Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 41(5):449-453, set-out, 2008

ARTIGO/ARTICLE

Primeiro isolamento ambiental de Cryptococcus gattii
no Estado do Espirito Santo

First isolation of Cryptococcus gattii from the environment
in the State of Espirito Santo

Ludmila de Matos Baltazar'e Mariceli Araujo Ribeiro'

RESUMO

A presenca de Cryptococcus gattii foi investigada em diferentes regides do Estado do Espirito Santo. A maioria (73) das amostras foi coletada de
arvores localizadas em lugares publicos de Vitoria; 47 amostras foram coletadas de dreas preservadas ou ainda com pouco impacto humano, situados
nos arredores desta cidade, a altitudes entre 0 e 900m acima do nivel do mar e 48 de drvores nativas das regides norte e sul do estado. As amostras
foram coletadas de ocos e troncos de drvores com auxilio de swab e resultaram em 2 (1,2%) isolados de Cryptococcus neoformans, 2 (1,2%) de
Cryptococcus gattii e 1 (0,6%) de Cryptococcus laurentii. A espécie Cryptococcus gattii foi encontrada somente em drvores nativas da regido
norte, dreas que ainda apresentam resquicios de Floresta Atlantica, enquanto todas as amostras obtidas de vinte e duas espécies de arvores localizadas
em drea urbana nfo permitiram a deteccio de Cryptococcus gattii. Esses resultados mostram uma possivel relacio entre ocorréncia de Floresta
Atlantica e Cryptococcus gattii e confirma que o meio ambiente é fonte de infecgdo desse fungo.
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ABSTRACT

The presence of Cryptococcus gattii was investigated in different regions of the State of Espirito Santo. The largest number (73) of samples was
collected from trees located in public places in Vitdria; 47 came from preserved areas or areas with only minor human impact, surrounding this city,
at altitudes from 0 to 900m above sea level; 48 came from trees native of the northern and southern regions of the state. The samples were collected
from tree hollows and trunks by of swabs and yielded two isolates (1.2%) of Cryptococcus neoformans, two (1.2%) of Cryptococcus gattii and
one (0.6%) of Cryptococcus laurentii. The species Cryptococcus gattii was found only in native trees from the northern region, in areas that still
have remains of the Atlantic Forest, while none of the samples from any of the 22 tree species located in urban areas was able to show the presence
of Cryptococcus gattii. These results show a possible relationship between the presence of Atlantic Forest and occurrences of Cryptococcus gaitii.
They confirm that the environment is a source of infection with this fungus.
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0 fungo basidiomiceto Cryptococcus apresenta duas espécies
consideradas patogénicas para seres humanos e animais' *,
Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans, agentes
etioldgicos da criptococose, micose que afeta tanto individuos
sauddveis”, como imunocomprometidos® »*, especialmente
pacientes com AIDS* %, A infec¢do é adquirida através da
inalagdo de propigulos do fungo: leveduras desidratadas ou
basidiésporos'' 2 e apds a inalagdo pode haver disseminacio

Ambas as espécies Cryptococcus gattii e Cryptococcus
neoformans sio capazes de produzir lacase, que permite a
colonizacdo da madeira, principalmente em avangado estado de
decomposicao'**!, Sua distribuicio geografica por muito tempo
foi considerada restrita a regides tropicais e subtropicais® ' 2%,
Entretanto, esse paradigma, atualmente, foi quebrado, uma vez
que foi relatada a ocorréncia de Cryptococcus gattii em regides

hematogénica® para tecido cutaneo, 6rgdos internos e/ou sistema
nervoso central, onde se observa a forma clinica mais comum da
micose, 2 meningoencefalite”.
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de clima temperado® 14?7384, Cryptococcus neofomans por sua
vez, ocorre geralmente em excrementos secos principalmente
de pombos'?'.
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0 objetivo deste estudo foi investigar a ocorréncia de
Cryptococcus gattii em dreas da grande Vitdria e em diferentes
regioes do Estado do Espirito Santo.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras. No periodo de julho de 2005 a
novembro de 2006, foram coletadas 168 amostras de oco e de
casca de drvores. Os locais foram selecionados com base na
observacio de fatores de risco para a aquisicio de Cryptococcus
gattii pela populagio em geral: locais urbanos de Vitéria com
drvores ornamentais, além de regides localizadas no Sul e no
Norte do estado, com diferentes tipos de vegetacdo.

Colheita e processamento das amostras. As amostras
foram obtidas com auxilio de swab, baseada na metodologia
proposta por Granados & Castafieda'. No momento da colheita o
swab, foi passado na superficie e nos ocos das drvores e transferido
para tubos, previamente identificados, contendo meio de transporte
de Stuart (Difco). No laboratdrio, cada swab foi passado na
superficie de 10 placas de dgar com semente de Niger'! ¥’ (Guizotia
abyssinica), que foram incubadas por até cinco dias a 35°C.

Isolamento e identificaciio das leveduras em nivel de
género e espécie. Todas as colonias de coloraciio marrom no
agar Niger foram repicadas para dgar sabouraud dextrose (Difco).
Aidentificagdo do género Cryptococcus foi baseada na detec¢io
da enzima urease em Meio de Christensen (Difco), na auséncia
de fermentacdo de carboidratos e na assimilagio obrigatéria

Tabela 1 - Isolamento ambiental de Cryptococcus gattii no Brasil.

de inositol como tnica fonte de carbono. Para caracterizacao das
espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii foi
analisado o perfil de assimilacio de carboidratos, a auséncia de
assimilacao de nitrato como fonte de nitrogénio inorganico e
caracteristicas micromorfoldgicas tipicas, como a visualizagio de
cdpsula em preparagdo microscopica com tinta Nankin. As espécies
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii foram diferenciadas
no meio CGB (Canavanina-Glicina-Azul de bromotimol) "' .

RESULTADOS

Do total de 168 amostras de drvores, 5 (3%) foram
positivas para Cryptococcus spp, sendo 2 (1.2%) positivas
para Cryptococcus neoformans, 2 (1.2%) para Cryptococcus
gattii e uma (0.6%) para Cryptococcus laurentii. As amostras
foram coletadas em oito dreas dentro da regido metropolitana de
Vitéria, incluindo parques, horto e campi da UFES (73 amostras).
Foram também incluidas duas dreas de preservacio ambiental
(15 amostras) localizadas respectivamente a 27 e 62km de
Vitoria: Reserva Bioldgica de Duas Bocas e Parque Estadual
Paulo César Vinha, caracterizado por vegetacdo de restinga.
Foram ainda selecionadas quatro localidades na regido serrana
(32 amostras), cerca de 80km de Vitoria, além de trés na regido
norte (32 amostras) e duas na regido sul do estado (16 amostras).
As duas cepas de Cryptococcus gattii foram isoladas apenas de
arvores da regido norte do estado, incluindo a reserva biolégica
de Sooretama (Tabela 1 e Figura 1).

Local Amostras Total

positivas (%) de amostras  Tipo de material vegetal

Referéncias

Norte
Amazonia -
Piauf 9 (28,0%) 32

- oco de Guettarda acreana
Moquilea tomentosa e duas da espécie Cassia grandis

Fortes e cols'
Lazera e cols*!

Sudeste

Presente estudo

Espirito Santo 0 (0,0%) 136

Espirito Santo 2 (6,2%) 32

S0 Paulo 2 (8,3%) 24

Mangifera indica (mangueira), Cassia fistula (cissia-
imperial), Licania tomentosa (oiti), Caesalpinia ferrea
(pau ferro), Senna siamea (cissia amarela), Cassia
Sferruginea (canafistula), Tabebuia rosea (ipé rosa),
Tabebuia impetiginosa (ipé roxo), Pinus sp (pinheiro),
Bauhinia variegata (unha-de-vaca), Persea gratissima
(abacaterio), Caesalpinia peltophoroides (sibipiruna),
Cestrum nocturnum (dama-da-noite), Chorisia speciosa
(paineira rosa), Caesalpinia echinata (pau brasil),
Tibouchina granulosa (quaresmeira), Piptadenia
colubrina (angico branco), Delonix regia (flamboyant),
Ficus microcarpa (figueira), Tamarindus indica
(tamarindo), Carica papaya (pé-de-mamio), Spondias
mombin (pé-de-cajd), troncos de drvores em
decomposicdo, drvores de Ecossistemas Costeiros
(Floresta de Restinga) e drvores de grande e médio
porte da Floresta Atlantica

Arvores nativas de Mata Atlantica

detritos de Eucalyptus spp

(Baltazar e Ribeiro)

Presente estudo
(Baltazar e Ribeiro)
Montenegro e cols®’

Sul
Rio Grande de Sul 13 (34,0%) 38

material fecal de pdssaros

Abegg e cols!
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Figura 1 - Regiées do Estado do Espirito Santo de onde foram isoladas as cepas Cryptococcus gattii.
DISCUSSAO isolada de eucaliptos (mencionada anteriormente na literatura

Por muito tempo a espécie Cryptococcus gattiifoi estritamente
associada a drvores de eucalipto (Eucalyptus camaldulensis)®e
a climas tropicais e subtropicais??” 3334, Atualmente, entretanto,
esta espécie tem sido encontrada em diferentes drvores e regioes
geogrificas (Tabela 2).

No Brasil, a espécie foi encontrada nas regides Norte, Sul
e Sudeste' ' 2! 77 embora sua maior freqiiéncia seja na regido
Norte?”. Além de drvores, outros nichos de Cryptococcus gattii no
ambiente também estdo sendo detectados, como o achado desta
espécie em excrementos de passaros psitacideos de cativeiro, em
zoologico do Rio Grande do Sul' (Tabela 1).

Neste estudo, um total de 22 espécies de drvores ornamentais
e frutiferas foram identificadas, mas o isolamento do fungo nio
ocorreu nestes vegetais, indicando, como salienta Randhawa e
cols®, que a espécie pode ter distribui¢io muito generalizada, o
que dificulta sua detec¢fio na natureza. A espécie Cryptococcus
gattii foi isolada de drvores existentes apenas nas regides de
Floresta Atlantica e, que por nio apresentarem nomes populares
nem estruturas como flores e frutos (informagdes imprescindiveis
para a identificacio de gimnospermas e angiospermas) nio foi
possivel estabelecer as espécies destas drvores. Além disto, a cepa
isolada em Pedro Candrio foi coletada de uma drvore em adiantado
estado de decomposi¢io. Nenhuma espécie de Cryptococcus foi

como a principal fonte de Cryptococcus gatti?**), coincidindo
com achados no Canadd' e outras regides® ' 1214162130 ¢
demonstrando que o eucalipto ndo é o nicho ecoldgico tinico e
primério dessa espécie'* ' ©,

A baixa ocorréncia de Cryptococcus gattii no Espirito
Santo confirma os dados de outros estudos, onde a espécie
tem sido isolada do meio ambiente em porcentagem menor
que Cryptococcus neoformans® *. Nas regioes sul, sudeste e
centro-oeste o isolamento de Cryptococcus gattii do ambiente é
raro quando comparado a Cryptococcus neoformans (90,2% e
1,9%, respectivamente) . No entanto, esta espécie tem sido mais
prevalente nas regioes norte e nordeste (62%). Observa-se que
mais de 50% das amostras foram coletadas de drvores presentes
na regido metropolitana de Vitéria e em nenhuma delas foi
encontrado Cryptococcus gattii, evidenciando que as condices
climdticas de Vitéria, cidade litordnea e com temperaturas
médias elevadas, ndo sdo propicias para a ocorréncia do fungo.
Da mesma forma, Cryptococcus gattii ndo foi encontrado no
Parque Estadual Paulo César Vinha, caracterizado por apresentar
vegetacdo de restinga.

As amostras positivas para Cryptococcus gattii, foram
procedentes de Sooretama e Pedro Candrio, regides localizadas
a0 norte do estado. Sooretama é uma regido marcada pela
presenca de Floresta Atlantica, tanto préxima como afastada dos
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Tabela 2 - Isolamento ambiental de Cryptococcus gattii em diferentes regioes geogrdficas do mundo.

Amostras Total de
Pais positivas (%) amostras Tipo de material vegetal Referéncias
Oceania
Austrélia 3 (30,0%) 10 Syncarpia glomulifera e outra drvore ndo identificada Vilcins e cols®
Asia
india 5 (1,3%) 308 Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus citriodora e Chakrabarti e cols’
Eucalyptus tereticornis
india 7 (10,6%) 66 Syzygium cumini e Ficus religiosa Randhawa e cols*
India 10 (6,7%) 148 oco de Mangifera indica, Tamarindus indica, Grover e cols'
Pithecolobium dulce e tronco de Syzygium cumini
Jordénia 0 (0,0%) 500 - Hamasha e cols'
Egito 3 (1,2%) 245 flor de Eucalyptus camaldulensis Mahmoud e cols®
Europa
Itdlia - detritos de Eucalyptus camaldulensis Montagna e cols*
América de Norte
Canadd 58 (0,8%) 732 Alluns spp, Cedrus spp, Pseudolsuga spp e outras Kidd e cols'"
néo identificadas
Canadd 519 (9,0%) 5.704 material de drvores, solo, ar, dgua potével, gua do mar Kidd e cols'
Estados Unidos - Eucalyptus camaldulensis Pfeiffer e cols”
América Central
México 7 (28,0%) 25 detritos (tronco, folhas e solo) de Eucalyptus tereticornis Licea e cols*
América do Sul
Colombia 2 (3,0%) 68 detritos de Terminalia catappa Callejas e cols’
Colombia - - tronco e amostras do solo de Eucalyptus camaldulensis Gramados e cols'!
Colombia 57 (2,0%) 2.816 Eucalyptus spp, Laurus spp Escandon e cols’
Argentina 2(2,0%) 100 Eucalyptos spp Davel e cols’

centros populacionais. A Floresta Atlantica é caracterizada por
ter drvores antigas, elevada umidade e sombreamento™ e parece
ser um ambiente propicio para a ocorréncia de Cryptococcus
gattii no Estado do Espirito Santo. Jd Pedro Candrio, é uma
regido caracterizada por desmatamentos recentes, mas que ainda
resguarda resquicios de Floresta Atlantica. Possui também drvores
em avangado estado de decomposi¢do, condicio que favorece o
isolamento de Cryptococcus gattii***'.

Nossos resultados parecem demonstrar que Cryptococcus
gattii preferencialmente ocorre em drvores nativas e localizadas
em regides ainda sem muita interferéncia humana, como sugerido
por outros autores®.

Neste estudo, foi possivel a deteccdo de trés espécies de
Cryptococcus: Cryptococcus gattii, Cryptococcus neoformans
e Cryptococcus laurentii. Morfologicamente, as células das trés
espécies apresentaram cdpsula, visualizadas ao microscépio
6ptico com tinta Nankin. £ importante salientar a necessidade de
se realizar testes de assimilaco de carboidratos, além do emprego
do meio CGB, pois Cryptococcus laurentii pode ter o mesmo
padrio de crescimento de Cryptococcus gattii neste meio e deve
ser diferenciado pela assimilago positiva da lactose®.

Adeteccdo de Cryptococcus laurentii em material de drvore é
um dado importante. Esta espécie tem sido encontrada em outros
estados do Brasil'” ¥ e pode ocasionalmente infectar também
seres humanos'®1?%.

Este estudo mostra a ocorréncia de Cryptococcus gattii no
norte do Espirito Santo e sua possivel associagdo com microclima
presente em Floresta Atlantica desta regido. Outros estudos, no
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entanto, devem ser realizados para se estabelecer quais fatores podem
estar diretamente relacionados 2 ocorréncia do fungo no ambiente.
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