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RESUMO

PEREIRA, J.R. Isolamento e caracterizacdo de Cryptococcus neoformans de excretas de
aves colhidas em lojas de animais do municipio do Rio de Janeiro — RJ. Seropédica
UFRRJ: 2006. 57 p. (Dissertacdo, Mestrado em Veterinaria, Microbiologia)

O objetivo do presente trabalho foi verificar o isolamento de Cryptococcus neoformans em
excretas de aves comercializadas em “pet-shops” localizados no Municipio do Rio de Janeiro
— RJ, realizar a sorogrupagem bioquimica e avaliar a viruléncia “in vitro”. Foram colhidas
1268 amostras de diversas aves em 25 estabelecimentos distribuidos em 16 bairros do referido
municipio. A sorogrupagem bioquimica foi realizada em meio CGB, enquanto a
determinacdo da producdo de protease e de fosfolipase como fatores de viruléncia, foi
realizada “in vitro” pelo emprego de meios especificos contendo respectivamente
soroalbumina bovina e gema de ovo. Do total de amostras aviarias coletadas, 85 (6,70%)
mostraram-se positivas. A positividade foi verificada isoladamente para as aves, sendo que as
excretas de Melopsittacus undulatus, Serinus canaria e outras aves de maior procura
destacaram-se pelo maior nimero de isolados. A sorogrupagem realizada para 56 cepas
revelou que 54 amostras pertencem ao sorogrupo AD (Cryptococcus neoformans variedade
neoformans) e duas, possivelmente ao sorogrupo BC (C. neoformans var gattii). Todas as
cepas mostraram-se produtoras de protease e de fosfolipase e a maioria revelou-se forte
produtora destas enzimas. Dos 56 isolados todos se encaixaram nos biotipos “Killer” | e 11
(var neoformans). A presenca deste agente em tais estabelecimentos comerciais deve ser
motivo de preocupacdo para as autoridades sanitarias, considerando-se a possibilidade de
infeccdo para 0 homem e para outros animais ali comercializados.

Palavras-chave : Cryptococcus neoformans, protease, fosfolipase, aves
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ABSTRACT

PEREIRA, Juan Rojas. Isolating and characterization of Cryptococcus neoformans from
birds droppings collected at petshops in Rio de Janeiro Borough-RJ. Seropédica: UFRRJ,
2006. 57 p. (Dissertation, Master Science in Veterinary, Microbiology).

The aim of this work was to verify the isolation of Cryptococcus neoformans from bird
droppings at some petshops trading in Rio de Janeiro borough-RJ, as well as to perform
biochemical serogruping and to evaluate the virulence *“in vitro”. 1268 samples from several
birds at 25 commercial establishments distributed on 16 neighbourhoods in Rio de Janeiro
Borough-RJ were collected. The biochemical serogrouping was carried out in CGB culture
medium plates while protease and phospholipase production indicating virulence factors
through specific media containing bovine soralbumin and yolk were performed “in vitro”
respectively. Both virulence and serogrouping assays for 64 strains were carried out. From the
total of samples, 85 (6,7%) were considered positive. Positivity feature was verified for birds,
as well as Melopsittacus undulatus birds droppings, Serinus canaria and other sort of birds
showed a greater member of seedlings. According to serogrouping, from the total of 56
samples, 54 were classified

as serogrouping AD (Cryptococcus neoformans var. neoformans) and just two of them to
serogrouping BC (Cryptococcus neoformans var gattii) possibly.All the strains showed to be
protease and phospholipase producers and most as hard ones. Of the isolated 56 all were fit in
the biotypes "Killer" I and Il (var neoformans). Talking into account the possibility of high
level infection for human and animal helth, the presence of this ethiological agent on such
kind of establishments, it might be a great concern to sanitary surveillance policy for
controllling the infection, furthermore.

Key words: Cryptococcus neoformans, protease, phospholipase, birds.
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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE Cryptococcus neoformans DE EXCRETAS
DE AVES EM LOJAS DE ANIMAIS DO MUNICIPIO DE RIO DE JANEIRO

1. INTRODUCAO

A levedura Cryptococcus neoformans, ubiquitaria e de vida livre é considerada
patologicamente oportunista para 0 homem e para os animais (Sorrel & Ellis, 1997;
Casadevall & Perfect, 1998; Baroni, 2001; Rosario, 2005). Classificada atualmente pela sua
forma anamorfa como Cryptococcus neoformans variedade neoformans e C. neoformans
variedade gattii. (Kurtzman & Fell, 1998).

As variedades neoformans, correspondem os sorotipos A e D, enquanto que as
variedades bacillispora e gattii, correspondem os sorotipos B e C (Kurtzman & Fell, 1998).
Franzot et al (1999) propuseram limitar a variedade neoformans apenas ao sorotipo D,
enguanto o sorotipo A passaria a pertencer a uma nova variedade, denominada grubii. Esta
proposicao foi baseada em caracteres genotipicos de padrbes de polimorfismo de DNA. Para
efeitos de estudo, considera-se a nomenclatura do estado anamorfo.

E sabido que esta levedura é oportunista, acometendo a todos que apresentam queda
de imunidade, como os portadores de HIV, portadores de diabetes, portadores de doencas
malignas ou sob tratamento corticoterapico. Também entre 0s animais, a criptococose ocorre
principalmente entre aqueles que apresentam algum tipo de comprometimento imunolégico
(Ferrer et al, 1992; Mancianti et al, 1992; Ramos-Vara et al, 1994), ou com defeitos
congénitos (Faggi et al,1993).

A cidade do Rio de Janeiro é uma cidade que apresenta, junto ao seu comeércio,
inimeras lojas que trabalham com passaros domésticos e outras aves. As instalacBes sdo
majoritariamente precarias e desaconselhaveis ao comercio de animais, com acumulo de
excretas, que resultam na proliferacdo de varios microorganismos, incluindo o Cryptococcus
neoformans, com risco de disseminacdo aos freqiientadores. Estas circunstancias podem,
também, possibilitar o desenvolvimento de casos de infeccdo através das vias respiratorias
para 0 homem, além da infeccdo de outros animais como cdes e gatos, geralmente também
presentes para comercializagéo.

Este trabalho objetivou determinar o grau de isolamentos de C. neoformans em “pet
shops” do Municipio do Rio de Janeiro. Um maior entendimento deste aspecto ecoldgico do
agente Cryptococcus neoformans podera evitar o desenvolvimento da patologia nos casos de

individuos imunocomprometidos, além de propiciar um melhor entendimento dos casos de
infeccdo nos mesmos e também nos animais domésticos. Outro objetivo foi a sorogrupagem,
importante por fornecer dados para que, em estudos futuros, possa-se comparar a
patogenicidade de cepas ambientais e de casos clinicos e subclinicos. Em parte, podemos
esclarecer quais as possiveis fontes de contaminacdo para 0 homem e para 0s animais em
ambiente urbano.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Histérico:

Ha mais de cem anos uma levedura foi isolada de suco de péssego por Francesco
Sanfelice (1895), apud Mitchell & Perfect (1995), membro do Instituto de Pesquisa da
Universidade de Caligari. Este pesquisador observou que a levedura isolada era patogénica,
por meio de testes em cées, galinhas e em porquinhos da india, sendo que nesses ultimos, por
inoculacdo intraperitoneal ocorrendo o desenvolvimento de lesdes semelhantes a sarcomas e
também com linfoadenopatias. O microorganismo foi denominado Saccharomyces
neoformans em 1895 (Sanfelice, 1895, apud Drouhet, 1997).

Na Alemanha, Otto Busse (1894), apud Mitchell & Perfect (1995), observou uma
levedura capsulada, isolada da tibia de um homem de 31 anos, sendo denominada de
Saccharomyces hominis. No mesmo ano Buschke, apud Drouhet (1997), dermatologista e
cirurgido de Berlim estudando o caso avaliado por Otto Busse (1894) verificou por meio da
Histopatologia tratar-se de uma lesdo causada por um coccideo.

Ferdinand Curtis (1896), apud Drouhet (1997), verificou um segundo caso de
criptococose com leséo no tecido subcutdneo. Na ocasido denominou-a de Saccharomyces
subcutaneous tumefaciens.

Jean Paul Vuillemin (1901), apud Drouhet (1997), denominou os isolados de Otto
Busse e de Curtis, de Cryptococcus hominis e o isolado de Sanfelice de Cryptococcus
neoformans, ja que os isolados ndo eram fermentativos e ndo formavam ascosporos,
diferentemente dos membros do género Saccharomyces. Este género foi criado por Kutzing
(1833), apud Drouhet, (1997), para designar leveduras ndo produtoras de ascosporos.

Observando que os tecidos parasitados eram circundados por areas claras Stoddard &
Cutler (1916), apud Casadevall & Perfect (1998), confundindo a capsula com é&rea de lise
celular renomearam a levedura como Torula histolytica. Freeman (1931), apud Casadevall &
Perfect, (1998), estabeleceu que os espacos observados correspondiam as areas de contracéo
sofrida pela capsula durante a fixacdo tecidual.

Um estudo que incluiu os isolados de Busse, Curtis e Sanfelice, classificou-as em
grupos, identificados pela fermentacao, pela assimilacdo de fontes carbonadas e nitrogenadas,
morfologia colonial e sorologia. Este foi desenvolvido por Rhoda Benham (1935), apud
Drouhet (1997). A autora, entdo concluiu que todos os isolados humanos pertenciam a mesma
espécie, Cryptococcus neoformans. No entanto a autora denominou-a de Cryptococcus
hominis. Como Sanfelice propusera o nome da espécie em 1895 (Saccharomyces neoformans)
e que o género Cryptococcus fora proposto por Kutizing (1833), apud Drouhet (1997), Fell et
al (1989) determinaram a denominacdo Cryptococcus neoformans como espécie tipo dos
isolados estudados.

2.2 — Taxonomia (Casadevall & Perfect, 1998):

Cryptococcus neoformans é taxonomicamente classificada, na atualidade segundo sua
forma de reproducéo sexuada como:
Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Ordem: Filobasidiales
Familia: Filobasidiaceae
Género: Filobasidiella



Espécie:
Filobasidiella neoformans variedade neoformans (sorotipo A e D)
Filobasidiella neoformans var bacillispora (sorotipos B e C)
Correspondentes anamorfos respectivos:
Cryptococcus neoformans var neoformans (A e D)
Cryptococcus neoformans var gattii (B e C)

2.3 — Micologia:

Existem mais 34 espécies de leveduras do género Cryptococcus além de Cryptococcus
neoformans, todas consideradas ndo fermentadoras, assimiladoras de inositol, produtoras de
urease e reativas ao azul de diaz6nio B (Kurtzman & Fell, 1998). Estas outras espécies ndo
estdo alocadas no género Filobasidiella. Elas constam do género Cryptococcus (Kurtzman &
Fell, 1998), apresentando uma grande variedade habitat, sendo, verificadas em diversas partes
do mundo, em locais de baixas temperaturas, de elevadas altitudes e em &guas salinas
(Casadevall & Perfect, 1998).

Dentre estas espécies de Cryptococcus, a maioria ndo resiste aos processos
imunolégicos e as temperaturas corporais dos mamiferos. A excecdo da-se justamente para
Cryptococcus neoformans, que esta relacionada a quadros infecciosos em humanos e animais.
Ha& poucos relatos de Cryptococcus laurentii, C. curvatus e C. albidus infectando humanos, e
guase sempre sem comprovacao histopatolégica (Gluck et al, 1987 ; Dromer et al, 1995).

Em meio de cultivo sélido, C. neoformans apresentam, na reproducdo assexuada, um
crescimento de coloracdo creme e aspecto mucoide. As células sdo globosas ou ovaladas e
apresentam uma capsula de polissacarideos, sendo o grau do encapsulamento variavel de
acordo com a cepa e com condi¢des de cultivo (Kurtzman & Fell, 1998).

A descoberta do estdgio sexual por Shadomy & Utz (1966) ocorreu quando
perceberam que algumas cepas de Cryptococcus neoformans produziam hifas com conexdes
na forma de grampo, similares ao grupo dos basidiomicetos. O género proposto por Kwon-
Chung (1975), foi Filobasidiella e em 1976 mostrou que existiam duas variedades de
Filobasidiella neoformans. Essa forma de reproducéo , teleomérfica produz basidiosporos.

No estado anamorfo a variedade neoformans e a gattii sdo semelhantes, mas no
teleomorfo diferem fenotipicamente na.forma de seus basididsporos, sendo esféricos ou
cilindricos com paredes rugosas e baciliformes e com parede lisa respectivamente (Kreger van
Rij, 1984; Ellis & Howard, 1992).

Evans (1949), apud Casadevall & Perfect (1998), identificou trés sorotipos
denominados A, B e C. O quarto sorotipo conhecido foi adicionado por Wilson et al (1968),
denominado de sorotipo D. A variedade gattii de Cryptococcus neoformans foi isolada no
Zaire, em 1966, a partir de um caso de meningite infantil (Gatti & Feckels, 1970).

Franzot et al (1999), propuseram limitar a denominacdo de Cryptococcus neoformans
variedade neoformans apenas aos isolados pertencentes ao sorotipo D, sendo o sorotipo A
denominado variedade grubii. Para tal, basearam-se em caracteres genotipicos de padrdes de
polimorfismo de DNA.

2.4 — Ecologia:
2.4.1 — Isolamentos de ambientes e excretas animais:
Por ser uma levedura de distribuicdo mundial, Cryptococcus neoformans, ja foi

isolada em diversas regides: na Africa, Caribe, llhas do Pacifico (Ajello, 1956, apud
Casadevall & Perfect, 1998 ; Refal et al, 1983; Rosario et al, 2005), na Asia (HSU et al, 1994
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; Padhye et al, 1993), especificamente na China (Li et al, 1993) e no Japéo (Toyasaki, 1994),
na Europa (Mishra et al, 1981 ; Swinne-Desgain, 1975), América do Norte (Kozel &
Hermerath, 1984 ; Powell et al, 1972) e América do Sul (Ruiz et al, 1982 ; Lazera et al, 1993;
Passoni et al, 1998; Nishikawa et al, 2003; Abegg et al, 2006, Baroni et al, 2006).

Atualmente entre as fontes mais conhecidas de isolamentos de Cryptococcus
neoformans, temos as excretas aviarias, principalmente as de pombos urbanos (Swinne-
Desgain, 1975; Ellis & Pfeiffer, 1990; Levitz, 1991 ; Passoni, 1998) e de solos contaminados
(Ajello, 1958, apud Casadevall & Perfect, 1998).

Nas excretas de pombos e de muitas outras aves existe creatinina, o acido Urico, as
purinas e as xantinas, que sdo facilmente assimiladas por esta levedura (Levitz, 1991). Nestas
excretas dessecadas, C. neoformans conserva a viabilidade por quase dois anos e pode crescer
a densidades de 30 a 60 milhdes de organismos por mL (Litman & Borok, 1968),
permanecendo com capsulas pequenas, porém compativeis com a deposicédo alveolar (Levitz,
1991).

Em diversos ambientes urbanos associados ao acimulo de excretas de pombos, como
as torres de igrejas, ja foram isoladas amostras de C. neoformans. Hubaleck (1975), estudou a
distribuicdo de C. neoformans em torres de igreja, evidenciando uma correlagao positiva com
o0 conteddo de acido Urico e creatinina nas excretas. No Brasil, Baroni (2001) e Baroni et al
(2006), realizaram um levantamento da ocorréncia de C. neoformans em torres de igreja, na
cidade do Rio de Janeiro. A presenca da levedura foi demonstrada em 100% das igrejas e em
38% do total de amostras de excretas coletadas (além de ovos, penas, ninho de pombos e
solo). Em Manaus, também de excretas de pombos, em torre de igreja, Baroni et al (2004)
isolaram C. neoformans.

Diversos estudos sobre a origem da levedura nas excretas aviarias, demonstraram o
seu isolamento de muitas fontes associadas a elas. Swinne-Desgain (1975), isolou C.
neoformans de agua de bebedouros de pombos, de gaiolas de onde as excretas eram positivas
ou negativas e de amostras do ar. Em 1976, o mesmo autor buscando esclarecer melhor esta
origem, demonstrou que muitos pombos carreiam o agente no inglivio, mas ndo no baixo
trato intestinal. Para testar a viabilidade da levedura no trato gastrintestinal, forneceu células
de Cryptococcus neoformans a pombos, que permaneceram viaveis no inglavio por até 86
dias (Swinne-Desgain, 1976).

Estudos sobre C. neoformans relacionados com os pombos mostram que a levedura
raramente Ihes causa infeccdo, presumivelmente pela alta temperatura destas aves (40°C —
42°C) (Ensley et al, 1979 ; Casadevall & Perfect, 1998). Mesmo raros, alguns relatos de
criptococose ja foram observados na Australia (Malik et al, 2003) e no Brasil (Raso et al,
2004).

Swinne et al (1986), além de isolarem C. neoformans em excretas de pombos e
frangos, também isolaram da poeira e ar de casas de pacientes com AIDS e de pessoas sadias.

O isolamento da poeira domiciliar de portadores ou ndo de HIV e de ambientes
freqlientados por pacientes com criptococose € € muito freqiiente (Swinne-Desgain et al,
1991; Machado et al, 1993; Passoni et al, 1998).

No Brasil, 0 sorotipo A, variedade grubii, € o mais freqlientemente isolado de excretas
de pombos, seguido pelo sorotipo B, variedade gattii (Nishikawa et al, 2003). Macedo et al
(2004) isolaram sorotipo A de excretas de pombos localizadas em uma escola municipal do
Rio de Janeiro. Kobayashi et al (2005) também isolaram a variedade grubii de mais de 20%
de 171 amostras de excretas de pombos coletadas na cidade de Goiania, Goias Brasil.

Excretas de canério como fontes de C. neoformans foram citadas por Swinne-Desgain
(1975) e por Levitz (1991). Criseo et al (1995), verificaram 29,6% e 22,2% de positividade,
respectivamente, para excretas de canérios, obtidas de lojas de animais e em residéncias de
Messina e da Calabria, Italia.



Excretas de papagaios como reservatorios de Cryptococcus neoformans foram
mencionadas por Bawens et al (1986) e por Lopes-Martinez & Castanon-Olivares (1995).

Excretas de outras aves, também constam na literatura, como as excretas de frangos e
pardais (Swinne-Desgain et al, 1986) e fezes de faisdo (Agguslanus argus) (Charkraborty et
al, 1991). Irokanulo et al (1997) mencionam o isolamento de excretas do pato de cara branca
(Dendrocygna viduta), da aguia africana do rio (Cancuna vocifer clamus) e da aguia pintada
(Bubo africanus cinerascene). Bawens et al (1986), pesquisaram amostras de 261 viveiros do
zooldgico de Antuérpia, recuperando C. neoformans de 13 amostras, sendo sete de viveiros de
papagaios.

Pal (1989), isolou C. neoformans de excretas, madeiras das gaiolas, ninhos e a partir
dos bicos, penas e pés das aves, trabalhando em viveiros de passeriformes, bengali-vermelho
(Amandava amandava), bico de lacre (Estrilda formosa), capuchinho (Lonchura malacca) e
Melophus lathami.

Yasin et al (1991), avaliaram amostras do Zooldgico Nacional de Kuala Lumpur e
isolaram Cryptococcus neoformans das excretas de calau bicornio (Buceros bicornis) e
Anthorrhinnus galeritus.

Charkraborty et al (1991), isolaram o0 agente de outras aves como o pato de Moscou
(Cairina moschata), faisdo (Agguslanus argus), arara canindé (Ara arauna) e um papagaio
(Psittacula kramerti), todas apresentando doenca de curso prolongado.

Passoni et al (1998), isolaram em ambientes domésticos na cidade do Rio de Janeiro,
C. neoformans variedade neoformans (sorotipo A) de Paroaria dominicana, psitacideo,
Serinus canarius (canario belga), Sicalis flaveola (canario da terra) e  Sporophila
caerulencens (coleiro).

Filid et al (2002), analisaram 20 amostras de excretas de aves em ambientes
domiciliares e publicos, em Campo Grande, Mato Grosso de Sul. Isolaram, em 10 % das
amostras de aves, C. neoformans sorotipo A, tendo como positivas as excretas de periquitos
australianos, agapornis, calopsita, pombo burguesinho e pombo rabo de leque.

Abegg et al (2006), realizaram um estudo nas excretas de aves do Zooldgico de
Sapucaia do sul, Rio Grande do Sul, Brasil. Das diversas amostras coletadas 38 foram
positivas para C. neoformans, destas apenas 5 da variedade gattii. Os isolamentos da
variedade grubii foram realizados a partir de excretas de Aratinga leucophtalmus, Pionus
maximiliani, Nymphicus hollandicus, Psitacula eupatria, Nandayus nenday, Aratinga janday
e Amazona rhodocorita. Nas espécies Amazona aurea e Amazona farinosa foram isolados
dois sorotipos 0 A (variedade grubii) e o B (variedade gattii).

Swinne & Eyckmans (1984), isolaram pela primeira vez C. neoformans do conteido
digestivo de baratas (Periplaneta americana), no Zaire, feito novamente relatado por Swinne
et al (1986).

2.4.2 - Isolamento de ambientes e vegetais:

Nas ultimas décadas a variedade gattii de C. neoformans vem sendo associada a
ambientes relacionados a Eucalyptus sp. e a outros diversos géneros vegetais. No Brasil,
Lazera et al (1995), isolaram C. neoformans de ocos de arvores da espécie Cassia grandis.
Lazera et al (1998), também relataram o isolamento da levedura a partir de madeira de Ficus
sp, Cassia grandis, Mangifera indica e Moquilea tomentosa em Teresina, Pl. A variedade
gattii foi isolada M. tomentosa. Os autores sugeriram tratar-se de colonizacdo do
microambiente dos ocos das arvores.

Na Austrélia, Ellis & Pfeiffer (1990), analisando o ar, o solo e a vegetacao,
identificaram o primeiro habitat natural de C. neoformans variedade gattii, associando-o com
Eucalyptus camaldulensis, relacionando-o com a distribuicdo da criptococose causada pela



variedade gattii. Isolamentos também foram realizados nas reservas de “Barossa Valley” e de
“Nuriootpa”, com posteriores isolamentos em “Balranald” e “Hay”, a partir de debris
coletados sob as arvores. Houve associacdo do seu aparecimento com os periodos de floracdo
dos eucaliptos.

Pfeiffer & Ellis (1992), relataram a associacdo de C. neoformans variedade gattii,
sorotipo B com Eucalyptus tereticornis na Costa do Ouro, Queensland, referindo-se a
isolamento feito em 1991. E. tereticornis e E. camaldulensis sdo espécies taxonomicamente
de dificil distincdo e com distribuicdo global similar.

A variedade neoformans ocasionalmente pode ser isolada de eucalipto como o fez
Duarte et al (1994), na cidade de Bogota. Os relatos ligando a variedade neoformans a
arvores, a conhecida associacdo com a variedade gattii e, relacdo genética estrita entre as
variedades, de acordo com Casadevall & Perfect (1998), sugerem que a variedade neoformans
também pode ter um nicho arbéreo.

Ellis & Pfeiffer (1990), sugerem que mesmo a variedade neoformans tem como habitat
natural plantas especificas, como cereais, que especialmente 0os pombos utilizariam como
alimentos. Haveria um mecanismo de dispersdo sazonal do teleomorfico Filobasidiella
neoformans var neoformans.

Montenegro & Paula (2000), isolaram a variedade neoformans em 21% dos parques
municipais pesquisados na cidade de S&o Paulo, trabalhando com excretas de pombos e
materiais de eucalipto e, em duas ocasides isolaram a variedade gattii, no parque do
Ibirapuera, onde havia Eucaliptus tereticornis.

O isolamento de C. neoformans do solo € bastante freqliente e segue relacionado com
a contaminacdo por excretas de aves e, em baixos indices (Ajello, 1958, apud Drouhet, 1997).
No entanto, para Casadevall & Perfect (1998), ndo ha esclarecimento se os isolados do solo
originam-se do solo ou se sdo um reflexo da contaminagdo com excretos aviarios positivos.

A variedade gattii de C. neoformans é a mais isolada em ambientes envolvendo
vegetagdes. No entanto existem relatos de isolamentos da variedade grubii (sorotipo A), como
foi demonstrado por Ergin et al (2004), isolando a variedade grubii de Eucalyptus
camaldulensis na Turquia (uma amostra positiva dentre 1175 coletadas). No Brasil,
Kobayashi et al (2005), isolaram também a variedade grubii de Eucalyptus sp. em Goias,
Goiania, 14,28 % de 35 amostras avaliadas.

Autores afirmam que células de C. neoformans no solo ou em plantas em
decomposicgéo, expostas ao tempo, séo eliminadas pela luz solar (Ishaq et al, 1968 ; Ellis &
Pfeiffer, em 1990). Outros fatores ambientais que podem interferir na ecologia de C.
neoformans, como foram observados por Neilson et al (1978), que estudaram o trato
gastrointestinal de camundongos como modelo de porta de entrada para C. neoformans.
Neste, observaram amebas de vida livre (Acanthamoeba polyphaga) fagocitando células de C.
neoformans.

Além de fatores relacionados a acdo de protozoarios, bactérias também foram
relatadas inibindo Cryptococcus neoformans. Ruiz et al (1982), verificaram varias bactérias
com atividade anticriptococécica, isoladas de fezes de pombos. Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis e outras da microbiota intestinal de pombos (Escherichia coli) influenciam na
persisténcia de C. neoformans, na sua reproducéo, na morfologia e distribuicdo na natureza. O
mesmo autor relata que em um cultivo de C. neoformans com Acanthamoeba palestinensis,
apos quatro dias, resultou em aumento moderado do ndmero de leveduras, com marcada
diminuicao nos dias posteriores de cultivo.



2.4.3 — Fenbmeno “Killer”:

Uma das caracteristicas de Cryptococcus neoformans é a producdo de micocinas ou
toxinas “Killer”. Tais substancias, produzidas por alguns fungos podem controlar o
crescimento de outros, um fendmeno bem difundido entre as leveduras e dependente da
temperatura, do pH e do substrato (Morace et al, 1984).

Polonelli et al (1983), enfatizaram o0 uso destas toxinas como um método de tipagem
de leveduras, o que poderia funcionar como um importante marcador biologico e
epidemioldgico.

O fenébmeno “Killer” ocorre em substratos especificos como: frutas, vegetais em
decomposicgéo, solo, em processos fermentativos (Criseo et al, 1995) e em gréos de milho
(Nout et al, 1997).

Num estudo de Vadkertiovd & Slavikova (1995), com 46 cepas (12 leveduras)
isoladas de agua e de sedimento aquatico, Sporobolomyces salmonicolor, Cryptococcus
laurentii e Cryptococcus albidus apresentaram as melhores atividades “Killer” frente a
basidiomicetos e ascomicetos.

Boekhout & Scorzetti (1997), distinguiram dez biotipos segundo a sensibilidade a
toxinas “Killer” para Cryptococcus neoformans estudando 122 cepas clinicas e saprofiticas da
variedade neoformans e 32 cepas da variedade gattii.

Criseo et al (1999), relataram efeito “Killer” contra Cryptococcus neoformans
variedade neoformans sorotipo A, em diferentes valores de pH, utilizando leveduras isoladas
do mesmo ambiente de Cryptococcus neoformans. Candida parapsilosis, Candida famata e
Pichia carsonii, tiveram maior atividade contra o agente em valores de pH 4,6 , 5,0 e 5,6,
comuns em fezes de pombos e de outras aves.

Baroni (2001), demonstrou a agdo das toxinas “Killer” entre 93 isolados de C.
neoformans de material de pombos (ninho, ovos e excretas), em torres de Igreja. Verificou
88,5% biotipo 1, 17,24% biotipo I, um isolado biotipo VII e quatro isolados do biétipo VIII.
De acordo com esta biotipagem evidenciou o predominio da variedade neoformans naqueles
materiais.

2.5 — Epidemiologia:

Muitos autores defendem que a via de infeccdo no homem, para Cryptococcus
neoformans, é a inalatoria, pela inalacdo de leveduras dessecadas ou basididsporos (Levitz,
1991 ; Passoni et al, 1998 ; Casadevall & Perfect, 1998), que estdo presentes em variados
locais de ocupacdo humana, como celeiros, galpdes, pracas, residéncias e estabelecimentos
comerciais.

A levedura pode manter-se latente em um individuo saudavel e vir a causar infeccédo
quando o sistema imunolo6gico encontrar-se debilitado (Garcia-Hermoso et al, 1999). Seja por
quadros patolégicos como também por quadros medicamentosos, exemplificando a
corticoterapia (Ramos-Barbosa et al, 2004).

Segundo Casadevall & Perfect (1998), ha evidencias de que os pulmdes sejam a
primeira via de infeccdo. Suportam essa teoria diversos fatores como: isolamento do agente
do ar, tamanho das particulas proporcionais aos alvéolos pulmonares, lesdes granulomatosas
pulmonares em pacientes portadores de criptococose (Salyer et al, 1974), isolamento de
escarro e a pneumonia criptocécica antecedente ao quadro de meningite.

Cryptococcus neoformans ja foi isolado de Ulceras de portadores de HIV (Friedman et
al, 1994) e em infeccdes intestinais (Jacobs et al, 1984 ; Bonacici et al, 1990).

No entanto testes realizados em camundongos imunocomprometidos infectados com
Cryptococcus neoformans por instilagdo nasal e retro-orbital, evidenciaram o carater



infiltrativo desse agente, atingindo desde a submucosa ao periosteo e até as meninges (Gomes
et al, 1997). O que sugere que outras vias de entrada podem existir.

De acordo com Passoni et al (1999), na cidade do Rio de Janeiro, pacientes portadores
de HIV, expostos a variedade neoformans, no ambiente doméstico, apresentavam risco de
criptococose duas vezes maior que os pacientes portadores de HIV ndo expostos ao fungo em
seus domicilios.

Pappas & Perfect (1999), sugerem que dentre os principais fatores predisponentes a
criptococose, nos HIV negativos, encontra-se a corticoterapia, transplante de 6rgaos, faléncia
de 6rgdo, diabetes mellitus, doencas reumatolégicas, doencas pulmonares cronicas, doengas
hematoldgicas ou outras patologias de carater maligno. Em criancas é rara mas geralmente
associada ao HIV e outras desordens imunologicas (Leggiadro et al, 1991).

Os pacientes portadores de HIV no entanto, representam a maioria dos casos de
criptococose, sendo esta a principal causa micoldgica de morbidade e de mortalidade,
segundo Rozenbaum & Rios-Gongalves (1994), e a quarta infeccdo mais freqliente entre eles
(Kovacs & Kovacs et al, 1985). Em trabalhos mais recentes esses dados ndo variaram muito.
Atualmente 12 % dos aidéticos possuem criptococose, no Brasil, com elevadas morbidades e
mortalidades (Nishikawa et al, 2003).

A criptococose € mais freqlientemente isolada em adultos. No Brasil , Darzé et al
(2000), analisando casos de criptococose, ocorridos entre 1972 a 1996, em pacientes com
idades variaveis de 8 meses a 79 anos, verificaram que um ter¢co dos casos ocorreu em
individuos com idade inferior a 15 anos.

Souza et al (2004), isolaram e identificaram o agente da criptococose de pacientes
humanos entre 20 e 40 anos, em Goiania-GO-Brasil, sendo 47 positivos para variedade
neoformans, 3 para a variedade gattii e 3 para Cryptococcus albidus. A maioria era de
portadores de HIV. No entanto 3 isolados de C. albidus e 1 de var gattii foram isolados de
pacientes HIV negativos. Oliveira et al (2004), fizeram um levantamento de 10 anos do
Hospital Universitario de Santa Maria-RS-Brasil, de 1993 a 2003, e verificaram 91 pacientes
com criptococose, dos quais 88 era, HIV positivos e 3 negativos. Haviam dois isolados da
variedade gattii entre os HIV negativos e o restante era pertencente a variedade grubii.

Estudos recentes, no Brasil, tém demonstrado que a percentagem de criancas
infectadas vem aumentando (Pappalardo & Melhem, 2003).

Quanto a distribuicdo dos sorotipos, a variedade neoformans sorotipo A é isolada
mundialmente e € a mais freqiiente em pacientes portadores de HIV (Shimizu et al, 1986 ;
Rinaldi et al, 1986 ; Rozembaum et al, 1990 ; Mitchel & Perfect, 1995), sendo a variedade
gattii extremamente rara nos pacientes com HIV, mesmo nas &reas tropicais e subtropicais
onde é encontrada (Dromer et al, 1992), afetando principalmente individuos
imunocompetentes na maioria dos casos (Pappalardo & Melhem, 2003).

Na Amazdnia a criptococose por C. neoformans var gattii € endémica e manifesta-se
na forma de meningoencefalite. Além dos isolamentos de ocos de arvores e de excretas de
pombos, a poeira domiciliar, areia contaminada com excretas de galinhas servem como fonte
de C. neoformans var gattii nessa regido e como também tabuas de madeira em decomposicao
usadas em construcGes (Neves et al, 2004).

Soares et al (2005), analisaram 79 amostras de fezes de pombos, em Santos-SP,
encontrando em 13,9% C. neoformans variedade grubii (sorotipo A), 12,6% de Cryptococcus
albidus e 8,9% de Cryptococcus laurentii. Treze destas amostras eram provenientes de
instituices de saude.

No Brasil, Lacaz & Rodrigues (1983), em estudo retrospectivo de 25 casos anteriores
a pandemias do virus HIV (1946 a 1976) relataram uma incidéncia de 56 % para o sorotipo A,
36% para o0 sorotipo B e 8% para o sorotipo D.



Sant’anna et al (1997), analisaram 337 amostras de C. neoformans de liquor de
pacientes com neurocriptococose, em sete cidades do Estado de Sdo Paulo, verificando 90,2
% associadas a portadores de HIV e apenas 2,97% pertencentes a variedade gattii.

Um estudo realizado no Brasil por Nishikawa et al (1999), com 386 isolados de casos
clinicos de criptococose e com 80 isolados de ambiente, mostrou uma prevaléncia do sorotipo
A (77,9%), seguido dos sorotipos B (18,2%), AD (1,3%), D (0,43%) e C (0,21%).

Fernandes et al (2000), estudando 50 casos de criptococose meningoencefalica
associada a portadores de HIV em Goiania, verificaram a incidéncia de 94% para variedade
neoformans. Em um levantamento feito por Kobayashi et al (2005) de outubro de 2001 a abril
de 2002, foram registrados 60 casos de criptococose em Goiania.

2.6 — Patogenia:
2.6.1 — No Homem:

Na criptococose do sistema nervoso central, 0s sinais e sintomas sdo relativos ao
envolvimento das meninges, ou ao aumento da pressédo intracranial: dores de cabeca, febre,
desorientacdo, vertigem, ambliopia, rigidez da nuca, tonturas, hiporreflexia, sonoléncia,
vomitos, afasia e paralisia dos nervos cranianos, podendo levar a o6bito (Mitchel, 1983;
Crissey et al, 1995; Pappalardo, 2002).

A criptococose pulmonar é menos freqliente que a do SNC e pode ser dividida em
primaria ou secundaria. Na primaria temos pequenos focos de infeccdo pulmonar e pode
resolver-se espontdneamente. J& na secundaria a criptococose ocorre apds uma doenca base
que debilita o individuo como: diabetes, doencas renais e neoplasias (Mitchel, 1983; Crissey
et al, 1995).

Podem ocorrer casos sistémicos, afetando pele e mucosas (Mitchel, 1983),
endoftalmite (Crump et al, 1992), corioretinite (Bibas et al, 1993) e peritonite com
disseminacéo para varios orgdos (Yinnon et al, 1993).

2.6.2 — Nos animais:

Nos animais infec¢gdes por fungos no sistema nervoso sao incomuns, incluindo-se a
criptococose e, pode-se realizar o diagnostico, por sorologia, citologia, biopsia e cultura de
liquor (Lavely et al, 2005). O sorotipo A (variedade grubii) é o mais isolado de lesdes em
animais (Benett et al, 1977).

O primeiro caso de criptococose em animais foi relatado por Sanfelice, em 1894,
isolando a levedura de um linfonodo de um bovino com carcinoma hepético. Nos casos de
mastite em bovinos, os primeiros sinais, quando por Cryptococcus neoformans sdo a
diminuicdo do fluxo de leite, tumefacédo e rigidez do Ubere, hipertrofia ganglionar linfatica e
anorexia. O leite fica viscoso com coloracdo branca a acinzentada. No entanto muitos podem
desenvolver quadros subclinicos (EI Manual Merck de Veterinaria, 1981). A patologia pode
ser provocada pela contaminacdo das tetas dos animais no solo, durante a coleta ou por
aplicac@es injetveis com instrumentos contaminados (Simon et al, 1953).

Nos felinos, a criptococose pode ocorrer com exsudato nasal e ocular, cegueira,
incoordenacao, febre, tosse, tumefacdo na cavidade nasal e faringea, com formacdo de massas
expansivas pela invasdo de C. neoformans, podendo atingir o sistema nervoso central. Em
alguns relatos, restringe-se a quadro respiratério cronico ou a massas subcutaneas tumorais
(El Manual Merck de Veterinaria, 1981; Malik et al, 1992; Chiesa, 1998). Essa infeccdo em
felinos prevalece em areas tropicais e subtropicais (Wilkinson, 1984), sendo que na infec¢do
respiratoria ha a formacao de uma massa poliposa, que se exterioriza pelas narinas, conhecida



como “nariz de palhaco” (Chagas et al, 1971; Scott et al, 1995). Linfadenite granulomatosa,
granuloma mediastinico e granulomas gerais em felinos também séo descritos por Meadows
et al (1993) e Ramos-Vara et al (1994).

Nos cdes, a infec¢cdo por Cryptococcus neoformans afeta o cérebro e as meninges com
formacGes cisticas e inflamacdo mucopurulenta nos seios paranasais. Ha quadros clinicos de
sintomas nervosos e exsudacdo nasal, observados por Lester et al (2004) em 15 cédes no
Canadd, infectados pela variedade grubii e gattii (sorotipo B). Granulomas subcuténeos
proximos as orelhas, na face e nas patas podem ocorrer (EI Manual Merck de Veterinéria,
1981 ; Corazza et al, 1991 ; Linchtensteiter & Hilf, 1994). Pode causar infecgdes sistémicas
como foi relatado por Newman et al (2003), em um caso de um céo labrador com pielonefrite
por C. neoformans.

Em animais domésticos existem varios relatos de criptococose associada a fatores
predisponentes como: imunodeficiéncia felina (Ferrer, 1992 e Ramos-Vara, et al, 1994),
defeitos genéticos em cdes e pelo uso de esterdides em gatos (Faggi et al, 1993).

Nos cavalos, a criptococose promove sinais respiratérios e exsudato nasal como
resultado de granulomas nasais, que ocorrem também nos pulmdes, nas visceras e subcutaneo
(Watt, 1970 ; Roberts et al, 1981 ; Chandna et al, 1993). Outros quadros também foram
observados como: aborto (Blanchard & Filkins, 1992) e granuloma abdominal associado a
pneumonia criptocécica, causada pela variedade gattii (Riley et al, 1992).

Em ovinos, foram observadas lesbes de pele, nasais, traqueais e pulmonares
(Chapman, 1990). Ha relatos, em camelos, de linfadenite crénica por C. neoformans (El-
Sergany et al, 1991).

Existem vérios relatos de criptococose em animais silvestres como: macacos (Macaca
cyclopis e Macaca mullata) (Garner et al, 1969 ; Pal et al, 1984), Sucuri (Eunectes murinus)
(McNamara et al, 1994) e coalas (Phascolarctos cinereus) (Spencer et al, 1993).

A criptococose aviaria € rara mas ja foi relatada em alguns estudos na Australia (Malik
et al, 2003) e no Brasil (Raso et al, 2004). Afetando aves imunodeprimidas e
imunocompetentes, levando a quadros de infeccdo subcutédnea e/ou rinite micética, e de
pneumonia e infeccdo sistémica respectivamente (Malik et al, 2003). Sete casos foram
relatados no Brasil, em Charmosyna papou, Lorius lory, Trichoglossus goldiae, Psitaculla
krameri e Psitacula erithacus, com quadros de alteragdes progressivas de SNC e com lesdes
respiratorias, associados ao isolamento da levedura de 6rgdos e das fezes destas aves (Raso et
al, 2004).

2.7 -Fatores de Viruléncia:

Os fatores que fazem Cryptococcus neoformans um patégeno, compreendem as
caracteristicas necessarias ao estabelecimento da infec¢do, com sobrevivéncia do hospedeiro e
os fatores de viruléncia que afetam o grau de patogenicidade (Buchanan & Murphy, 1998).

Dentre os fatores de viruléncia existentes, a capsula (Chang & Kwon-Chung, 1994) é
um dos principais, seguido por outros fatores como: produgdo de manitol e assimilagdo do
inositol (Casadevall & Perfect, 1998), aderéncia (Merckel & Scofield, 1993), producdo de
melanina (Jacobson & Tinnel, 1993), producdo de urease (Cox et al, 2000), producdo de
fosfolipase e de protease.

2.7.1 - Cépsula:
Estudos com cepas de Cryptococcus neoformans capsuladas e acapsuladas mostram

que as cepas desprovidas de capsula sdo menos virulentas (Fromtling et al, 1982). A producao
capsular é dependente de genes especificos, como CAP59, CAP60, CAP64 e CAP10
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(Casadevall & Perfect, 1998 ; Chang & Kwon-Chung , 1996). A cépsula confere a levedura,
protecdo contra a fagocitose (Tabeta et al, 1991), propicia repulsdo eletrostatica entre o agente
e as células de defesa do hospedeiro, facilitando a patogénese (Nosanchuk & Casadevall,
1997) e ainda seus antigenos capsulares (GXM-Glicuronoxilomanose, GALXM-
Galactoxilomanose e MP-Manoproteinas) diminuem a inflamacéo, por inibir a migracdo de
leucocitos.

2.7.2 — Manitol e Inositol:

Cryptococcus neoformans secretam D-manitol, fato relatado por Wong et al (1990), e
por Jacobson & Emery (1991). A alta concentragdo no sistema nervoso causa a formagéo de
edemas que protegem esta levedura contra processos oxidativos (Wong et al 1990 ; Denning
et al, 1991), relacionando-se também com aumento na resisténcia ao calor e a pressdo
osmotica (Casadevall & Perfect, 1998).

A contribuicdo do inositol para a viruléncia relaciona-se ao fato de servir como um
metabolito importante na biossintese de fosfolipidios de membrana e nos mecanismos de
transducéo de sinais (Vicent & Klig, 1995 ; Casadevall & Perfect, 1998).

2.7.3 — Aderéncia:

Cepas capsuladas ou ndo capsuladas podem produzir adesinas, especificas para
receptores presentes no sistema nervoso e no pulmao, sendo as acapsuladas consideradas trés
vezes mais aderentes (Merkel & Scofield, 1993 ; Merckel et al, 1994).

2.7.4 — Melanina:

Cepas mutantes de Cryptococcus neoformans ndo produtoras de melanina séo
consideradas com menor viruléncia (Rhodes et al, 1982). A producéo de melanina ocorre pela
acdo da fenoloxidase, convertendo dihidroxifendis até dopaquinona, que forma dopacromo,
polimeriza-se em melanocromo e, por fim, em melanina (Polacheck & Kwon-Chung, 1980 ;
Torres-Guerrero & Edman, 1994). Para que essa reagdo ocorra, ha necessidade de um
ambiente propicio, rico em catecolaminas como o € tecido cerebral. A funcdo da melanina é
neutralizar oxidantes (Jacobson & Tinnel, 1993) e aumentar a resisténcia frente a fagocitose e
a antifungicos (Wang et al, 1995).

2.7.5 — Urease:

Em estudo de Cox et al (2000), produziram cepas de C. neoformans ndo produtoras de
urease, originadas apds o rompimento do locus genémico da enzima (UREL), inoculadas em
coelhos sob corticoterapia, ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo as cepas
produtoras de urease. Estes animais apenas sobreviveram por um periodo maior.

2.7.6 — Fosfolipases:

Vidotto et al (1996), estudando 23 cepas de C. neoformans verificaram que 22 destas
produziam fosfolipase, com um pz (relacdo entre o diametro da colénia e a soma do didmetro
da colbnia mais a zona de precipitacdo) de 0,271 a 0,949 e fizeram uma correlacdo entre a
producdo de fosfolipase e o tamanho da capsula das cepas .

Chen et al (1997), estudando 50 isolados de C. neoformans identificaram 49 amostras
positivas para producdo de fosfolipase, havendo uma fosfolipase B, lisofosfolipase e uma
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lisofosfolipase-transacilase. No mesmo ano, em outro trabalho, identificaram a producéo de
fosfolipase em C. neoformans, por espectroscopia de ressonancia magnética e por
cromatografia de camada delgada com fosfatidilcolina e lisofosfatidilcolina a presenca da
fosfolipase B, e auséncia de fosfolipases C e D.

Vidotto et al (1998), observaram em estudo com 67 cepas isoladas de pacientes
portadores de HIV e de excretas de aves, diferencas significativas na producdo de fosfolipase
com relacdo ao tamanho da céapsula e habilidade de crescimento a 37°C e em outras
temperaturas de incubacdo. Demonstraram uma alta prevaléncia na distribui¢do da atividade
fosfolipasica de cepas isoladas de portadores de HIV, sugerindo que a fosfolipase tenha uma
funcdo na invasao do hospedeiro.

Santangelo et al (1999) realizaram uma pesquisa através da espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear para caracterizar a atividade de enzimas extracelulares de
Cryptococcus neoformans, observando uma maior atividade enzimatica entre 25°C e 40° C.
Por ruptura celular constataram que mais de 85% das atividades de fosfolipase foram
associadas com células que produziam lisofosfolipase e lisofosfolipase-transacilase, mais
facilmente liberadas do que a fosfolipase B.

Baroni (2001) observou a produgdo fosfolipase por 90,8% dos isolados de C.
neoformans, coletados de materiais de pombos (ninho, ovo, excretas) e do solo de ambientes
abertos (Parques publicos), na Cidade do Rio de Janeiro. Destas cepas, 50,6% apresentaram
Pz = 3 (fortemente produtoras).

Wright et al (2004) analisando a producao de fosfolipase por cepas de C. neoformans
variedade gattii, identificou uma nova lisofosfolipase a LPL1. Nessa variedade s6 havia até
entdo relatos de LPL (lisofosfolipase) e LPTA (lisofosfolipase-transacilase).

A fosfolipase B € importante na infeccdo pulmonar pelo C. neoformans, pois
indiretamente facilita a aderéncia da levedura ao epitélio pulmonar. A PLB1 (fosfolipase B)
age sobre os substratos do hospedeiro liberando acidos graxos, que agem sobre as membranas
celulares e no surfactante expondo sitios de ligacdo para a levedura aderir. Cepas produtoras
de PLB1 em estudo mostraram-se 69% com mais capacidade de aderéncia comparadas as ndo
produtoras (Ganendren et al, 2006).

Vidotto et al (2005), avaliaram a producdo de fosfolipase em isolados de C.
neoformans de portadores de HIV, cedidos pelo Adolfo Lutz (Sdo Paulo). Observaram a
producdo de fosfolipase por todas as 151 amostras analisadas, sendo que a maior parte possuia
um Pz de 0,69 a 0,4, considerados de médio a forte produtores no oitavo dia de incubacédo a
37°C. Também observaram que ha uma grande variacdo quando associamos a producao ao
tempo de incubacgéo, pois no 4° dia a maioria tinha um Pz entre 1 e 0,7 e no 8° dia passaram
para um Pz de 0,699 a 0,4. Mostraram a importancia de avaliarmos a producdo
simultaneamente ao tempo de incubagéo a 37°C.

Abegg et al (2006) observaram a producdo de fosfolipase por 50% de isolados de C.
neoformans de Psitaciformes, do Zool6gico de Sapucaia do Sul, Rio grande do Sul — Brasil.
Com valores de Pz de 0,69 a 0,94, sendo a média 0,83 de 38 amostras analisadas.

2.7.7 — Proteinases:

As proteinases degradam tecidos do hospedeiro ou destroem proteinas
imunologicamente importantes. O C. neoformans possui baixa atividade proteolitica,
degradando imunoglobulinas e parte do sistema complemento no local da infeccdo
(Casadevall &Perfect, 1998). Brueske (1986), relatou a sintese de protease extracelular por
cepa clinica, isolada de lavado bronquial, cultivada em meio definitivo, desprovido de sulfato
de amonia, e suplementado com soroalbumina bovina, como Unica fonte de carbono e
nitrogénio.

12



Aoki (1994), analisou oito cepas de C. neoformans originadas de portadores de HIV,
cultivadas em meio “Yeast Carbon Base” (YCB) acrescido de 0,1% de soroalbumina bovina
(BSA), e 0,01% de polipeptona. Todas as oito cepas apresentaram zona clara proteolitica em
torno das col6nias, tendo um menor crescimento e uma menor atividade proteolitica em meio
YCB suplementado somente com BSA. Os resultados sugeriram a importancia da polipeptona
nos estagios iniciais para o crescimento rapido da levedura.

Chen et al (1996), estudaram a atividade de proteinase extracelular em oito cepas de C.
neoformans variedade neoformans e duas cepas de C. neoformans variedade gattii. As
atividades proteoliticas das leveduras foram verificadas em Agar proteina, pela hidrélise de
azoalbumina, liquefacdo de gelatina e eletroforese em gel de policrilamida. Todas as cepas
apresentaram atividade proteolitica extracelular, e capacidade para utilizar imunoglobulina
murina G1, imunoglobulina bovina G e o fator complemento 5.

Recentemente foi desenvolvido um estudo envolvendo amostras de C. neoformans
variedade grubii isoladas de excretas de pombos, todas ndo produtoras de proteinase e 44%
suscetiveis ao fluconazol. Evidenciaram que ap6s a inoculacdo de cepas ndo produtoras de
proteinase 17% passaram a produzir proteinase, sendo 25 % sensiveis ao fluconazol
(Goncalvez da Silva et al, 2004).

Vidotto et al (2005) avaliaram 151 cepas de C. neoformans de portadores de HIV, em
S&o Paulo — Brasil. Todas apresentaram producdo de proteinase, sendo a maioria fortemente
produtora no 8°dia de incubacdo a 37°C, com valores de Pz entre 0,399 e 0,00 (80,79%).
Também observando a importancia do tempo de incubacgdo, pois até o 4°dia a maioria das
cepas avaliadas tinha valores de Pz entre 0,699 e 0,40, que diminuiram no oitavo dia.

2.8 — Métodos de Tipagem:

Bennet et al (1977), analisaram os diferentes pares de sorotipos de C. neoformans,
quanto a utilizacdo de acido fumarico, ac. succinico e ac. L-malico. Como resultado foi
observado que esses acidos foram assimilados por 100% dos sorotipos B e C na forma
perfeita, sendo os sorotipos A e D apenas 43% e 22% respectivamente, na forma anamorfa
esses percentuais caem para 17% e 0%. Desde entdo meios de cultura para diferenciar os
sorotipos pelas diferencas metabdlicas foram sendo desenvolvidos.

Kwon-Chung et al (1976), criaram um meio com creatinina, dextrose e azul de
Bromotimol (CDB), que ndo separava 0s sorogrupos, mas favorecia o crescimento de C.
neoformans com relacdo a outras espécies de leveduras. Salkin et al (1982), desenvolveram
outro meio combinando glicina, cicloheximida, com vermelho de fenol, observando uma
maior assimilacdo da glicina por 88% das cepas de variedade gattii e 20% de assimilacédo pelo
sorotipo A e nenhuma pelo sorotipo D.

Kwon-Chung et al (1982), substituiram a cicloheximida por L-canavanina e a glicose e
a creatinaina por 1% de glicina, denominando o meio de CGB (Canavanina, Glicina e Azul de
Bromotimol). O funcionamento do meio ocorre pela assimilacdo da glicina e pela resisténcia a
canavanina, apresentada pelos sorotipos B e C (variedade gattii). A assimilacdo da glicina por
poucas cepas do Sorotipo D ndo influencia o resultado devido a sensibilidade a canavanina
apresentada pela variedade neoformans.

Um outro método de tipagem preconizado para leveduras, incluindo C. neoformans, é
a tipagem “Killer”, através das micocinas ou toxinas “Killer”, substancias que inviabilizam
outras leveduras e fungos. Essas micocinas sdo produzidas pelas leveduras em substratos
como frutas, vegetais em decomposicéo, solo, processos fermentativos (Criseo et al, 1999) e
em ambientes aquaticos (Vadkertiovd & Slavikova, 1995). Boekhout & Scorzetti (1997),
relataram dez tipos diferentes de sensibilidade para C. neoformans (quatro para variedade
neoformans e seis para a variedade gattii).
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Métodos genotipicos também sdo usados para caracterizar as cepas de Cryptococcus
neoformans, como a RFLP (“Restriction Fragment Lenght Polimorphism”) (Pfaller, 1992), o
PCR (“Polimerase Chain Reaction”) amplificando segmentos especificos de DNA, PFGE
(“Pulsed Field Gel Electrophoresis™) separando as bandas de DNA e a cariotipagem (Perfect,
1993).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Escolha das lojas de animais (“pet shops™):

O Municipio do Rio de Janeiro por ser uma grande metrépole apresenta um grande
numero de estabelecimentos que comercializam animais (“pet shops”), incluindo as aves. Para
este estudo, diversos “pet shops” foram abordados. Embora de forma aleatdria, buscamos
ambientes com um grande acimulo de excretas de aves. Para a realizagdo das coletas foram
encaminhados oficios do Laboratério de Leveduras da UFRRJ (Anexo 1) informando a
importancia do trabalho que estava para se realizar nas lojas selecionadas. As lojas, cujos
gerentes permitiram a coleta foram entdo as selecionadas, chegando ao nimero de 25 lojas. A
selecdo das lojas e a coleta foram realizadas entre fevereiro de 2002 e agosto de 2003.

3.2 — Amostragem em lojas selecionadas:

Utilizando-se maéscaras e luvas, e portando colheres plésticas e sacos plasticos
padronizados (zip-loc pequenos), de facil vedacdo, efetuaram-se coletas de excretas de aves
domésticas de diversas espécies nos 25 estabelecimentos. As amostras foram coletadas
mensalmente no periodo de fevereiro de 2002 a agosto de 2003. Cinco dos estabelecimentos
tiveram apenas 2 a 4 coletas por motivos de faléncia ou restricdo da coleta pela geréncia. As
excretas foram coletadas do fundo das gaiolas, nas quais estavam depositados sobre diferentes
materiais, como folhas de jornal, folhas plasticas e areia. As excretas depositadas pelas aves
sobre estes materiais foram recolhidas com a colher plastica, coletando excretas recentes e ja
ressecadas, carreando juntamente restos alimentares (Sementes, ragdes) e plumas.

Foram realizadas coletas de 11 diferentes espécies freqiientemente encontradas nos
“pet shops” selecionados, como pombo (Columba spp.), rolinha diamante (Geopelia cuneata),
agapornis (Agapornis spp.), calopsita (Nymphicus hollandicus), periquito australiano
(Melopsittacus undulatus), mandarim (Poephila guttata castanotis), diamante de gould
(Chloebia goldiae), canario belga (Serinus canaria), manon (Lonchura domestica), calafate
(Padda oryzivora) e star finch (Neochmia ruficauda). O nimero de animais por gaiola foi
bastante varidvel desde um individuo sozinho a grupos de dezenas de animais, sendo o
tamanho das gaiolas bastante diversificado.

3.3 — Processamento das amostras:

O material colhido nas lojas, acondicionado em sacos pléasticos, foi transportado para o
Laboratorio de Leveduras Patogénicas e Ambientais (LLPA) do DMIV (Departamento de
Microbiologia do Instituto de Veterinaria) da UFRRJ, sendo mantidas sob refrigeracdo até o
momento do processamento.

As amostras foram pesadas, variando de acordo com o volume coletado, de 5 a 10
gramas, diluidas na proporcdo de 1:10 em salina com cloranfenicol (concentracdo de
200mg/L) contidas em frascos de Erlenmeyer de 500ml de acordo com Baroni (2001) e
homogeneizadas por agitacdo magnética. As amostras de fundos de areia foram processadas
as excretas juntamente com o pouco de areia carreada, nos outros substratos do fundo das
gaiolas (plastico e jornal) apenas as excretas juntamente com restos alimentares e plumas
foram processados. Ap6s um periodo de 30 minutos de repouso para separagdo das fases, uma
aliquota de 1mL do sobrenadante foi retirada por pipetador automatico calibrado e provido
com ponteiras descartaveis esterilizadas, sendo semeada em duplicata no meio &gar
Sabouraud-dextrose a 4% e em duplicata no meio com dopamina (Anexo 2), contidos em
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placas de Petri. Esses procedimentos em duplicata foram realizados por se tratar de um
material muito contaminado por bactérias e outros fungos aumentando as chances do
isolamento da levedura. A distribuicdo foi feita de forma uniforme sobre a superficie com
alcas de Drigalski esterilizadas. Este procedimento foi executado em cabine de seguranca
bioldgica classe 1l. As placas foram incubadas na temperatura de 32°C, realizando-se leituras
diarias do 3° até o 15° dia. Essa temperatura de incubagéo foi escolhida na tentativa de isolar
outras espécies do género Cryptococcus, como o Cryptococcus albidus.

3.4 — Leitura dos isolados:

No meio contendo dopamina (Anexo 2) as coldnias cremosas com coloracdo de
marrom claro a enegrecido e no agar Sabouraud-dextrose 4% coldnias cremosas e de
coloracdo creme foram selecionadas e isoladas como suspeitas, apds 48 a 72 horas de
incubacdo em 32°C. Em meio com dopamina colonias de C. neoformans tomam uma
coloracdo marrom a enegrecida por produzirem fenoloxidase que transforma a dopamina em
melanina. Destas coldnias suspeitas, pequenas porcoes foram retiradas para preparo de 1amina
visando avaliacdo microscopica, utilizando-se Lactofenol de Amann azul de algoddo e ou
nigrosina. Apds a microscopia as colénias que continham células compativeis com as de
Cryptococcus neoformans (redondas, ovais com ou sem brotamento) foram retiradas em
pequenas porcOes, diluidas em salina e semeadas pelo método de esgotamento da alga
microbioldgica em novas placas de Petri contendo meio com dopamina, todo procedimento
realizado em duplicata. Na etapa seguinte as colénias com confirmacdo da produgédo de
pigmentacdo melanica, de cores marrons claras a negras (Figura 1), foram transferidas para
tubos de ensaio contendo o meio agar Sabouraud-dextrose 4% (Figura 2), incubadas em 32°C
por 48 a 72 horas , sendo estes identificados de acordo com a origem da amostras avaliadas e
conservados em temperatura de refrigeracdo para posteriores testes de identificagao.

Figura 1. Col6nias de C. neoformans em meio contendo dopamina (anexo 2), de
coloragdo marrom pela agdo da enzima fenoloxidase produzida pela levedura que
atua sobre a molécula de dopamina a transformando em melanina.
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Figura 2. Col6nias de C. neoformans isoladas em meio 4gar Sabouraud-dextrose
4% em cultivo em tubo inclinado, apresentando coldnias cremosas claras
caracteristicas da levedura em cultivos recentes.

3.5 — Identificacdo de Cryptococcus neoformans (Kreger-van Rij, 1984; Kurtzman & Fell,
1998):

As colbnias que em meio dopamina apresentaram-se com coloragdo escura foram
testadas para producdo de urease em meio de Christensen (Anexo 3; Figura 3), 0 nédo
crescimento em meio contendo cicloheximida e a testes bioquimicos de assimilacdo de fontes
carbonadas e nitrogenadas (auxanograma) e de fermentacdo negativa de agucares. Foi
utilizada como controle a cepa de C. neoformans ICB-USP — 162. Ap0s esse processo 85
amostras positivas identificadas de 19 lojas de animais foram selecionadas para as proximas
etapas.

Figura 3. Meio de Christensen com reagéo positiva para producéo de uréase apés
semeio de amostra de C. neoformans isolada de excretas de aves, pela acdo da enzima
produzida sobre a uréia alterando o ph do meio passando da coloragdo amarelada a
avermelhada.
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3.6 — Sorogrupagem em meio C.G.B. (Kwon-Chung et al, 1982):

As cepas isoladas e confirmadas como pertencentes a espécie Cryptococcus
neoformans foram submetidas a sorogrupagem em meio C.G.B. (L-Canavanina, Glicina e
Azul de Bromotimol) (Anexo 4). Neste meio, as cepas pertinentes aos sorotipos A e D séo
impossibilitadas de crescimento devido ao fato de serem sensiveis a canavanina. As cepas
pertinentes aos sorotipos B e C, séo resistentes a canavanina, desenvolvendo-se no meio e ao
fazerem uso da glicina alteram o ph do meio, tornando-o azul cobalto.

Na determinacdo dos sorogrupos, as cepas previamente repicadas e incubadas a 32°C
por 48horas em Sabouraud-dextrose 4%, foram semeadas em um ponto Unico no centro de
placas de Petri de 50 mm de didmetro contendo o meio C.G.B, em cabine de seguranga
bioldgica, sendo os testes realizados em duplicata com incubagéo em 32°C. As leituras foram
diérias, até o 7° dia, observando-se a ocorréncia ou ndo de crescimento e mudanca ou nao da
coloracdo para o azul. Cepas padrfes das variedades neoformans e gattii, ICB-USP — 162 e
ICB-USP - 163 respectivamente, foram empregadas como controles.

3.7 — Determinacéo da Viruléncia:
3.7.1 — Producéo de Fosfolipase (Price et al., 1982):

As amostras selecionadas e um controle positivo (Candida albicans 12 A do LLPA)
foram repicados em &gar Sabouraud-dextrose 4% e incubadas a 32°C por 48 horas. Depois,
foram semeadas em um ponto Unico central na superficie do meio &gar fosfolipase (Anexo 5)
em placas de Petri descartaveis de 90 mm com incubagéo a 32°C por até 15 dias. Os testes
foram relizados em duplicada. A producéo dessa enzima promove uma precipitacdo de CaCl,
(Figura 4). Para confirmar a producdo de fosfolipase medimos o didmetro do halo de
precipitagdo formado ao redor da colonia e o didmetro da col6nia (Price et al, 1982; Vidotto et
al., 1996). A partir dessas medidas obtemos o valor da atividade fosfolipasica, denominada
Pz, através da razdo entre o diametro da colénia e o didametro formado pelo halo (zona de
precipitagdo), sendo classificadas conforme a Tabela 1.

Figura 4. Producido de fosfolipase positiva, representada pela formagéo do halo de
precipitacdo de sais de célcio ao redor da coldnia central de Candida albicans
(controle 12A-LLPA).
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Tabela 1 - Atividade enzimética de acordo com PRICE et al, 1982

Pz ATIVIDADE ENZIMATICA cODIGO
- 10 NEGATIVA 1
5 0,64< 10 POSITIVA 5
< 0,64 FORTEMENTE POSITIVA 3

3.7.2 — Producéo de Protease (Ruchel et al., 1982):

As amostras selecionadas e um controle positivo (Candida albicans 12A-LLPA)
foram repicados em tubos de ensaio com agar Sabouraud-dextrose 4% e incubadas por 48
horas a 32°C. Para essa avaliagdo um meio em cuja constituicdo ha soroalbumina bovina
(fracdo V-Sigma) (Anexo 6) foi semeado com uma pequena aliquota da amostra suspeita, em
um ponto unico e central do meio contido em placas de Petri, em duplicata, com incubacao
em 32°C por até 15 dias. Para verificar a producdo de protease foram medidos o didametro do
halo da zona de degradagéo do substrato formado ao redor da colénia e o didmetro da col6nia
(Figura 5) (Price et al, 1982; Vidotto et al., 1996). A partir dessas medidas determinou-se o
valor da atividade proteolitica enzimatica, denominada Pz, através da razdo entre o diametro
da colonia e o diametro formado pelo halo, sendo classificadas conforme a Tabela 1.

Figura 5. Coldnia Unica central de C. neoformans em meio 4gar protease
apresentando halo de degradacédo de proteinas, ao redor da col6nia, pela producéo de
protease, isolado P9B11 conforme a tabela 4.

3.8 — Biotipagem por toxinas “Killer” (Boekhout & Scorzetti, 1997):

Os isolados foram repicados 48 horas antes em meio gar Sabouraud-dextrose 4% com
incubacdo a 32°C. Destes repiques, foram feitas diluicbes padronizadas de acordo com o valor
0,5 da escala de McFarland. Placas de petri com 90 mm de didmetro foram previamente
preparadas e identificadas, para que 3 mL das suspensfes fossem vertidas e a seguir 10 mL do
meio YEPD modificado (Anexo 7) fundido e resfriado na temperatura de 50°C. Cada placa,
preenchida, foi submetida a movimentos “em oito” para homogeneizagé&o.
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As placas com os meios ja solidificados receberam cada uma das seis cepas padroes.
Anteriormente a essa etapa as cepas padrfes foram repicadas em um meio de ativacdo, o
YPGA (Anexo 7), e incubadas a 25°C por 7 dias, temperatura de incubacdo que favorece o
crescimento de todas as cepas padrdes. A aplicacdo dos padrbes foi realizado com a alca
microbioldgica, em pequenos pontos equidistantes entre si e afastados 10 mm da parede da
placa, no sentido horario. As cepas padr@es utilizadas estdo mantidas na micoteca do LLPA-
DMIV-1V-UFRRJ e foram cedidas pelo Laboratério de Leveduras secdo de Micologia do
Departamento de Microbiologia do ICB/USP e aplicadas na seguinte ordem:

CBS 139 Cryptococcus laurentii (Kufferath)

CBS 4736 Filobasidium capsuligenum (Rodrigues de Miranda)
CBS 7235 Cryptococcus laurentii (Kufferath)

CBS 7717 Cryptococcus podzolicus (Bad’eva & Reshetova)
CBS 7857 Cryptococcus laurentii (Kufferath)

CBS 4281 Cryptococcus humicola (Daszewska)

Foram utilizadas cepas controle Cryptococcus neoformans variedade neoformans
(ICB-163) e Cryptococcus neoformans variedade gattii (ICB-162).

A leitura dos testes foi realizada ap6s 48 horas da incubacdo a 25°C, diariamente até o
5° dia. As cepas sensiveis aos padrdes apresentam halos claros ao redor dos padrdes ou por
colbnias com coloragéo azulada nessa mesma regido da placa, efeito do azul de metileno nas
células mortas do isolado testado. A auséncia do halo e da pigmentacdo indicam a néo
sensibilidade. Foi efetuado a comparagdo dos padrBes de sensibilidade com os biotipos pré-
determinados por Boekhout & Scorzetti (1997), na Tabela 2.

Tabela 2. Padrdes de sensibilidade para Cryptococcus neoformans frente a toxinas
“Killer” segundo Boekhout & Scorzetti (1997).

Tipo de Variedade Cepas “Killer”
sensibilidade 139 | 4736 | 7235 | 7717 | 7857 | 4281
I neoformans - - - - - -
I neoformans - + - - - -
1 neoformans - + + - - -
v neoformans - + + + - -
V Gattii + + + - - -
Vi Gattii + + + + - -
VII Gattii + + + + + -
VI Gattii + + + - + -
IX Gattii + + + + - +
X Gattii i + + - - +

+ sensivel ; - ndo sensivel;
3.9 — Preservacéao das amostras:

Das 85 amostras identificadas e isoladas, 56 foram repicadas em agar Sabouraud-
dextrose 4%, incubadas por 72 horas, em tubos de ensaio em camada alta. Identificas de
acordo com a origem e data de coleta. Mantidas em temperatura de refrigeracdo no
Laboratorio de Leveduras Patogénicas e ambientais (LLPA) do Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterinéria do Instituto de Veterindria da UFRRJ, Brasil, para
estudos posteriores.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Isolamento:

Os contatos efetuados com proprietarios e com gerentes de lojas por meio do oficio se
mostraram efetivos. Apenas duas lojas entre as 27 procuradas ndo permitiram a coleta. Foram
selecionados um numero total de 25 estabelecimentos, “pet shops”, sendo que 5 dos
estabelecimentos foram contatados somente em Janeiro de 2003.

Os pontos de coleta selecionados distribuiam-se em 16 bairros do municipio do Rio de
Janeiro, a saber: Cachambi, Praca Seca, Cascadura, Grajau, Centro, Campo Grande, Taquara,
Copacabana, Ipanema, Méier, Madureira, Rocha, Tijuca, Inhaima, Abolicao e Pilares.

As coletas foram realizadas entre fevereiro de 2002 a agosto de 2003, com algumas
variacbes mostradas na Tabela 3. Muitos destes estabelecimentos selecionados faliram,
desistiram de vender aves ou proibiram a continuidade por desconforto dos gerentes, que ndo
entenderam a importancia deste estudo, temendo represalias de uma fiscalizacdo futura.

De um total de 1268 amostras de 25 lojas de animais, no municipio do Rio de Janeiro,
nas quais se buscou o isolamento do C. neoformans, verificaram-se 85 amostras positivas
(6,70 %) (Tabela 3 e 4).

Até agosto de 2003, 76% dos estabelecimentos pesquisados apresentaram positividade
para alguma das amostras analisadas. Mostraram-se positivos os “pet-shops” de numeros 01
(Pilares), 03 e 04 (Abolicao), 06 (Grajau), 08 (Rocha), 09 (Madureira), 10 e 11 (Méier), 12,
13 e 14 (Centro), 15 (Copacabana), 16 (Ipanema), 17 e 18 (Taquara), 19 e 20 (Campo
Grande), 24 (Cascadura) e 25 (Centro), conforme a Tabela 3.
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Tabela 3. Isolamentos de Cryptococcus neoformans a partir de excretas de aves coletadas em
“pet-shops”, de acordo com o periodo de coleta mensal e por local

N°da Local do N° de ) Amostras positivas
Loja "Petshop” Amostras N* de meses N° %
1 Pilares 56 Fevereiro/02 a Agosto/03 1 1,78%
2 Pilares 8 Fevereiro/02 a Abril/02 0 0
3 Abolicao 47 Fevereiro/02 a Agosto/03 15 31,91%
4 Abolicéo 27 Fevereiro/02 a Agosto/03 2 7,41%
5 Inhaima 2 Fevereiro de 2002 0 0
6 Grajau 42 Fevereiro/02 a Agosto/03 3 7,14%
7 Tijuca 11 Fevereiro/02 a Dezembro/02 0 0
8 Rocha 99 Fevereiro/02 a Agosto/03 3 3,03%
9 Madureira 84 Fevereiro/02 a Agosto/03 9 10,71%
10 Méier 77 Fevereiro/02 a Agosto/03 27 35,06%
11 Méier 12 Fevereiro/02 a Dezembro/02 2 16,66%
12 Centro 78 Fevereiro/02 a Agosto/03 1 1,28%
13 Centro 81 Fevereiro/02 a Agosto/03 1 1,23%
14 Centro 86 Fevereiro/02 a Agosto/03 2 2,32%
15 Copacabana 14 Fevereiro/02 a Maio/02 2 14,28%
16 Ipanema 40 Fevereiro/02 a Agosto/03 1 2,50%
17 Taquara 101 Fevereiro/02 a Agosto/03 6 5,94%
18 Taquara 73 Fevereiro/02 a Agosto/03 1 1,37%
19 g";‘;‘fé‘; 102 Fevereiro/02 a Agosto/03 1 0,98%
20 g";‘;‘fé‘; 92 Fevereiro/02 a Agosto/03 5 5.43 %
21 Cachambi 31 Janeiro/03 a Agosto/03 0 0
22 Praga seca 33 Fevereiro/02 a Agosto/03 0 0
23 Cascadura 22 Fevereiro/02 a Agosto/03 0 0
24  Cascadura 28 Fevereiro/02 a Agosto/03 1 3,57%
25 Grajau 22 Maio/03 a Agosto/03 2 9,09%
Total 1268 85 6,70%

Na Tabela 4 a origem das 85 amostras de excretas colhidas estd identificada,
correlacionando as espécies aviarias, nimero do estabelecimento, periodo de coleta e o codigo
de identificagéo.
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Tabela 4. Relagédo das amostras positivas classificadas por “pet shop” , periodo de coleta e espécies

aviarias.
| Amostras Positivas coletadas de "pet shops" no Municipio do Rio de Janeiro |
1- P9A1  canario 44- P10A9  star fish / diamante de gould
2- P12A1 mandarim 45- P10B9  periquito australiano
3-P14A1 canario / calopsita 46- P10C9 manon / mandarim
4- P3C2 periquito australiano 47-P17A9 periquito australiano
5- P11A2 periquito australiano 48- P3A10 canério
6- P3A3  pombo 49- PO9A10 periquito australiano
7-P3B3  periquito australiano 50- P10A10 periquito australiano
8- P3C10 rolinha diamante 51- P10B10 star finch / diamante de gould
9- P10C3  periquito australiano 52- P10C10 canario
10- P14C3 agapornis / calopsita / periquito aust. 53- P10D10 calopsita
11- P17B3 manon / mandarim 54- PI0E10 manon / mandarim
12- P20B3 agapornis / calopsita 55- P3B11 canéario
13- P6B4  periquito australiano 56- P3C11  periquito australiano
14- P6C4  agapornis / calopsita 57- P8C11  manon
15- P9A4  canério / periquito australiano 58- P10B11 star finch / diamante de gould
16- P9B4  agapornis / calopsita 59- P10D11 periquito australiano
17- P10D4 periquito australiano 60- P17B11 canério
18- P15A4 periquito australiano 61- P20D11 calafate
19- P15C4 manon / mandarim 62- P3C12 pombo
20- P16B4 canario / calafate / mandarim / manon 63- P9G14 calafate
21- P19C4 canario / calafate 64- P10C14 manon / mandarim
22- P3A5  periquito australiano 65- P10D14 periquito australiano
23-P3B5 pombo 66- P17B14 agapornis
24- P6A5  canario 67- P17D14 manon/ mandarim
25- P8D5  periquito australiano 68- P10B15 canario
26- POA5  periquito aust. / agapornis / calopsita 69- P10C15 periquito australiano
27-P9C5 manon / calafate 70- P3B16  periquito australiano
28- P10A5 manon / mandarim 71- PAA16  periquito australiano
29- P10B5 manon / canério 72- P10A16 star finch / diamante de gould
30- P10C5  star finch / diamante de gould 73- P10B16 canario
31- P10D5 canario 74- P10C16 manon / mandarim
32- P17B5 calafate / agapornis 75- P10D16 periquito australiano
33- P18B5 periquito australiano / agapornis 76- P13A16 calopsita / agapornis
34- P20B5 canério 77- P25C16 periquito australiano
35- P1C6  periquito australiano 78- P3AL17  canério / periquito australiano
36- POA7  canério 79- P3D17 pombo
37- P10C7 star finch / diamante de gould 80- P9B17 canario
38- P10C8 star finch / diamante de gould 81- P15B17 periquito australiano
39- P10D8 periquito australiano 82- P3C18 periquito australiano
40- P11A8 manon 83- PAA18 canério
41- P20B8 periquito australiano 84- P20F18 calopsita
42- P3A9 periquito australiano 85- P24D19 canério
43- PBA9 manon

As amostras: P = “pet-shop”, sequido do nimero do mesmo, uma letra representando alfabeticamente
a diferente amostra em uma mesma loja e por Gltimo o nimero do més em ordem de coleta, sendo o n°
1= fevereiro de 2002 e 0 n° 19= agosto de 2003. Ex: P3C11 = “pet-shop” 3, amostra C e 11°més.

Entre os “pet shops” analisados no trabalho, alguns demonstraram um elevado numero
de isolamentos em relacdo a média dos outros “pet shops”. O “pet shop” de nimero 10
(Méier) apresentou 35,06 % de positividade entre um total de 77 amostras coletadas, também
apresentando a maior variedade de espécies com excretas positivas principalmente os
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periquitos australianos, seguidos do canario belga, manon, mandarim, calopsita, agapornis,
“star finch” e diamante gould. Este estabelecimento teve, também, o maior nimero de meses
com isolamentos positivos, 11 de um total de 19 meses analisados.

O estabelecimento numero 3 (Abolicdo) apresentou 31,91 % de positividade para o
isolamento da levedura, de um total de 47 amostras coletadas e processadas. Neste
estabelecimento, prevaleceram o0s isolamentos de excretas de periquito australiano
principalmente, mas também de canario belga e pombo.

Os materiais usados no fundo das gaiolas variavam muito, na maioria das lojas, sendo
o jornal (Figura 6), a opcdo mais usada, principalmente aquelas com baixo nimero de
isolamentos. As lojas que tiveram mais isolamentos utilizavam areia (“pet shop” 10) (Figura
7) ou deixavam as fezes cairem diretamente sobre as chapas de metal do fundo (“pet shop” 3)
(Figura 8). Esses tipos de cobertura dos fundos das gaiolas sdo dificeis de limpar totalmente e
as fezes que ndo sdo retiradas ficam por muito tempo, possibilitando a colonizagdo pelo
Cryptococcus neoformans. Excretas de aves sdo ricas em creatinina, acido Urico e outros
componentes, facilmente assimilados pela levedura (Levitz, 1991), e estas dessecadas que
ficam aderidas as gaiolas podem manter leveduras viaveis por anos, resisténcia mencionada
por Litman & Borok (1968).

As amostras positivas foram coletadas de gaiolas com um nimero de animais muito
variavel, ndo se observando nenhuma correlacdo com um grande ndmero de animais por
gaiola, ja que muitas das amostras foram provenientes de gaiolas com muitos poucos animais.
Um exemplo é o “pet-shop” 3 que apresentou 4 animais por gaiola no maximo, mas com um
grande namero de amostras positivas.

-

-
i ? U1 |
E s ! ‘Bl J " |
1R . 1] < ¥ |
i1 I _ 1
4
= SRS e

Figura 6. Gaiola de periquitos australianos com fundo coberto por jornal, apresentando um
grande acimulo de excretas e restos de comida no “pet-shop” localizado em Madureira.
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Figura 7. Gaiola de canérios com fundo coberto de areia e acumulo de excretas e restos

alimentares no “pet-shop” n° 10 localizado no Méier, embutida a parede com apenas o fundo
removivel.
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Figura 8. Gaiola de canérios com fundo sem cobertura e um grande acimulo de excretas

aderidas a chapa de metal impossibilitando a limpeza adequada, no “pet-shop” n° 9 localizado
em Madureira.

Um aspecto que deve ser refletido é o fato de que os estabelecimentos visitados em
sua maioria, em nenhum momento expdem 0s animais nas gaiolas ao sol. As gaiolas
permanecem em ambiente fechado praticamente todo o tempo. O fato de ndo exposi¢éo ao sol
favorece o desenvolvimento de Cryptococcus neoformans. A temperatura em um ambiente
exposto a luz solar, principalmente as chapas de metal usado no fundo das gaiolas podem
atingir facilmente mais de 40°C, nas temperaturas do Rio de Janeiro. Ishaq et al (1968)
observaram o0 ndo crescimento da levedura em ambientes com a temperatura maior que 40°C,
ambientes estes expostos a luz solar.

Estes sdo ambientes, na sua maioria, com ventilagdo inadequada, o que facilita o
dessecamento das excretas, em temperaturas ndo muito altas, facilitando o desenvolvimento
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dos microorganismos e a veiculagdo dos mesmos, que podem ser inalados pelos
freqlientadores da loja e principalmente pelos funcionarios, que vivem em contato constante
com esse ambiente contaminado. A importancia desses aerosséis é afirmada por muitos
autores, que defendem que a via de infeccdo é pela inalacdo de leveduras dessecadas ou
basidiosporos (Passoni et al 1998). Por outro lado é sabido que fatores que influenciam na
presenca de Cryptococcus neoformans, como a umidade, podem incrementar a sobrevivéncia
e proliferacdo do fungo no solo. A falta de luz solar permite também temperaturas mais
propicias para a levedura, segundo Levitz (1991) e Casadevall & Perfect (1998).

Um questionamento também importante na reproducéo, de Cryptococcus neoformans,
é quem sdo as particulas infecciosas. Caso a reproducdo sexuada predomine no ambiente 0s
basidiosporos podem ser inalados ou ingeridos levando a infeccdo humana, ja que essas
particulas medem de 1 a 2 um, tamanho ideal para penetracdo alveolar (Cohen et al, 1982 ;
Ellis & Pfeiffer, 1990). Predominando a reproducdo assexuada as particulas infecciosas se
resumiriam as células em forma de leveduras.

Muitos clientes dessas lojas compram seus passaros, que sao vendidos juntamente com
a gaiola, principalmente os canarios, carreando, neste caso, esse agente para dentro dos seus
domicilios. A presenga de C. neoformans em domicilios no Rio de Janeiro ja foi evidenciada
por Passoni et al (1998). Clientes estes que podem estar em contato direto com um individuo
imunossuprimido e ou serem portadores de uma debilidade no sistema imunolégico, servindo
como fonte de infec¢do. A Criptococose no Brasil causada por C. neoformans var grubii tem
elevada morbidade e mortalidade entre os portadores de HIV (Nishikawa et al, 2003).

Existe também a possibilidade dessas aves carrearem no trato digestivo a levedura
para o domicilio dos compradores, como foi demonstrado por Litman & Borok (1965) com
estudo envolvendo pombos, instilando a levedura por via oral e recuperando a levedura nas
excretas, fato que pode ocorrer em outras espécies como as pesquisadas por nos neste estudo.

O “pet shop” de nimero 10, no periodo do trabalho utilizava no fundo de suas gaiolas,
areia, onde os passaros depositavam restos alimentares, principalmente sementes, e excretas.
Também ocorria 0 umedecimento com &gua derramada dos bebedouros. Suas gaiolas sdo
embutidas nas paredes, onde o acesso € dificil, o que dificulta a limpeza que € feita, apenas, 2
a 3 trés vezes na semana, criando um ambiente propicio para insetos, como as baratas.
Swinne & Eyckmans (1984) isolaram C. neoformans do trato gastrintestinal de baratas, no
Zaire, e também Swinne et al (1986) o fizeram. Tais fatos mostram-nos que existe a
possibilidade de que estas baratas observadas, principalmente nesse estabelecimento,
poderiam carrear 0 agente, para outras localidades.

Verificamos o isoladamente da Cryptococcus neoformans em vérias aves, sendo a
maior numero de isolados obtidos das excretas de periquito australiano (Figura 9), fato
explicado provavelmente pelo maior nimero dessa espécie de aves sendo comercializada
nesses estabelecimentos. De um total de 271 amostras coletadas desta ave, 27 apresentaram-se
positivas (Tabela 5). Amostras positivas para esta espécie ja haviam sido demonstradas por
Filiu et al (2002). Sendo que em nosso estudo a percentagem de isolamentos foi bem menor
(8,85%), 0 que se explica devido ao maior nimero de amostras analisadas por nés e em
ambientes diferentes.
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Figura 9. Gaiola de periquitos australianos com grande acimulo de excretas e sementes sobre

o fundo de jornal, também demonstrando uma grande quantidade de animais em um pequeno
espago, no “pet-shop” n° 17 localizado na Taquara.
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Tabela 5. Isolamento de Cryptococcus neoformans de excretas aviarias, relacionando as aves
com o n° de amostras coletadas e as amostras positivas.

- . N° de Percentual
Espécies aviarias Amostragem

amostras de
positivas positividade
Periquito australiano 271 27 9,96
Canario 220 14 6,36
Pombo 18 4 22,22
Mandarim 54 1 1,85
Manon 55 3 5,45
Calopsita 139 2 1,44
Calafate 39 2 5,13
Agapornis 131 1 0,76
Rolinha diamante 12 1 8,33
Diamante de gould 25 0 0
Manon + mandarim 140 8 571
Diamante de gould + star finch 22 7 31,82
canario + periquito australiano 9 2 22,22
Calopsita + canério 3 1 33,33
agapornis + calopsita + periquito 3 5 66.67
australiano
Manon + calafate 2 1 50,00
Periquito australiano + agapornis 6 1 16,67
Agapornis + calopsita + calafate 4 0 0,00
Manon + canario 3 1 33,33
canario + calafate + mandarim + manon 15 1 6,67
Calopsita + agapornis 46 4 8,70
calafate + agapornis 10 1 0
calafate + canario 25 1 0
canario + calafate + periquito australiano 16 0 0
Total 1268 85 6,70

Algumas espécies de aves como a Nymphicus hollandicus (calopsita), apresentaram
poucos isolamentos da levedura (1,44%). Foram coletadas 139 amostras (Tabela 5) desta
especie, um numero elevado de amostras em relacdo as demais coletas. No entanto, por serem
aves maiores pertencentes ao grupo das cacatuas, que apresentam um valor de mercado maior
e sd0 mais atrativos, 0s proprietarios das lojas tendem a deixar gaiolas sempre limpas, sem
acumulo de excretas. Além dos fatores sanitarios, esses animais atualmente se alimentam
muito mais de racdes industrializadas, comparadas as outras aves por nos estudadas, e nao
mais apenas graos, como o de girassol como ocorria ha alguns anos atrds. Apenas amostras
mistas desta espécie a outras se apresentaram positivas, como foi também relacionado por
Filiu et al (2002). Abegg et al, 2006 isolaram também C. neoformans var grubii de excretas
desta espécie no Rio Grande do Sul, Brasil.

O isolamento de Cryptococcus neoformans de excretas de canario antes deste trabalho
ja havia sido relatado por diversos autores, como Swinne-Desgain (1975) e Levitz (1991). No
nosso trabalho a percentagem de isolamento das excretas de canarios foi de 6,6%. De um total
de 220 amostras apenas 15 foram positivos. Criseo et al (1995) na Italia verificaram 29,6 %
de isolamento desse agente em lojas de animais.
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Muitas das amostras positivas foram provenientes de gaiolas que continham excretas
de mais de uma ave (Tabela 5). Nos estabelecimentos que agrupavam, rotineiramente,
diferentes espécies na mesma gaiola, foi observado que ndo havia preocupacdo com 0
acumulo de excretas, por serem aves baratas e também pelas limitacGes de espaco. Por este
motivo, havia grande volume de aves em gaiolas pequenas. Foram 304 amostras mistas sendo
30 positivas para C. neoformans (Tabela 5), com aves de espécies diferentes. Sendo que 7
amostras positivas de excretas de star finch e diamante de gould foram coletadas de gaiolas
com poucos animais, pois sao animais de maior valor de mercado (Figura 10).

grande acumulo de excretas e sementes, localizadas no “pet-shop” n° 20, Campo Grande.

Das 85 amostras isoladas 28 amostras foram consideradas “inviaveis” apds algumas
tentativas de recuperacdo. Um numero de 56 isolados até aqui foi conservado para a
caracterizagéo da sorogrupagem e da viruléncia “in vitro”. No entanto, 54 foram classificadas
como sorogrupo AD e dois isolados como sorogrupo BC, sendo estes dois uma amostra
isolada de material misto de canario belga com periquito australiano e outra de amostra mista
de agapornis, calopsita e calafate.

As duas amostras de Cryptococcus neoformans variedade gattii, P9A4 (canario +
periquito australiano) e P9B4 (agapornis + calopsita) (Tabela 4), foram coletadas no
estabelecimento nimero 9 (Madureira) situado em construcdo completamente fechada, sem
contato com a luz solar e por onde circulam milhares de pessoas por dia, tendo contato com
comercio de produtos de diversos tipos desde comidas, produtos para chas (folhas, raizes,
cascas de plantas), brinquedos, até roupas. Esta é uma condicao preocupante, considerando se
tratar de uma localizacdo em um tipico “Mercado Popular”. Neste caso além de um ambiente
propicio ao desenvolvimento do agente ha um maior risco dos freqlientadores que passam a
ser, ndo somente 0os compradores dos “pet shops”, mas também as pessoas interessadas em
outros tipos de produtos.

Nosso trabalho demonstra dados condizentes a literatura, onde, de excretas aviarias o
sorogrupo AD (Baroni, 2001; Filiu et al 2003) € o mais isolado em comparagdo ao sorogrupo
BC que é mais isolado de solos e de ocos de arvores (Lazera et al 1993 ; Lazera et al 1998).
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Sendo a variedade grubii sorotipo A mais relacionada as excretas de aves cativas de diversas
especies, seguida pelo sorotipo B da variedade gattii (Abegg et al, 2006).

Com este trabalho, esperamos estar contribuindo ao mostrarmos a importancia destas
novas fontes, pois a criptococose por sorogrupo AD predomina em pacientes imunossupridos,
principalmente portadores de HIV, em todo o Brasil (Pappalardo & Melhem, 2004).

4.2 — Viruléncia “in vitro™:

Todas as 56 amostras analisadas demonstraram-se produtoras de protease e de
fosfolipase. Deste total evidenciaram-se 57,12% fortes produtoras de fosfolipase (Pz=3) e
96% também fortemente produtoras de protease (Pz=3) (Tabela 6). Mesmo considerando-se
que os fatores de viruléncia atuam conjuntamente, estes resultados levam-nos a considerar que
podemos estar diante de isolados com grande potencial patogénico, que podem entrar em
contato com individuos imunossuprimidos, frequentadores dessas lojas.

A fosfolipase facilita a agdo da levedura no sistema nervoso e no pulméo (Kurtzman &
Fell, 1998). Trabalhos recentes mostram que esta enzima também facilita a aderéncia das
células de C. neoformans ao epitélio pulmonar, por agir sobre substratos do hospedeiro e
liberarem 4&cidos graxos, que atuam indiretamente facilitando a aderéncia ao tecido
(Ganendren et al, 2006).

De qualguer modo, foi ressaltado por varios trabalhos que cepas ndo produtoras de
protease podem tornar-se produtoras quando inoculadas em vivo e depois novamente testadas
(Baroni, 2001; Goncalves da Silva et al, 2004; Goncalves da Silva et al, 2006), mostrando que
nossos isolados, por ja serem produtores de protease, devem ser avaliados em futuras etapas
para avaliar melhor a sua patogenicidade.

Nossos dados de fosfolipase séo concordantes com os de literatura, onde, grande parte
dos isolados de C. neoformans apresentou producéo de fosfolipase, sendo a maioria codigo de
Pz 2 e uma grande parte cddigo 3 (fortemente produtoras). Também com uma variacéo de Pz
bem diferenciada, podendo estar relacionada a viruléncia do isolado e a capacidade de invasdo
de tecidos (Vidotto et al 1996).

Vidotto et al (2005) utiliza uma forma de classificacdo diferente do nosso trabalho,
classificando a producéo de fosfolipase e protease em trés grupos, de acordo com os valores
de Pz diferentes aos usados por nos e por Vidotto et al 1996. Amostras com Pz alto (1,00-
0,70), com Pz moderado (0,699-0,40) e Pz baixo (0,399-0,00), sendo fracos produtores, médio
produtores e fortes produtores respectivamente. No nosso trabalho classificamos de acordo
com a Tabela 1 ja demonstrada, considerando todos os isolado com Pz inferior a 0,64
fortemente produtores. Ao fazer essa comparacao percebemos que ao usar os valores de Pz,
independentemente da classificacdo, que os dados de ambos os estudos sdo concordantes.

Os isolados demonstraram um valor inferior a 0,64 de Pz quanto a producdo de
protease, sendo classificados por nesse trabalho como fortemente positivo. Valores
semelhantes ao observado nas cepas estudadas por Vidotto et al (2006), mostrando neste
trabalho uma semelhanca entre as cepas de excretas avidrias e as cepas de pacientes
portadores de HIV, quanto a producéo de fosfolipase e protease.

Vidotto et al (2006) também chamam atencdo para o tempo e a temperatura de
incubacdo, mostrando que ha uma grande variacdo dos valores de Pz, tanto na avaliacdo da
fosfolipase e da protease, entre 0 4° dia de incubagdo e o 8° dia de incubacdo a 37°C. Neste
estudo utilizamos a temperatura de incubacdo de 32°C e as leituras foram feitas, como
descrito no material e métodos, sendo o 10° dia o periodo de maiores valores de Pz
permanecendo estaveis nos dias posteriores.
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Tabela 6. Producdo de fosfolipase por Cryptococcus neoformans isolados de “pet shops” do
Municipio do Rio de Janeiro-RJ e respectivos valores de Pz segundo Price et al (1982).

FOSFOLIPASE

Amostra | Dc(cm) | Dcp (cm) | Pz | Amostra | Dc (cm) | Dcp (cm) | Pz
P1C6 0,8 1,9 0,42 ' P10B10 1 15 0,67
P3A3 0,9 1,8 0,50 P10B11 11 1,7 0,65
P3A5 0,9 1,2 0,75 P10B14 0,9 15 0,60
P3A9 0,9 2,5 0,36 | P10C3 1 1,7 0,59

P3A10 1 18 0,56 | P10C5 0,9 2 0,45
P3B3 0,8 1,6 0,50 = P10C7 0,8 2 0,40
P3B5 0,9 15 0,60 = P10C8 0,9 2 0,45

P3C18 0,9 15 0,60 = P10C10 0,8 1,4 0,57
P3C2 1,2 2 0,60 = P10C14 0,8 2,2 0,36

P3C11 0,9 15 0,60 = P10C16 1 15 0,67
P6A5 1 2 0,50 = P10D5 1 15 0,67
P6B4 11 2 0,55 P10D8 1,15 2 0,58
P8A9 1 1,5 0,67 P10D10 1,2 1,8 0,67

P8C11 0,7 0,8 0,88 ' P10D11 1 2,2 0,45
P8D5 1 1,7 0,59 P10D14 0,8 1,1 0,73
P9AS5 0,8 13 0,62 | P10E10 1 1,6 0,63
P9A4 1 35 0,29 P11A8 1,1 1,4 0,79
POA7 15 2,3 0,65 P11B11 1,2 2,2 0,55

P9A10 1,2 18 0,67 P15A4 0,8 1,2 0,67
PoB4 1 1,3 0,77 = P15C4 1 2,7 0,37

PI9B11 1 15 0,67 P16B4 1,1 2 0,55
PIC5 1 2,3 0,43 P17A9 1,2 2,5 0,48

P9C14 1,4 2,2 0,64 | P17B5 0,9 15 0,60

P10A5 0,8 1,3 0,62 P17B11 1,3 1,7 0,76

P10A9 1,7 2,2 0,77 | P18B5 1,1 1,6 0,69

P10A10 0,9 1,7 0,53 P20B3 1 15 0,67

P10B5 0,7 0,9 0,78 | P20B5 0,9 1,2 0,75

P10B9 1 1,7 0,59 P20D11 1,3 3 0,43

Dc = didmetro da colonia em cm, Dcp = didmetro da colonia somado ao halo de preciptagdo, Pz=
relacdo Dc/Dcp. As amostras: P = “pet shop”, seguido do nimero do mesmo, uma letra representando
alfabeticamente a diferente amostra em uma mesma loja e por Gltimo o ndmero do més em ordem de
coleta. Ex. P3C11 = “pet shop” 3, amostra C e 11°més.
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Tabela 7 . Producdo de protease por Cryptococcus neoformans isolados de “pet shops” do
Municipio do Rio de Janeiro-RJ e respectivos valores de Pz segundo Price et al (1982).

PROTEASE
Amostra | Dc (cm) | Dep (cm) | Pz | Amostra | Dc (cm) | Dcp (cm) | Pz
P1C6 0,55 1 0,55 P10B10 0,5 0,75 0,67
P3A3 1,4 2,7 0,52 P10B11 0,6 1,6 0,38
P3A5 1,1 3 0,37 P10B14 0,55 1,45 0,38
P3A9 0,8 3 0,27 P10C3 0,9 2 0,45
P3A10 1.3 2,6 0,50 P10C5 0,5 1.3 0,38
P3B3 0,5 11 0,45 P10C7 1,2 2,2 0,55
P3B5 11 3 0,37 P10C8 0,5 1,7 0,29
P3C18 0,5 0,8 0,63 P10C10 0,6 0,8 0,75
P3C2 1 2,3 0,43 P10C14 0,6 0,85 0,71
P3C11 1,3 3 0,43 P10C16 1,2 2,4 0,50
P6A5 1,1 2 0,55 P10D5 1,2 3 0,40
P6B4 11 2,5 0,44 P10D8 0,5 0,9 0,56
P8A9 0,55 15 0,37 P10D10 1,4 2,5 0,56
P8C11 0,6 1,2 0,50 P10D11 0,55 1 0,55
P8D5 1.3 2,5 0,52 P10D14 0,65 1 0,65
P9A5 0,5 1 0,50 P10E10 0,5 0,8 0,63
P9A4 0,45 1,25 0,36 P11A8 1,1 2,6 0,42
POA7 11 3,5 0,31 P1liB11 11 3 0,37
P9A10 0,5 1,4 0,36 P15A4 1,1 2,4 0,46
PI9B4 0,3 0,8 0,38 P15C4 11 2 0,55
PO9B11 0,55 2 0,28 PleB4 1,2 2,7 0,44
PIC5 1,4 2,3 0,61 P17A9 0,55 15 0,37
PI9C14 0,7 15 0,47 P17B5 0,6 2,5 0,24
P10A5 0,55 0,8 0,69 P17B11 1,4 2,3 0,61
P10A9 0,7 11 0,64 P18B5 1,2 2,5 0,48
P10A10 0,45 1 0,45 P20B3 2,2 2,5 0,88
P10B5 0,75 11 0,68 P20B5 1,3 2,4 0,54
P10B9 11 3,3 0,33 P20D11 0,55 0,9 0,61

Dc = didmetro da colonia em cm, Dcp = didmetro da colonia somado ao halo de preciptagéo, Pz=
relacdo Dc/Dcp. As amostras: P = “pet shop”, seguido do nimero do mesmo, uma letra representando
alfabeticamente a diferente amostra em uma mesma loja e por Gltimo o ndmero do més em ordem de
coleta. Ex. P3C11 = “pet shop” 3, amostra C e 11° més.

De 56 isolados de Cryptococcus neoformans analisados, todos se encaixaram nos
biotipos “Killer” | e Il caracteristicos da variedade neoformans, como mostra a tabela 7.
Neste estudo mais de 22,23% foram classificadas como pertencentes do bi6tipo Il e 77,77%
do biotipo I. Boekhout & Scorzetti (1997) a partir 122 cepas de C. neoformans var
neoformans e 32 cepas da var gattii determinou os padrdes de biotipagem “Killer”. Os
isolados P9A4 e P9B4 positivos ao CGB na avaliacdo “Killer” demonstraram-se pertencentes
ao biotipo I, dados este discordante da técnica, onde cepas sorogrupadas como BC foram
classificadas como variedade neoformans. Fato que deve ter ocorrido devido a técnica que foi
desenvolvida por Boekhout & Scorzetti, 1997, que utilizaram poucas cepas de C. neoformans
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variedade gatti, mesmo assim encontrando Vvarios bidtipos, levando-nos a considerar que
existem outros biotipos ndo classificados por eles em seu estudo.

Tabela 8. Comparacéo dos biétipos “Killer” encontrados nas amostras de C.. neoformans
isolados de “pet-shops” . (Boekhout & Scorzetti, 1997).

Producdo da toxina "Killer"
Amostra | Biotipo | Amostra | Biotipo | Amostra | Biotipo | Amostra | Biétipo

P1C6 1| P8D5 | P10B10 1 P10D14 |
P3A3 | PO9AS | P10B11 | P10E10 |
P3A5 I POA4 | P10B14 | P11A8 I
P3A9 | POA7 | P10C3 I P11B11 |
P3A10 | POA10 | P10C5 ] P15A4 |
P3B3 I PoB4 | P10C7 I P15C4 |
P3B5 | POB11 | P10C8 | P16B4 |
P3C18 | POC5 | P10C10 | P17A9 |
P3C2 | P9C14 | P10C14 | P17B5 |
P3C11 1| P10A5 | P10C16 | P17B11 |
P6A5 | P10A9 | P10D5 I P18B5 |
P6B4 | P10A10 | P10D8 | P20B3 |
P8A9 | P10B5 | P10D10 I P20B5 |
P8C11 [ P10B9 [ P10D11 [ P20D11 [
As amostras: P = “pet shop”, seguido do nimero do mesmo, uma letra representando

alfabeticamente a diferente amostra em uma mesma loja e por Gltimo o nimero do més em
ordem de coleta. Ex. P3C11 = “pet shop” 3, amostra C e 11°més. N. R.= ndo realizado.
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5. CONCLUSOES

- Além das excretas de pombos as excretas de muitas outras aves sdo fontes de C.
neoformans.

- Os fundos das gaiolas cobertas com areia, plastico ou nenhuma cobertura dos fundos,
dificultavam a limpeza propiciando a proliferagdo da levedura.

- Excretas de periquito australiano, canario, mandarim, manon, calopsita, calafate,
rolinha diamante, agapornis, pombo, diamante de gould e star finch, sdo fontes de C.
neoformans variedade neoformans, no municipio do Rio de Janeiro.

- C. neoformans pode ser isolado em grande parte de estabelecimentos destinados ao
comeércio de aves do municipio do Rio de Janeiro, com isolados das zonas norte, sul, oeste da
cidade.

- Estabelecimentos que possuem grandes quantidades de aves, com limpeza
inadequada, com acumulo de grandes quantidades de excretas e muito fechados, apresentaram
0s maiores nimeros de isolamentos.

- Comerciarios e freqlientadores de lojas de animais estdo frequentemente em contato
com C. neoformans variedade neoformans.

- A maior parte das amostras de origem mista (duas ou mais aves), mostram-se
positivas comparadas as de espécies separadas, com percentuais variando de 5% a 31,82%.

- As lojas com o maior acimulo de excretas sdo fontes continuas da presenca da
levedura.

- Os isolados demonstraram-se fortes produtores de fosfolipase e de protease,
independente do ponto de origem das amostras.

- Os valores de Pz obtidos pela producdo de fosfolipase e protease foram semelhantes
aos de cepas isoladas de portadores de HIV.

- Para dois isolados identificados como pertencentes a variedade gattii (sorogrupo
BC), a biotipagem “Killer” foi discordante.
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Anexo 1

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE VETERINARIA
DEPTO DE MICROBIOLOGIA E IMUNOLOGIA VETERINARIA

po Professor Francisco de Assis Baroni
A Geréncia da Loja “Animais e Cia”
] QU Em (Data)

Assunto : cooperacdo com pesquisa cientifica (solicita)

Estamos desenvolvendo na Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro um trabalho que objetiva verificar a existéncia ou nao de
Cryptococcus neoformans em varias areas da cidade do Rio de Janeiro. Trata-se de um
microrganismo, mais especificamente uma levedura, que é patogénica principalmente para
pessoas e animais que apresentam alguma deficiéncia imunoldgica, podendo inclusive causar
meningoencefalite. Por outro lado, este microrganismo desenvolve-se em ambientes que
contenham excretas aviarias. Sendo assim, vimos solicitar vossa preciosa colaboracdo na
participacdo deste trabalho, permitindo a coleta de fezes de diversas aves em seu
estabelecimento. Este trabalho estara a cargo do discente Juan Rojas Pereira, nosso
orientado e, as visitas ao seu estabelecimento deverdo ocorrer ao longo de todo o ano, com
periodicidade mensal.

Esclarecemos que ndo haverd prejuizo para as suas
atividades, uma vez que, independente dos resultados obtidos, ndo serdo divulgados os nomes
de quaisquer estabelecimentos. Tenha a certeza de que estara colaborando, juntamente com
outros estabelecimentos ja contatados, para o desenvolvimento de um projeto que visa
colaborar com a saide publica.

Desde ja, agradecemos a preciosa colaboragéo.

Atenciosamente

Francisco de Assis Baroni

Prof. Adjunto
UFRRJ - IV - DMIV
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Anexo 2

Meio contendo Dopamina

Meio Base

KH,PO, 0,49
MgSO, 0,25¢
Tiamina 1,0mg
Glicose 0,59
Agar 2,59
Cloranfenicol 10mg
Amicacina 10mg
Agua estéril 80mL

Solucéo contendo Dopa

Dopamina (Sigma) 0,004g
Asparagina (Sigma) 0,19
Glutamina (Sigma) 0,19
Glicina (Sigma) 0,19
Creatinina (Sigma) 33mg
Agua destilada 20mL

A solucéo base deve ser fundida e o seu pH ajustado para 5,5 com K;HPO, se
necessario. Autoclavar a solucdo base e resfria-la a 55°C para adicionar a solucéo

contendo dopa, esta previamente filtrada em membrana Millipore (0,22um). Distribuir
em placas.
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Anexo 3

Meio de Christensen

Peptona 1,09
Dextrose 1,09
Cloreto de sédio 5,09
Fosfato dissodico 1,29
Fosfato dihidrogenado de potéssio 0,89
Fenol vermelho 0,012g
Agar-agar 15,09

Adicionar 2,49 do meio de composicdo basica em 95mL de agua destilada, autoclavar a
115°C por 20 minutos. Resfriar a 50°C e em seguida adicionar 5,0 mL de solucdo de uréia a
40%, homogeneizar e distribuir o meio em placas.
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Anexo 4

Meio C.G.B. (Kwon-Chung, 1982).

Solugéo A
L-canavanina (Sigma) 30mg
Glicina (Sigma) 10mg
MgSO4 19
Tiamina (Sigma) 1Img
Agua destilada 100mL
Acertar o pH a 5,6 e filtrar em Millipore (0,22um).
Solu¢éo com indicador de pH
Azul de Bromotimol 0,49
NaOH (0,01 N) 64mL
36mL

Agua destilada
Solubilizar o azul de Bromotimol em 64mL de NaOH e adicionar 36mL de

agua destilada.

Solucdo B (Agar Base com o indicador)

Agua destilada 880mL
Solucéo com indicador de pH 20mL
209

Agar

Autoclavar a Solucdo B, resfriar a 55°C, adicionar 100mL da Solugdo A,

homogeneizar e distribuir em placas.
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Anexo 5
Meio Aguar Fosfolipase (adaptado de Price et al, 1982)

Preparacao da Gema de ovo

Gema de ovo 80g
Imergir os ovos por 1 hora em alcool iodado. Separar as gemas logo em seguida e

coloca-las em recipiente estéril, O volume necessario devera ser pipetado para evitar a
entrada de membrana da gema na composig&o.

Meio Agar Fosfolipase

Agar sabouraud dextrose 65 ¢
NaCl 57,39
CaCls 0,579
Agua destilada 1000mL

Esterilizar por autoclavagdo a 121°C por 15 min, resfriar a misturar com preparo de
gema de ovo. Distribuir em placas.
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Anexo 6

Meio para proteinase (Ruchel et al, 1982)

Solucéo de estoque (filtrada p/1000mL)

Albumina bovina (BSA) fracdo V (Sigma) 2,09
Protovit (Roche) 1,09
Agua destilada 100mL

Esterilizar por filtracdo em Millipore (0,22um)

Solucdo Base (“Yeast Carbon Base™)

YCB (difco) 11,79
Agar 18,09
Agua destilada 900mL

Autoclavar solugédo base a 121°C, resfriar a 55°C e adicionar a solucdo de estoque na
mesma.Distribuir em placas.
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Anexo 7

YEPD - Modificado (Boekhout ; Scorzetti, 1997)

Extrato de Levedura 1%
Peptona 2%
Dextrose 2%
Agar 2%
Azul de metileno 0,003%
Tampéo de Mcllvaine (ph 4,5) 100mL

Acertar pH tampéo 4,5 - 4,6
Distribuir 10 mL do meio em cada tubo e autoclavar a 115°C por 15 minutos.

Tampao Mcllivaine (pH 4,5)

Na,HPO, 2,839
Acido citrico (Monohidratado) 2,19
Agua destilada 100mL

YPGA (Boekhout & Scorzetti, 1997)

Extrato de Levedura 0,5%
Peptona 1%
Glicose 2%
Agar 2%
Agua destilada 100mL

Distribuir em tubos e autoclavar a 115°C por 15 minutos.
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