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Cryptococcus: isolamento ambiental e caracterizagdo bioguimica
[Cryptococcus: environmental isolation and biochemical characterization]
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RESUMO

O género Cryptococcus caracteriza-se por ser uma levedura responsavel por infecgdo sistémica, causada
pelas espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. O fungo é encontrado em substratos de
origem animal e vegetal, e a infec¢do ocorre com a inalagéo de basididsporos ou leveduras desidratadas
infectantes presentes no ambiente. O presente trabalho teve por objetivo pesquisar a existéncia de
microfocos de Cryptococcus sp. em amostras ambientais da cidade de Aracatuba, S&o Paulo, com a
finalidade de minimizar os riscos de contaminacdo do homem e dos animais, buscando o conhecimento
da ecoepidemiologia do Cryptococcus. Foram colhidas 50 amostras oriundas de ocos e troncos de arvores
(Cassia sp., Ficus sp., Caesalpinea peltophorides) de 10 locais representativos do perimetro urbano, as
quais foram encaminhadas ao Laboratério de Bacteriologia e Micologia da Faculdade de Medicina
Veterinéria de Aragatuba-Unesp, onde foram processadas e semeadas em placas de Petri contendo agar
semente de Niger e Sabouraud dextrose com clorafenicol e incubadas & temperatura de 30°C, por um
periodo ndo inferior a cinco dias. Posteriormente, foram submetidas as provas bioquimicas: producéo de
urease, termotolerdncia a 37°C e quimiotipagem em &gar CGB (L-canavanina-glicina-azul de
bromotimol). A anélise dos resultados revelaram que 17 (34%) dos cultivos foram positivos para o género
Cryptococcus, sendo nove (18%) para Cryptococcus gattii e oito (16%) para Cryptococcus neoformans.
Outras leveduras correlacionadas, como Rhodotorula sp. e Candida sp., também foram isoladas. Conclui-
se que os basididsporos de Cryptococcus encontram-se dispersos na natureza, constituindo microfocos
ambientais, ndo vinculados necessariamente a um Unico hospedeiro.
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ABSTRACT

Cryptococcosis is an opportunistic fungal infection caused by Cryptococcus yeasts, especially C.
neoformans and Cryptococcus gattii. The fungus is found in substrates of animal and vegetable origin,
and infection occurs through inhalation and seedlings present in the environment. The present study
aimed to investigate the existence of microfocus Cryptococcus sp. from the environmental samples of
Aragatuba city, Sdo Paulo, featuring new niches, by decoupling the direct relationship between fungus
and host in order to minimize the risk of contamination of man and animals, understanding the
ecoepidemiology of Cryptococcus. Fifty samples from hollows and tree trunks were harvested (Cassia
sp., Ficus sp., Caesalpinea peltophorides) from ten representatives in the urban perimeter. The samples
were immediately sent to the Laboratory of Bacteriology and Mycology, Faculty of Veterinary Medicine
Aracatuba - Unesp where they were processed and plated on Petri dishes containing agar seed Niger and
Sabouraud dextrose agar with chloramphenicol, incubated at 30°C for a period of no less than 5 days.
Afterwards they were subimitted to biochemical tests: urease production, thermotolerance at 37°C and
quimiotipagem in CGB agar (L- Canavanine-Glycine-Bromothymol blue). The results showed that 17
(34%) cultures were positive for Cryptococcus, 9 (18%) for Cryptococcus gattii and 8 (16%) for
Cryptococcus neoformans. Other yeast correlated as Rhodotorula sp. and Candida sp. were isolated. We
conclude that the infectious propagules of Cryptococcus are dispersed in nature and constitute an
environmental microfocus, not necessarily being bound to a single host.
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INTRODUCAO

O género Cryptococcus caracteriza-se  por
leveduras encapsuladas que podem estar
dispersas no ambiente, tendo como habitat
natural lugares Umidos (Ribas et al., 2011). A
Criptococose é uma micose sistémica, cuja porta
de entrada é via inalatéria, causada por um
complexo de fungos patogénicos do género
Cryptococcus, que agride o homem e os animais
(Brasil, 2012) e que ganhou relevancia pelo seu
cardter de infeccdo oportunista, acometendo
pacientes imunocomprometidos ou nao (Filid et
al., 2002).

O género Cryptococcus apresenta cerca de 70
espécies (Kurtzman et al., 2011) e, atualmente,
duas dessas espécies sdo reconhecidas como
patogénicas:  Cryptococcus  neoformans e
Cryptococcus gattii. A primeira inclui o0s
sorotipos A (variacdo grubii), D (var.
neoformans) e AD (hibrida entre var.
neoformans e C. gattii), e a segunda os sorotipos
B e C (Ribas et al., 2011). As espécies e
variedades se diferem em aspectos bioquimicos,
bioldgicos, ecoldgicos, antigénicos e genéticos
(Queiroz et al., 2008). O Cryptococcus
neofomans, variedades A, D e AD, tem a
capacidade de colonizar a mucosa do papo dos
pombos, sem causar a doenga, comportando-se
como agente endossapréfito natural dessas aves
(Filia et al., 2002). O C. gattii é frequentemente
isolado de plantas, estando associado a espécies
nativas e exoticas de regiGes tropicais e
subtropicais (Lazera et al., 2000; Queiroz et al.,
2008).

Sabe-se que as excretas de aves funcionam como
uma fonte nutritiva para Cryptococcus.
Entretanto, estudos demonstraram que C. gattii é
raramente observado em fezes de aves, mesmo
utilizando melhor a creatinina como fonte de
nitrogénio, como a var. grubi e neoformans
(Abegg et al., 2006).

A infeccdo pode ocorrer pela inalacdo de
propagulos de origem ambiental (Levitz, 1991),
representados por leveduras desidratadas,
menores que 2um de didmetro, facilmente
aerossolizadas (Filiu et al., 2002), em locais
contaminados por excretas secas, pela ingestdo
de poeira e/ou de alimentos contaminados com
as excretas de aves, sendo eventualmente
eliminadas para o meio ambiente. Pela acdo do
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ar, 0s propagulos contaminariam outras excretas
de pombos ndo contaminadas (Casadevall e
Perfect, 1998).

O isolamento de Cryptococcus spp. de excretas
de psitacideos (Filia et al., 2002), passeriformes
(Lugarini et al., 2008; Marinho et al., 2010),
morcegos (Tencate et al., 2012), columbiformes
(Cichon et al., 2011) e falconiformes (Cafarchia
et al., 2006) tem sido relatado constantemente na
literatura e muitas vezes associado ao habito da
ave de raspar e fragmentar pedacos de madeira e
galhos (Filiu et al., 2002).

O isolamento do fungo de amostras ambientais
vem sendo amplamente  pesquisado, como
demonstraram Ldpez-Martinez et. al. (1995),
Lazera et al. (2000), Kobayashi et al. (2005),
Reimdo et al. (2007), Refojo et al. (2008) e
Mazza et al. (2013), os quais determinaram
novas fontes de transmisséo, identificando outros
nichos ecoldgicos para a levedura.

Alguns trabalhos associaram Cryptococcus
neoformans ao pombo, criando uma constante
associacdo entre fungo e hospedeiro (Kwon-
Chung e Bennett, 1984; Ferreira e Raso, 2012).
Entretanto, Passoni (1999) afirma que o habitat
primario para o Cryptococcus gattii pode ser
espécies de plantas e madeira envelhecida, locais
onde a levedura naturalmente desenvolve o
estado sexuado e que, portanto, caracterizam um
novo habitat natural, relacionando o
microrganismo a madeira em decomposi¢do de
diferentes arvores tropicais nativas ou exoticas
introduzidas no Brasil (Brasil, 2012), o que
corrobora a permanéncia do Cryptococcus no
ambiente. Esse fato é favorecido tanto pelo C.
gattii quanto pelo C. neoformans pela capacidade
de produzir lacase (fenol oxidase), que permite a
colonizacdo da madeira, principalmente em
estado avancado de decomposicdo (Baltazar e
Ribeiro, 2008).

O presente trabalho teve por objetivo investigar
novos habitats para Cryptococcus sp. em
amostras ambientais do municipio de Aracatuba,
S8o Paulo, a fim de compreender melhor a
ecoepidemiologia do microrganismo e conhecer
novos nichos ambientais do patégeno para que,
posteriormente, medidas preventivas possam ser
elaboradas com o propésito de minimizar os
riscos de contaminacdo humana.
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MATERIAL E METODOS

Para verificar a ocorréncia de leveduras com
carater patogénico de Cryptococcus spp., foram
colhidas 50 amostras de 10 locais ndo protegidos
(pracas e parques), proximos as ruas
movimentadas ou com um fluxo significativo de
pessoas e animais, no periodo de agosto a
dezembro de 2013. As amostras foram
provenientes de fragmentos de troncos e material
putrefado de ocos de arvores (Cassia sp., Ficus
sp., Caesalpinea peltophorides), sem a presenca
de excretas de aves, por meio de raspagem com
auxilio de curetas, méscaras e luvas. As amostras
foram armazenadas em frascos plasticos estéreis,
com tampa de rosca, e encaminhadas ao
Laboratério de Bacteriologia e Micologia da
Faculdade de Medicina Veterindria, Unesp-
Aragatuba. As amostras foram processadas em
camara de fluxo laminar, onde 1g da amostra foi
macerada  utilizando-se  pistilo e gral.
Posteriormente, o material foi colocado em um
frasco Erlenmeyer de 125mL contendo 50mL de
salina estéril a 0,9%, e foi acrescido de
cloranfenicol a 0,04%. Apés vedacdo do frasco
com Parafilm®, a amostra foi agitada em vortex
de maneira vigorosa, por cinco minutos, para
posteriormente se manter a solugdo por um
periodo de repouso de 30 minutos, apds o que
foram transferidos 10mL do sobrenadante para
tubos e centrifugados por cinco minutos a
1500rpm.  Foram  descartados 9mL do
sobrenadante, e o sedimento foi homogeneizado
no volume restante, procedendo-se com a
semeadura em placas de Petri contendo meios de
cultura de &gar semente de Niger e Sabouraud
dextrose com cloranfenicol, sendo incubado a
30°C por um periodo ndo inferior a cinco dias. A
leitura ocorria diariamente, e 0s repiques eram
realizados, conforme necessario, para obtengdo
de isolados puros e exuberantes.

As colbdnias sugestivas de Cryptococcus spp.,
com coloracdo marrom-escura, foram repicadas
em tubos com agar Sabouraud para identificagdo
e manutencdo da amostra. Todas as colbnias
leveduriforme foram submetidas a coloracéo
com tinta nanquim e lactofenol-azul-algod&o
para a andlise morfoldgica das estruturas
fangicas. As col6nias identificadas para o género
Cryptococcus foram submetidas a testes
biogquimicos.

Entre o género Cryptococcus, apenas C.
neoformans e C. gattii sdo capazes de crescer a
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37°C. Para andlise da termotolerancia, as
amostras foram repicadas em agar Sabouraud,
mantidas a 37°C por sete dias.

A deteccéo da enzima urease, a qual identifica o
género  Cryptococcus, foi analisada pela
utilizacdo do meio ureia-agar-base (Christensen,
1946). Nessa reacdo, observa-se a hidrdlise da
ureia com producdo de amdnia e alcalinizagdo do
meio, 0 que provoca alteracdo do indicador de
pH de neutro para basico, evidenciando-se,
assim, uma coloracdo de tom réseo intenso. Os
isolados foram repicados nesse meio e incubados
a 30°C por cinco dias.

Para diferenciar as espécies de C. neoformans e
C. gattii, foi utilizado o meio canavanina-glicina-
azul de bromotimol (CGB) (Kwon-Chung et al.,
1982). As col6nias de C. gattii utilizam a glicina
como fonte de carbono e nitrogénio e sdo
resistentes a canavanina, mostrando uma
coloracdo azul-cobalto, enquanto C. neoformans
ndo demonstra mudanga na coloragdo do meio.
Os isolados foram repicados em meio CGB e
incubados a 30°C por até cinco dias, observando-
se diariamente a coloracdo do meio.

As varidveis foram testadas pelo teste exato de
Fisher e pelo teste qui-quadrado, sendo adotado o
nivel de significncia de 5%. Utilizou-se o
programa SAS (2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram associadas as variaveis arvores e espécies
de microrganismo (P<0,8855); local e espécie de
microrganismo (P<0,2904), por meio do teste
exato de Fisher. Para a andlise de tendéncias,
utilizou-se o teste qui-quadrado das varidveis
tempo e espécie de microrganismo (P<0,7466).
As associacdes ndo foram significativas, ou seja,
0 Cryptococcus pode ser encontrado em
diferentes locais, espécies de arvores e periodo
do ano.

Das 50 amostras colhidas por meio de raspagem
de troncos e ocos de arvores, 17 (34%) dos
cultivos foram positivos para o Cryptococcus,
sendo nove (18%) para Cryptococcus gattii e
oito (16%) para Cryptococcus neoformans.
Outras  leveduras  correlacionadas, como
Rhodotorula sp. e Candida sp., também foram
isoladas.
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As amostras colhidas em seis locais de colheita
(60%) apresentaram crescimento puro e
exuberante para uma Unica espécie de
Cryptococcus, engquanto em outros trés locais
(30%) houve crescimento associado das espécies
de Cryptococcus neoformans e C. gattii. Em
apenas um local especifico (Praca Dr. Jaime de
Oliveira), a amostra resultou no cultivo negativo
para o0 microrganismo estudado (Fig. 1). A

maioria das amostras com cultivos associados
para ambas as espécies foi proveniente de
Caesalpinea peltophoroides (Sibipiruna),
enquanto os cultivos isolados foram oriundos de
Ficus sp. e Cassia sp. Ressalta-se que, em todos
os locais, havia grande fluxo de pessoas e
animais, inclusive no local onde ndo houve
crescimento microbioldgico.

2 1
=
2z 3
§
< 2
g
=
= 1
o
= 0
=
z, & " Q> LD ) NS & ey > o
Q@Qg‘ \Orb 0?\\ (5@& \\_,b(b -\é,& \§0 -(-\z‘{\ ng\‘ Q‘LS\Q
PR o Q' & iy " e
.0 o A© o & & o Q 5 o
I o s b. ‘@ . 0% b’@l L%, b
S QS Qo o <
N &Q mC;' i sy &8 Y S > &
> > > . s i
C?O 3 & g & &7 \‘96\ & &
& D QO 24 & < % . &
{ C,J, . . -Q N I
?J Q) Q' 0 o, (Jo
A Ny
&
u Cryptococcusneoformans B Cryptococcus gattii

Figura 1. Leveduras do género Cryptococcus sp. isoladas de pontos estratégicos da cidade de Aragatuba,

Sao Paulo, 2013.

Os resultados desta pesquisa confirmam o
isolamento de Cryptococcus gatti e de C.
neoformans de tronco de Cassia sp; tronco e oco
de Ficus sp. e tronco de Caesalpinea
peltophorides. L&zera et al. (2000), Baltazar e
Ribeiro (2008) e Mazza et al. (2013) também
obtiveram o isolamento de Cryptococcus spp. em
diferentes espécies de arvores.

De acordo com Beheregaray et al. (2005),
temperaturas superiores a 30°C diminuiriam a
viabilidade da levedura no ambiente. Entretanto,
as coletas foram realizadas entre agosto e
dezembro, quando a temperatura média na
cidade de Aracatuba oscilou entre 33 e 35°C
(Prefeitura  Municipal de Aragatuba, 2014),
obtendo-se coldnias puras e exuberantes. Ha de
se considerar, no entanto, que durante as
colheitas, entre o periodo de agosto a meados de
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outubro, quando a cidade de Aracatuba, S&o
Paulo, passou por momentos de baixa umidade
com escassez de chuva, as col6nias
leveduriformes ~ com  caracteristicas  de
Cryptococcus sp., na andlise microscopica,
apresentaram-se  pequenas, dificultando a
observagdo das estruturas morfoldgicas. J& no
periodo de maior umidade, entre novembro e
dezembro, as  colbnias  sugestivas de
Cryptococcus sp., na andlise microscopica,
apresentavam suas estruturas nitidas e de facil
visualizagdo. A temperatura elevada associada a
baixa umidade sdo fatores que podem contribuir
para a inativagdo do microrganismo no ambiente.

Com relacdo ao binémio fungo — hospedeiro, C.
gatti ndo tem sido isolado de pombos, e, como
afirma Passoni (1999), o habitat primério para o
microrganismo pode ser espécies de plantas e
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madeiras envelhecidas, dissociando, assim, a
figura do pombo como hospedeiro.

O problema que agrava a existéncia de
microfocos ambientais para o C. gattii
fundamenta-se na viruléncia do patégeno que,
geralmente, atua como agente primario para a
Criptococose, independentemente do estado
imunoldgico. De acordo com Correa et al.
(1999), a infeccdo por C. gattii pode ainda
permanecer quiescente por um longo periodo,
infectando-se em uma fase precoce da vida
(infancia) para exteriorizar os sintomas em uma
fase tardia. Segundo Swinne (1979), o C.
neoformans encontra-se vinculado ao pombo,
apresentando uma complexa interacdo entre o
fungo, o ambiente e o hospedeiro. Entretanto ha
de se considerar a eventualidade com que o C.
neoformans é eliminado com as excretas apds o
término do ciclo gastrintestinal. Destaca-se a sua
permanéncia e viabilidade no ambiente, como a
sua disseminacdo pela acdo do vento, carreando
o0s propagulos para outras excretas, adjacentes e
presentes no solo (Casadevall e Perfect, 1998),
como sendo fatores relevantes & formacgdo de
microfocos e a ampliagdo dos riscos de
contaminagdo ambiental.

A presenga de fungos correlacionados, como
Candida sp. e Rhodotorula sp., também foi
observada em excretas de psitacideos (Lugarini
et al., 2007), passeriformes (Marinho et al.,
2010), fezes de morcegos (Tencate et al., 2012),
corroborando o problema que envolve a
permanéncia de excretas no ambiente, as quais
constituem uma fonte nutritiva para as leveduras
e ampliam os riscos de contaminagao.

CONCLUSAO

Conclui-se que as espécies vegetais presentes nas
pracas e nos parques da cidade de Aracatuba
constituem microfocos para Cryptococcus spp,
contribuindo, assim, para a contaminagdo
ambiental e a dissociag8o exclusiva do binémio:
pombo - C. neoformans.
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