada com a levedura. As amostras do paciente e da ave foram submetidas a uma série
de provas, as quais apresentaram igualdade nos resultados, o que evidencia contaminacao
antropozoondtica.

Estudos ambientais também demonstram a ocorréncia natural da levedura colonizando
ocos de arvores vivas, 0 que caracteriza um habitat natural e possivel nicho ecoldgico
relacionado a madeira em decomposicdo em diferentes arvores tropicais, nativas do Brasil ou
introduzidas. Dentre as arvores citadas pelos autores, descreve-se a céssia rosa (Cassia
grandis), cassia amarela (Senna multijuga), ficus (Ficus microcarpa), jamboldo (Syzygium
jambolana), cacaueiro (Theobroma cacao), cabori (Miroxylum peruiferum), sibipiruna
(Caesalpinia peltophoroides) (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2010). Em seu trabalho,
Escandon et al. (2005) confirmam que além das fezes das aves a levedura também pode ser
isolada de fontes vegetais. Eles isolaram Cryptococcus gattii a partir de detritos de Eucalyptus
spp. na Colombia. Neste trabalho, de 167 amostras, 46 apresentaram positividade para a
levedura (27,5 %). Em inoculacéo das leveduras isoladas em camundongos, ndo se observou a
morte dos mesmos. Lazera, Igreja e Wanke (2010) descrevem que, no caso de C. gattii,
observa-se, predominantemente casos humanos em regides tropicais e subtropicais, em

individuos sem evidencia de imunossupressdo. Essa espécie pode ser isolada de fonte
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ambiental, em associacdo com Eucalyptus, madeira em decomposi¢cdo, ocos de arvores
tropicais de diferentes géneros, na regido Nordeste e na regido Norte.

Lazera et al. (2000) investigaram na cidade de Teresina, Piaui, amostras de madeira
em decomposicdo de 32 cavidades de arvores, que foram semeadas em agar niger. Foi
descrito o isolamento de 123 colbnias de C. neoformans recuperadas a partir de amostras de
seis (18,5%) das 32 cavidades pesquisadas. As variedades C. gattii e C. neoformans foram
encontradas individualmente ou em conjunto, ou seja, compartilhando 0 mesmo nicho natural,
0 que pode sugerir um nicho primario para as espécies.

Em 2008, Baltazar e Ribeiro também realizaram pesquisa envolvendo isolamento
ambiental no Estado do Espirito Santo com arvores, sendo coletadas 73 amostras de arvores
localizadas em locais publicos, 47 amostras coletas de areas preservadas ou com baixo
impacto, e 48 arvores nativas das regides norte e sul do estado. As amostras foram coletadas
com auxilio de um “swab” e resultaram em dois (1,2%) isolados de C. neoformans, dois
(1,2%) de Cryptococcus gattii e um (0,6%) de Cryptococcus laurentii. Segundo os autores, a
espécie C. gattii foi encontrada somente em arvores nativas da regido norte, enquanto que
todas as outras amostras localizadas em area urbana ndo permitiram a deteccdo da levedura; o
que demonstra uma possivel relagdo entre a ocorréncia de floresta nativa e C. gattii, e
confirma a importancia do meio ambiente como fonte de infec¢do do fungo.

Em 2005 Kobayashi et al. isolaram Cryptococcus neoformans de ambientes urbanos
em Goiania, Goias. Foram coletadas 290 amostras de pombos, excretas de outras aves, solo,
arvores ornamentais e material vegetal associado com arvores (Eucalyptus). Dessas, 20,3%
das amostras de excrementos e 14,3% das amostras de Eucalyptos apresentaram a levedura.

Crestani (2007), em seu estudo relata um caso de criptococose disseminada em um
individuo de 66 anos, do sexo masculino, HIV negativo, o qual residia e trabalhava em uma
madeireira na cidade de Cachoeira do Sul, Rio Grande do Sul. A partir desse caso a autora
iniciou pesquisa da levedura na madeireira atraves de coletas de amostras do ar, excretas de
pombos e galinhas, serragem, p6 de madeira, poeira, cascas e folhas de arvores do género
Eucalyptus. De 40 sitios amostrais foram obtidos trés isolados de C. neoformans e um isolado
de C. gattii (dentre outras leveduras). As leveduras foram isoladas de p6 de madeira, excreta
seca de galinha e de pombo.

Na Italia, Mancianti, Nardoni e Ceccherelli (2001) relataram a ocorréncia de leveduras
de varios géneros, como Candida, Debaryomyces, Pichia, Rhodotorula e Saccharomyces em
excretas de psitacideos, contudo, de todas as amostras coletadas, ndo houve positividade para

0 género Cryptococcus. Assim também aconteceu na cidade de Votuporanga (S&o Paulo),
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onde Rezende, Munhéz e Almeida (2008) realizaram uma investigacdo ambiental da levedura
através das fezes das aves, frutas e detritos de plantas. Nessa investigacdo nao foi constatada a
presenca da levedura do complexo C. neoformans apds cinco dias da inoculagéo, o que requer
maiores estudos, visto que essas sao reconhecidamente fontes ambientais da mesma.

Santos et al. (2009) também ndo conseguiram identificar a levedura quando
pesquisada em cloaca, coanas e excretas coletadas do fundo de gaiolas de passeriformes e
psitaciformes. Nessa pesquisa, das 15 aves estudadas, foram obtidas 29 amostras que foram
semeadas em &gar Sabouraud e &gar niger, mantidas a 30 °C por até 30 dias. Apesar de ndo
isolarem leveduras pertencentes ao género Cryptococcus, outras leveduras, pertencentes ao
género Candida foram descritas, como C. albicans, C. famata e C. tropicalis.

Na grande maioria das vezes, essa levedura atinge o organismo do homem por via
aerogena, sob a forma de células pequenas, ndo capsuladas, e sua patogenicidade esta
vinculada a producdo da capsula, que dificulta seu reconhecimento pelo sistema imunoldgico,
e consequentemente, sua fagocitose (LACAZ et al., 2002).

A via de infeccdo mais importante no homem ¢ a inalacéo de leveduras dessecadas, ou
basididsporos, com capsula incipiente (CASADEVALL; PERFECT, 1998); que podem ser
encontradas em construcdes, torres de igreja, pracas, estabulos, celeiros e barracbes (BARONI
et al., 2006; PASSONI et al., 1998).

C. neoformans € ubiquo no meio ambiente urbano, sendo considerado um poluente
aéreo que pode causar infec¢bes com frequéncia em grande parte da populacdo que entra em
contato com 0 mesmo. Contudo, isso ndo acontece porque se trata de um agente oportunista
cuja populacdo tem demonstrado elevada resisténcia natural. Dentre os locais de onde pode
ser isolado, destaca-se orofaringe, narinas, escarro, pele do interdigito de méos e pés, sendo
uma contaminacdo ou colonizagdo transitoria. Além da infecgdo pela via respiratoria, também
tem sido sugerido em pacientes com imunodepressdo grave, a possibilidade de infecgéo
progressiva a partir de sitios colonizados pelo fungo, como mucosa bronquica (LAZERA;
IGREJA; WANKE, 2010).

Um importante fator predisponente ao desenvolvimento da criptococose é a presenca
do HIV, que debilita as defesas do corpo. Outros fatores séo tdo importantes quanto, como:
desordens linfoproliferativas e terapias imunossupressivas (LEGGIADRO; BARRET;
HUGUES, 1992). Pappas e Perfect (1999) afirmaram que, dentre os fatores predisponentes a
criptocococse nos individuos sem o virus da AIDS, em maior percentual, destacava-se a

glicocorticoterapia, seguida de transplante de 6rgdos solidos, sindrome da faléncia de 6rgéos,
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diabetes mellitus, doencas reumatoides, doencas pulmonares crénicas, doengas hematoldgicas
malignas e outras doencas malignas.

O sorotipo A é isolado mundialmente e € o mais frequente em pacientes com AIDS
(BOTTONE et al., 1987; MITCHELL; PERFECT, 1995; RINALDI et al., 1986
ROZEMBAUM et al., 1990; SHIMIZU; HOWARD; CLANCY, 1986), sendo a variedade
gattii extremamente rara em pacientes com HIV, mesmo nas areas tropicais e subtropicais
onde é encontrada.

No Brasil, a presenca da doenca pode ser confirmada através dos varios relatos de
casos. Em 1999, Corréa et al. relataram 19 casos de criptococose em criangas no estado do
Para. Desses, nove pacientes foram identificados com espécie C. gattii. A média de idade
desses pacientes foi de 7,8 anos, sendo cinco meninas e quatro meninos. Cinco foram a ébito
em trés meses apOs 0 inicio dos sintomas, mesmo com tratamento com anfotericina B
(associada com fluconazol ou fluocitosina). Os autores relataram que existe uma alta endemia
dessa especie de levedura na regido, e normalmente os casos sdo de grande gravidade. Em
Fortaleza, no Ceard, Menezes et al. (2002) estudaram 54 amostras de liquido
cefalorraquidiano de pacientes portadores do virus da AIDS, que foram submetidas a exame
direto e a cultura em &gar Sabouraud dextrose a 37 °C. De todas as amostras, cinco (9,25%)
foram positivas, e confirmaram a presenca da levedura nessa area do pais.

No hospital de Doencas Tropicais de Goiania, Fernandes et al. (2000) coletaram
amostras de liquido cefalorraquidiano de 50 pacientes com AIDS que apresentavam dor de
cabeca, vomitos e febre ocasional. Foi realizado exame direto com tinta nankin e cultivo em
agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol a temperatura ambiente e a 37 °C. A identificacdo
das coldnias suspeitas se deu através do repique em agar cenoura batata, agar niger, meio de
Christensen (para determinar a assimilacdo de uréia) e caracterizacdo das variedades atraves
da inoculagdo em meio de L-canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB). De todas as
amostras avaliadas, 47 (94%) foram identificadas como C. neoformans e trés (6%) como C.
gattii. De acordo com os autores, as amostras isoladas foram provenientes de individuos de
diferentes estados do Brasil, sendo que trés isolados de C. gattii e 17 de C. neoformans foram
de pacientes habitantes do interior de Goids, 23 isolados foram provenientes de pacientes de
Goiania e os sete restantes pertencentes a individuos do estado de Tocantins (01), Minas
gerais (02), Para (03) e S&o Paulo (01).

Paschoal et al. (2007) realizaram estudo retrospectivo envolvendo 452 amostras de
liquido cefalorraquidiano provenientes de 183 pacientes com AIDS, internados em um

Instituto de Infectologia na cidade de Séo Paulo, entre os anos de 1996 a 1999. Do total das
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amostras pesquisadas, 446 (98,7%) apresentaram C. neoformans, e seis (1,3%) foram
positivas para C. gattii. Este estudo evidencia a alta prevaléncia de C. neoformans em relacéo

a C. gattii, bem como a presenca destas leveduras nesse estado do pais.

1.3.2 Fatores relacionados a viruléncia produzidos por leveduras do género Cryptococcus

De acordo com Buchanan e Murphy (1998), os fatores de viruléncia podem ser
definidos como sendo um conjunto de propriedades peculiares aos microrganismos e que
contribuem para o aumento do grau de patogenicidade dos mesmos. Dentre os fatores ja
conhecidos, destaca-se a formacdo de pigmentos melaninicos, formacdo da capsula e

producdo de enzimas, como fosfolipase e proteinase (BARONI, 2001).

1.3.2.1 Cépsula

Gompertz et al. (2008) afirmam que o diagndstico de uma infec¢cdo por leveduras do
género Cryptococcus pode ser realizado através do exame microscopico de materiais clinicos
(liquido cefalorraquidiano, pus, escarro), através da técnica de contraste pela tinta da China ou
nankin que permite visualizar a capsula da levedura. De acordo com Zaragoza et al. (2009), a
capsula é uma alteracdo morfoldgica e especializada que fornece beneficio de sobrevivéncia
durante o ciclo de vida do microrganismo. Elas sdo constituidas principalmente por
polissacarideos, sendo de extrema importancia para a resisténcia em condicdes de estresse e
interacdes com o ambiente onde se encontra. De Jesus et al. (2010) e Zaragoza et al. (2009)
descrevem a capsula como sendo primariamente composta por dois polissacarideos, 0
glicoronoxilomanana (GXM) e o galactoxilomanana (GalXM), e uma pequena porcdo de
mananoproteinas (MP), sendo o GXM mais amplamente estudado, correspondendo cerca de
90% da massa polissacaridica.

Em culturas e em tecidos, o fungo apresenta-se sob a forma de leveduras, e a capsula
polissacaridica inibe a fagocitose (GOMPERTZ et al., 2008).

O componente polissacaride capsular, uma vez no sistema nervoso central, produz
meningoencefalite grave. Esses polissacarideos inibem a fagocitose, consomem complemento,
absorvem e neutralizam opsoninas e outros anticorpos protetores. Em alta concentracao
blogueiam a quimiotaxia de neutrofilos e mondcitos e inibem a sintese de anticorpos. Esse

fator é tdo importante que, variantes genéticas sem cépsula de C. neoformans obtidas em
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laboratério sdo incapazes de causar doenca em animais inoculados (LAZERA; IGREJA;
WANKE, 2010).

Experimentos laboratoriais demonstraram que amostras de C. neoformans sem capsula
sdo facilmente fagocitadas pelos mondcitos e macrofagos, quando comparadas com as
amostras capsuladas (SMALL; MITCHELL, 1986, 1989).

Dentre as técnicas que podem ser utilizadas para visualizar a cépsula, além da
coloracdo com a tinta da China, pode-se citar reacdes capsulares resultando da ligacdo dos
anticorpos aos  polissacarideos, imunofluorescéncia e  microscopia  eletrbnica
(CASADEVALL; PERFECT, 1998). E importante mencionar que o tamanho da capsula é
bastante varidvel entre cepas de diferentes espécies e entre células individuais da mesma cepa;
0 que depende das condi¢cdes ambientais especificas (ZARAGOZA et al., 2009).

1.3.2.2 Melanina

Em 1962, Staib foi o primeiro a relatar que as colnias de C. neoformans crescidas em
meio de Guizotia abyssinica produziam pigmento escuro em contraste com outras col6nias de
levedura. Essas leveduras sdo capazes de produzir a enzima fenoloxidase, que polimeriza, a
partir de orto ou para-difendis, compostos semelhantes a melanina. Em meios de cultivo com
dopa ou dopamina, entre outras substancias, C. neoformans apresenta-se com coloragédo
marrom-escura a negra, devido a acdo desta enzima, 0 que nao ocorre com outras espécies do
mesmo género e com outras leveduras como C. albicans (GOMPERTZ et al., 2008)

Williamson (1997) descreve que a melanina possui efeitos antioxidantes, protegendo
as células e a parede celular da levedura contra a acdo efetora mediada pela imunidade
celular. A producdo de pigmento melaninico também tem acdo antifagocitaria. Anélises
bioquimicas sugerem que a sua produgdo ocorre através da conversdo de 3,4
dihidroxifenilalanina (DOPA) a dopaquinona, sendo esta reacdo catalisada pela enzima
fenoloxidase (lacase) gerando dopacromo, composto intermediario da reacdo. De acordo com
esta via o dopacromo é descarboxilado e forma 5,6 dihidroxindol o qual sofrerd oxidagdo
gerando o 5,6 indol-quinona tendo como produto final a polimerizagcdo da melanina (ITO,
1998; LIN; CHRISTENSEN, 1994; WILLIAMSON; WAKAMATSU; ITO, 1988). Heitman
et al. (2011) descrevem que através da acdo da fenoloxidase (especificamente uma lacase),
substratos exdgenos sdo oxidados a correspondentes quinino e passam por um rearranjo
espontaneo por meio de polimerizagdo sequencial, sequido de auto-oxidagdo para formar

melanocromo e finalmente a melanina. Essa capacidade de sintese em meios contendo
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compostos fenolicos é amplamente utilizada na identificagdo dessas espécies em laboratdrio
(LIU; NIZET, 2009).

1.3.2.3 Fosfolipase

De acordo com Ghannoum et al., 2000, as fosfolipases sdo enzimas produzidas e
secretadas por uma ampla variedade de microrganismos patogénicos como parte de seus
fatores de viruléncia. Existem cinco classes de fosfolipases produzidas por microrganismos
(Al, A2, B, C e D), o que depende do sitio de hidrolise das ligacbes éster fosfolipidicas
(VAND DEN BOSCH et al., 1982). Dentre essas classes de fosfolipase produzidas, a
fosfolipase B (PLB) e fosfolipase C (PLC) tém sido relacionadas a viruléncia de espécies de
Cryptococcus. De acordo com Cox et al. (2001) e Siafakas et al. (2006), quando secretada no

meio extracelular, a enzima tem a capacidade de hidrolizar fosfolipideos do hospedeiro.

1.3.2.4 Proteinase

De acordo com Casadevall e Perfect (1998), as proteinases contribuem para a
viruléncia dos microrganismos, degradando os tecidos do hospedeiro ou destruindo proteinas
imunologicamente importantes. S0 enzimas produzidas por varios microrganismos, atuando
em seu ciclo de infeccdo e também participando do catabolismo de proteinas. Podem agir
tanto nas vias degradativas quanto nas vias biossintéticas, na liberacdo de hormonios
peptidicos, na coagulacdo sanguinea, na morte celular e diferenciacdo de tecidos
(CALDERONE, FONZI, 2001).

Em S&o Paulo, Vidotto et al. (2005) avaliaram 151 cepas de C. neoformans isoladas de
portadores de HIV, sendo a maioria fortemente produtora no 8° dia de incubagédo a 37 °C,
com valores de Pz entre 0,399 e 0,00 (80,79%). Também observaram a importancia do tempo
de incubag&o, pois até o quarto dia a maioria das cepas avaliadas tinha valores de Pz entre
0,699 e 0,40, que diminuiram no oitavo dia. Pereira (2006b) analisou 56 cepas isoladas de
excretas de aves de Pet Shop, e verificou que 96% foram fortemente positivas para a produgéo
desta enzima; assim como no estudo de Campos e Baroni (2010), o qual analisou cepas de
Cryptococcus e observou que todas também eram produtoras ou fortemente produtoras para
essa enzima. Alguns trabalhos também descrevem a ndo producdo da susbtancia, como no
caso das amostras coletadas de excretas de pombos na cidade do Rio de Janeiro (BARONI,
2001).
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1.3.2.5 Termotolerdncia a 37 °C

A capacidade de sobrevivéncia da levedura a essa temperatura é mediada por um gene
que codifica a calcineurina A, uma serina-treonina com atividade catalitica envolvida nas
respostas de estresse do microrganismo (ODOM et al., 1997).

Além do complexo patogénico de C. neoformans e C. gattii, outras leveduras do
género vem sendo isoladas de casos clinicos, despontando C. albidus e C. laurentii como as
responsaveis por cerca de 80% dos casos de criptococose nao-neoformans e ndo gattii.
Espécies como C. humicolus, C. uniguttulatus, C. magnus também tem sido reportadas em
casos clinicos e atraem o interesse da comunidade cientifica (AVERBUCH et al., 2002;
PFALLER; MCGGINNIS; ANAISSIE, 2009).

Para C. albidus e C. laurentii, leveduras isoladas da cloaca e do inglavios dos
psitacideos estudados, estamos dedicando uma revisdo de literatura com informacdes

pertinentes a cada uma.

1.4 Técnicas moleculares para a identificacdo das espécies C. neoformans e C. gattii

As espécies do complexo Cryptococcus neoformans sdo divididas em oito tipos
moleculares por reacdo de cadeia por “polymerase chain (PRC) fingerprint”, “amplification
fragmente length polymorphism” (AFLP), “restriction fragmente length polymorphism”
(RFLP) e mais recentemente, “mutilocus sequencing typing analyses”. Os tipos moleculares
de Cryptococcus neoformans sdo VNI, VNII, VNIII e VNIV; ja os tipos moleculares de
Cryptococcus gattii sdéo VGI, VGII, VGIII e VGIV. Resultados indicam que 0s genotipos
VNI e VNII correspondem ao sorotipo A, VNIII ao sorotipo AD, e VNIV ao sorotipo D. No
entando, VGI, VGII, VGIIl e VGIV contém isolados de ambos os sorotipos (B e C)
(BARRETO DE OLIVEIRA et al., 2004; BOEKHOUT et al., 2001; MEYER et al., 2003;
SANTOS et al., 2008; SILVA et al., 2012).

1.5 Cryptococcus albidus (Saito) C.E. Skinner (1950)
De acordo com Kurtzman, Fell e Boekhout (2011), Cryptococcus albidus tem

localizacdo filogenética na linhagem dos Filobasidiales, possuindo trés variedades: C. albidus
(Saito) C.E. Skinner var. albidus (1967), C. albidus (Saito) C.E. Skinner var. kuetzingii (Fell
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& Phaff) A Fonseca, Scorzetti & Fell (2000) e C. albidus (Saito) C.E. Skinner var. ovalis
Sugiyama & Goto (1967).

Essa levedura consiste em um complexo de espeécies, variabilidade que reflete em uma
vasta sinonimia (FELL; STATZELL-TALMAN, 1998), sendo que estudos baseados nas
caracteristicas fisiologicas, bioquimicas e moleculares apontaram para a heterogeneidade das
espécies de C. albidus (Saito) Skinner, com suas variedades e sindbnimos (FONSECA et al.,
2000).

Kwon-Chung et al. (2011) consideram a espécie um patdgeno oportunista para o
homem, compreendendo cerca de 80% dos casos de criptococose ocasionada por
Cryptococcus ndo-neoformans. De acordo com Yang et al. (2011), C. albidus se caracteriza
por ser uma levedura oportunista que causa infeccdo geralmente superficial, mas que pode

promover infec¢des significantes em imunocomprometidos.

1.5.1 Caracteristicas micromorfolédgicas e laboratoriais de cada variedade

- C. albidus (Saito) C.E. Skinner var. albidus (1967)

Segundo Kurtzman, Fell e Boekhout (2011), esta variedade apresenta crescimento de
colonias que variam de creme a rosadas, butirosas a cremosas, com moderado brilho e
superficie lisa quando cultivadas em extrato de malte e em &gar extrato de levedura por duas
semanas a 20 °C. Em meio YM caldo, depois de dois dias a 20 °C em cultura submetida a
agitacdo, as células sdo subglobosas ou amplamente elipsoidais, 6.3-6.9 x 4.8-5.9 um,
ocorrem isoladas ou em grupos, e algumas células se apresentam refratarias. Apds uma
semana mantida em repouso, pode-se notar sedimento na cultura. De acordo com 0s autores, a
fermentagdo é ausente e a formacdo de pseudohifas ndo ocorre apo6s a inoculagdo em agar
fubg;

- C. albidus (Saito) C.E. Skinner var. kuetzingii (Fell & Phaff) A Fonseca, Scorzetti & Fell
(2000)

Kurtzman, Fell e Boekhout (2011) descrevem que as coldnias dessa variedade
possuem coloracdo creme, sendo ligeiramente mucdides, com a superficie brilhante e lisa,
qguando cultivadas por duas semanas a 20 °C em éagar extrato de malte e agar extrato de
levedura. Em YM caldo, apos dois dias a 20 °C em cultura submetida a agitacao, as células
sdo ovoides a elipsoidais, 5.8-6.9 x 3.8-4.9 um, podendo ser visualizadas isoladas ou em

grupo. E possivel notar a presenca de sedimento em culturas em repouso ap6s uma semana do
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cultivo. Dentre as caracteristicas bioquimicas de assimilacdo de carboidratos, os autores
destacam que essa variedade ndo assimila maltose, melezitose, L-rhamnose; e assimila L-

tartarato, com crescimento a 35 °C negativo;

- C. albidus (Saito) C.E. Skinner var. ovalis Sugiyama & Goto (1967)

Essa variedade apresenta col6nias com coloracdo creme a amarelada, butirosas,
ligeiramente brilhantes e com superficie lisa quando cultivada em &gar extrato de malte e
agar extrato de levedura. Quando inoculadas em YM caldo, ap6s dois dias a 20°C em cultura
sob agitacdo, as células sdo ovoides a amplamente elipsoidais, 5.8-6.8 x 4.2-4.7 um, e podem
ser visualizadas isoladas ou em grupo. Pode ser notada a presenca de sedimento em culturas
mantidas em repouso ap6s uma semana da inoculacéo. Dentre outras caracteristicas, pode-se
destacar a capacidade de assimilar L-lisina, e de ndo assimilar amido soltvel e L-tartarato.
Quando cultivadas a 35 °C, é possivel notar crescimento da colénia (KURTZMAN; FELL;
BOEKHOUT, 2011).

Pesquisando leveduras do género Cryptococcus em amostras ambientais na Malésia,
Tay, Na e Tajjudin (2008) isolaram C. albidus e C. laurentii e avaliaram que quando essas
espécies foram inoculadas em &gar CGB (Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol), C.
albidus ndo alterou a coloracdo do meio, enquanto que C. laurentii mudou a coloracdo do agar
de amarelo para azul-cobalto.

Avaliando a atividade fosfolipasica de leveduras isoladas a partir de aves selvagens,
Cafarchia et al. (2008) realizaram pesquisa envolvendo 163 isolados de 13 espécies de
leveduras. Os isolados de cloaca (48,1%) e de excreta (73,3%) produziram valores de
atividade fosfolipasica alta apés cinco dias de incubacgdo. Dentre outras leveduras isoladas, C.
albidus e C. laurentii apresentaram a maior atividade fosfolipasica ap6s dois dias do tempo de
pré-incubagdo, enquanto que C. neoformans apds cinco dias de tempo de pré-incubagdo. Os
autores descrevem que de acordo com os resultados do trabalho, os isolados de excreta
mostraram um maior valor de atividade fosfolipasica do que os isolados da cloaca, indicando
gue as aves ndo agem somente como portadoras, mas também como disseminadoras de
leveduras produtoras de fosfolipase no ambiente.

A producdo de melanina por especies de Cryptococcus foi avaliada por Pedroso et al.
(2007). Em seu trabalho, foram testadas 16 cepas de C. neoformans, 17 de C. albidus, 13 de
C. laurentii e 2 de C. uniguttulatus nos meios agar batata e cenoura, agar alpiste, agar semente
de girassol e 4gar L-dopa. A producdo do pigmento foi demonstrada por 93,8% das cepas de

C. neoformans em &gar batata e cenoura, agar semente de girassol e agar L-dopa. Dos
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isolados de C. albidus, 29,4% produziram o pigmento em &gar batata e cenoura e L-dopa,
11,8% em agar alpiste, e 36% em &gar girassol. No caso de C. laurentii, 53,8% produziram
pigmento em agar batata e cenoura e em semente de girassol, 61,5% em L-dopa, 84,6% em
agar alpiste. Somente uma cepa de C. uniguttulatus produziu pigmento fraco em agar batata e
cenoura. Os autores descrevem ainda que no caso de C. albidus e de C. laurentii, 0 pigmento
sO foi definido apos oito dias de incubacdo, sendo que os meios &gar batata e cenoura, &gar
semente de girassol e agar L-dopa foram os que melhor evidenciaram a coloracdo, mesmo que
bem menos intensa que a ocorrida com C. neoformans.

Ikeda et al. (2002) afirmam em seu trabalho que outras espécies de Cryptococcus
podem apresentar producdo de melanina, porém de forma menos pronunciada do que C.
neoformans e C. gattii. 1sso ocorre porque a atividade da enzima fenoloxidase € menor nas
outras espécies de Cryptococcus, se comparada com C. neoformans e C. gattii. Menezes,
Penatti e Pedroso (2011) também avaliaram a producdo de melanina por C. neoformans, C.
laurentii e C. albidus em varios meios de cultura acrescidos de metildopa na forma
farmacéutica. Relatam em seu trabalho que C. neoformans apresentou coloracdo mais forte
em um curto espaco de tempo se comparada com C. albidus e C. laurentii.

Pesquisando as caracteristicas enzimaticas de isolados clinicos de Cryptococcus
neoformans, C. gattii e outras leveduras ambientais do género, Chan e Tay (2009) afirmam
que a maioria dos isolados exibiram atividade de proteinase e fosfolipase. A atividade da
lacase foi detectada em todos os isolados de C. neoformans e C. gatti, mas ndo nos isolados
ndo-neoformans, os autores acrescentam que niveis insignificantes da enzima foram
detectados nestes Gltimos. Isolados ambientais de C. neoformans exibiram perfil enzimético
similar, assim como os isolados clinicos de C. neoformans, exceto pela menor atividade da
proteinase e da lacase. A atividade fosfolipasica foi detectada em 69,2% de C. albidus e
64,3% de C. laurentii, sendo o valor de Pz de C. neoformans significativamente mais elevado
do que o de C. laurentii. Com esses resultados € possivel observar que existe a producéo de
enzimas pelas leveduras ambientais e ndo-neoformans, embora em menor quantidade do que
se comparado com as cepas clinicas; o que ndo as tornam menos relevantes em termos de
patégeno, visto o grande numero de trabalhos publicados tendo essas leveduras como
principais agentes causadores de doenca, principalmente em imunossuprimidos.

Uma pesquisa envolvendo presenca de leveduras em excrementos de aves e ar
atmosférico foi realizada por Pedroso, Ferreira e Candido (2009). Das leveduras isoladas a
partir de 86 amostras ambientais, 0s autores pesquisaram fatores de viruléncia, como

formacgéo de capsula, crescimento a 37°C e capacidade de producdo de melanina. Das 41
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cepas isoladas, 15 pertenciam a espécie C. neoformans var. neoformans (12 de excrementos e
3 de ar), 15 pertenciam a espécie C. albidus (12 de excremento e 3 de ar), 9 pertenciam a
espécie C. laurentii (7 de excrementos e 2 de ar) e 2 pertenciam a espécie C. uniguttulatus (de
excrementos). As capsulas foram produzidas por 93,3% de C. neoformans var. neoformans,
66,7% de C. albidus, 88,9% de C. laurentii e 50% de C. uniguttulatus. Todas as cepas de C.
neoformans, 20% de C. albidus e 44,4% de C. laurentii foram capazes de crescer a 37 °C. A
producdo de melanina em 4&gar contendo dopamina foi verificada por 93,3% de C.
neoformans, 26,7% de C. albidus e 66,7% de C. laurentii; o que reforca a ideia de que, apesar
de serem de origem ambiental, sdo capazes de produzir fatores que interferem com a

homeostasia do hospedeiro.

1.5.2 Ecologia e epidemiologia

C. albidus é uma levedura que, assim como C. neoformans e C. gattii, pode ser
encontrada nos mais diversos ambientes. Em 1972, Brandsberg e Kretchmer examinaram
dezoito amostras comerciais de comida de aves a fim de determinar a fonte do fungo nas fezes
das mesmas. Do total das amostras, quatorze (78%) apresentaram ao menos uma espécie de
Cryptococcus, sendo elas: C. albidus, C. laurentii, C. luteolus e C. albidus var. diffluens. Os
autores descrevem a predominéncia C. albidus var. albidus, presente em 61% das amostras,
seguido por C. laurentii, isolado em 39% das amostras, e ressaltam ainda que, no caso das
racdes peletizadas, o nimero de colbnias reduziu bastante, mas néo foi eliminado.

Leite Jr. et al. (2012) também isolaram C. albidus de um “habitat” diferenciado: o p6
dos livros de uma biblioteca na cidade de Cuiaba (Mato Grosso, Brasil). Foram coletados
oitenta e quatro “swabs” do pd de livros de trés livrarias diferentes. O material foi semeado
em &gar Sabouraud dextrose, e quando observadas coldnias com aspectos caracteristicos da
levedura, foram transferidas para agar semente de niger, a temperatura de 37 °C por 5 a 7
dias. A identificagio se deu através de exame direto com tinta da india, testes adicionais em
CGB, prova da ureia e assimilacdo de carboidratos. Do total de amostras, 18 (21,4%) foram
positivas para Cryptococcus, sendo a levedura mais frequentemente isolada C. gattii (36,6%).
C. albidus apareceu em dois (4,6%) dos isolamentos, ficando atras de C. terreus (29,3%), C.
luteolus (9,8%), C. neoformans (7,3%), C. uniguttulatus (7,3%). A presenca dessas leveduras
demonstra mais um ambiente com possibilidades de transmissdo da levedura, o que é de

grande importancia, ja que trata-se de um ambiente pablico.
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Gonzélez-Hein, Gonzalez e Diaz (2010) efetuaram um estudo no qual realizaram
coletas de cloaca de 28 espécies de psitacideos cativos em um centro de reabilitacdo no Chile.
Do total de 28 aves, trés apresentaram C. albidus, duas apresentaram C. laurentii e uma
apresentou C. neoformans. Também a partir da cloaca (de pombos), Rosario et al. (2005)
realizaram isolamento de leveduras pertencentes ao complexo Cryptococcus. Dos 331
“swabs” cloacais, foi possivel recuperar a levedura de 26 (7,85%). Desses, 11 (3,32%)
apresentaram C. uniguttulatus, 6 (1,81%) apresentaram C. laurentii, 6 (1,81%) apresentaram
C. neoformans var. neoformans e 3 (0,91%) apresentaram C. albidus.

Cafarchia et al. (2006) pesquisaram amostras provenientes de trés sitios diferentes:
excrementos de aviarios (32), amostras adquiridas de trato digestivo de aves que vieram a
obito (60) e amostras retiradas diretamente da cloaca das aves of prey (182 “swabs”). Do
total de 454 amostras cultivadas, 215 coldnias leveduriformes foram recuperadas e
identificadas. Cryptococcus neoformans var. grubii foi isolado de trés amostras cloacais
(4,8%) de Falco tinnunculus e de uma amostra (3,1%) obtida de Buteo buteo. Do total de
isolamentos, 18 (9,9%) amostras foram provenientes de cloaca, 13 (40,6%) foram
provenientes das amostras fecais. Dos animais mortos, 12 (20%) isolamentos foram
recuperados do papo, 3 (5%) do proventriculo e 12 (20% da cloaca). Estes resultados
evidenciam que ndo somente as pombas, mas também outras aves podem carrear e disseminar
a levedura no ambiente.

Em 2010 Rosario et al. realizaram pesquisa de Cryptococcus em papo e excrementos
de pombos, sendo coletados 331 “swabs” do papo e 174 amostras de excrementos. De todas
as amostras, 81 (24,47%) mostraram positividade para a levedura. Das amostras do papo, 32
(9,66%) foram identificadas como C. neoformans, 24 (7,2%) corresponderam a C.
uniguttulatus, 23 (6,9%) eram C. albidus e 2 (0,6%) foram C. laurentii. Dos excrementos
foram isolados 82% (47,13%) de leveduras pertencentes ao género, sendo 59 (33,9%) C.
neoformans, 9 (5,17%) C. uniguttulatus, 8 (4,59%) C. laurentii e 6 (3,44%) C. albidus.

Em trabalho realizado na cidade de Santos, Soares et al. (2005), estudou 116 amostras,
das quais 79 eram excretas de pombos e 37 eram de ar atmosférico préximo a acimulo de
excrementos. Do total de amostras, C. neoformans foi isolado em 13,9%, C. albidus foi
isolado em 12,6% e C. laurentii em 8,9%. Do ar atmosférico somente C. albidus foi isolado.

Seguindo a linha de isolamento de leveduras a partir de fezes de pombos, Jang et al.
(2011) realizaram estudo em varios locais publicos em Seoul (na Coréia). Foram 306
amostras de excrementos coletadas de pracas e parques da cidade, e dentre as espécies mais

frequentemente isoladas, pode-se destacar Candida glabrata (34,1%), Candida famata
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(12,7%), Cryptococcus albidus (14,3%) e Cryptococcus laurentii (7,9%). Sobre o género
Cryptococcus, 14 isolados de C. albidus foram obtidos de fezes secas e 4 de fezes frescas, 4
isolados de C. laurentii foram obtidos a partir de fezes secas, e 6 de fezes frescas, 2 isolados
de C. neoformans foram obtidos a partir de fezes secas e 2 de fezes frescas. Todos os
Cryptococcus idolados possuiam capsula, 16,4% produziam melanina e 33,6% produziam
proteinase.

Muitos sdo os relatos de casos clinicos envolvendo pacientes imunodeprimidos. Em
1987, Dambrosi et al. registraram em Buenos Aires, um caso de criptococose ganglionar por
C. albidus var. diffluens, tendo evolugdo favoravel quando tratada com itraconazol (100 mg
por dia). Esta paciente também apresentava sarcoidose com lesdes cutaneas e pulmonares. No
mesmo ano, Gluck, Myers e Pass relataram um caso de criptocococemia por C. albidus em
paciente com leucemia mieldégena aguda, e acreditaram ser o primeiro relato envolvendo
Cryptococcus ndo-neoformans.

Em 1996, Loison et al. realizaram o primeiro relato de septicemia por Cryptococcus
albidus em um paciente com HIV de 38 anos de idade. A levedura foi detectada através de
teste de deteccdo de antigenos no soro. Também procedeu-se com hemocultura, que
evidenciou estruturas leveduriformes pertencentes ao género Cryptococcus, que foi
identificada como sendo da espécie C. albidus. Na prova de antifingicos, a levedura foi
sensivel a anfotericina B, fluconazol, miconazol, itraconazol e 5-fluorocitosina. Dessas, a
droga de eleicdo para o tratamento do paciente foi fluconazol, e posteriormente com
itraconazol. Também em paciente apresentando positividade para o virus HIV, Garelick et al.
(2004), descreveram um relato de caso de criptococose envolvendo ulceragdo da esclera por
C. albidus. A paciente apresentava historico de tosse, febre e inicio subito de uma leséo
indolor na esclera do olho esquerdo. A cultura da leséo revelou a presenca da levedura, sendo
realizado o tratamento com anfotericina B topico e itraconazol sistémico; com recuperacdo
completa da paciente.

Relatos de caso envolvendo pacientes recebendo medicagBes imunossupressoras
também podem ser lidos. Burnik et al. (2007) reportam em seu trabalho um caso de um
paciente tratado com droga imunossupressora contra a doenca de Still, que desenvolveu
secundariamente infeccdo pulmonar por C. albidus, que desencadeou a Sindrome da Angustia
Respiratoria Aguda (SARA). O diagnoéstico da criptococose foi feito através de biopsia,
exame direto e cultura do agente. Relatam que foi realizado o perfil de assimilagdo, foi
verificada sua morfologia quando inoculado em &gar fuba, prova da uréase positiva e

crescimento a 30 °C. Relatam também o lento crescimento da colénia quando submetida a 37
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°C. O agente foi submetido a prova de biologia molecular que confirmou a espécie da
levedura. O tratamento foi realizado com anfotericina B lipidica, na dose de 400 mg por dia.

Horowitz, Blumberg e Krevolin (1993), isolaram C. albidus a partir de um paciente
com doenca renal em estagio terminal, que vinha recebendo hemodialise por 19 anos. Apds
toracocentese, foi realizada cultura fangica (dentre outros exames laboratoriais), que revelou a
presenca de células leveduriformes e de fungos filamentosos, que posteriormente foram
identificados respectivamente como sendo Cryptococcus albidus var. difluens e mucormicose.
Neste relato, apesar do estado clinico vulneravel do paciente, 0 mesmo se apresentou negativo
para a presenca do virus da AIDS.

Em 2005, Castro et al. relataram um caso de transmissdo de C. albidus através de
transplante de cornea de doador comprovadamente infectado pela levedura. A levedura
causou um quadro de ceratite no receptor da cdrnea, e foi identificada a partir de pesquisa
micoldgica. Este relato chama a atencdo para um caso raro de transmissdo direta do agente a
partir de um doador infectado, ou seja, mais uma forma de transmisséo ainda pouco estudada
e relatada em literatura.

Narayan et al. (2000) relataram um caso de criptococose cutanea em paciente
apresentando sindrome de Sézary. A levedura foi identificada apds bidpsia da pele, e ndo foi
constatada evidencia de criptocococemia sistémica. Outro relato envolvendo o 6rgdo cutaneo
e C. albidus foi descrito por Hoang e Burrus (2007), no qual o paciente desenvolveu
criptococose na regido da cabeca ap0s oito meses de terapia com uma droga imunomediadora

chamada Etanercept.

1.6 C. laurentii (Kufferath) C. E. Skinner (1950)

Segundo Kurtzman, Fell e Boekhout (2011), a espécie Cryptococcus laurentii pertence
a linhagem dos Tremellales, do clado Bulleromyces. Baroni (2001) aborda em seu trabalho
que os relatos de infecgbes por C. laurentii passaram a ter maior frequéncia na literatura
cientifica, sendo uma espécie saprofita que tem sido relacionada a individuos que apresentam

imunodeficiéncia.

1.6.1 Caracteristicas micromorfoldgicas e laboratoriais

Quando cultivadas em YNB (Yeast Nitrogen Base) com 2% de glicose, é possivel

notar um fino anel e presenca de sedimento e, algumas vezes, ilhotas sdo observadas nestas
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condigdes. As celulas sdo ligeiramente irregulares, com forma amplamente elipsoidais a
subglobosas, 5-11 x 4-6,5 um, com brotamento polar. Em &gar extrato de malte 5%, apds sete
dias da inoculacdo a 20 °C, a col6nia é pouco convexa, um pouco amorfa, com coloragédo
palida creme-acinzentada, com aspecto mucoide e suave, com a margem ligeiramente
irregular. As células sdo amplamente elipsoidais a cilindricas, com 6.5-8.5 x 3-6.5 um, e
usualmente com brotamento polar. Em &gar morfoldgico para leveduras, ap6s 14 dias a 25 °C,
a cultura é lisa a convexa, brilhante, palida amarelada a amarronzada e as vezes pode
apresentar coloracao proxima ao salméo, mucdide, lisa, e com margem totalmente linear a um
pouco ondulada. As células sdo elipsoidais, em forma de haltere, subglobosa a globosa, com
3.5-9 x 3-7.5 um, usualmente com brotamento enteroblastico simpodial nos polos alongados e
conicos das células (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011).

Pseudohifas ou filamentos ndo sdo presentes quando cultivadas em agar batata e em
agar extrato de malte com 5% de glicose. Fermentacdo é ausente, e tem a capacidade de
crescer quando submetidas a temperatura de 25 °C e 30 °C; contudo, seu crescimento a 37 °C
é variavel (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011).

Em um estudo objetivando avaliar atividade de fosfolipase, proteinase e atividade de
hemolisinas de 38 solados de C. laurentii recuperadas a partir de fezes de aves cativas e em
volta de areas hospitalares, Ferreira-Paim et al. (2011) constataram que todos os isolados
exibiam atividade de fosfolipase (média Pz de 0,783 +-0,09), enquanto que a atividade
hemolitica foi demonstrada em 89,4% dos isolados e nenhuma das cepas apresentaram
atividade de proteinase. Os autores acrescentaram ainda que as cepas ambientais de C.
laurentii exibiam cépsula e foram capazes de crescer a 37 °C, embora a temperatura étima
tenha sido a 35 °C. As coldnias apresentaram cor bege em &gar niger, 0 que sugere uma
producdo baixa de melanina. Todos os isolados apresentaram testes positivos para a
assimilacdo de dextrose, galactose, maltose, sacarose, rafinose, ramnose, dulcitol, inositol,
manitol, xilose, peptona, lactose, celobiose e melibiose; sendo negativos para o teste de

fermentacao.
1.6.2 Ecologia e epidemiologia
Em pesquisa realizada no ano de 1988, Bangert et al. isolaram Cryprococcus laurentii

em 3 psitacideos de um total de 61 aves estudadas, ou seja, cerca de 5% apresentavam o

patdgeno.
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Duarte, Ordofiez e Castafieda, em 1994, recuperaram leveduras do género
Cryptococcus a partir de espécies de Eucalyptus em Santafé de Bogot4a, na Colombia.
Segundo os autores, foram isoladas 27 cepas de Cryptococcus a partir de 21 arvores
localizadas em cinco zonas diferentes da cidade. Dentre as cepas mais isoladas, pode-se
destacar C. laurentii, sendo as folhas os locais de maior isolamento da levedura. Randhawa,
Mussa e Khan (2001) também realizaram pesquisa envolvendo arvores (material em
decomposicédo dentro do tronco e casca do mesmo) visando encontrar leveduras do género
Cryptococcus. Das 702 amostras foram encontradas leveduras pertencentes ao género,
incluindo C. neoformans (4 isolados), C. laurentii (2 isolados) e C. albidus (1 isolado), sendo
os dois Ultimos provenientes da casca de Eucalyptus ndo identificados.

Em 2005, Rosario et al. realizaram estudo no qual isolaram diversas variedades de
leveduras pertencentes ao complexo Cryptococcus a partir de amostras coletadas de cloacas
de pombos. Das 331 amostras coletadas através de “swab” cloacal, 26 (7,85%) apresentaram
positividade para C. neoformans, 11 (3, 32%) amostras evidenciaram C. uniguttulatus, 6
(1,81%) amostras foram positivas para C. laurentii e 3 (0,91%) foram positivas C. albidus. Os
resultados demonstram a importancia do pombo na epidemiologia da doenca, como um
reservatorio e transportador da levedura. Gonzéalez-Hein, Gonzalez e Diaz (2010) também
realizaram pesquisa envolvendo cloaca de psitacideos, na qual foram isoladas 28 amostras
cloacais dos 131 psitacideos cativos em um centro de reabilitacdo da vida selvagem no Chile.
Do total de amostras, 20 (71,4%) demonstraram crescimento leveduriforme, sendo a levedura
mais frequentemente isolada do Candida famata (8/28), seguida por C. tropicalis (7/28), C.
albidus (3/28), C. laurentii (2/28), Rhodotorula (2/28), C. glabrata (1/28) e C. neoformans
(1/28).

Um estudo realizado na cidade de Fortaleza (Ceard) resultou no isolamento, dentre
outras leveduras, de C. laurentii a partir de amostras de fezes de pombos, 0 que evidencia a
influéncia dessa ave na manutencédo da levedura no pais.

Bernardo, Martins e Martins (2001) realizaram estudo sobre as fontes urbanas de
Cryptococcus em Lisboa (Portugal), no qual foram pesquisadas plantas ornamentais e fezes de
pombos em pracas, jardins e parques publicos. C. laurentii foi encontrado em flores de
eucaliptos (50% positivos), amostras flores ornamentais e de pinheiro, sendo que estes
ultimos foram 100% positivos para a presenca da levedura. Nas fezes de pombos, a levedura
foi encontrada em 40% das amostras. Os autores descrevem que também foi encontrado C.
neoformans, C. albidus e C. hungaricus, em quantidade inferior que as demais leveduras.

Filion, Kidd e Aguirre (2006) também realizaram trabalho com isolamento de C. laurenti a
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partir de fezes de Branta canadensis, uma ave que, segundo 0s autores, vive proxima ao
homem, podendo conviver nos mesmos ambientes, e assim, ser um importante reservatorio da
levedura.

Existem trabalhos que relatam o isolamento da levedura a partir do solo, como no caso
do trabalho de Vital et al. (2002), no qual foi realizado isolamento de vérias leveduras, dentre
elas C. laurentii e C. albidus a partir do solo da estdo ecoldgica de Maraca (Roraima).

De acordo com Cheng et al. (2001), as doencas causadas por Cryptococcus nao-
neoformans geralmente sdo menos patogénicas ao homem, sendo os fatores de risco
predisponentes considerados de grande importancia para o desenvolvimento da doenca. Em
seu estudo relatam um caso de fungemia por um paciente neonato prematuro, que foi
medicado com anfotericina B, obtendo boa resposta por parte do paciente. Johnson, Bradley e
Kauffman (1998) descrevem em seu trabalho que C. laurentii € uma das varias leveduras nao-
neoformans que raramente sdo associadas com infeccdo humana, e que muitos casos de
fungemia tem origem nosocomial e estdo associadas com cateteres intravasculares e
neutropenia.

Pedroso et al. (2010) publicaram artigo sobre as implicacGes clinicas e laboratoriais de
infec¢Oes causadas por C. albidus e C. laurentii. Nessa revisdo, afirmam que os relatos de
infeccOes causadas por estas leveduras estdo cada vez mais frequentes. Acrescentam ainda
que causam infeccBes principalmente em imunossuprimidos e que o quadro clinico se
assemelha muito com o quadro ocasionado por uma infeccdo causada por C. neoformans e C.
gattii. As condi¢bes que o paciente apresenta, associadas com a imunidade mediada por
células sdo riscos importantes para infecgdes ndo-neoformans. A profilaxia com azois tem
sido associada com a resisténcia antifingica, sendo a anfotericina B a medicagdo mais
utilizada para o tratamento da doenca (KHAWCHAROENPORN; APISARNTHANARAK;
MUNDY, 2007).

Simon et al. (2005) publicaram relato de literatura sobre um caso de infecgéo por C.
laurentii em uma crianca com nove anos de idade, portador da sindrome da ‘“hiper-
imunoglobulina M ligada ao X”. A identificacdo da levedura foi com base em exame
soroldgico, identificacdo morfoldgica e bioquimica; e o tratamento foi realizado com a
prescricdo de fluconazol, com cura do individuo.

Um caso de pneumonia e efusdo pleural causado por C. laurentii em um paciente
portador do virus da AIDS foi relatado por Shankar et al. (2006). O paciente estava medicado
com drogas anti-tuberculose e tratamentos anti-retrovirais, sendo a levedura recuperada a

partir de amostras do fluido pleural. Também em um individuo imunocomprometido, Bauters
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et al. (2001) isolaram C. laurentii a partir da orofaringe de um paciente portador de
eritroleucemia, que tinha histérico de uso de fluconazol, bem como antivirais, antibacterianos
e citostaticos. Os autores relatam que a espécie isolada foi capaz de crescer a 37 °C,
apresentar positividade quando inoculado em agar CGB e evidenciar reacdo negativa quando
testado quanto a producdo de melanina. No teste antifingico, a levedura se mostrou
susceptivel a 5-fluocitosina, anfotericina B e miconazol; e resistente ao fluconazol,
cetoconazol e itraconazol.

Assim como em imunodeprimidos, a doenca também foi relada em individuos sem
historico de imunossupressao, como no relato de Vichkova-Lashkoska et al. (2004), no qual a
levedura acometeu a pele de um individuo sem o virus da AIDS e sem qualquer outra causa

aparente que levasse a falha de imunidade.

1.6.3 Controle bioldgico

E crescente a preocupacdo com a satde da populacdo, e dentre outros fatores, a satde
estd relacionada em grande parte com a alimentacdo do individuo. Quanto menos produtos
quimicos e téxicos forem adicionados nos alimentos, mais saudavel este chegara a mesa do
consumidor. Seguindo esta linha de raciocinio, muitos pesquisadores estudam maneiras de
realizar o controle biol6gico das pragas que podem atingir os alimentos, tornando
desnecessaria a utilizacdo de fungicidas sintéticos.

C. laurentii é uma levedura que vem sendo estudada como controle bioloégico de
muitos microrganismos. Zhang, Zheng e Xi (2005) realizaram pesquisa envolvendo esta
especies leveduriforme como agente biologico pds-colheita contra 0 mofo azul da laranja
causado por Penicillium italicum in vitro e in vivo. No estudo, os autores referem que o
biocontrole teve efeitos significativos, principalmente quando a levedura foi aplicada antes ou
juntamente com P. italicum na fruta, sendo C. laurentii considerado um agente potencial de
biocontrole sob essas condi¢cdes. A mesma levedura se mostrou eficiente também contra o
combate de Penicillium citrinum e Verticicladiella abielina em frutos do medronheiro
(encontrada principalmente na Franca, Irlanda, Portugal), segundo Zhang, Zheng e Xi (2004).

Blum et al. (2004) tambem realizaram estudo envolvendo C. laurentii como controle
bioldgico com a finalidade de reduzir a podriddo pos-colheita de macds (ocasionada por
Penicillium expansum, Glomerella cingulata e Pezicula malicorticis). Os autores relatam que
apos a realizacdo dos testes, a aplicagdo da levedura nas frutas reduziu as podriddes tanto

quanto os fungicidas testados. Em trabalho realizado também com macés, Zheng e Yu (2006)
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estudaram o efeito sinérgico da aplicacdo de &cido acetilsalicilico com C. laurentii em magas,
e segundo seus resultados, a aplicacdo simultdnea de ambos na superficie dos frutos
mostraram um aumento da eficacia de C. laurentii contra P. expansum, podendo aumentar a
atividade bioldgica da levedura por inducdo de resisténcia aos agentes patogénicos.

A levedura também tem sido estudada como agente de degradacdo de 6leo comestivel
em agua residual, com obtencao de resultados positivos a respeito do assunto (SUGIMORI,
2009).

1.7 Patogenia da infecgcdo causada por leveduras do género Cryptococcus

1.7.1 Homem

De acordo com Lacaz et al. (2002), a criptococose é uma infeccdo que se manifesta
sob sintomatologia variada. Em geral, o organismo atinge o corpo humano através do trato
respiratorio.

Nos sistema nervoso, as lesdes decorrentes da infeccdo por C. neoformans sdo as mais
variadas, com diferentes localizagOes: espacos perivasculares, substancia cerebral, plexos
coroides, aqueduto de Sylvius, foramen de Magendie, capsula interna e cerebelo; dai a
variabilidade dos sintomas apresentados pelos pacientes. Normalmente, essa forma ¢é
secundaria a processos cutaneos e pulmonares. Dentre os sintomas dos portadores dessa forma
clinica, pode-se citar: cefaleia fortissima, continua ou intermitente, diplopia, diminui¢do da
visdo, chegando a cegueira, nistagmo, estrabismo, paralisia dos nervos cranianos,
hiporreflexia, sonoléncia, vomitos, desorientacdo. Em caso de infec¢éo disseminada, pode ser
isolado do sangue circulante (LACAZ et al., 2002).

Lazera, Igreja e Wanke (2010) descrevem que o0s sinais clinicos da criptococose
podem ser classificados em trés formas clinicas: a forma pulmonar regressiva, na qual as
lesGes pulmonares usualmente passam despercebidas, sendo que o diagnostico se constitui um
achado casual; a forma pulmonar progressiva, na qual existe lesdo cistica representada por
massa repleta se células fangicas, com minima reagdo inflamatoria, sintomatologia
inespecifica e escassa, sendo o diagnostico um achado radioldgico casual; e a forma
disseminada, a qual corresponde quase 90% dos casos diagnosticados, com quadros
extrapulmonares de localizacdo do agente. Nesta Ultima forma clinica, o fungo pode se
disseminar através da corrente sanguinea e atingir qualquer 6rgdo ou sistema, ocasionando

quadros polimorficos e inespecificos. Devido a baixa imunogenicidade do componente
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capsular, ndo se dispdem de antigenos para testes cutdneos e as provas soroldgicas que
detectam anticorpos nao tem finalidade diagndstica. Contudo, o diagnostico pode ser baseado
em antigenos polissacarides da capsula, que podem ser pesquisados no liquido
cefalorraquidiano, soro e urina (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2010).

Na forma disseminada da doenca pode estar presente meningoencefalite subaguda ou
cronica, sendo comum cefaleia occipital, inicialmente intermitente, acompanhada ou ndo de
febre alta. H& casos em que ocorrem tremores, calafrios; e com o avancar do quadro até o
sistema nervoso central, pode ocorrer reducdo ou perda da visdo, hipertensdo intracraniana,
hidrocefalia, acometimento de pares de nervos cranianos com lesdo ou ndo das meninges. Em
5% dos casos, pode-se observar lesdes hematogénicas osteoarticulares (atingindo vértebras,
pélvis, cranio ou costelas). Em 10% dos casos podem ocorrer lesdes cutaneas como papulas,
celulite, ulceracdes com drenagem de pus (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2010).

Darzé et al. (2000) realizaram um estudo com 104 casos clinicos de meningoencefalite
criptocécoca, no qual foram analisados 104 prontuarios de pacientes internados em um
hospital na cidade de salvador (Bahia), no periodo de 1972 a 1996. De acordo com 0s
resultados, a doenca predominou em pacientes com idade variavel (de 8 a 79 anos), em sua
maior parte do sexo masculino (61,5%), sendo o tempo médio da doenca de 27,6 dias. Dentre
0s sinais e sintomas clinicos mais comuns estdo a cefaleia (92,7%), febre (84,4%) e rigidez de
nuca (83,2%). A letalidade foi de 42,7%.

Em 1998, Kordossis et al. publicaram um artigo sobre o primeiro relato de meningite
por Cryptococcus laurentii e um caso fatal de criptococosemia por Cryptococcus albidus em
pacientes com AIDS. Nesse artigo, 0s autores descrevem gque ambos os casos foram tratados
com anfotericina B e fluocitosina. A meningite causada por C. laurentii foi controlada com o
tratamento, contudo o paciente com criptocococemia por C. albidus veio a 6bito ap6s 14 dias
do inicio do tratamento, pois segundo os autores, estava no estagio final da AIDS.

Envolvendo o aparelho urinério, Lee et al. (2004) publicaram um relato de
criptococose disseminada em um paciente receptor de transplante renal. O paciente
apresentava historico de 10 dias de tosse seca, febre e dispneia progressiva evoluindo para
sindrome da angustia respiratoria aguda (SARA) e choque séptico fulminante. Ap6s alguns
dias, o paciente desenvolveu méaculas na pele na regido da tibia, que coalesceram e originaram
manchas eritematosas. A levedura foi isolada e identificada a partir da bidpsia da pele e
cultura do tecido, e o tratamento realizado foi com fluconazol intravenoso. Cleveland,
Gelfand e Rao (2012) também descreveram um caso de C. albidus apés transplante de 6rgaos.

Neste relato, o paciente transplantado desenvolveu a doenca apos 34 dias de tratamento com
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imunossupressores. A levedura foi encontrada ap6s cultivo da mesma em hemocultura, e foi
iniciado tratamento com posoconazol, com boa reagédo por parte do paciente.

Lacaz et al. (2002) afirmam que C. albidus é capaz de provocar fungemia em
pacientes portadores do virus da AIDS e em neutropénicos em geral, bem como processos
pulmonares e meningite.

No caso de C. laurentii, alguns relatos também sdo descritos na literatura, como em
1998 no qual Kordossis et al. registraram o primeiro caso de meningite por C. laurentii em
Atenas e em 1999, Pukinskas et al. isolaram de um caso de meningite do liquido
cefalorraquidiano amostra de C. laurentii de paciente homossexual portador do virus da
AIDS, sendo tratado, sem sucesso, com anfotericina B. Johnson et al. (1998) também
relataram dois casos de fungemia por C. laurentii, evidenciando que essa levedura também é

capaz de provocar lesdes cutaneas em pacientes neutropénicos por cateteres

1.7.2 Animais

Organismos leveduriformes podem ser isolados de psitacideos e outras aves na
auséncia de sinais clinicos. Casos disseminados de criptococose foram reportados em Kiwis
(Apteryx australis mantelli) na Nova Zelandia (HILL; WOODGYER; LINTOTT, 1995).
Experimentalmente, frangos infectados desenvolveram lesdes consistindo em granulomas e
necrose do figado, intestino, pulmdes e baco (CHUTE, 1991).

Nas aves, sinais clinicos vdo depender da area de envolvimento, mas sinais ndo
especificos como dispneia, anemia, fraqueza, anorexia, apatia e diarreia sdo reportados.
Podem ocorrer quadros de heterofilia (BAUCK, 1994). Quando o envolvimento é ocular e
nasal, descarga nasal clara e/ou inchaco dos seios e tecido periorbital podem ocorrer. Em
casos de envolvimento do cérebro e das meninges, sinais neuroldégicos como paresia ou
paralisia progressiva, cegueira e flacidez do pescoco podem ocorrer (OGLESBY, 1997). Em
muitos casos, a colonizacéo inicial pode se dar no trato respiratorio (devido a sua temperatura
mais baixa) com subsequente disseminacdo (CLIPSHAM; BRITT, 1983).

De acordo com Jungerman e Schwartzman (1977), os animais que desenvolvem
criptococose podem apresentar muitos sinais. Inicialmente, podem ocorrer processos
destrutivos granulomatosos na mucosa oral e faringea; afetando a mucosa nasal, seios faciais
e estruturas 0sseas adjacentes. Raramente ocorrem lesfes cutdneas como sinais iniciais da
doenca. Com o passar do tempo, a maior parte dos individuos desenvolvem sinais

relacionados com afeccdo do sistema nervoso central, como: indiferenca, dilatacdo da pupila,
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ataxia, incoordenagcdo, movimentacdo em circulos, cegueira parcial ou completa associada
com problemas locomotores.

Juliano, Souza e Scheide (2006) relataram um caso de criptococose em um felino
domeéstico (Felis catus) atendido em um Hospital Veterinario na cidade de Campo Grande,
Mato Grosso do Sul. Os autores descrevem que o animal apresentava lesdo sintomatica na
regido nasal, com dificuldade respiratoria, espirros, lacrimejamento e temperatura em torno de
39 °C. A lesdo em regido nasal revelou deformidade de consisténcia firme, com pouca
sensibilidade dolorosa e presenca de coriza. Um fato agravante foi que o proprietario do
animal relatou que possuia um criatorio de pombos em sua residéncia. Foi realizada colheita
de material para exame citolégico que revelou a presenca de microrganismos capsulados com
caracteristicas sugestivas de C. neoformans, o que posteriormente pode ser comprovado pelo
isolamento da levedura em cultivo de agar Sabouraud dextrose e agar semente de niger. O
tratamento foi realizado com cetoconazol (15 mg/Kg, duas vezes ao dia, durante 6 meses),
sendo observada a melhora clinica e o ndo-isolamento do agente posteriormente ao
tratamento.

Santilli, em 2008, descreveu um caso de criptococose Ossea e cutanea em felino,
atendido em um Hospital Veterinario do municipio de Leme (Séo Paulo). Relata que o animal
apresentava aumento de volume em regido escapular esquerda e também dificuldade
locomotora. N&o apresentou emese, diarreia, secrecdo nasal, dispneia ou qualquer outro sinal
clinico exceto tumor na regido citada e claudicacdo. Ao exame fisico, constatou-se aumento
de volume, com consisténcia mole e manifestacdo de sensibilidade dolorosa pelo paciente.
Apos colheita do material e exame micoldgico, houve a confirmacdo da infeccdo por C.
neoformans. Foi instituida terapia antifungica com cetoconazol na dose de 10 mg/Kg (via
oral. a cada 12 horas) durante 120 dias, com bom prognostico da doenga.

Em bovinos, no caso da infec¢do das glandulas mamarias, os sinais podem variar de
inflamacdo moderada e transitoria de um ou mais quartos do Ubere a inflamacéo severa e
distensdo das glandulas afetadas. As vacas podem apresentar considerdvel mal estar,
relutdncia em se movimentar e permanecem com as extremidades separadas de um modo
anormal. Durante os primeiros dias as mudangas no leite podem néo ser aparentes, contudo,
podem ocorrer pequenos grumos brancos na peneira. Em infeccfes persistentes e severas, um
soro agquoso, contendo grumos pode caracterizar a secrecao; com mais frequéncia, o leite
aparecerd branco acinzentado, com consisténcia viscosa e mucdide (JUNGERMAN;
SCHWARTZMAN, 1977).
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De acordo com Carter (1988) é incomum em ovinos e caprinos. Em cavalos é
frequentemente observada como infeccdo paranasal, que pode ou ndo se difundir a outros
tecidos, incluindo o cérebro. Como tratamento, a anfotericina B é a droga de escolha, embora
derivados do imidazol tenham mostrado algum resultado.

Casos envolvendo C. albidus e animais também podem ser encontrados na literatura.
Kano et al. (2008), publicaram o primeiro caso de infeccdo sistémica por C. albidus em
felinos. O animal apresentava paralisia de membros traseiros, cegueira em ambos os olhos,
desorientacdo e linfoadenopatia de ambos os linfonodos popliteos. A levedura foi detectada
apo6s uma biopsia por agulha fina no linfonodo popliteo do animal, que apresentou estruturas
leveduriformes encapsuladas. Também foi realizado exame microscopico com tinta da China
do liquido cefalorraquidiano, onde foram visualizadas células encapsuladas ovoides. Exames
complementares de identificacdo foram realizados e houve a confirmacdo de uma infeccao
por Cryptococcus. O tratamento foi iniciado com voriconazol, contudo o animal veio a dbito
em trés dias.

Também é possivel encontrar descri¢do da doenca em cées; como no relato de caso de
Labrecque, Sylvestre e Messier (2005), no qual foi detectada infeccdo sistémica por C.
albidus em um animal da raca Doberman Pinscher. Neste relato, ap6s o animal vir a 6bito,
foram encontradas alteracBes em varios 6rgdos, como na esclera, na vulva, em membro
anterior, em tecidos subcutaneos do térax, na glandula mamaria, nos pulmdes, nos linfonodos,
cérebro, pele, miocardio, tireoide. As células encontradas na necropsia se apresentavam
ovoides, com céapsula espessa e com brotamento de base estreita. Apds exames de
identificacdo complementares, chegou-se ao diagndstico de infeccdo por C. albidus.

Apesar de ser capaz de causar doenca em humanos e demais animais, a condi¢ao
patoldgica ocasionada por C. laurentii ainda é pouco relatada nestes ultimos. Decostere et al.
(2003) realizaram o primeiro relato envolvendo esta espécie com a queda de penas em
Lamprotornis chalybaeus (estorninho). A ave exibiu penas irregulares especialmente em torno
do bico, e crostas acinzentadas aderidas a pele. Os autores descrevem que as penas tinham um
aspecto gorduroso e exalava odor de mofo. Além desta, outras aves também apresentaram 0s
sinais apos a introducdo da mesma no aviario. O diagndstico foi realizado a partir de amostras
coletadas das areas acometidas e inoculagdo em varios meios de cultura, incluindo agar
Sabouraud dextrose, no qual foi possivel perceber o crescimento de coldnias leveduriformes
semelhantes as do género Cryptococcus. Procedeu-se com identificagdo molecular que levou
ao resultado de C. laurentii. O animal foi submetido a tratamento com fluconazol na agua de

beber e respondeu com sucesso.
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Campos et al. (2009) em trabalho realizado no Rio de Janeiro, realizaram isolamento
de leveduras a partir de coletas provenientes do Laboratério de Diagnostico de Raiva do
Instituto Municipal de Medicina Veterinaria Jorge Vaitsman. Das 201 amostras obteve-se 0
resultado de quatro isolamentos positivos para 0 género nas amostras provenientes de caes,
sendo uma de C. laurentii, duas de C. neoformans e uma de C. gattii; sendo o primeiro
isolamento descrito de C. laurentii a partir do sistema nervoso central de um céo.

Em pesquisa envolvendo a inoculacdo experimental de C. albidus e C. laurentii em
camundongos normais, Pedroso et al. (2009) estudaram fatores de viruléncia de ambas as
leveduras e o perfil das mesmas antes e apds a passagem no animal. Os autores descrevem
que C. albidus foi isolado dos 6rgdos dos animais de dois a dez dias a pds a inoculacdo,
enquanto que C. laurentii de dois a cento e vinte dias pos-inoculacdo. As capsulas de C.
laurentii apresentavam tamanhos variados, por vezes, as diferencas ndo foram significativas,
algumas cepas de ambas as espécies de leveduras apresentaram capacidade de crescer a
temperatura de 37 °C antes e apds a inoculagdo dos animais. Quanto a pigmentacdo, C.
albidus ndo apresentou diferenca de coloracao apds 5-10 dias de incubacdo, enquanto que C.
laurentii demonstrou coloracdo marrom claro apds 5 dias de inoculacdo. Alguns isolados de
C. albidus foram capazes de produzir proteinase e somente um isolado de C. laurentii
apresentou atividade proteinase. Todos os isolados de C. albidus foram capazes de produzir
fosfolipase, enquanto que alguns isolados de C. laurentii também mostrou a producdo da

enzima nas mesmas condicoes.

1.8 Tratamento de elei¢éo para afeccdo causada por leveduras do género Cryptococcus

O tratamento da criptococose nas formas pulmonar progressiva e disseminada nédo
difere se em paciente imunocompetente ou imunodeprimido, devendo ser com antifingico
especifico. No caso de formas exclusivamente pulmonares pode-se utilizar itraconazol durante
6 meses ou mais, na dose de 200 a 400 mg/dia (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2010).

O tratamento preconizado para criptococose disseminada é a instituicdo de
anfotericina B que pode ser associada a 5-fluorcitosina (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2010).
De acordo com Gompertz et al. (2008) também pode ser empregado o fluconazol, sendo que o
prognostico do tratamento depende do diagndstico precoce e do estado geral do individuo.

Outras drogas como o fluconazol ou itraconazol tem sido utilizadas em associacdo a
anfotericina em imunodeprimidos. A 5-fluorcitosina ndo deve ser utilizada como terapia

antifingica isoladamente, ja que cerca de 5% das células de C. neoformans sdo primariamente
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resistentes e pode ocorrer selecdo dessas variantes com surgimento de resisténcia secundaria.
Derivados triazolicos como o fluconazol e o itraconazol podem ser utilizados no tratamento: o
primeiro deve ser utilizado durante 6 a 10 semanas, possui excelente atividade antiflngica e
atinge boa concentracdo no organismo; enquanto que o itraconazol também tem demonstrado
bons resultados no tratamento especifico, mas ndo é a droga de escolha para o tratamento
inicial das formas de meningoencefalite, j& que ndo tem formulacdo venosa e sua
biodisponibilidade é variavel (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2010).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo realizar o isolamento e a identificacdo fenotipica de
leveduras pertencentes ao género Cryptococcus a partir de amostras provenientes da cloaca e
do ingluvio de 40 papagaios do género Amazona aestiva.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar o isolamento de leveduras pertencentes ao complexo Cryptococcus a partir de

inglavio e cloaca de papagaios;

- identificar as cepas isoladas por métodos tradicionais: caracteristicas morfoldgicas e

bioquimicas;

- investigar fatores relacionados a viruléncia, tais como: producédo de proteinase e fosfolipase,
producdo de fenoloxidase, producdo de urease, termotolerancia e presenca de capsula.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e local de coleta

O material coletado neste estudo foi proveniente de 40 papagaios do género Amazona
aestiva (Figura 1) sem idade e/ou sexo definidos, localizados no criatério conservacionista
Joseph Moutran, na cidade de Jundiai - Sdo Paulo, situada proximo a margem da Rodovia
Anhanguera, Km 52, Jardim Samambaia; no periodo compreendido entre maio a agosto de
2010. As aves utilizadas nesse estudo ndo apresentaram sinais aparentes de doenga, 0 que
pode ser determinado levando-se em conta a avaliacdo clinica de cada ave, sendo aferidos
alguns parametros, como temperatura, através de termdmetro digita, (Figura 2) e peso

corporal (Figura 3).

Figura 1 - Fotografia de um exemplar de papagaio do género Amazona aestiva

Fonte: Nascimento (2012).
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Figura 2 - Procedimento de aferi¢do de temperatura com auxilio de termdémetro digital em
cloaca de papagaio do género Amazona aestiva

Figura 3 - Afericdo de peso corporal de papagaio do género Amazona aestiva com auxilio de
balanca digital eletrénica
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Na criagéo, as aves estdo dispostas de duas formas diferentes: existe um grupo que fica
dentro de recintos fechados (casais e filhotes); e um grupo que fica na “voadeira” (Figura 4),
que é um recinto aberto, externo, limitado por tela, onde os papagaios podem se exercitar e
formar novos casais. Foram utilizados 22 animais provenientes dos recintos fechados e 18

animais provenientes do recinto aberto (Figura 5).

Figura 4 - Ambiente externo chamado de “voadeira”, local onde os papagaios formam casais
para posteriormente serem transferidos para os recintos internos.

Figura 5 - Figura evidenciando recintos internos, separados por tela do recinto externo. Notar
0s casais de papagaios dentro de cada ambiente.
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Nas aves, 0 material analisado foi coletado de duas regides: ingluvio e cloaca. Para a
retirada do material do inglavio procedeu-se lavagem do mesmo com cerca de 5 mL de
solucdo fisioldgica a 0,9% estéril através da introducdo de sonda uretral estéril nimero 5 ou 6
(Figura 6). A sonda foi introduzida inicialmente na cavidade oral da ave, direcionada para o
esdfago até chegar ao ingluvio. Da cloaca, as amostras foram retiradas com auxilio de um
“swab” umedecido (Figura 7) com solucdo fisiologica a 0,9% estéril, sendo mantidas
refrigeradas até inoculacdo em meio de cultura no Laboratdrio de Leveduras Patogénicas da

Universidade de Sdo Paulo.

Figura 6 - Coleta de material proveniente do ingllvio através da técnica de lavado com soro
fisiolégico NaCl 0,09% estéril.

Fonte: Nascimento (2012).

Figura 7 - Coleta de material a partir de “swab” introduzido na cloaca da ave.
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3.2 Processamento do material coletado

O processamento das amostras se deu no Laboratério de Leveduras Patogénicas;
Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il da Universidade de
Séo Paulo.

As amostras foram mantidas refrigeradas até o momento da inoculacdo e processadas
como descrito a seguir:

O material proveniente do inglavio que estava contido na seringa foi homogeneizado.
Com auxilio de uma pipeta Pasteur estéril, procedeu-se a retirada de uma aliquota de 0,5 mL
que foi inoculada em placas de Petri contendo dgar Sabouraud dextrose (Difco, EUA) com
cloranfenicol a 0,25%. Para espalhar a amostra na superficie do meio, foi utilizada alca de
Drigalski estéril.

Os “swabs” provenientes da cloaca foram inoculados pelo método de esgotamento
diretamente em placas de Petri contendo agar Sabouraud dextrose (Difco, EUA) com
cloranfenicol a 0,25%.

As amostras de ambos os sitios foram processadas em triplicada e incubadas por 7 a
10 dias em estufa com temperatura de 30°C. Durante esse periodo, foram necessarias
observacBes diarias. Todas as colbnias leveduriformes que apresentavam ou nao
caracteristicas macromorfoldgicas de Cryptococcus (Figura 8) foram isoladas em tubos de
ensaio contendo agar Sabouraud dextrose (Difco, EUA) com cloranfenicol a 0,25%. Essas

colbnias foram posteriormente submetidas a testes micromorfoldgicos e fisioldgicos.

Figura 8 - Placa de Petri com crescimento de diferentes col6nias de leveduras e fungos
filamentosos. Na ponta das setas colonias leveduriformes suspeitas de
Cryptococcus.
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Ao final de todo o processo foram incubados 392 tubos de ensaio contendo colonias
leveduriformes.

E importante destacar que todas as amostras passaram por repique prévio de 48 horas
antes de iniciarmos qualquer teste; e que em todos os testes foram utilizadas cepas padrao de
C. albicans ATCC 90028 e C. gattii ATCC 56990, como meétodo controle para os testes. Os

ensaios foram realizados em triplicata

3.3 Identificacdo dos isolados suspeitos de Cryptococcus

3.3.1 Exame direto

Assim que obtivemos coldnias puras da amostra, as mesmas foram submetidas a
exame direto com tinta da China (nankin) ou nigrosina. Para a realizacdo dessa prova, uma
pequena aliquota da col6nia foi colocada em uma lamina de vidro, juntamente com algumas
gotas de nankin. ApOs misturar as duas partes, foi adicionada laminula e a lamina foi
visualizada em microscopio optico. Neste teste, como suspeita de isolados de Cryptococcus,
devem ser visualizadas células leveduriformes ovaladas, arredondadas ou elipsoides, de
tamanho irregular, envolvidas ou ndo por capsula (KONEMAN et al., 2001; PEDROSO;
CANDIDO, 2006).

3.3.2 Teste de producao de urease

As cepas foram submetidas a passagem em meio de Christensen (ANEXO). Neste
teste, os isolados pertencentes ao género Cryptococcus tem a capacidade de hidrolisar a ureia,
promovendo a alcalinizagdo do meio, e a viragem do indicador de pH vermelho de fenol; o
meio passa de amarelo para avermelhado. Apds a inoculacdo, as cepas foram incubadas a 25
°C por 24 horas.

3.3.3 Teste de producéo de fenoloxidase em meio dopamina (KURTZMAN; FELL, 1998)
Para a realizacdo deste teste as culturas foram semeadas em meio contendo dopamina

(Sigma, EUA) (ANEXO), devendo ser observada a presenca de colonias com pigmentacdo
marrom a enegrecida. As espécies de C. gattii e C. neoformans possuem a capacidade de
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pigmentacdo forte, contudo, uma leve tonalidade também pode ser verificada em outras
espécies. As cepas foram incubadas a 25 °C por 72 horas.

Para esta prova foram utilizadas trés cepas padrdes: C. neoformans (atividade positiva)
ATCC 90112, C. gattii (atividade positiva) ATCC 56990 e C. albicans (atividade negativa)
ICB 12 (ATCC 90028)

3.3.4 Producéao de fosfolipase (PRICE, WILKINSON; GENTRY, 1982)

Para pesquisar a producdo de fosfolipase, as cepas foram inoculadas utilizando-se o
meio agar fosfolipase (ANEXO) que apresenta em sua composi¢do, gema de ovo. As cepas
foram inoculadas pontualmente no centro da placa, na superficie do meio de cultivo, sendo
utilizada uma placa para cada cepa, para evitar confluéncia dos halos.

As cepas foram incubadas a 25 °C por até 15 dias, com leitura diéria. Ao produzir
fosfolipase, a enzima propicia a formacdo de uma area de precipitacdo de cloreto de célcio,
opaca, visivel em torno da col6nia. O halo produzido foi medido com o auxilio de uma regra
transparente graduada em centimetros com subdivisées em milimetros. O valor da atividade
fosfolipasica (Pz) foi obtido atraves do calculo da razéo entre o didmetro a coldnia (dc) e o
didmetro formado pela col6nia e a zona de degradacéo (dcp).

Os resultados da producdo de exoenzimas foram analisados conforme padrdo descrito

na tabela 1.

Tabela 1 — Atividade Enzimética conforme o Pz.

Pz Atividade enzimatica indice
1 Negativa 1
>0,64 <1 Positiva 2
<0,64 Fortemente positiva 3

Fonte: Price, Wilkinson e Gentry (1982).

3.3.5 Producéo de proteinase (RUCHEL, TEGELER; TROST, 1982)

Para a realizacdo deste teste foi utilizado um meio de cultura composto de uma parte

basica, autoclavada, e de uma porgdo contendo albumina bovina (fragdo V — Sigma)
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esterilizada por filtracdo (ANEXO). Apds resfriamento a cerca de 50 °C, as partes foram
misturadas e o meio distribuido em placas de Petri. Em cada placa foi realizada uma
inoculacdo central na superficie do meio, sendo importante o0 uso de uma placa por amostra
para evitar a confluéncia dos halos a serem formados. A incubacéo se deu a 25 °C por até 15
dias, com leitura diaria.

A producdo de proteinase pode ser verificada pela producdo de um halo transltcido
que pode tornar-se opaco ao redor do ponto de crescimento da colonia. Para verificar a
producdo de proteinase foram medidos o diametro do halo da zona de degradacdo do substrato
formado ao redor da colénia e o diametro da coldnia. Esse halo foi medido com o auxilio de
uma regra transparente graduada em centimetros com subdivisdes em milimetros.

Assim como a fosfolipase, a atividade proteolitica enzimatica (Pz) é expressa atraves
do calculo da razdo entre o diametro a coldnia (dc) e o diametro formado pela col6nia e a

zona de degradacdo (dcp), sendo classificadas de acordo com a tabela 1.

3.3.6 Inoculacdo em meio contendo Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (CGB)
(KURTZMAN; FELL, 1998)

O meio CGB (ANEXO) permite separar bioquimicamente as espécies C. neoformans
da espécie C. gattii, sendo que esta ultima cresce no meio com a canavanina e o torna azul-
cobalto. As cepas submetidas a este teste foram inoculadas no meio por semeadura e

incubadas a 25 °C por até 72 horas; sendo a leitura realizada diariamente.

3.3.7 Zimograma

Este teste foi realizado para comprovar a ndo fermentacdo de carboidratos, ja que as
leveduras do género Cryptococcus ndo fermentam aclcares. Foi inoculada uma alcada da
amostra em tubos de ensaio contendo meio base para fermentagdo composto de peptona,
extrato de levedura e dextrose 2%. A incubacéo foi realizada a 25 °C por 14 dias. No caso de
positividade, é possivel observar a presenca de gas no interior dos tubos de Durhan,

localizados dentro dos tubos de ensaio.
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3.3.8 Auxanograma

Foi realizada uma suspensdo das leveduras em concentracdo igual a cinco da escala de
Mc Farland, em 4 mL de solucdo salina estéril. Essa suspensdo foi vertida em uma placa de
Petri (140 x 15mm) juntamente com o meio YNB (Yeast Nitrogen Base - DIFCO
laboratories®, Difco Laboratories, Detroit, Mich.) fundido na temperatura média de 50 °C.
As amostras foram homogeneizadas através de “pour plate”; e apds a solidificagdo do meio
de cultivo, foram aplicadas diferentes fontes de carbono a superficie do meio em espacgos
delimitados e equidistantes. Como as amostras eram de origem ambiental, foi efetuada a
chave ambiental para identificagdo de leveduras de acordo com Kurtzman, Fell e Boekhout
(2011). Desta chave foram instituidos dezoito agucares diferentes: Amido soltvel, arabinose,
celobiose, dulcitol, eritritol, galactose, glicose, inositol, lactose, maltose, melezitose,
melibiose, rafinose, ramnose, ribitol, sacarose, trealose e xilose.

O mesmo procedimento foi realizado para o teste de assimilagdo de fontes
nitrogenadas, empregando-se, contudo, o meio YCB (Yeast Carbon Base - DIFCO
laboratories®, Detroit, Mich.). A incubacio foi na temperatura de 25 °C por até 7 dias, com
leitura diaria. Dentre as fontes nitrogenadas utilizadas pode-se citar nitrato de potassio
(KNOs3) e peptona.

As assimilagbes positivas foram verificadas pela formagdo do halo de crescimento

pelas leveduras nos locais correspondes as aplicacdes.

3.3.9 Crescimento a diferentes temperaturas (KURTZMAN; FELL, 1998)

Para a realizagdo deste teste inoculamos as amostras em tubos contendo &agar
Sabouraud dextrose. Os testes foram realizados em duplicata. Os isolados foram submetidos a
temperaturas de 30 °C e 37 °C, durante 15 dias, com observacdes em dias alternados.

A inoculacdo das amostras no tubo foi feita de modo pontual, e logo apds, foi
desenhado um circulo com o mesmo tamanho e forma do in6culo, marcando, desta forma, o

tamanho inicial da colbnia.

3.3.10 Diferenciacéo molecular — Protocolo da Fundacéo do Instituto Oswaldo Cruz (RJ)

As cepas isoladas foram identificadas com base em testes fenotipicos e chaves de
caracterizacdo, segundo manual The yeasts (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011).
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Ap0s a caracterizacdo dos isolados, as cepas foram mantidas em meio 4gar Sabouraud
dextrose e encaminhadas para avaliacdo dessas amostras pela técnica de RFLP — URA5S ao
Laboratorio de Micologia do IPEC/FIOCRUZ (Rio de janeiro). Essa técnica foi realizada para

a confirmacao ou ndo de C. neoformans e C. gattii.

3.3.10.1 PCR

Para a reacdo de PCR foi utilizado GoTaq® Green Master Mix (Promega, EUA). O
volume total de cada reagéo foi = 25 pL.
O primer utilizado foi : URA5: 5°- ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG-3
SJ01: 5°- TTAAGACCTCTCTGAACACCGTACTC-3
Para cada microtubo utilizou-se: 12,5 uL de solucdo pronta para uso Green Master
Mix, 1 pL de DNA, 0,7 pL de primer de URA5, 07 pL de primer SJO. Completou-se com
agua ultra pura (dgua Milli Q autoclavada) até completar volume de 25 pL.

3.3.10.2 PCR-RFLP

Para essa reacdo, utilizou-se microtubos de 0,5 pL, sendo o volume de cada reacédo
igual a 20 L.

Colocou-se no microtubo: 2 pL de tampdo tango, 1 pL de enzima de restricdo Cfr 131
(isbmero Sau 961), 1 yuL de enzima de restricdo Hhal, 5 pL de produto de PCR, 1 pL de agua
ultra pura (dgua Milli Q autoclavada). Os mircitubos foram colocados em banho maria 37 °C
por 3 horas e apos esse periodo procedeu-se a corrida eletroforética e documentacéo em gel.

Os perfis foram assinalados visualmente por comparagdo com os perfis obtidos com as
cepas referéncia: VNI-VNIV e VGI-VGIV (MEYER et al., 2003) — cepas referéncia
representativas de cada tipo molecular (genotipo).

Cryptococcus neoformans — WM 148 — sorotipo A, VNI, WM 626 — sorotipo A VNII;
WMG628 — sorotipo AD, VNIII; WM629 — sorotipo D VNIV.

Cryptococcus gattii — WM 179 — sorotipo B, VGI; WM 178 — sorotipo B, VGII; WM
161 — sorotipo B VGIII; WM779 — sorotipo C, VGIV.
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamentos

Os animais utilizados neste estudo passaram por uma breve pesquisa clinica para aferir
0 estado de higidez, o que poderia predizer ou ndo uma patologia. Quanto a esse quesito,
todas as aves se apresentaram saudaveis, visto que 0 peso e a temperatura condiziam com 0s
parametros normais, e nenhum outro sinal de doenca foi encontrado. Foi estabelecida uma
média de temperatura e peso total, outra media de temperatura e peso dos animais
provenientes dos recintos internos e também do recinto externo. Os dados podem ser

conferidos na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados de peso e temperatura dos animais provenientes dos recintos internos e
do recinto externo

Meédia total Meédia recinto fechado Meédia recinto aberto

Peso 412 g 426 g 3% ¢
Temperatura 41,5°C 41,1°C 42 °C

Desde o inicio do processamento das amostras foram obtidas um total de 392 cepas
morfologicamente diferentes, provenientes de inglavio e da cloaca. Muitas dessas coldnias
ndo representavam o foco do trabalho (isolamento de leveduras do género Cryptococcus), e
por isso foram descartadas. Levando-se em consideracdo o isolamento total das leveduras, as
que pertenciam ao género Cryptococcus perfaziam 2,55%.

Do total de 40 animais pesquisados, isolamos de 10 aves (25%) leveduras pertencentes
ao complexo Cryptococcus. Das leveduras isoladas, 09 (90%) foram identificadas como
Cryptococcus albidus var. albidus e 01 (10%) como C. laurentii. Todas as leveduras do
complexo Cryptococcus foram isoladas de cloaca.

Dentre as cepas identificadas como Cryptococcus, 6 (60%) foram provenientes das
aves que se encontravam em recinto fechado, enquanto que 4 (40%) foram provenientes de

animais que se encontravam em recinto aberto, como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3 - Relacédo de aves, sitio de isolamento, recinto e identificacdo das cepas de leveduras
provenientes de papagaios do género Amazona aestiva.

Aves Sitio de isolamento Recinto Identificacéo

2 Cloaca Fechado, n°15  C. albidus var. albidus
3 Cloaca Fechado, n°15  C. albidus var. albidus
15 Cloaca Fechado, n° 03  C. albidus var. albidus
16 Cloaca Fechado, n®10  C. albidus var. albidus
19 Cloaca Fechado, n®12  C. albidus var. albidus
21 Cloaca Fechado, n®13  C. albidus var. albidus
26 Cloaca Aberto C. laurentii

29 Cloaca Aberto C. albidus var. albidus
31 Cloaca Aberto C. albidus var. albidus
34 Cloaca Aberto C. albidus var. albidus

4.2 Fatores relacionados a viruléncia

4.2.1 Expressdo da cor da coldnia em meio contendo dopamina

As amostras utilizadas nesse teste passaram por um repique em agar Sabouraud

dextrose (DIFCQ) 48 horas antes da inoculacdo no meio contendo dopamina, para que assim,

todas as cepas mantenham um padréo de crescimento e producdo de cor semelhantes. Para

comparacdo da intensidade da cor produzida ou ndo, foram utilizadas cepas padrédo de C.
albicans ATCC 90028, C. gattii ATCC 56990 e C. neoformans ATCC 90112. Como ja

descrito em material e métodos, véarias cepas foram inoculadas em placas previamente

divididas para facilitar a comparacao da cor produzida.

Neste teste, as amostras produziram uma leve coloragdo marrom-amarelada se

comparadas com as cepas padrdo; apresentaram cor mais fraca do que as padrdes C. gattii
ATCC 56990 e C. neoformans ATCC 90112; e mais forte do que a padréo de C. albicans
ATCC 90028, Figura 9.
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Figura 9 - Meio contendo dopamina, utilizado na identificacdo de C. neoformans e C. gattii
(colbnias amarronzadas). A colbnia branca corresponde a C. albicans e as demais
correspondem aos isolados deste trabalho (coldnias marrom-amareladas).

4.2.2 Expressao da producao de urease

Neste meio, das 10 amostras testadas, todas tiveram a capacidade de hidrolisar a ureia,

ou seja, promoveram a alcalinizacdo do meio e a viragem do indicador de pH vermelho de
fenol (Figura 10).

Figura 10 - Tubos de ensaio contendo meio de Christensen. O tubo da esquerda, inoculado
com a amostra do estudo, se mostrou positivo para a producdo de urease,
enquanto que o tubo da direita, inoculado com C. albicans, ndo alterou sua

coloragdo.
&

Fonte: Nascimento (2012).
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4.2.3 Producéo de fosfolipase

Na Tabela 4 podem ser verificados os valores de Pz e o respectivo indice para as 10
cepas do género Cryptococcus. Do total, dentre as amostras estudadas, 80% produziram

fosfolipase com indice 3 (fortemente positivas) e as demais ndo produziram a enzima.

Tabela 4 - Producdo de fosfolipase pelas cepas isoladas de cloaca de papagaios do género
Amazona aestiva.

AMOSTRA Pz Resultado Indice Identificacdo
C2 0,31 FP 3 C. albidus var. albidus
C3 0,33 FP 3 C. albidus var. albidus
C15 0,28 FP 3 C. albidus var. albidus
Cl6 0,34 FP 3 C. albidus var. albidus
C19 0,28 FP 3 C. albidus var. albidus
C21 0,32 FP 3 C. albidus var. albidus
C26 1 Neg 1 C. laurentii
C29 0,35 FP 3 C. albidus var. albidus
C31 0,32 FP 3 C. albidus var. albidus
C34 1 Neg 1 C. albidus var. albidus

C — Cloaca, s/h - sem halo, FP — Fortemente Positiva, Neg — Negativa
1 = negativa / 2 = Positiva / 3 = Fortemente Positiva (Segundo Price et al., 1982)

4.2.4 Producéo de proteinase

Como pode ser verificado na Tabela 5, oito amostras (80%) foram fortemente
produtoras de proteinase, com indice 3; enquanto que duas (20%) foram somente produtoras,

com indice 2 desta enzima.
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Tabela 5 - Producdo de proteinase pelas cepas isoladas de cloaca de papagaios do género
Amazona aestiva.

AMOSTRA Pz Resultado indice Identificagdo

C2 0,5 FP 3 C. albidus var. albidus
C3 0,56 FP 3 C. albidus var. albidus
C15 0,52 FP 3 C. albidus var. albidus
C16 0,47 FP 3 C. albidus var. albidus
C19 0,54 FP 3 C. albidus var. albidus
Cc21 0,5 FP 3 C. albidus var. albidus
C26 0,75 P 2 C. laurentii

C29 0,56 FP 3 C. albidus var. albidus
C31 0,40 FP 3 C. albidus var. albidus
C34 0,66 P 2 C. albidus var. albidus

C — Cloaca, s/h - sem halo, FP — Fortemente Positiva, Neg — Negativa
1 = negativa / 2 = Positiva / 3 = Fortemente Positiva (Segundo Price et al., 1982)

4.3 Tipagem bioquimica das cepas

4.3.1 Inoculagdo em meio contendo Canavanina — Glicina - Azul de Bromotimol (CGB)

Das dez cepas submetidas a inoculacdo no meio CGB (Canavanina — Glicina — Azul
de Bromotimol), nove (90%) se mostraram negativas, ndo alterando a cor do meio, e uma
(10%) se mostrou positiva. A Unica amostra que se mostrou positiva é aquela que foi
identificada como C. laurentii.

4.3.2 Zimograma e auxanograma

Todas as amostras (100%) submetidas ao zimograma néo fermentaram a glicose.

No auxanograma, nove (90%) das amostras apresentaram caracteristicas semelhantes
na assimilacdo dos acucares, e uma (10%) apresentou pequenas diferencas na assimilacdo dos
mesmaos. A relacdo das amostras e dos resultados encontrados esta na Tabela 6.

De todas as amostras pesquisadas, somente a C26 demonstrou comportamento
diferenciado, sendo positiva para dulcitol e melibiose; e negativa para ribitol. A associacdo
entre os dados obtidos através da assimilacdo de carboidratos e os outros testes realizados nos
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levou a identificacdo de C. laurentii, pelas chaves taxondmicas pertinentes, e as demais se

enquadravam como de C. albidus var. albidus.

Tabela 6 - Resultados de zimograma e auxanograma refrentes as cepas isoladas de cloaca de
papagaio do género Amazona aestiva. Em destaque amostra de C. laurentii.

C2 C3 Cl5 Cl6 C19 C21 C26 C29 C31 C34

Amido soltvel

Arabinose + + + + + + - + + +
Celobiose + i i g + + + + + +
Dulcitol/galactitol - - - - - - + ) _ _
Eritritol + + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + + + +
Glicose + i i g + + + + + +
Inositol + + + + + + I + + +
Lactose + + + + + + 4 + + +
Maltose + + + + + + + + + +
Melezitose + + + + + + + + + +
Melibiose - - - - - - o - . )
Rafinose + i i g + + + + + +
Ramnose + + + + + + + + + +
Ribitol + + + + + + = + 4t +
Sacarose + + + + + + I + + +
Trealose + + + + + + 4 + + +
Xilose + + + + + + + + + +

4.4 Crescimentoa 30 °C e 37 °C

Nesta prova, apés a incubagdo em temperaturas diferentes, as leveduras apresentaram
comportamento de desenvolvimento distinto. Todas as amostras submetidas a temperatura de
30 °C se desenvolveram. Na&o se notou desenvolvimento nas leveduras incubadas a

temperatura de 37 °C.

4.5 Diferencia¢do molecular (como método de exclusdo para C. neoformans e C. gattii)

No processo de PCR ndo ocorreu amplificacdo do genoma das amostras
leveduriformes, provavelmente em fungdo dos “primers” utilizados especificos para C.
neoformans e C. gattii. Portanto, nenhuma das amostras isoladas eram das espécies C.
neoformans e C. gattii, prevalecendo a identificacdo fenotipica mesmo com a leitura da

producdo da fenoloxidase duvidosa e CGB positivo para uma das amostras.
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5 DISCUSSAO

A relacdo Cryptococcus-ave € de grande importancia ecoldgica e epidemioldgica, e
também é amplamente estudada; prova disso é o grande numero de publicacBGes acerca do
assunto. A partir da primeira descri¢do do isolamento da levedura em excreta de pombos por
Emmons (1955), muitos outros trabalhos foram publicados evidenciando a prevaléncia do
fungo nas excretas de columbiformes e de outras aves, em diferentes localidades do mundo.
Carter (1988) associou a presenca da levedura com ninhos e filhotes de aves, e Lazera, Igreja
e Wanke (2010) afirmaram que C. neoformans é cosmopolita, estando relacionado
principalmente & habitats de pombos e de aves criadas em cativeiro. Diversos autores também
confirmaram a presenca da levedura em excretas de pombos (BARONI et al., 2006; CHEE;
LEE, 2005; FILIU et al., 2002; NIELSEN; OBALDIA; HEITMAN, 2007; PAL, 1997;
REOLON; PEREZ; MEZZARL, 2004).

PublicacGes descrevendo a levedura em outras espécies de aves também podem ser
lidas. No trabalho de Hedayati et al. (2011), verificou-se o isolamento de C. neoformans a
partir das fezes de andorinha (Hirundo rustica), e no trabalho de Pereira (2006a), constatou-se
o0 isolamento da mesma espécie de levedura em jandaia mitrata (Aratinga mitrata) residente
em um zooldgico, o que confirma a presenca do agente em aves exdticas e o torna importante
sob o ponto de vista de Saude Publica. O zool6gico € um local de grande circulagdo de
pessoas, que podem entrar em contato com os recintos das aves, e consequentemente, serem
expostas ao agente.

O isolamento de leveduras pertencentes ao género Cryptococcus é frequente quando
se trata de material orgénico proveniente, principalmente, de fezes de aves; contudo, a
recuperacdo de cepas pertencentes ao género a partir da cloaca e do inglavio de psitacideos,
objeto deste estudo, € um fator ainda pouco estudado. Lugarini (2007) estudou excretas de
passeriformes e psitaciformes, bem como realizou um estudo a partir da inser¢do de “swab”
no inglavio e na cloaca das aves. Cryptococcus neoformans foi isolado de 24,11% das
amostras de excretas de passeriformes e em 1,42% das amostras de excretas de psitaciformes;
ndo sendo isoladas amostras da levedura a partir da cloaca e do inglavio das aves; o que leva a
concluséo de que as leveduras talvez ndo tenham um carater endossaprobiotico no aparelho
digestorio de passeriformes e psitaciformes. No presente trabalho, também foram realizadas
coletas de amostras a partir da cloaca, com a introdugdo de “swabs”; e também a partir do

papo, com a técnica de lavado do inglavio. Contudo, apesar de nédo ter havido isolamentos de



66

leveduras do género Cryptococcus a partir do inglavio, todos os isolados do género foram
provenientes das amostras de cloaca de animais clinicamente saudaveis.

Lugarini et al. (2008) realizaram isolamento de C. neoformans a partir de excretas de
passeriformes e psitaciformes, sendo que 25,43% das amostras apresentaram levedura. Em
trabalho realizado com aves e varias amostras ambientais no Mexico, Lopez-Martinez e
Castafion-Olivares (1995) citam o papagaio como a fonte mais importante da levedura dentre
as demais amostras ambientais coletadas. Em experimento realizado também com papagaios
mantidos em cativeiro, Pal (2005) realizou coleta de amostras de fezes secas e frescas, e das
45 amostras isoladas totais, nove foram provenientes de fezes secas, enquanto que uma foi
proveniente de fezes imidas. Em nosso trabalho ndo foram coletadas fezes provenientes do
ambiente; as amostras foram retiradas diretamente da cloaca, fato que pode explicar a baixa
porcentagem das leveduras pertencentes ao género Cryptococcus, se comparada ao total das
amostras isoladas. Outro fator que deve ser levado em consideracdo é a competicdo entre 0s
microrganismos integrantes dessa regido anatomica da ave. O ambiente controlado ou néo
pode também interferir no isolamento das espécies de leveduras, assim como a espécie da ave
estudada.

Aves marinhas da Antarctica também foram estudadas por Chryssanthou et al. (2011),
sendo isoladas leveduras da espécie C. neoformans, C. albidus e C. gattii. Estes trabalhos
evidenciam de forma clara o papel da ave na manutencdo da levedura no ambiente. No
presente trabalho, isolamos também Cryptococcus albidus, assim como no trabalho citado.

Além de trabalhos descrevendo o isolamento da levedura a partir de excretas de aves,
existem também aqueles que referem o isolamento do fungo a partir de amostras ambientais,
relacionadas ou ndo com a presenca de aves e das excretas das mesmas. No trabalho de
Baroni et al. (2006) foi realizado o isolamento da levedura a partir de excretas de pombos e
também do ar de torres de igrejas e de suas proximidades, sendo isoladas ndo somente cepas
de C. neoformans, como também cepas de C. albidus, ndo se determinando a variedade.

As fontes ambientais de onde podem ser isoladas leveduras, que compdem o género
Cryptococcus, sdo extensamente estudadas, visando estabelecer a relagdo do microrganismo
com o ambiente, e assim determinar sua ecologia. E possivel encontrar trabalhos que relatam
0 isolamento da levedura a partir de ocos de arvores vivas, pedacos de madeira, cascas de
arvores e matéria organica vegetal em decomposicéo. O trabalho descrito por Lazera, Igreja e
Wanke (2010), confirma essa hipdtese, visto que isolaram a levedura de varias espécies
arboreas; assim como Escandon et al. (2005), que isolaram a levedura a partir de detritos de

Eucalyptus spp. Lazera et al. (2000) também recuperaram a levedura a partir de amostras de
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madeira em decomposicdo retiradas de ocos de arvores. Baltazar e Ribeito (2008) descrevem
que além de realizar o isolamento de C. neoformans a partir de arvores, também recuperaram
C. gattii e C. laurentii. Assim também procedeu Kobayashi et al. (2005) que realizaram
pesquisa ambiental e encontraram leveduras do género Cryptococcus provenientes de
excrementos de aves e de Eucalyptus. A levedura também foi pesquisada em uma madeireira,
onde se confirmou sua presenca em pd de madeira, excreta seca de galinha e de pombo e a
possivel transmissdo do fungo a um individuo HIV negativo que residia e trabalhava na
mesma madeireira (CRESTANI, 2007). Como pudemos observar pela literatura acima citada,
0 maior numero de pesquisas é restrito as espécies C. neoformans e C. gattii e no meio
ambiente. Outras espécies do género, tais como Cryptococcus albidus e C. laurentii sdo
menos descritas ndo se levando em consideracdo sua importancia como patdgenos e sua
interacdo no meio ambiente.

Assim como C. neoformans e C. gattii, outras leveduras do género Cryptococcus
também podem ser encontradas nos mais variados ambientes. Brandsberg e Kretchmer (1972)
ao avaliar amostras de alimentos de aves encontraram espécies como C. albidus, C. laurentii e
C. luteolus, sendo C. albidus mais predominante do que C. laurentii. O p6 de livros de
bibliotecas também foi pesquisado por Leite Jr. et al. (2012), que isolou C. gattii, C. albidus,
C. terreus, C. luteolus, C. neoformans e C. uniguttulatus. A partir de amostras do solo, Vital
et al. (2002) também realizou o isolamento de leveduras pertencentes ao género
Cryptococcus, descrevendo, inclusive a recuperacdo de C. laurentii e C. albidus a partir deste
material. Como pudemos notar as especies C. albidus e C. laurentii ja foram isoladas de
alimentos de aves. Este € um dado importante, visto que um alimento contaminado com a
levedura também pode resultar em contaminacdo da ave; e as fezes da ave contaminada,
podem carrear 0 microrganismo novamente para o alimento exposto.

Leveduras pertencentes ao género Cryptococcus também foram isoladas a partir da
cloaca de psitacideos por Gonzalez-Hein, Gonzalez e Diaz (2010). Do total de amostras, trés
foram identificadas como C. albidus, duas como C. laurentii e uma como C. neoformans. As
leveduras também foram recuperadas a partir de amostras provenientes de cloacas de pombos,
sendo 1,81% das amostras identificadas como C. laurentii e 0,91% identificadas como C.
albidus (ROSARIO et al., 2005). Em outro trabalho, Rosario et al. (2010) descreve que
realizou isolamento de leveduras pertencentes ao género Cryptococcus a partir de fezes e papo
de pombos; sendo que do papo 9,66% foram identificadas como C. neoformans, 7,2%
corresponderam a C. unigittulatus, 6,9% foram C. albidus e 0,6% foram C. laurentii. Em

nosso trabalho, apesar de pesquisarmos a levedura no papo, neste sitio ndo foi recuperada
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nenhuma colbnia correspondente ao género, sendo a totalidade das amostras isoladas
provenientes da cloaca, e as espécies isoladas foram C. albidus e C. laurentii.

Além dos trabalhos ja descritos, outros relatam o isolamento de leveduras néo-
neoformans e ndo-gattii em fezes de pombos, como € o caso de Bernardo, Martins e Martins
(2001), Filion, Kidd e Aguirre (2006), Jang et al. (2011), Santos et al. (2005).

Da mesma forma como é possivel encontrar pesquisas sobre a presenca da levedura no
ambiente, também é possivel encontrar descri¢cbes nas quais a mesma foi estudada, contudo
ndo foi recuperada, como no caso de Mancianti, Nardoni e Cecherelli (2001), que estudaram a
presenca da levedura em excretas de psitaciceos, mas ndo realizaram o seu isolamento.
Rezende, Munho6z e Almeida (2008) também ndo conseguiram o isomento do fungo a partir
de frutas, fezes de aves e detritos de plantas, e relataram que ndo foi detectada a presenca da
levedura apds 5 dias da inoculacdo da mesma. Santos et al. (2009) também ndo constataram
isolamento da levedura do género Cryptococcus a partir da cloaca, coanas e excretas de
passeriformes e psitaciformes enjaulados; contudo, descreveram que houve a recuperacao de
outras leveduras pertencentes ao género Candida, tais como C. albicans, C. famata e C.
tropicalis. Em nosso trabalho, foi possivel recuperar C. albidus e C. laurentii a partir de
amostras provenientes da cloaca, sendo que as amostras provenientes do inglivio foram
negativas para leveduras do género.

Assim como no trabalho de Santos et al. (2009) na fase inicial dos nossos isolamentos,
muitas outras leveduras foram encontradas, porém, ndo se realizou identificacdo fenotipica,
visto que ndo se tratava do objetivo deste trabalho. De acordo com as caracteristicas macro e
microscopicas das col6nias, e da coloracdo evidenciada pelo meio de cultivo CHROmagar®
(Paris, Franca) podemos sugerir que houve o isolamento de leveduras pertencentes ao género
Candida e ao género Rhodotorula (com colénias tipicamente alaranjadas). Col6nias secas e
rugosas poderiam ser isolados de Trichosporon spp.

A criptococose € uma afeccdo causada por Cryptococcus que vem sendo estudada
desde sua primeira descricdo na literatura, realizada por Zenker, em 1861. Daquela época em
diante, a doenca e a levedura tiveram muitas denominagOes diferentes, decorrentes de
inimeras pesquisas acerca do microrganismo, sua ecologia, sua epidemiologia e sua patogenia
até se chegar a classificacdo dos dias atuais (HEITMAN et al., 2011). Ainda € possivel
encontrar descri¢cbes em livros e artigos da antiga classificacdo de Cryptococcus neoformans
em trés variedades: C. neoformans var. gattii (sorotipo B e C), C. neoformans var. grubii
(sorotipo A) e C. neoformans var. neoformans (Sorotipo D e AD) (FRANZOT et al., 1999).

Atualmente, o que era conhecido como a antiga variedade gattii corresponde a espécie
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Cryptococcus gattii, e as variedades grubii e neoformans correspondem a espécie C.
neoformans (HEITMAN et al.,, 2011; KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT, 2011). Assim
também ocorre com as leveduras ndo pertencentes ao complexo C. gatti e C. neoformans, que
estdo sendo constantemente reclassificadas a medida em que avancam as técnicas de
identificagéo laboratorial e moleculares.

Assim também acontece na espécie C. albidus, que segundo Kurtzman, Fell e
Boekhout (2011), possui trés variedades: C. albidus var. albidus; C. albidus var. kuetzingii e
C. albidus var. ovalis. As trés variedades apresentam caracteristicas que as diferenciam entre
si; como no caso da coloragdo da col6nia, na qual a variedade C. albidus se caracteriza por
produzir pigmentagdo que varia de creme a rosada; enquanto que as outras duas variedades
(C. kuetzingii e C. ovalis) possuem coldnias com coloracdo creme e creme-amarelada,
respectivamente. Em nosso experimento, 90% das amostras isoladas apresentavam col6nias
com coloracdo levemente rosada, o que as pré-direcionou na identificacdo como C. albidus
var. albidus. Todas apresentavam aspecto mucdide, liso e brilhante.

No caso de C. laurentii, Kurtzman, Fell e Boekhout (2011) descrevem que a colénia
possui coloracdo palida creme-acinzentada, com aspecto mucoide; sendo as células
amplamente elipsoidais a cilindricas. De fato nossas culturas apresentaram coloracdo palida
com aspecto mucoso, e ao exame direto, células com formatos cilindricos foram presenciadas.

De acordo com o descrito por Pfaller, Mcgginnis e Anaissie (2009), as leveduras
pertencentes ao género Cryptococcus sdo capazes de crescer em meios de cultura de rotina,
como agar Sabouraud dextrose, com desenvolvimento em 48-72 horas. Gompertz et al.
(2008) afirmam que as coldnias do fungo podem crescer de trés a sete dias a partir da data da
inoculacdo, apresentando-se com aspecto mucoide, brilhante e com coloracdo que varia de
branco-creme a amarelo amarronzado. Essas caracteristicas também foram notadas em nosso
trabalho; as leveduras iniciaram crescimento notadamente insidioso, a partir do sétimo dia da
inoculacdo, com col6nias apresentando aspecto mucdide e brilhante, que as distinguia de
outras colOnias contaminantes.

A temperatura é um fator limitante no crescimento e desenvolvimento das diferentes
espécies e variedades de leveduras pertencentes ao género Cryptococcus. Kurtzman e Fell
(1998) descrevem que as leveduras pertencentes as espécies C. neoformans e C. gattii sdo
capazes de crescer a temperatura ambiente ou a 37°C, sendo que temperaturas superiores as
descritas podem matar o fungo. Essas espécies crescem facilmente na temperatura em torno
de 30 °C, como ficou relatado no trabalho de Reolon, Perez e Mezzarl (2004). Fernandes et al.

(2000) submeteram suas amostras provenientes de liquido cefalorraquidiano a 37 °C, as
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leveduras cresceram e foram identificadas como C. neoformans e C. gattii. Pedroso, Ferreira e
Candido (2009) relatam em seu trabalho que de todas as leveduras cultivadas a partir de
excrementos de aves e amostras ambientais, todas as cepas de C. neoformans, 20% de C.
albidus e 44,4% de C. laurentii foram capazes de crescer a 37°C. A baixa taxa de crescimento
das especies ndo-neoformans se comparadas com a espécie C. neoformans confirma a
hipotese de crescimento insidioso da maioria das cepas ndo-neoformans e ndo-gattii. E,
considerando a problematica inicial da temperatura funcional do corpo humano, fica plausivel
entender o porqué encontramos mais relatos de patologias envolvendo C. neoformans e C.
gattii do que outras leveduras que ndo pertencem a essas espécies: a sensibilidade a uma
elevada temperatura é maior e se torna um fator limitante para o desenvolvimento da cepa e
consequente desenvolvimento da doenca.

Assim, a capacidade de suportar 37 °C é de relevancia patoldgica, visto que se
aproxima muito da temperatura de funcionamento do organismo humano. As cepas
recuperadas neste experimento foram submetidas a essa temperatura, e nenhuma delas
conseguiu sobreviver ao teste. Contudo, quando submetidas a temperatura de 30 °C, todas
(100%) foram capazes de se desenvolver. Descricdes como as de Kurtzman, Fell e Boekhout
(2011), afirmam que as variedades de C. albidus e a espécies C. laurentii sdo capazes de
crescer a temperatura em torno de 20 °C; e que C. laurentii tem crescimento variavel a 37 °C.
Ferreira-Paim et al. (2011) afirmam que as leveduras isoladas em seu trabalho eram da
espécie C. laurentii, e cresciam a 37 °C, contudo, a temperatura ideal de crescimento girou
em torno de 35 °C. Pedroso et al. (2009) também relatam que algumas cepas de C. albidus e
C. laurentii conseguiram se desenvolver quando submetidas a temperatura de 37 °C; assim
como no trabalho de Leite Jr. et al. (2012) relatam que as amostras coletadas em seu trabalho
foram submetidas a incubagdo a 37 °C por 5 a 7 dias, sendo que as leveduras isoladas foram:
36,6% de C. gattii, 4,6% de C. albidus, 29,3% de C. terreus, 9,8% de C. luteolus, 7,3% de C.
neoformans, 7,3% de C. uniguttulatus. Apesar de estar em menor porcentagem, a especie C.
albidus foi capaz de sobreviver a incubacdo a essa temperatura, caracteristica ndo confirmada
neste trabalho.

Reolon, Perez e Mezzarl (2004) realizaram isolamento de C. neoformans a partir de
excretas de pombos. As amostras foram incubadas por cinco dias em agar Sabouraud
dextrose, sendo 100% positivas para a levedura. Em nossos isolamentos, o tempo de
incubagdo das primeiras amostras foi de 10 dias, e a 25 °C, visando retardar o crescimento de
fungos filamentosos que poderiam contaminar e condenar a placa ao descarte. Destaca-se 0

comportamento de crescimento insidioso nestas condi¢des de incubacgédo. Pal (2005), também
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incubou suas amostras provenientes de fezes secas e frescas de papagaios a temperatura de 25
°C, sendo o cultivo em &gar semente de girassol, ja que em &gar Sabouraud dextrose
observou-se rapida contaminacao da placa por fungos filamentosos.

Sobre a micromorfologia de C. neoformans, Gompertz et al. (2008) descreve que as
células possuem formato esférico, podendo ser visualizadas estruturas de diferentes tamanhos
resultante de sua reproducdo por brotamento. Essa afirmacgéo é de especial importancia, ja que
as ceélulas visualizadas no exame direto deste experimento tinham como caracteristica
morfologia ovalada, o que, em um primeiro momento, ja serve como um indicio de leveduras
ndo-neoformans e ndo-gattii. De fato, quando nos referimos a C. albidus var. albidus, C.
albidus var. kuetzingii, C. albidus var. ovalis e C. laurentii, a descricdo de Kurtzman, Fell e
Boekhout (2011) define as células destas espécies como ovoides, subglobosas ou elipsoidais.

De acordo com Gompertz et al. (2008) e Lacaz et al. (2002), a capsula produzida pelas
leveduras pertencentes ao género Cryptococcus sdo associadas a sua patogenicidade pois
dificultam o reconhecimento das mesmas pelo sistema imunolégico, interferindo diretamente
em sua fagocitose. Trata-se de um importante auxiliar no diagnostico da levedura, visto que,
guando submetida a técnica de coloracdo com tinta nankin ou tinta da China, a capsula néo se
cora, 0 que permite a sua visualizacdo (GOMPERTZ et al., 2008). Léazera, Igreja e Wanke
(2010), além de concordarem com os autores acima citados sobre a interferéncia da capsula na
fagocitose das leveduras pelo organismo hospedeiro, ainda acrescentam que, quando em alta
concentracdo, pode bloguear a quimiotaxia de células de defesa e inibir a sintese de
anticorpos, sendo que variantes genéticas sem a capsula obtidas em laboratério ndo sdo
capazes de causar a doenca. Assim também afirmaram Small e Mitchell (1986, 1989), os
quais descrevem em seus trabalhos que quando estdo sem a capsula, as leveduras sao
facilmente fagocitadas pelos macréfagos e mondcitos.

Ainda sobre a cépsula, Zaragoza et al. (2009) afirmam que o tamanho da mesma é
varidvel de acordo com as diferentes espécies existentes e também de acordo com a
individualidade de cada célula. Em nosso trabalho, apds o primeiro isolamento e purificacéo
das col6nias, foi realizado o exame direto das mesmas com tinta nankin, contudo, todas as
cepas isoladas (100%) ndo apresentaram capsula desenvolvida, talvez pelo fato de ndo
estarem infectantes (causando doencga) ou por que ndo estavam sendo submetidas a estresse,
visto que foram isoladas da cloaca de aves sadias (sem sinais clinicos). Em trabalho realizado
por Pedroso, Ferreira e Candido (2009), os autores testaram varios fatores de viruléncia de
varias espécies pertencentes ao género Cryptococcus, e determinaram que quanto a producao

de capsula, 93,3% das amostras de C. neoformans foram capazes de sintetiza-la, contra 66,7%
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de C. albidus e 88,9% de C. laurentii. Nota-se que apesar da alta porcentagem de producdo de
capsula das amostras de C. neoformans, C. albidus e C.gattii também foram capazes de
produzi-la, o que néo foi verificado por nossas amostras.

De acordo com Gompertz et al. (2008) leveduras do género Cryptococcus sdo capazes
de produzir melanina, e quando cultivadas em meio contendo dopamina, a espécie C.
neoformans apresenta-se com coloragdo escura a negra. Além de conferir & levedura protecdo
antioxidante (WILLIAMSON, 1997), a melanina também tem acao anti-fagocitaria contra as
células de defesa do hospedeiro (LIN; CHRISTENSEN, 1994; WILLIAMSON;
WAKAMATSU; ITO, 1998), sendo uma caracteristica muito utilizada em uma das etapas de
identificacdo da levedura (LIU; NIZET, 2009). As nossas amostras foram inoculadas em meio
contendo dopamina juntamente com cepas ATCC padrdo de C. neoformans 90112, C. gattii
56990 e C. albicans 90028, para facilitar a comparacdo da tonalidade produzida. C.
neoformans e C. gattii produziram coloragédo escurecida amarronzada no meio, enquanto que
C. albicans ndo alterou sua cor, permanecendo a coloracdo branca da colonia. As cepas
isoladas neste experimento produziram tonalidade fraca quando comparadas as cepas padrédo
de C. neoformans e C. gattii; e tonalidade um pouco mais forte se comparadas a amostra
padrdo de C. albicans.

Assim também relatou Pedroso et al. (2007), ao avaliar a producdo do pigmento por
diferentes cepas, em diferentes meios. Os autores descreveram que C. albidus e C. laurentii
apresentaram pigmento nos diferentes meios de cultura que foi definido ap6s 8 dias de
incubacdo, sendo que os meios agar batata e cenoura, agar semente de girassol e agar L-dopa
foram os que evidenciaram melhor a coloracdo, sobretudo, bem menos intensa do que a
coloracdo produzida por isolados de C. neoformans. Esta caracteristica foi explicada por
Ikeda et al. (2002), que afirmaram em seu trabalho que as espécies C. gattii e C. neoformans
produzem melanina de uma forma mais pronunciada do que outras leveduras do género;
caracteristica também evidenciada no trabalho de Menezes, Penatti e Pedroso (2011).
Também avaliando a producéo da lacase em cepas ambientais, Chan e Tay (2009) afirmam
que a quantidade sintetizada da enzima foi insignificante nos isolados ndo-neoformans

As cepas isoladas nesta pesquisa foram submetidas a tipagem bioquimica em meio
CGB. As amostras de C. albidus var. albidus ndo alteraram a cor do meio, que se manteve
com tonalidade amarelada, contudo, C. laurentii tornou o meio azul-cobalto, fato que poderia
induzir ao erro, visto que sabidamente C. gattii também altera a tonalidade do meio. Esse
fator foi igualmente relatado por Tay, Na e Tajjudin (2008), que descreveram que suas
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amostras de C. laurentii também modificaram a cor do meio, enquanto que a C. albidus
manteve a coloracdo do mesmo inalterada.

Quanto a producdo de fosfolipase, 80% de nossos isolamentos foram capazes de
produzir fortemente a enzima, 0 que é de especial importancia, ja que se trata de uma
substancia que tem a capacidade de hidrolisar fosfolipideos do hospedeiro (COX et al., 2001;
SIAFAKAS et al., 2006), que é um importante componente da membrana plasmaética dos
hospedeiros. Cafarchia et al. (2008) também avaliaram a atividade fosfolipasica de suas
amostras, que se mostrou alta ap6s cinco dias de incubacdo, sendo que C. albidus e C.
laurentii foram as leveduras que apresentaram a maior producdo da enzima. Ferreira-Paim et
al. (2011) avaliaram em seu estudo a atividade de fosfolipase, proteinase e hemolisinas
provenientes de 38 isolados de C. laurentii, e descreveram que todos os isolados produziram
fosfolipase, e em contrapartida, nenhum isolado exibiu a producéo de proteinase.

A proteinase é uma enzima que também pode ser produzida por leveduras do género
Cryptococcus, e foi produzida por 100% das cepas de C. albidus e C. laurentii isoladas neste
trabalho, sendo que 80% das mesmas foram fortemente produtoras desta substancia.
Casadevall e Perfect (1998) descreveram que essas enzimas tem a funcdo de degradar os
tecidos do hospedeiro e destruir proteinas imunologicamente importantes; e Calderoni e Fonzi
(2001) complementam que também podem agir na coagulacdo sanguinea e na morte celular.
Diversos trabalhos relatam a capacidade das cepas isoladas de produzirem a enzima, como
nos estudos de Campos e Baroni (2010), Pereira (2006b) e Vidotto et al. (2005).

O fato de as cepas isoladas nesta pesquisa serem produtoras e fortemente produtoras
de proteinase e fosfolipase lhes confere especial importancia clinica, visto que ambas as
enzimas produzidas séo importantes fatores de viruléncia.

As leveduras C. neoformans e C. gattii sdo descritas como as mais importantes
clinicamente, capazes de causar a criptococose humana e animal principalmente em pacientes
com alteracdes ligadas ao sistema imunologico que levem a imunodepressdo (BARONI et al.,
2006; BICANIC; HARRISON, 2005; CASADEVALL; PERFECT, 1998; DARZE et al.,
2000; JOHNSON et al., 1998; LACAZ et al., 2002; LEAL, 2006; LEGGIADRO, BARRET;
HUGUES, 1992; MONTENEGRO; PAULA, 2000; PEDROSO; CANDIDO, 2006;
SEVERO, 1993). Em relatos de casos relacionados as afecc¢Oes clinicas causadas por essas
especies, € importante destacar os fatores predisponentes dos individuos afetados, bem como
os fatores de viruléncia do microrganismo (OLIVEIRA et al., 2008). No relato de Rodriguez
et al. (2007) por exemplo, a doenca acometeu um paciente de 64 anos, com depressao

imunologica que trabalhava em uma granja, de onde provavelmente adquiriu a levedura.
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Pappalardo e Melhem (2003) afirmam em seu estudo que o aumento de casos de
individus portadores do virus da AIDS foi acompanhado pelo aumento da incidéncia da
doenca, sendo considerada por Moreira et al. (2006) de carater oportunista com maior
morbidade e mortalidade em pacientes com problemas na imunidade. A maior parte das
afeccbes é causada por leveduras da espécie C. neoformans e C. gattii; contudo, outras
espécies fora deste complexo e dentro do mesmo género vém atraindo a atencdo de
pesquisadores e clinicos que tém descrito um aumento no numero de afec¢fes ocasionadas
por estas leveduras. Kwon-Chung et al. (2011) afirmam que a espécie C. albidus, além de ser
um patdgeno oportunista, também compreende cerca de 80% dos casos de criptococose nao-
neoformans e ndo-gattii, podendo também promover infeccbes em individuos
imunocomprometidos (YANG et al., 2011).

DescricBes de criptococose por individuos sem o virus da AIDS também podem ser
lidas, como no relato de Pandit et al. (2006), no qual a infecgdo pela levedura foi atribuida ao
uso de esterdides contra um quadro de polimiosite; e no relato de Lambertucci, Franco e
Queiroz (2005), no qual um paciente também sem evidéncias de imunossupressao e/ou outras
morbidades associadas acabou por desenvolver a doenca. Nesses dois relatos, a espécie
identificada como causadora da doenca foi C. neoformans. Contudo, Bicanic e Harrison
(2005); Levitz e Boekhout (2006) e Severo (1993), descrevem que a espécie mais importante

do ponto de vista clinico para pacientes imunocompetentes é o C. gattii.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

- Foi possivel isolar leveduras do género Cryptococcus a partir da cloaca de psitacideos
do género Amazona aestiva; mas em pequena porcentagem (2,55%) se comparada ao

total de amostras isoladas;

- dentre as leveduras isoladas da cloaca e pertencentes ao género Cryptococcus, 90%
foram identificadas como sendo da espécie C. albidus var. albidus e 10% foram

identificadas como pertencente a espécie C. laurentii;

em meio especifico para producdo de fenoloxidase, as leveduras apresentaram
coloragdo marrom-amarelada, fato este que pode induzir a um resultado falso-
positivo na identificacdo de cepas do complexo patogénico de Cryptococcus (C.

neoformans e C. gattii);

a amostra de C. laurentii isolada apresentou teste positivo em meio CGB, que é
utilizado para a prévia identificacdo de C. gattii;

a temperatura 6tima de crescimento para as leveduras isoladas foi em torno de 25 °C,

sendo que temperaturas superiores a 30 °C comprometeram o desenvolvimento das

coldnias. Este fato pode estar associado a uma menor viruléncia das cepas;

neste estudo, as leveduras isoladas foram produtoras das exoenzimas proteinase e

fosfolipase, consideradas fatores relacionados a viruléncia dos microrganismos;

0 conjunto de resultados confirma o papel e a relevancia de papagaios do género

Amazona aestiva como fonte de disseminacdo de leveduras no meio ambiente.
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ANEXO — Meios de cultura

1 — Meio contendo Dopamina (KURTZMAN; FELL, 1998)

Solugao base Solugéo com substrato (DOPA)
KH,PO,.7H,0 0,49 Dopa 0,004 g
MgSO,.7H,0 0,25¢g Asparagina 0,19
Tiamina 1mg Glutamina 0,19
Glicose 059 Glicina 01g
Agar 259 H,O destilada 20 mL

H,O destilada 80 mL

Ajustar o pH em 5,5 (se necessario, com o uso de K,HPO, - 1M). Filtrar a
solugdo contendo DOPA em membrana Millipore (0,22 pm) e unir a solugéo
base ap6s autoclavacdo da mesma e resfriamento a 55 °C. Distribuir em placas
de Petri.
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2 - Meio Canavanina - Glicina — Azul de Bromotimol (C.G.B.)
(KURTZMAN, FELL, 1998)

Solucéo A (Estoque)

L —canavanina 30 mg
Glicina 10 g
MgSO, 7H,O 1g

Tiamina 1mg
H,O destilada 100 mL

Ajustar o pH para 5,6 e esterilizar por filtracdo em membrana Millipore (0,22

pum).

Solucéo com indicador de pH (Azul de bromotimol)

Azul de bromotimol 0,49
NaOH (0,01N) 64 mL
H,O destilada 36 mL

Solubilizar 0,4g de azul de bromotimol em 64 mL de NaOH (0,01 N). Adicionar
36 mL de agua destilada.

Solucdo B (Agar base com indicador):

Adicionar 20 mL da solu¢do com indicador de pH (azul de bromotimol a 0,4%)
a 880 mL de agua destilada. Adicionar 20g de agar e autoclavar a 55 °C.
Adicionar 100 mL da solucdo A a 900 mL da solucdo B. Homogeneizar e
distribuir em placas de Petri.
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3 — Agar para proteinase (RUCHEL; TEGELER; TROST, 1982)

Meio base
Agar (Difco) 189
H,O destilada 900 mL

Esterilizar por autoclavagédo a 121 °C

Meio contendo Albumina

Yeast Nitrogen Base (Difco) 11,79
Albumna bovina (fracdo V — Sigma) 29
Tiamina 1 mg
H20 destilada 100 mL

Esterilizar por filtracdo em membrana Millipore (0,22 um). Resfriar o meio base

a 50 °C e unir ao meio contendo albumina. Distribuir em placas de Petri.
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4 — Agar fosfolipase (adaptado de Price; Wilkinson; Gentry, 1982)

Preparo de gema de ovo

Gema de ovo 80g

Os ovos, previamente a este preparo, devem ser imersos em alcool iodado por 1
hora. Em seguida as gemas devem ser separadas e colocadas em recipiente
estéril. O volume necessario é pipetado a fim de evitar a entrada de membrana

da gema na composicéo final.

Meio agar fosfolipase
NaCl (Reagen) 57,39
CaCl, 0,559

Agar Sabouraud dextrose (Difco) 65g
H,O destilada 1000 mL

Esterilizar a 121 °C por 15 minutos em autoclave. Resfriar a 50 °C e misturar

com emulsdo da gema de ovo. Distribuir em placas de Petri
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5 — Meio de Christensen

Solucéo de ureéia
Uréia 409
H20 destilada 100 mL

Filtrar em membrana Millipore (0,22 pm)

Preparo de bacto uréia agar base

Bacto ureia (Oxoid)  1,5¢
H20 destilada 90 mL

Autoclavar a solucdo a 115°C por 15 minutos, resfriar a 55°C e adicionar 10 mL
da solucdo de ureia. Homogeneizar e distribuir, sob condic¢Oes assepticas, em

tubos de ensaio esterilizados.



