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RESUMO

O género fungico Cryptococcus é composto por leveduras capsuladas que apresentam
capacidade de infectar e causar doenca em uma larga variedade de hospedeiros, sendo C.
neoformans e C. gattii as principais espéecies patogénicas. No primeiro momento do presente
estudo, cepas de leveduras (n=36) isoladas da cloaca e excremento de pombos, que se
encontravam estocadas na micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica
(CEMM), foram re-identificadas para a realizacdo da analise fenotipica e genotipica de
Cryptococcus spp. Assim como, foram coletadas e processadas amostras de material vegetal
provenientes das arvores Psidium guajava (n = 11), Mangifera indica (n = 2), Eucalyptus sp.
(n = 8), Cassia siamea (n = 5), Zizyphus joazeiro (n = 10) e Azadirachta indica (n = 14),
localizadas proximas aos ambientes de onde foram obtidas as leveduras analisadas. Além
disso, foi avaliada a sensibilidade in vitro das cepas ambientais de Cryptococcus spp. frente a
anfotericina B, azllicos e caspofungina. A partir das amostras estocadas, oriundas de
excretas, foram identificados C. neoformans var. neoformans (27,8%), C. laurentii (8,3%) e
outras leveduras (63,9%), enquanto dos espécimes provenientes da cloaca ndo obteve-se
nenhum isolado de Cryptococcus spp. Para as amostras vegetais, vale destacar que,
Cryptococcus spp. ndo foi isolado, obtendo-se apenas uma cepa de C. glabrata. Resisténcia
aos azdlicos foi detectada em somente uma cepa ambiental de C. neoformans, a qual foi
resistente para itraconazol (CIM=1 pg/ml). Outro objetivo desse estudo foi realizar um
estudo comparativo entre métodos manuais (caracteristicas morfolégicas e perfil
bioguimico), semi-automatizado APl 20C AUX, automatizado Vitek 2 e PCR-REA na
identificacdo de Cryptococcus spp. obtidos de fontes ambientais (n=13) e clinicas (n=22).
Adicionalmente, determinou-se as variedades e sorotipos das cepas analisadas.
Considerando-se 0 método manual como padréo-ouro de identificacdo, O PCR-REA foi o
método diagndstico mais rapido e que apresentou relacdo significativa com o método
manual. O ultimo objetivo desse estudo foi caracterizar o perfil mating-type das cepas
ambientais e clinicas de Cryptococcus spp. Logo, por PCR, foi possivel verificar que as
cepas de Cryptococcus spp. avaliadas eram do tipo a-mating-type. Por fim, a importancia
dessa pesquisa concentrou-se em buscar novos nichos ecoldgicos de Cryptococcus spp. em
fontes vegetais; investigar o fenbmeno de resisténcia antifingica priméaria em cepas
ambientais do fungo estudado, avaliar que método diagndstico apresenta mais vantagens na
identificacdo de Cryptococcus spp., incluindo a determinagéo das variedades e sorotipos das
espécies de C. neoformans e C. gattii; e determinar o perfil mating-type dos nossos isolados.

Palavras-chave: Cryptococcus spp. Resisténcia Antifungica. PCR. Mating-type.



ABSTRACT

Cryptococcus is a capsulated yeast that presents capacity of infecting and causing disease in a
great variety of hosts, including mammals, insects and birds, with C. neoformans and C.
gattii as the main pathogenic species. Thus, during the first step of this research, 36 yeast
strains, isolated from cloaca and stools of pigeons, which had previously been stocked in the
mycoteca of Specialized Medical Mycology Center, were investigated in order to analyse
phenotypic and genotypic Cryptococcus spp characteristic. In addition, vegetable material
was collected from Psidium guajava (n = 11), Mangifera indica (n = 2), Eucalyptus sp. (n =
8), Cassia siamea (n = 5), Zizyphus joazeiro (n = 10) and Azadirachta indica (n = 14) trees,
located near the areas where the analyzed yeasts were obtained. Besides, in vitro
susceptibility to amphotericin B, azole derivatives and caspofungin against Cryptococcus
spp. environmental strains was assessed. Out of the stocked isolates from stools, 27.8% were
C. neoformans var. neoformans, 8.3% C. laurentii and 63.9% belonged to other yeast
species. On the other hand, no Cryptococcus spp. isolates were obtained from cloaca and
vegetable matter. From the latter, only one isolate of Candida glabrata was obtained. Azole
resistance was observed in only one environmental strain of C. neoformans, which was
resistant to itraconazole (MIC=1 pg/ml). Another goal of this study was to perform a
comparative analysis between manual (morphological and biochemical characteristics), semi-
automated (APl 20C AUX), automated (VITEK 2) and molecular (PCR-REA) methods for
the identification of Cryptococcus spp. obtained from environmental (n=13) and clinical
(n=22) sources. Additionally, the variety and the serotype to which each strain belonged was
determined. Considering the manual method as the gold standard for identification, PCR-
REA was the fastest diagnostic method and was significantly related to manual methods. The
last goal of this study was to characterize the mating-type profile of environmental and
clinical Cryptococcus spp. strains. Through PCR, it was possible to verify that the evaluated
strains belonged to a-mating-type. Finally, the importance of this research was the pursuit of
new ecological niches for Cryptococcus spp. within vegetable sources, the investigation of
occurrence of primary antifungal resistance phenomenon among fungal environmental
strains, the evaluation of the most advantageous diagnostic method for the identification of
Cryptococcus spp., including the determination of varieties and serotypes of the species C.
neoformans and C. gattii and the determination of the mating-type profile of our isolates.

Keywords: Cryptococcus spp. Antifungal Resistance. PCR. Mating-type.
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1 INTRODUCAO

O Cryptococcus é composto por leveduras capsuladas, pertencentes a classe
Basidiomicetes, que apresentam capacidade de infectar e causar doenca em uma larga
variedade de hospedeiros, incluindo mamiferos, insetos e aves. Dentro do género
Cryptococcus existem aproximadamente 39 espécies descritas, porém C. neoformans e C.
gattii destacam-se como 0s agentes etiolégicos mais comuns da criptococose humana e
animal, sendo mais raros os casos diagnosticados por outras espécies, como C. laurentii e C.
albidus.

Na natureza, C. neoformans apresenta distribuicdo mundial, podendo ser encontrados
em varias fontes ambientais, entretanto, relaciona-se, na maioria das vezes, com excretas
acumuladas de aves, principalmente pombos-domésticos. Fato este confirmado em estudos
prévios, no qual foi realizada uma busca ativa desta levedura em excrementos de pombos
localizados em cativeiros e ambientes de circulacdo publica, na cidade de Fortaleza, Ceara.
C. gattii, por sua vez, é descrito, muitas vezes, associado a arvores do género Eucalyptus,
sobretudo em regides tropicais e subtropicais.

No que diz respeito a0 modelo de investigacdo laboratorial da doenca, este se baseia
na pesquisa direta, cultura com posterior identificacdo bioquimica e no imunodiagndstico.
Contudo, as limita¢bes apresentadas por esses testes podem dificultar o diagnostico final, tais
como: tempo de identificacdo, laboriosidade e variabilidade de resultados devido a
subjetividade de interpretacdo dos testes fenotipicos; limitacdes dos métodos semi-
automatizados e automatizados por muitas vezes dependerem de provas suplementares para
completa identificacdo do isolado; ocorréncia, no imunodiagnostico, de resultados falsos
positivos devido a reacdes cruzadas.

Todavia, um dos maiores problemas encontrados no diagnéstico da criptococose € a
correta identificacdo das espécies C. neoformans e o C. gattii em nivel de variedades e
sorotipos, sendo tais caracteristicas importantes no correlacionamento com as caracteristicas
clinicas e epidemioldgicas da doenca. Os métodos empregados na sorotipagem devem
reconhecer as propriedades bioquimicas e antigénicas da céapsula polissacaridica do
microrganismo, permitindo a correta identificacdo de cada sorogrupo. Atualmente, apesar de
ndo ser aplicado ao diagndstico de rotina, dispde-se de métodos moleculares para detec¢édo de
sequéncias génicas especificas do fungo em espécimes clinicos ou com base na cultura.

No Nordeste brasileiro, em particular no Estado do Ceard, sdo escassos 0s dados a

respeito da criptococose e seus agentes etioldgicos. Logo, esta pesquisa se concentrou em
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buscar novos nichos ecoldgicos de Cryptococcus spp. em fontes vegetais; investigar o
fendmeno de resisténcia antifungica priméria em cepas ambientais do fungo estudado bem
como avaliar que método diagnostico apresenta mais vantagens na identificacdo de
Cryptococcus spp., incluindo a determinacéo das variedades e sorotipos das espécies de C.
neoformans e C. gattii de cepas ambientais e clinicas. Por fim, esta investigacdo pretendeu

determinar o perfil mating-type dos isolados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EVOLUCAO DA CRIPTOCOCOSE: DO SECULO XIX A ERA DA
BIOLOGIA MOLECULAR.

O primeiro caso de criptococose humana foi descrito em 1894, por Otto Busse e
Abrham Buschke, que descreveram o episédio de uma mulher de 31 anos apresentando leséo
na tibia (KNOKE; SCHWESINGER, 1994). O microrganismo isolado dessa lesdo foi
cultivado para estudos comparativos com isolados subsequentes e denominado
Saccharomyces hominis. No mesmo ano, na Itélia, Sanfelice isolou leveduras capsuladas a
em suco de péssego fermentado e, no ano seguinte, demonstrou sua patogenicidade em
animais de laboratério e denominou a espécie S. neoformans (CASADEVALL; PERFECT,
1998). Esse trabalho, que marcou o inicio do estudo do género Cryptococcus, foi publicado
na Revista do Instituto de Higiene da Universidade do Cagliari, Italia.

Em 1895, Curtis denominou de S. subcutaneus tumefasciens uma levedura isolada de
pacientes com tumor subcutaneo na base do tridngulo de Scarpa e de abscesso da regido
lombar. Todos esses fungos foram depois identificados como semelhantes a levedura
previamente descrita por Sanfelice (LACAZ et al., 2002; LAZERA; IGREJA; WANKE,
2004). Em 1901, Vuillemin demonstrou que o termo Saccharomyces era inadequado, pois
ndo havia formacdo de ascdsporos nem fermentacdo nesses isolados, sugerindo tratar-se de
um novo género, denominando-o de Cryptococcus. No ano de 1935, Benham estudou os
isolados classificados como Saccharomyces, Torula e Cryptococcus, por meio de sua
morfologia, patogenicidade e reatividade ante a fatores séricos, concluindo que todos
pertenciam a um sO género e espécie. Posteriormente, essa mesma autora propds a
designacdo Cryptococcus neoformans, a qual se tornou definitiva (LAZERA; IGREJA;
WANKE, 2004).

Em animais, o Cryptococcus foi isolado pela primeira vez a partir de linfonodos de
um bovino, no ano de 1895, por Sanfelice. Em 1901, Vuillemin e Klein isolaram o fungo de
uma lesdo pulmonar em suino. No ano seguinte, descreveu-se 0 primeiro caso em equinos,
com observacdo da levedura em tecido pulmonar (JUNGERMAN; SCHWARTZMAN,
1972). Os casos de criptococose em animais foram relatados esporadicamente até os anos
1950 e, somente em 1952, foi descrito o primeiro caso em gatos e, no ano seguinte, o
primeiro em cdes JUNGERMAN; SCHWARTZMAN, 1972).



Os primeiros isolamentos de C. neoformans em solo, madeira em decomposicao,
habitat de aves e, particularmente, excrementos de pombos, foram realizados no final do
século XIX, fundamentando o conceito de origem ambiental da infeccdo. O estudo que
marcou, porém, a relacdo saprobiotica de C. neoformans com matéria organica rica em
excreta de aves, principalmente fezes secas de pombos, foi 0 de Emmons (1955). Outros
habitats também foram descritos, como ninhos e solos contaminados, tornando-se evidente a
distribuicdio cosmopolita e urbana do fungo e da micose (EMMONS, 1951; LAZERA et al.,
2000).

Na década de 1970, dois tipos sexuais de C. neoformans foram descritos, MATa e
MATa, que, sob determinadas condi¢fes laboratoriais, produziam hifas verdadeiras e
basididsporos ferteis (KWON-CHUNG, 1975; 1976a; 1976b). Essa forma morfoldgica, no
entanto, € considerada atipica e raramente é descrita em hospedeiros humanos e animais,
sendo os blastoconideos (forma assexuada) as células predominantemente isoladas no
ambiente e na clinica (SHADOMY; UTZ, 1966; FREED et al., 1971; LURIE; SHADOMY,
STILL, 1971; STAIB et al., 1977; GAZZONI et al., 2008; LIN, 2009).

Antes do surgimento da aids, a criptococose era considerada uma doenca rara,
relacionada a deficiéncias na imunidade celular, ocorrendo em um pequeno percentual da
populagdo (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). Dos anos 1980, em diante, com a
pandemia da aids, bem como a utilizacdo de farmacos imunossupressores, houve um
aumento na incidéncia da criptococose, sendo a doenca, atualmente, a quarta causa mais
frequente de infeccdo oportunista em pacientes HIV positivos (ROZENBAUM,;
GONCALVES, 1994; FRANZOT et al., 1997; CALVO et al.,, 2001; PAPPALARDO;
MELHEM, 2003; JARVIS; HARRISON, 2007; SHIRLEY; BADDLEY, 2009).

No Brasil, os primeiros relatos da doenca ocorreram entre 0s anos de 1941 e 1944,
descritos por Carlos da Silva Lacaz e Floriano de Almeida (PAPPALARDO; MELHEM,
2003). Desde entdo, varios estudos epidemioldgicos sdo realizados no Pais (LACAZ;
RODRIGUES, 1983; ROZEMBAUM et al., 1992; ROZEMBAUM; GONCALVES, 1994;
AOKI et al., 1999; LAZERA et al., 2000; CALVO et al.,, 2001; HORTA et al., 2002;
OHKUSU et al., 2002; FERNANDES et al., 2003; NISHIKAWA et al., 2003; IGREJA et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2004; DELGADO et al., 2005; TRILLES et al., 2008).

Nos anos seguintes, C. neoformans foi dividido em cinco sorotipos, A, B, C, D e AD,
mediante sorotipagem baseada em reacdo imunoldgica com antissoro produzido contra
diferentes epitopos do polissacarideo que compde a capsula dessa levedura (IKEDA et al.,
1982; NISHIKAWA et al., 2003; D'SOUZA et al., 2004). Analises fenotipicas,



epidemioldgicas, ecoldgicas, fisioldgicas e genéticas dividiram a espécie em trés variedades:
C. neoformans var. grubii (sorotipo A), C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) e C.
neoformans var. gattii (sorotipos B e C). Atualmente, com base em dados de filogenia,
fenotipagem e tipagem genética, a variedade gattii passou a ser classificada no plano da
espécie (KWON-CHUNG et al., 2002). Anélises filogenéticas sugerem que C. gattii diverge
de C. neoformans em aproximadamente 37 milhdes de anos e que a variedade grubii e a
variedade neoformans divergem entre si em aproximadamente 19 milhdes de anos (XU;
VILGALYS; MITCHELL, 2000; MARRA et al., 2004).

Ao final dos anos 1990, um conselho internacional se reuniu para dar inicio ao projeto
de sequenciamento do genoma do C. neoformans. Heitman et al. (1999) publicaram estudo
que discutia a importancia de tal projeto para a biologia e viruléncia desse microrganismo.
Logo, muitos esforcos foram necessarios para completar e anotar a sequéncia genémica do
fungo, para andlises comparativas com sequéncias de outras cepas, variedades e espécies,
bem como para determinar a relacdo de sua patogénese com o homem.

Em meados de 2005, por meio de um estudo multicéntrico, todas as caracteristicas a
respeito do projeto genoma para C. neoformans foram descritas. Inicialmente, o
sequenciamento gendomico foi realizado para duas cepas de C. neoformans sorotipo D, a
JEC21 e a B3501-A. Um genoma de 20 Mb foi sequenciado, o qual continha,
aproximadamente, 6500 genes estruturais ricos em introns e transposons, bem como
codificava um transcriptoma abundante em mensagens antisenso (sequéncias-molde para
sintese de RNA mensageiro). Verificou-se, ainda, que o C. neoformans codificava genes
Unicos para seu processo de viruléncia e que a comparacdo entre duas cepas fenotipicamente
distintas revelou variagdo no conteddo de genes entre os dois genomas (LOFTUS et al.,
2005). O projeto genoma trouxe, portanto, novas ideias para o estudo da criptococose e seus
agentes etiologicos, especialmente no que diz respeito a biologia e mecanismos de
patogénese deste basidiomiceto (HUGHES et al., 2008).

2.2 FASES ANAMORFICA E TELEOMORFICA DE CRYPTOCOCCUS SPP.

Apdbs décadas de estudo, sabe-se hoje que o género Cryptococcus é composto por
aproximadamente 39 especies e caracteriza-se por apresentar células de formato esférico ou
ovoéide, com didmetros de aproximadamente 2-8 um (FELL et al., 1998; DE HOOG et al.,
2000; LIN, 2009). As espécies que contemplam esse género sdo basidiomicetos pertencentes

ao clado Filobasidiella, da ordem Tremalles, podendo apresentar reprodugdo sexuada e
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assexuada no seu ciclo de vida (TAKEO et al.,, 1993; CHATURVEDI et al., 2000,
SCORZETTI et al., 2002; BARRETO DE OLIVEIRA; BOEKHOUT; THEELEN 2004;
XUE et al., 2007).

E na fase assexuada ou anamorfa, que leveduras do género Cryptococcus se
apresentam como células haploides, normalmente com envoltério capsular, formatos
arredondados ou ovalados, sem presenca hifas ou pseudo-hifas (figura 1). Durante a
reproducéo, observam-se brotamentos singulares ou multiplos, surgindo de qualquer local da
parede celular, podendo os blastoconideos resultantes permanecer ligados a célula-mae por
um colo estreito. Isolados de Cryptococcus spp. crescidos em meios cultivos classicos, como
agar-Sabouraud, apds 48 horas de incubagdo a temperaturas de 25 a 37 °C, geralmente
apresentam coldnias de coloracdo creme, aspecto brilhante, textura mucdide e margem lisa
(figura 2) (LAZERA,; IGREJA; WANKE, 2004).

(Fonte: CEMM, 2009) (Fonte: CEMM, 2009)

Figura 1. Microscopia evidenciando  Figura 2. Col6nia de aspecto mucoide e
células ovdides e capsuladas de cor creme, caracteristica do género
Cryptococcus neoformans crescidas em  Cryptococcus.

caldo Sabouraud. Tinta da China, 40X.

A fase teleomdrfica ou sexuada ainda ndo foi observada na natureza, mas é bem
demonstrada em condicdes de laboratério, sendo designadas de Filobasidiella neoformans e
F. bacillispora, correspondente a C. neoformans e C. gattii, respectivamente (KWON-
CHUNG; BENNET, 1992). Esta fase se caracteriza por apresentar hifas dicarioticas
(presenca de dois nucleos de origens diferentes) e, para que a reproducdo sexuada ocorra, €
necessaria uma compatibilidade bipolar, ou seja, a existéncia de alelos opostos no locus
sexual, MATa e MATa (KWON-CHUNG; HILL; BENNETT, 1981; ALSPAUGH,;
DAVIDSON; HEITMAN, 2000; LENGELER et al., 2000; MARRA et al., 2004). Esses



mating-types ou tipos sexuais apresentam papel importante na epidemiologia e viruléncia do
microrganismo (ESPOSTO et al., 2004).

C. neoformans e C. gattii podem realizar mating intravariedades (sorotipo A X
sorotipo D), assim como interespécies (B x D, C x D), mas observa-se que, nestes casos, a
viabilidade dos basididsporos é reduzida, com muitas progénies dipléides e aneupldides
resultantes desses cruzamentos, indicando, portanto, que a divergéncia gendmica diminui a
taxa de meiose (LEGENLER; COX; HETMAN, 2001).

O sistema mating-type é estudado, principalmente, em isolados de C. neoformans e C.
gattii, podendo ser determinado por meio do cruzamento de cepas compativeis, utilizando-se
meios de cultura especificos (agar-suco V-8, por exemplo) ou por métodos moleculares
(KWON-CHUNG, 1976b; LEE et al., 2005). Estes ultimos sdo geralmente realizados pela
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sendo especialmente Uteis para
confirmacdo do mating em casos de cepas autoférteis, estéreis ou isolados dipldides ou
aneuploides (LIN; HEITMAN, 2006; NGAMSKULRUNGRO!J et al., 2009).

Embora o sistema mating do Cryptococcus compartilhe caracteristicas fisiologicas e
geneéticas de outros fungos, estudos demonstram que ha caracteristicas particulares que o
tornam unico: formacdo de células MAT-a e MAT-« distribuidas ao acaso em quatro cadeias
de esporos no apice da estrutura de frutificacdo, na proporcdo de 1:1, apos a fase meidtica,
assim como o tamanho e a composicdo genética do locus MAT. Tais caracteristicas
despertaram a curiosidade dos pesquisadores para esse género (LENGELER et al., 2002;
MACLELLAND et al., 2004).

Dentre o género Cryptococcus, 0 primeiro gene mating-type especifico identificado
foi o ferombnio MF«al para C. neoformans (MOORE et al., 1993). Observou-se que este
gene estava localizado em uma regido de aproximadamente 40 kb e que continha parte do
locus MATa (MACLELLAND et al., 2004). Estudos posteriores verificaram a presenca de
genes especificos para MATa e MATa, 0 STE12« (homologo do STE12 em Saccharomyces
cerevisiae) e 0 STE12a, respectivamente (HULL et al., 2002).

Em seguida, com o mapeamento fisico do locus MAT, verificou-se que, além do
STE12¢«, havia varios outros genes a-mating-type especificos, homologos ao feroménio
MFal, responsaveis pela ativagdo da cascata proteina quinase (MAP quinase), contidos nesse
mesmo locus. Ademais, observou-se que o locus MAT « continha dois outros genes, o0 PRT ¢,
um fator de iniciacdo de traducdo, e um gene para miosina, uma proteina importante

responsavel pela formacéo de hifas durante o mating ou na frutificacdo hapléide (CHANG et



al., 2000). A descoberta desses dois genes dentro do locus MAT néo era prevista, portanto,
foi de grande surpresa para 0s pesquisadores, pois correspondia a dois genes, ndo
interligados, para o processo de mating. Este tipo de descoberta, até entdo, ndo havido sido
descrito para outro grupo fungico (MCCLELLAND et al., 2004).

Assim, sucessivos estudos foram mostrando que o sistema sexual da levedura em
estudo apresenta caracteristicas bem peculiares. Atualmente, acredita-se que a descoberta
deste sistema de reproducdo se tornou o evento-chave no desenvolvimento de pesquisas
geneticas que resultaram numa explosdo de conhecimentos acerca da viruléncia, ciclo de vida
e relagdes filogenéticas entre isolados de Cryptococcus spp (LIN, 2009).

Verifica-se que o sistema de reproducdo sexuada do género Cryptococcus é bastante
estudado para C. neoformans e C. gattii, entretanto, para as outras espécies, é possivel
encontrar alguns trabalhos com C. laurentii. Até meados dos anos 1970, praticamente nada
se conhecia a respeito da reproducdo sexuada de C. laurentii, porém, em 1973, Kurtzman
conseguiu isolar cepas mating-type opostas desta espécie, obtidas de amostras vegetais de
milho e trigo. O autor observou que tais cepas realizavam mating somente entre elas, mas
quando eram colocadas em meios de cultura com cepas-padrdo de C. laurentii, este
fendmeno nédo ocorria. Desde entdo, estudos comparativos sdo realizados entre estas cepas

capazes de realizar mating e cepas padrdo de C. laurentii (TAKASHIMA et al., 2003).

2.3 C. NEOFORMANS versus C. GATTIIl: VARIEDADES, SOROTIPOS E TIPOS
MOLECULARES

C. neoformans e C. gattii, assim como outros microrganismos, possuem
caracteristicas fenotipicas, epidemiolégicas e genéticas que permitem classifica-los em nivel
de variedades, sorotipos e tipos moleculares (tabela 1) (MEYER et al., 2003; ENANCHE-
ANGOULVANT et al., 2007; BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT, 2008; HUSTON; MODY,
2009).



Tabela 1. Classificacéo de C. neoformans e C. gattii de acordo com suas propriedades fenotipicas, epidemiologicas e genéticas descritas.

Espécie, variedade,

ot Patogenia

Oportunista
(SNC)

C. neoformans var.
grubii (sorotipo A)

C. neoformans var. Oportunista

neoformans (sorotipo
D) (SNC, pele)

Infeccdo primaéria;
lesBes pulméo e
SNC

C. gattii (sorotipo B)

Infeccdo primaria;
lesBes pulmédo e
SNC (menor
prevaléncia)

C. gattii (sorotipo C)

Oportunista

Sorotipo AD (hibrido) (SNC)

Termotolerancia
in vitro
(°C)

38 - 40

38 -40

35

35

38 -40

Sensibilidade a
glicina (Teste de
CGB)

Sensivel

Sensivel

Resistente

Resistente

Sensivel

Sensibilidade
aos
antifingicos

Sensivel

Sensivel

Sensibilidade
dose-
dependente

Sensibilidade
dose-
dependente

Sensivel

Habitats

Solo, excreta de
aves

Solo, excreta de
aves

Material vegetal
(Eucalyptus sp.)

Material vegetal
(Eucalyptus sp.

Solo, excreta de
aves

Distribuicéo
geografica

Cosmopolita

Cosmopolita
(principalmente
Europa)

Areas tropicais
e subtropicais

Areas tropicais
e subtroicais

Cosmopolita
(Europa)

Tipos Moleculares

VNI
VNII

VNB

VNIV

VGI
VGl

VGIII

VGIV

VNIII

Sequéncia
(16S/23S rRNS)

Sem substitui¢des

Sem substituices

Substitui¢do 2 nucl /
16S; 10 nucl / 23S

Substitui¢do 2 nucl /
16S; 10 nucl / 23S

Sem substituices

AFLP - CAP59
(pb)

394 ou 400

380 ou 382

371, 373 ou 380

366

382 e 384

VN: variedade neoformans; VG: variedade gattii; nucl: nucleotideo; pb: pares de base;



No que diz respeito as outras espécies de Cryptococcus, verifica-se que alguns
estudos sdo focados na espécie C. laurentii (KHAWCHAROENPORN;
APISARNTHANARAK; MUNDY, 2007). Com base nas sequéncias D1/D2 da regido
26S do DNA ribossémico (rDNA) e da regido do Espaco Interno Transcrito (ITS), bem
como pelas propriedades fisioldgicas e bioquimicas de quinze cepas de C. laurentii,
Takashima et al. (2003) observaram que havia um elevado grau de heterogeneidade
intraespecifica entre os isolados, logo, os autores propuseram uma reclassificacdo das
cepas de C. laurentii em cinco espécies diferentes dentro de dois grupos filogenéticos:
grupo filogenético I, representado pelas espécies C. peneaus e C. carnescens, € grupo
filogenético 11, representado pelas espécies C. laurentii, C. aureus e C. flavescens. Esta
classificacdo baseia-se ainda em variagcdes observadas no contetdo C=G do DNA e no
padrdo eletroforético de proteinas celulares (VANCANNEYT et al., 1994; SUGITA et
al., 2000).

2.4 CICLO BIOLOGICO E ECOLOGIA DE CRYPTOCOCCUS SPP.

As caracteristicas clinicas da criptococose, assim como 0s métodos diagnosticos
para deteccdo desta micose se tornaram mais bem definidos nos Gltimos anos. Em
contrapartida, no que diz respeito a interacdo do fungo com o meio ambiente, ainda ha
varias caracteristicas dessa relacdo que carecem estudos mais aprofundados. Com as
descobertas advindas dos estudos em laboratério da fase sexuada e da investigacdo
molecular da populagdo estrutural do microrganismo no meio ambiente, novas
perspectivas direcionam o estudo desse patdgeno de vida caracteristicamente saprofita
(LIN; HEITMAN, 2006; XUE et al., 2007).

Durante a fase saprofitica do ciclo biologico, C. neoformans e C. gattii
permanecem no ambiente, associados, principalmente, a excrementos de pombos,
material vegetal em decomposi¢do e ocos de arvores vivas, fazendo interacdo ainda com
outros microrganismos do solo, como amebas e nematdides (CASADEVALL;
STEENBERGEN; NOSANCHUK, 2003). Acredita-se que a criptococose €, entdo,
iniciada por meio da inalacdo de propagulos do fungo, depositados nos alvéolos
pulmonares e, desde pulméo, se dissemina por via hematogénica para outros sitios
corporais (figura 3). A historia natural da doenca estd relacionada principalmente ao

comprometimento da imunidade celular do hospedeiro, resultante de enfermidades e
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atividades imunossupressoras, tais como aids e tratamento com corticosterdides
(CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

Deposiciio nos alvéolospulmonares

Yl’ombos

(Columba livia)

A

Figura 3. Desenho esquematico do ciclo biolégico de Cryptococcus spp.
mostrando as interacfes com o meio ambiente e 0 hospedeiro. Adaptado de Lin e
Heitman, 2006.

C. neoformans e C. gattii sdo predominantemente isolados na forma assexuada,
tanto de isolados clinicos como de amostras ambientais. Por ser um basidiomiceto
heterotalico, pode ainda passar por uma fase dimorfica e se transformar na forma
filamentosa, por dois caminhos distintos: conjugacao de células haploides a e a mating-
type para produzir filamentos dicariéticos, como também frutificacdo monocariotica,
que produz filamentos e basididsporos sob condicdes laboratoriais (LIN; HEITMAN,
2006).

A forma de vida saproéfita e ubiqua do Cryptococcus intriga os pesquisadores a
respeito de como e por que esse patdgeno humano se associa a plantas e de que forma o
ambiente influencia no seu ciclo de vida. Acredita-se que o fungo, principalmente o C.
gattii, estabeleca esse tipo de relacdo para completar seu ciclo biolégico pelo processo

de mating, pois foi observado que componentes como inositol e &cido indol-acético,
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existentes em plantas do género Arabidopsis e Eucalyptus, estimulem a reprodugéo
sexuada do fungo (XUE et al., 2007).

O C. neoformans é cosmopolita, sendo a variedade grubii predominantemente
descrita na Europa, ocorrendo em uma variedade de nichos ecoldgicos, como substratos
organicos e habitats relacionados, entre os quais se destacam: construcgdes antigas, torres
de igreja, estdbulos, porbes, barracdes, cavernas, além de excretas de aves, fezes de
morcegos e baratas, ninhos de vespa, suco de frutas, leite, recintos de coelhos, buracos
de tatus, solo e varias espécies vegetais (LAZERA et al., 1998, 2000; CASADEVALL;
PERFECT, 1998; FORTES, 2001; TRILLES et al, 2003; GRANADOS;
CASTANEDA, 2005; ROSARIO; ACOSTA; COLOM, 2008). Esta associacdo, no
entanto, é observada, especialmente, com excretas acumuladas de pombos urbanos,
material vegetal em decomposicdo e ocos de arvores vivas (LAZERA et al., 2000;
GRANADOS; CASTANEDA, 2005; SOARES et al., 2005; REIMAO et al., 2007;
COSTA et al., 2009).

Trabalhos pioneiros de Emmons (1951) ja faziam referéncia a relacédo saprofitica
do fungo com fezes secas de pombos, bem como solos contaminados com estes
excrementos em ambientes urbanos. No Brasil, estudos realizados na cidade de
Curitiba, com amostras oriundas de ambientes publicos que continham acumulo de
excretas de pombos, bem como com fezes obtidas de passeriformes e psitacidios
localizados em cativeiros mostraram positividade significativa para recuperacdo de
cepas de C. neoformans (CICCHON, 2006; LUGARINI et al., 2008).

O isolamento de C. neoformans em excretas de aves esta ligado a presenca de
um ambiente favoravel ao crescimento do microrganismo encontrado neste nicho, assim
como a sua adaptacdo bioquimica, que lhe confere habilidade de assimilar creatina, uma
amina nitrogenada, composta de dois aminoacidos (glicina e arginina), importante fonte
de nitrogénio para producdo de proteinas (NARDELLI et al, 2005). Além disso, o fungo
também pode utilizar o &cido Urico e as purinas, presentes em abundancia nos
excrementos, como fonte de nitrogénio, o que facilita a sua multiplicacdo
(CASADEVALL; PERFECT, 1998; CHEE; LEE, 2005).

E frequentemente relatado que as excretas envelhecidas de aves oferecem um
substrato orgénico mais favoravel para o desenvolvimento do fungo, pois possuem
menor quantidade de bactérias e, desta forma, a competicdo pelo crescimento é
reduzida, contribuindo assim para a elevada densidade populacional de células de C.

neoformans neste substrato (REOLON et al., 2004). Apesar do isolamento abundante de
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C. neoformans em excretas, o fungo dificilmente é isolado do aparelho digestério de
aves (ROSARIO et al., 2005; CAFARCHIA et al., 2006a; 2006b; ROSARIO et al.,
2008).

Poucos estudos conseguiram isolar C. neoformans da cloaca de pombos
(ROSARIO et al., 2005). Essa auséncia de isolamento decorre das mas condicGes
encontradas para o crescimento do fungo, possivelmente pela elevada temperatura
corporal (41,5 °C) destas aves e pela alta concentracdo de aménia presente nas fezes
frescas, que alcaliniza 0 meio (SORREL; ELLIS, 1997; CASADEVALL; PERFECT,
1998; LIN; HEITMAN, 2006). Portanto, a multiplicagdo do fungo acontece nas fezes, e,
estando num ambiente com falta de limpeza, acimulo de excretas e aumento de
temperatura, por meio do ar, 0 microrganismo € capaz de contaminar as excretas
adjacentes e assim se propagar (LIN; HEITMAN, 2006; PEDROSO et al., 2007;
ROSARIO et al., 2008).

Com relacdo ao C. gattii, este possui distribuicdo geografica mais restrita e,
embora seja isolado com menor frequéncia, a partir de excretas de aves, € descrito em
associacdo, principalmente, com arvores do género Eucalyptus, sobretudo em regides
tropicais e subtropicais (SORREL; ELLIS, 1997; LAZERA et al., 2000; RANDAWA et
al., 2003; KIDD et al., 2004; GRANADOS; CASTANEDA, 2006). Na natureza, C.
gattii foi isolado, primeiramente, no sul da Austrdlia, em associacdo ao Eucalyptus
camaldulensis (ELLIS; PFEIFFER, 1990). Posteriormente, outras espécies de
eucaliptos, tais como: E. tereticornis, E. rudis e E. gomphocephala, bem como novas
espécies vegetais foram sugeridas como possiveis nichos ecoldgicos do fungo (ABEGG
et al., 2006; KHAN et al., 2007). No Brasil, C. gattii foi isolado de material vegetal em
decomposicdo e ocos de arvores do género Mogquilea, Cassia e Ficus, protegidos dos
efeitos dessecadores dos raios solares, evidenciando um possivel habitat para o fungo
(LAZERA et al. 1998; 2000; FORTES et al., 2001; TRILLES et al., 2003).

Os fatores climaticos de cada regido, tais como temperatura, umidade e
exposicdo a luz, podem influenciar na recuperacdo de cepas de C. neoformans e C.
gattii oriundas do ambiente (MONTENEGRO; PAULA, 2000; GRANADOS;
CASTANEDA, 2005; QUINTERO et al., 2005). Estudos conduzidos por Ellis e Pfeiffer
(1990) propuseram que a formacao e dispersdo de basididsporos de C. gattii ocorrem
intensificadamente durante a estagdo de florescimento do eucalipto. Tal caracteristica,

entretanto, ndo estd bem estabelecida, pois estudos posteriores ndo conseguiram
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verificar esse tipo de associacdo (LAZERA et al. 1998; LAZERA et al. 2000;
GRANADOS; CASTANEDA, 2005).

No que diz respeito ao ciclo bioldgico e ecologia de outras espécies de
Cryptococcus, C. laurentii e C. albidus sao isolados, principalmente, de excretas de
aves, solo contaminado e material vegetal, podendo transitoriamente colonizar a pele
humana. O C. laurentii destaca-se por apresentar capacidade adaptativa aos mais
variados ambientes, pois € isolado desde lugares com climas tropicais a regides com
temperaturas abaixo de zero, como Antartica (KURTZMAN; FELL, 1998; NARAYAN
et al, 2000; PAVLOVA et al, 2001; KHAWCHAROENPORN,
APISARNTHANARAK, MUNDY, 2007; PEDROSO et al., 2007). Acredita-se a
criptococose ocasionada por estas espécies também se inicie mediante inalacdo de
células do fungo e, do pulméo, se dissemina por via hematogénica para outros sitios
corporais (KHAWCHAROENPORN, APISARNTHANARAK, MUNDY, 2007).

A compreensdo do ciclo de vida e dos aspectos ecoldgicos de Cryptococcus spp.
pode fornecer dados importantes de como as particulas infecciosas séo produzidas, além
de um melhor entendimento da interacdo do fungo com o meio ambiente, contudo mais
estudos devem ser conduzidos no intuito de melhor estabelecer tais caracteristicas
(GRANADOS; CASTANEDA, 2005; LIN; HEITMAN, 2006).

25 METODOS UTILIZADOS PARA  IDENTIFICACAO DE
CRYPTOCOCCUS SPP.

O diagnéstico laboratorial dos agentes da criptococose baseia-se,
principalmente, na visualizacdo de leveduras capsuladas presentes no espécime clinico
em preparacBes com tinta da China (figura 4A) e no subsequente isolamento do
microrganismo em meio de cultura para sua confirmacéo (figura 4B) (OSUNA et al.,
2008). Logo, a pesquisa direta e a cultura, técnicas realizadas com relativa facilidade,
constituem o exame mais pratico e de custos menos elevados para os laboratorios de
rotina, apresentando maior sensibilidade em amostras de liqguor (MOREIRA et al.,
2006).

Além dos testes supracitados, pode-se realizar o exame histopatoldgico para
visualizagdo do microrganismo. Nos cortes histologicos corados por hematoxilina-
eosina, as células de Cryptococcus spp. normalmente se apresentam com formatos

esféricos, ovais ou elipticos, de cloracdo rosada ou azul-pélido, medindo entre 2 a 20pum
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de didmetro. A cépsula pode ser estreita ou espessa em relacdo ao seu didmetro e ndo se
cora devido a sua natureza mucopolissacaridica, evidenciando um halo claro que
envolve os blastoconideos (PEDROSO; CANDIDO, 2006).

Nos tecidos, a coloragdo com mucicarmim de Meyer € um método util para
diferenciar C. neoformans de outros fungos com tamanho e aparéncias similares, pois
evidencia a capsula em vermelho, facilitando o seu reconhecimento (PEDROSO,;
CANDIDO, 2006). No entanto, a impregnacdo com prata pelo método de Gomori-
Grocott e 0 método de PAS (coloracdo acido periodico Schiff) sdo as mais utilizadas
para a deteccdo do fungo no tecido. Outra técnica Util é a coloragdo Fontana Masson,
que pode ser utilizada para evidenciar o depdsito de melanina na parede do C.
neoformans, auxiliando na sua identificacdo (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004;
CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

Caso ndo seja possivel a visualizacdo microscopica de leveduras capsuladas,
sugestivas de Cryptococcus, a identificacdo pode ser realizada ou complementada por
micromorfologia e um conjunto de provas bioguimicas da cultura fangica (DE HOOG
et al., 2000; LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004). Mediante a prova do microcultivo
em meio agar-fuba Tween 80 ou &gar-arroz Tween 80, é possivel observar células
esféricas de tamanhos irregulares, sem hifas ou pseudo-hifas (figura 4C) (diametros
maiores do que as células de C. glabrata) e, algumas vezes, separadas por material
capsular.

O género Cryptococcus € capaz de hidrolisar ureia, importante para diferenciar
das espécies do género Candida, que ndo possuem tal caracteristica (figura 4D).
Cryptococcus spp. ndo possui habilidade de fermentar carboidratos, mas assimila, por
metabolismo oxidativo, acucares como glicose, maltose, sacarose e galactose (DE
HOOG et al., 2000). A capacidade de assimilar inositol como Unica fonte de carbono
pode ser Util para diferenciar das espécies de Rhodotorula (WINN JR. et al., 2008).

A assimilacdo de carboidratos pode ser realizada por procedimentos
semiautomatizados e automatizados, como o APl 20C (BioMérieux) (figura 4E) e o
Vitek 2 (BioMérieux), respectivamente, assim como por métodos manuais (figura 4F).
Ademais, este género ndo assimila nitrato como Unica fonte de nitrogénio inorganico e
ndo realiza reducdo a nitrito, bem como € sensivel a cicloeximida, ndo crescendo em
meios seletivos com sua presenca em concentracdes de 0,2 a 0,5% (LAZERA; IGREJA;
WANKE, 2004).
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A habilidade do género Cryptococcus de produzir melanina com base em
substancias fenolicas presentes em meios de cultura, conferindo as colonias
pigmentacdes escuras, é especialmente Util para isolamentos do fungo de culturas mistas
e/ou ambientais (figura 4G) (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004; PINTO JUNIOR et
al., 2006; COSTA, 2007). A literatura mostra que a maioria das cepas de C. neoformans
e C. gattii produz pigmento marrom quando cultivadas em meios de cultura com
substratos fenolicos, enquanto para as outras espécies muitas vezes esse fenébmeno nédo
ocorre (CARFACHIA et al., 2006a). Tal caracteristica constitui uma prova bioguimica
atrativa para o género, chamada prova da fenoloxidase, sendo realizada inclusive em
alguns laboratorios de rotina (CAPOOR et al., 2007). Ha pesquisas que demonstram a
utilizacdo desse recurso como forma de estabelecer a diferenciacdo de C. neoformans
das outras espécies do género (CHEN et al.,, 2001; CARFACHIA et al., 2006a),
contudo, existem outros estudos mostrando que isolados de C. albidus, C. laurentii e C.
uniguttulatus podem apresentar produgdo de melanina, de maneira menos pronunciada
do que para C. neoformans e C. gattii (IKEDA et al., 2002; PEDROSO et al., 2009).

A quimiotipagem de C. gattii e C. neoformans € comumente realizada por
intermédio do meio &gar-canavanina-glicina-azul de bromotimol (teste de CGB)
(KWON-CHUNG; POLACHECK; BENNETT, 1982; LUGARINI, 2007). Apenas C.
gattii é resistente a canavanina, utilizando a glicina disponivel no meio para seu
crescimento e, no periodo de um a cinco dias, mudam a cor verde original do meio para
a cor azul. Ja foram descritas, no entanto, cepas de C. neoformans com habilidade de
resistir a elevadas concentragdes de L-canavanina (figura 4H) (NAKAMURA et al.,
1998; KHAN et al., 2003). Com relagdo as outras espécies de Cryptococcus, 0 meio de
CGB geralmente ndo é utilizado, entretanto, estudos conduzidos por Bauters et al.
(2001) mostram que cepas clinicas de C. laurentii foram capazes de crescer na presenca
de L-canavanina e glicina.

As desvantagens apresentadas pelos testes fenotipicos relacionam-se
principalmente com tempo de identificacdo e laboriosidade, alem de ocorrer
variabilidade de resultados em virtude da subjetividade de interpretacéo
(WENGENACK; BINNICKER, 2009). Os métodos semiautomatizados e
automatizados de identificacdo de leveduras, por sua vez, como APl 20C AUX e
VITEK, permitem a obtencdo de resultados em aproximadamente 72 horas. Muitas

vezes, porém, apresentam limitacbes por dependerem de provas suplementares para
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completa identificacdo do isolado, como teste da urease e assimilagdo de outras fontes
de carbono (GUNDES; GULENC; BRINGOL, 2001; MASSONET et al., 2004)

Uma opcdo para diagnostico da criptococose sao 0s ensaios de deteccdo de
antigeno polissacaridicos capsulares, que apresentam elevada sensibilidade e rapidos
resultados. O teste é realizado por aglutinacdo de particulas de latex com fluidos
corporais (liquor, soro e urina), permitindo a identificacdo das espécies de C.
neoformans e C. gattii em nivel de sorotipos. E realizado, contudo, apenas em centros
especializados, uma vez que 0s reagentes apresentam custo elevado (MOREIRA et al.,
2006). Reac0es falsopositivas podem ocorrer relacionadas ao fator reumatéide, presenca
de células de Trichosporon spp. e bacilos Gram-negativos na amostra, devendo, entao,
ser correlacionadas com o quadro clinico e laboratorial do caso sob investigacdo
(FERREIRA; AVILA, 2001; CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008; HOUSTON;
MODY, 2009).

Atualmente, apesar de ndo ser aplicado ao diagndstico de rotina, existem
métodos moleculares para deteccdo de sequéncias génicas especificas de C. neoformans
e C. gattii em espécimes clinicos ou com base na cultura (PASCHOAL et al., 2004;
BOVERS et al., 2007). As ferramentas moleculares apresentam elevadas sensibilidade e
especificidade de deteccdo, com potencial para resolver as limitaces do diagnéstico
convencional, podendo ser empregadas tanto na identificagdo como na tipagem e
epidemiologia molecular do microrganismo.

Vérias sequéncias-alvo sdo empregadas na identificacdo e tipagem de
Cryptococcus spp., dentre as quais merecem destaque URA5 (oritidina
monofosforilase), CAP59 (producdo de capsula) , M13 (sequéncias minissatélites) e
ITS (18S, 5,8S e 28S). Estudos feitos por Paschoal et al. (2004) demonstram que a
deteccdo de C. neoformans em amostras de liquido cefalorraquidiano pode ser
otimizada pela técnica da PCR convencional. Esses autores realizaram amplificacdes
das areas ITS e 5,8S do RNA ribossdémico (rRNA) (de 72 amostras de liquor obtidas de
pacientes com e sem aids, sendo eles acometidos por meningite criptocécica (n=56) e
meningite ocasionada por outros agentes (n=16). Os resultados demonstraram que a
técnica apresentou alta sensibilidade (92,9%), superior a cultura (85,7%) e ao teste da
tinta da China (76,8%). Os autores acreditam que as amostras negativas para o PCR
podem ter acontecido em razdo de interferentes no processo de extracdo de DNA, como
componentes do liquor, antibidticos, agentes retrovirais, proteases e outras drogas

administradas durante o tratamento da aids.
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Como descrito, a diferenciacdo de C. neoformans e C. gattii nos seus respectivos
sorotipos (A, B, C, D e AD) pode ser realizada por meio da detec¢do do antigeno
polissacaridico por intermédio do imunodiagnostico (LEAL et al., 2008). A
determinacdo dos sorotipos, entretanto, pode ser realizada com sensibilidade e
especificidade por técnicas moleculares (figura 41) (LUO; MITCHEL et al., 2006).

Recentemente, Leal et al. (2008) utilizaram uma variagéo da PCR convencional,
a PCR multiplex, que permitiu a diferenciacdo entre C. neoformans e C. gattii por meio
da amplificacdo de regides génicas especificas (codificadoras de aminotransferases)
para cada espécie. Foram analisados 129 isolados clinicos humanos, um de origem
veterinaria e um ambiental, previamente identificados por sorotipagem e cultivados em
meio de CGB. Neste estudo, os resultados do multiplex obtiveram 100% de
concordancia com a sorotipagem, enquanto para 0 CGB, das 131 cepas, seis divergiram.
O meio CGB €é muito susceptivel a variacdes de pH, logo tem permitido gerar
falsopositivos.

Com o objetivo de realizar um método molecular rapido e confiavel na
identificacdo dos cinco sorotipos de C. neoformans e C. gattii, Enanche-Angoulvant et
al. (2007) empregaram a técnica do PCR com andlise de enzima de restricdo (REA) para
analisar 63 isolados de C. neoformans e nove de C. gattii, previamente sorotipados,
além de uma cepa de C. uniguttulatus para avaliar a especificidade do teste. A regido-
alvo escolhida foi 0 gene CAP59 (codificadora para regido capsular) e, para a analise do
perfil de restricdo, foram empregadas as enzimas BsmFI, Hpall e Agel. Desta forma,
todas as cepas puderam ser diferenciadas nos cinco sorotipos representativos,
apresentando o sorotipo AD um perfil de restricdo misto entre os sorotipos A e D.

O conhecimento dos sorotipos de C. neoformans e C. gattii permite informacdes
adicionais a respeito da epidemiologia do agente, assim como torna possivel associar o
sorotipo encontrado com as caracteristicas clinicas (tipos de manifestacdes clinicas e
sensibilidade aos antifngicos) apresentadas (SORRELL, 2001; HOANG et al., 2004).

Atualmente, uma das metodologias mais revolucionarias na identificacdo de
importantes patdgenos é a PCR em tempo real. Trabalhos conduzidos por Levy et al.
(2008) confirmaram por meio desta técnica um diagndstico de pericardite por C.
neoformans em um paciente transplantado, mediante a amplificacdo do gene 18S e 28S
do rRNA. O meétodo permitiu a amplificacdo diretamente do fluido pericardial.

No que diz respeito a praticas moleculares aplicadas na deteccdo de C. laurentii

baseada em amostras clinicas, Bauters et al. (2001) relataram um caso de paciente

18



imunodeprimido, cujas amostras clinicas de swabs da orofaringe mostraram repetidos
isolamentos do fungo durante o tratamento. Os autores realizaram, além de testes
fenotipicos, amplificacfes das regides D1/D2 do rRNA para identifica¢do do fungo. Por
meio do emprego regido ITS como alvo de amplificacdo na PCR, outras espécies
também sdo diagnosticadas: C. magnus obtido de amostras de swabs do canal auditivo
de um gato (KANO et al., 2004), sendo este o primeiro relato do fungo nesta espécie
animal; e C. adeliensis em culturas mistas de leveduras patogénicas (LEAW et al.,
2006).

E possivel verificar que a técnica da PCR promoveu avangos no diagndstico da
criptococose, especialmente pela a amplificacdo de regides génicas do rDNA, assim
como desde genes para producdo de capsula (CAP) e oritidina monofosfato
pirofosforilase (URA5S). Ainda ha restricdes, porém, quanto ao custo de equipamentos e
reagentes, quando comparado com os testes microbiol6gicos convencionais. Logo, ndo
existe ainda protocolo universal de amplificacdo, principalmente com suporte em

espécimes clinicos.

19



|
B

| g S——
¢ v "‘A‘ A .

) 6 M Y WO AW M MO R e

Figura 4. Métodos diagnosticos utilizados na identificacdo de Cryptococcus spp. A) C.
neoformans no liquor. Tinta da China 40X. B) Aspecto mucdide de C. neoformans em agar-
Sabouraud 2% de glicose. C) Micromorfologia de Cryptococcus sp. em agar-fuba-Tween. 40X.
D) Ureia de Christensen. a - Teste negativo, b — Teste positivo. E) Kit APl 20C AUX. F)
Auxonograma. a e b — Halos evidenciando crescimento fangico. G) Colénias de leveduras em
meio Agar Semente de Niger. a — Coldnias marrons: C. neoformans, b — Col6nias brancas:
Candida sp. H) Teste de CGB. a — C. neoformans, b — C. gattii. 1) Gel de poliacrilamida 6%
representativo de amplificacdo e corte com enzimas de restricdo para identificacdo de C.
neoformans sor A. Linhas 1 e 2: Bandas caracteristicas de sorotipo A. Linha 3: amplicon nativo.
Linha 4: Marcador de peso molecular (100pb).
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2.6 PERFIL DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA DE C. NEOFORMANS E
C. GATTII

Nos ultimos anos, o aumento da populagdo imunocomprometida, especialmente
apos a pandemia da aids e os tratamentos imunossupressores, a incidéncia de infec¢des
sisttmicas por fungos também aumentou (NUCCI; COLOMBO, 2007; COSTA-DE-
OLIVEIRA et al.,, 2008; ANTONIEWICZ et al., 2009). Além disso, as melhorias
obtidas com a terapia antibacteriana permitiram a instalacdo de um maior nimero de
infecgBes fungicas oportunistas (COLOMBO; ALVES, 2004; PRADO et al., 2009),
sendo estas caracterizadas tanto pelo seu aumento em frequéncia, bem como pela
diversidade de fungos isolados e pelo aumento da gravidade das infecces (MOREIRA
et al., 2006; DUNCAN; STEPHAN; CAMPBELL, 2006; QUAZZAFI et al., 2007).

As pesquisas com testes de sensibilidade antifingica in vitro para cepas de
Cryptococcus spp. sdo realizadas com o intuito correlacionar o perfil de isolados
clinicos e ambientais, de uma determinada regido, perante diferentes antiflngicos,
especialmente os que sdo utilizados no tratamento da criptococose (CHANDENIER et
al., 2004; ALMEIDA et al., 2006; CAPOOR et al., 2008). Atualmente, a terapia
anticriptococécica recomendada inclui anfotericina B sozinha ou combinada com 5-
flucitosina, seguida de fluconazol para manutencao da terapia (SAAG et al., 2000; SAR
et al., 2004, RACHID; SCHECHTER, 2008; BICANIC et al., 2008).

Dentre 0os métodos mais utilizados, in vitro, para avaliar a susceptibilidade de
Cryptococcus spp. ante os diferentes antifingicos, destacam-se o Etest e a microdilui¢do
em caldo (CLSI, 2002;, KHAN et al., 2007; COSTA et al., 2009). O Etest consiste de
uma fita plastica, que contém a droga em diferentes concentracdes expressas no reverso
de uma fita, colocada sobre a superficie de um meio basal so6lido, e apresenta
equivaléncia aceitavel com os metodos de diluicdo em caldo padronizados pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) (COLOMBO; ALVES, 2004). A
microdiluicdo em caldo € realizada em placas de microdiluicdo de 96 pogos e permite a
anélise de maior nimero de amostras, além de apresentar maior facilidade de execugédo
e economia de material (CLSI, 2002).
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Normalmente, cepas humanas e ambientais de C. neoformans e C. gattii sdo
sensiveis, in vitro, aos diferentes antifungicos (KOBAYASHI et al., 2005; TAY et al.,
2006; KHAN et al., 2007). Pfaller et al. (2005) avaliaram a sensibilidade in vitro de
1.811 isolados clinicos de C. neoformans, obtidos de 100 laboratorios de regides
geogréficas diferentes, entre os anos de 1990 a 2004, ante a anfotericina B, flucitosina,
fluconazol, voriconazol, posaconazol e ravuconazol. Os autores verificaram que a
resisténcia in vitro entre os isolados de C. neoformans a esses antifingicos nao
aumentou durante os 15 anos avaliados. No Brasil, pesquisa realizada em Goiania
avaliou a susceptibilidade, in vitro, de C. neoformans e C. gattii obtidos de pacientes
com aids. Todas as amostras dos sorotipos A e D foram susceptiveis as drogas
anfotericina B e itraconazol e, a maioria, ao fluconazol. Ja para o sorotipo B, as cepas
avaliadas apresentaram elevado indice de resisténcia ao fluconazol, demonstrando,
assim, a importancia para o clinico na escolha do medicamento e do esquema
terapéutico a ser empregado no tratamento (PAPPALARDO; MELHEM, 2003;
FERNANDES et al., 2003).

Achados de resisténcia antifungica in vitro em cepas clinicas e ambientais de
Cryptococcus, embora mais raros, sdo relatados (COSTA et al., 2009). Alguns estudos
descrevem tal fendbmeno em cepas clinicas de C. neoformans para fluconazol,
anfotericina B e voriconazol, bem como em isolados de C. gattii para itraconazol,
flucitosina e fluconazol (CHANDENIER et al., 2004; ALMEIDA et al., 2007; SOARES
et al.,, 2008). Em amostras ambientais de C. neoformans, a resisténcia antifingica
priméria j& foi detectada para itraconazol e fluconazol (SOARES et al. 2005;
PEDROSO et al., 2006).

Com relacdo a outras espécies de Cryptococcus, estudos demonstrando o perfil
de sensibilidade antifangica in vitro sdo escassos, entretanto, em uma pesquisa realizada
com isolados ambientais de C. neoformans var. neoformans (n=16), C. albidus (n=17),
C. laurentii (n=14) e C. uniguttulatus (n=3) ante a anfotericina B, fluconazol,
flucitosina e itraconazol, parte das cepas analisadas mostrou perfil de resisténcia as
drogas testadas (PEDROSO et al., 2006).

Sendo assim, mais investigagdes devem ser realizadas para monitorar a
resisténcia antifangica em cepas de C. neoformans e C. gattii, podendo, desta forma,
alertar a comunidade médico-cientifica quanto a selecdo de cepas clinicas resistentes
induzidas pela terapéutica antifingica, bem como o aparecimento de amostras

ambientais primariamente resistentes.
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2.7 CRIPTOCOCOSE: CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS E
ETIOPATOGENIA

A criptococose é considerada importante causa de mortalidade e morbidade
entre as micoses oportunistas, especialmente em pacientes acometidos pela aids
(HORTA et al.,, 2002; PAPPALARDO; MALHEM, 2003; IDNURM et al., 2005;
JONGWUTIWES; SUNGKAHUPARPH,; KIERTIBURANAKUL, 2008;
MANOSUTHI, CHOTTANAPUND, SUNGKANUPARPH, 2008). A incidéncia da
doencga varia em diferentes partes do mundo, apresentando-se entre 5 a 10% na Europa
Ocidental e Estados Unidos e mais de 20% na Africa Central e leste da Asia
(MITCHELL; PERFECT, 1995; MENTZ, et al 2001; LIFSON et al., 2006; JARVIS;
HARISSON, 2007).

No Brasil, o numero crescente de pacientes portadores de HIV favorece o
aumento das infecgdes causadas por este fungo e, de acordo com dados do Ministério da
Saude, entre o periodo 1980 e 2002, 6% das infeccdes oportunisticas associadas a aids
foram causadas por C. neoformans e C. gattii (MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2002). Em estudo recente acerca de micoses sistémicas como causa priméria
de morte no Pais, observou-se que houve aumento no nimero de casos de criptococose
de 78 para 89 casos por ano, entre 0s anos de 1996 a 2006. No Ceara, cinco mortes
foram relatadas durante esse periodo. Além disso, dentre os pacientes portadores de
aids, cuja causa de Obito foi associada a micoses sistémicas, a criptococose foi apontada
em 50,9% das declaracdes (PRADO et al., 2009). No Ceara, evidéncias clinicas de
profissionais do Centro Especializado em Micologia Médica (CEMM) mostra que, nos
ultimos dez anos, houve a média de sete novos casos por ano de criptococose em
pacientes HIV positivos, situando-se entre as principais micoses associadas a esses
doentes, sendo recorrente em parte dos casos diagnosticados.

A maioria das infeccGes criptococdcicas em hospedeiros imunocomprometidos é
causada por C. neoformans, sendo o sorotipo A observado em até 90% dos casos,
seguido pelos sorotipos B e AD, nesta sequéncia (BOEKHOUT et al., 2001;
LITVINTSEVA et al., 2005; HUSTON; MODY, 2009). Os sorotipos D e C sdo menos
relatados, exceto em alguns paises europeus e algumas areas dos Estados Unidos, como
Califérnia e Nova lorque (LIN; HEITMAN, 2006).

No Brasil, o sorotipo A mostra-se prevalente, em especial nas regides Sul,

Sudeste (S&o Paulo é o estado que apresenta a maior taxa da doenca) e Centro-Oeste,
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tanto em isolados clinicos quanto ambientais, ocorrendo casos também nas regides
Norte e Nordeste (PAPPALARDO; MELHEM, 2003; NISHIKAWA et al. 2003). No
Ceard, estudos sobre a epidemiologia da criptococose sdo escassos (COSTA, 2007) e os
casos descritos sdo apenas no plano de espécies, portanto, dados sobre os sorotipos séo
inexistentes ou ndo reportados (MENEZES et al. 2002).

A criptococose por C. gattii possui localizacdo geogréafica mais restrita,
predominando em regides tropicais e subtropicais (BOEKHOUT et al., 2001; SORREL,
2001; KIDD et al., 2007). Sua ocorréncia é observada principalmente em paises da
América do Sul, como Brasil, Colémbia, Venezuela, Peru e Argentina, sul dos Estados
Unidos, Africa Central, Australia, Nova Guiné e Sudeste da Asia. No Brasil, a
prevaléncia de C. gattii € considerada uma das mais altas na América do Sul
(MONTENEGRO; PAULA, 2000), parecendo esta espécie ser endémica na regiao
Nordeste (NISHIKAWA et al., 2003).

A ocorréncia de surtos da criptococose por C. gattii € rara (BARO et al., 1998;
RASO et al., 2004), sendo o maior deles registrado na ilha de Vancouver, Canada. A
doenca atingiu 38 casos humanos, entre 1999 e 2001, com letalidade de 10%. A maior
parte dos individuos era imunocompetente, sexo masculino, apresentando
predominancia de lesdes pulmonares, seguida de meningite. A micose também foi
diagnosticada em animais domésticos, 18 gatos e 17 cdes, incluindo animais silvestres,
seis golfinhos, dois furBes e duas Ihamas (KIDD et al., 2004). A emergéncia de um
patdégeno considerado tipicamente tropical ou subtropical em area temperada chamou
atencdo e, desde entdo, a criptococose passou a ser doenca de notificacdo compulséria
no Canada e foram propostos estudos de cooperacao e vigilancia da infeccdo por este
agente (WATERS, 2007).

A criptococose ocorre mais comumente em homens adultos, sendo rara a
incidéncia em criancas com relatos apenas esporadicos (LOPES et al., 1997; DARZE et
al., 2000; FERNANDES et al., 2003; MEYER et al., 2003; LITVINTSEVA et al., 2005;
FERNANDES et al., 2000; CORREA et al., 2002; ZOU et al., 2006; LEAL et al., 2008;
EGHWRUDJAKPOR; ALLISON, 2009). No Brasil, houve relatos da criptococose
nesta Gltima faixa etéria, principalmente nas regibes Norte e Nordeste do Pais,
parecendo esse fator estar ligado a desnutri¢cdo ou ao crescimento do nimero de criangas
imunocomprometidas. O principal agente etiol6gico implicado nos episédios descritos
foi 0 C. gattii (ROZENBAUM; GONCALVES, 1994; CORREA et al., 1999; CORREA
etal., 2002; LEIMANN; KOFMAN, 2008).
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Muitos trabalhos relatam a criptococose em seres humanos apds exposicdo a
excretas de aves (LAGROU et al., 2005). Ja foi observada a ocorréncia desta micose em
pacientes transplantados ou sob terapia imunossupressora, que mantinham contato com
aves exoticas (cacatua, calopsita) (NOSANCHUK et al., 2000; SHRESTHA et al.,
2004; LAGROU et al., 2005). A comprovacdo da participacédo de aves como fonte de
infeccdo em seres humanos foi demonstrada pela similaridade bioquimica e genética
apresentada pelas cepas ambientais e clinicas recuperadas (FRANZOT et al., 1997;
NOSANCHUNK et al., 2000; LAGROU et al., 2005)

Dados epidemioldgicos a respeito da criptococose em animais S80 escassos
quando comparados a ocorréncia em humanos. Os agentes etiolégicos mais comuns sao
C. neoformans, seguido de C. gattii, sendo a doenca relatada em diversas espécies de
animais, principalmente domésticos (CASTELLA; ABARCA; CABANES, 2008).
Dentre estes, o gato (Felis domesticus) é o mais afetado, acometendo animais de
qualquer idade, independentemente do sexo e raca (BEATTY et al., 2000; KERL et al.,
2003; DUNCAN et al., 2006; JULIANO et al., 2006). No Brasil, a doenca em felinos é
mais frequentemente relatada em animais adultos, machos e da raca Siamesa
(PEREIRA; COUTINHO, 2003). A criptococose também é documentada em outras
espécies domesticas, tais como cdes, equinos, ovinos, caprinos, bovinos e aves
(MONGA; MOHAPATRA; KALRA, 1970; PAL; RANDHAWA, 1976; MENDONZA
etal.,, 1984; RAIDAL; BUTLER, 2001; MALIK et al., 2003; KERL et al., 2003; RASO
et al. 2004; KOMMERS et al., 2005; BOWLES; FRY, 2009).

Em animais silvestres, a criptococose ja foi descrita em coalas, golfinhos, furdes,
passaros e raposas (LIN; HEITMAN, 2006). C. gattii é a espécie mais isolada em coalas
(Phascolarctos cinereus), animais nativos da Australia. I1sso deve estar relacionado ao
habito destes animais se alimentarem e viverem sobre arvores do género Eucalyptus,
logo, ja que C. gattii possui forte associacdo com plantas deste género, os animais ficam
mais susceptiveis a aquisicdo do microrganismo (KROCKENBERGER et al., 2002).

No Estado do Ceara, informacfes documentadas a respeito da criptococose em
animais sdo escassas. Entretanto, no Centro Especializado em Micologia Médica foi
diagnosticado um caso de criptococose por C. neoformans var. grubii em um gato
macho, sem raca definida, de aproximadamente oito anos, residente no Municipio de
Baturité, apresentando suspeita clinica de leishmaniose tegumentar americana.

Pesquisas de tipagem genotipica dos agentes da criptococose, que utilizam

diferentes metodos de analise para amplas séries de isolados de origem humana, animal
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e ambiental, possibilitaram o estudo da epidemiologia molecular de C. neoformans e C.
gattii. Tais estudos objetivam determinar os tipos moleculares predominantes em cada
regido do mundo, verificar a diversidade genotipica do perfil de isolados obtidos de
fontes diferentes, bem como realizar a vigilancia de genotipos atipicos circulantes
(KIDD et al., 2007; TRILLES et al., 2008; FRASES et al., 2009).

As principais técnicas empregadas nos estudos de epidemiologia molecular séo a
cariotipagem, PCR fingerprinting, RAPD (DNA polimorfico amplificado ao acaso),
RFLP (polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricdo) AFLP (polimorfismo de
tamanho dos fragmentos amplificados e tipagem de sequéncia multilocus (MLST)
(BOEKHOUT; VAN BELKUM, 1997; KELLER et al., 2003; MEYER et al., 2003;
ESCADON et al., 2006; BOVERS et al., 2008a; BYRNES et al., 2009a). Metodologias
mais especificas, no entanto, como a analise de sequéncias de iteinas, bem como o
desenvolvimento de sondas baseadas em sequéncias de transposons, auxiliam o0s
estudos sobre a epidemiologia molecular da criptococose e seus agentes (BUTLER;
POULTER, 2005; DIAZ; FELL, 2005; KELLER et al., 2006).

Assim, com base em sequéncias polimdrficas de DNA observadas pela presenca
de bandas especificas e reproduziveis, determinadas pela PCR fingerprinting e pelo
AFLP, os tipos moleculares encontram-se classificados da seguinte maneira:
VNI/AFLP1 (variedade grubii, sorotipo A), VNII/AFLP1A (variedade grubii, sorotipo
A), VNII/AFLP3 (sorotipo AD), VNIV/AFLP2 (variedade neoformans, sorotipo D),
VGI/AFLP4 (sorotipo B), VGII/AFLP6 (sorotipo B), VGIII/AFLPS (sorotipo B) e
VGIV/AFLP7 (sorotipo C) (LIN; HEITMAN, 2006).

Os tipos moleculares predominantes mundialmente sdo o VNI e VGI, porém, na
América Latina, a distribuicdo e ocorréncia dos tipos moleculares, principalmente de C.
gattii, mostram divergéncia genética dos demais continentes (MEYER et al., 2003;
TRILLES et al., 2003; BOEKHOUT et al., 2001; FRASES et al., 2009). No Brasil,
isolados clinicos e ambientais exibem consideravel diversidade genética de C.
neoformans e C. gattii, demonstrando ocorréncia simultanea de variados tipos/genotipos
(VNI/AFLP1, VNIV/AFLP2 E VGII/AFLP6) em ocos de arvores, por exemplo
(BARRETO DE OLIVEIRA; BOEKHOUT; THEELEN, 2004). E possivel observar
ainda diferencas regionais na distribuicdo destes genotipos, pois, nas regides Sul e
Sudeste do Pais, o tipo molecular predominante € VNI, atingindo, sobretudo, pacientes
imunocomprometidos, especialmente aidéticos (IGREJA et al., 2004; MATSUMOTO et
al., 2007). Enquanto isso, no Nordeste e Norte, 0 agente mais descrito é o tipo VGII,
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demonstrando ser endémico na regido, causando doenca principalmente em
imunocompetentes (NISHIKAWA et al., 2003; TRILLES et al., 2008).

Outra caracteristica estudada pela epidemiologia molecular da criptococose é a
distribuicdo do perfil mating-type dos diferentes isolados de C. neoformans e C. gattii
(ESCADON et al., 2006; TRILLES et al., 2008). No passado, essa caracteristica era
determinada somente por meio de técnicas manuais de cultivo em meios especificos,
contudo, principalmente ap6s o desenvolvimento da PCR, os estudos de mating se
intensificaram (MOORE; EDMAN, 1993; CHATURVEDI et al., 2000; LEE; CHANG;
KWON-CHUNG, 2005). O a-mating-type € o tipo mais prevalente mundialmente, tanto
em isolados clinicos como nos ambientais (LIN; HEITMAN, 2006; MATSUMOTO et
al., 2007). Estudos realizados na Colémbia, entretanto, mostraram incidéncia elevada do
tipo a em amostras clinicas e ambientais de C. gattii (ESCADON, et al., 2006).

A epidemiologia da criptococose € extensivamente explorada no mundo inteiro,
contudo, no Brasil, especialmente nas regides Norte e Nordeste, os dados
epidemioldgicos moleculares ainda sdo escassos (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004;
TRILLES et al., 2008). Desta forma, mais informacgdes sdo necessérias no sentido de
elucidar a distribuicao dos tipos moleculares entre os isolados brasileiros.

A criptococose em humanos comeca como uma infeccdo pulmonar e se
dissemina, por via hematogénica, atingindo outros 6rgdos, como pele, rins, prostata,
bem como regibes oculares e dsseo articulares (QUAZZAFI et al., 2007; CONSENSO
EM CRIPTOCOCOSE, 2008). Produz, no entanto, lesdes principalmente no Sistema
Nervoso Central (SNC) (MOREIRA et al., 2006; WINN JR. et al., 2006; HUSTON;
MODY, 2009). A falha na resposta imune é o principal fator predisponente para o
desenvolvimento da infeccdo, em particular nos pacientes imunodeprimidos, como
portadores da aids, neoplasias linfoproliferativas ou sarcomas, transplantados ou sob
tratamento imunossupressor (PAPPALARDO; MELHEM, 2003; CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008).

Nos animais, a criptococose atinge, sobretudo, o sistema nervoso central, sendo
descrita em alguns casos associada a lesdes de face, principalmente de mucosa nasal
(CASTELLA; ABARCA; CABANES, 2008; CABANES, 2008). Os gatos, que s30 0s
animais mais acometidos, apresentam sobretudo infec¢des no trato respiratorio superior
(DUNCAN et al., 2006; CABANES, 2008). Alguns fatores predisponentes podem estar

relacionados, como virus da leucemia felina (FeLV) e virus da imunodeficiéncia felina

27



(FIV), neoplasias, diabetes, intervencGes cirdrgicas e tratamentos imunossupressores
(CASTELLA; ABARCA; CABANES, 2008).

No que diz respeito aos casos de criptococose por outras espécies, C. laurentii
foi descrito em aproximadamente 20 casos humanos até o0 momento, sendo a pele e 0
SNC os principais 6rgdos afetados (CHENG et al., 2001; KHAWCHAROENPORN;
APISARNTHANARAK; MUNDY, 2007). C. albidus ja foi relatado, ocasionando lesao
de pele em paciente diabético (NARAYAN et al., 2000). Em animais, recentemente foi
descrito o primeiro caso de criptococose felina por C. albidus, sendo a levedura
encontrada tanto no liquor como em aspirados de punc@es realizadas em linfonodo
apresentado pelo animal (KANO et al., 2008). Desta forma, verifica-se que, tanto em
humanos como em animais, outras espécies de Cryptococcus aparecem como potenciais
patégenos (KHAWCHAROENPORN; APISARNTHANARAK; MUNDY, 2007).

De acordo com o que é observado, quando blastoconideos de Cryptococcus sdo
inalados e chegam até o pulmdo, a primeira linha de defesa no hospedeiro sdo os
macrofagos alveolares (FAN et al., 2005). As células do fungo podem ser
eficientemente fagocitadas e mortas por tais macréfagos, ou podera haver evasao do
patdgeno e inibicdo da fagocitose em razdo dos polissacarideos capsulares
(FELDMESSER; NOVIKOFF; CASADEVALL, 2000). Em alguns casos, contudo,
apos a fagocitose, o fungo podera ser capaz de sobreviver dentro dos macrofagos e se
autoproteger contra componentes da resposta inata, tais como complemento e fatores
imunes alveolares, ou até mesmo contra a acao de drogas antifungicas (FELDMESSER;
TUCKER; CASADEVALL et al., 2001; FAN et al., 2005).

Estudos de expressdo génica mostraram que genes relacionados com o transporte
de acucares, ferro e aminoacidos sdo superregulados durante a sobrevivéncia de células
de C. neoformans no interior de macrofagos de murinos (FAN et al., 2005). Além disso,
quase todo o locus MAT pode aumentar sua expressao em menos de 24 horas de
internalizacdo do microrganismo, sugerindo assim uma importante relacdo do mating
com a patogenicidade do fungo. A predominéncia de células MATa no meio ambiente e
nos isolados clinicos, bem como seu maior grau de viruléncia, quando comparadas com
as células MATa, sugerem que as diferencas fisiologicas e genéticas entre os dois tipos
sexuais levam a sobrevivéncia de ceélulas MATo (KNOW-CHUNG; EDMAN;
WICKES, 1992; LENGELER et al., 2000; McCLELLAND et al., 2004; BARCHIESI et

al., 2005).
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Apesar da primeira linha de defesa da resposta imune contra células de
Cryptococcus ser realizada pelos macrofagos alveolares, o uso de modelos animais
geneticamente modificados ou naturalmente mutantes demonstra que a resposta imune
requer ainda células do tipo T helper 1 (Th1), mediadas pela ativacdo de T-CD4+ e T-
CD8+, além de haver secrecdo de algumas citocinas (IFN-y, IL-12, IL-18 e TNF-a)
(HUFFNAGLE; DEEPE, 2003). Uma variedade de outras células, incluindo células
dendriticas e células exterminadoras naturais (NK) também sdo implicadas na resposta
imune contra Cryptococcus (KAWAKAMI, 2004; WOZNIAK; VYAS; LEVITZ,
2006).

A patogenia da criptococose esta ligada basicamente a trés fatores cléssicos de
viruléncia do Cryptococcus: a habilidade de crescer a 37 °C, os polissacarideos
capsulares do fungo e sua capacidade de se ligar a glicoproteinas e a sintese de melanina
por meio de uma fenoloxidase especifica (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003;
PEDROSO et al., 2009; LIN, 2009). Esses trés fatores, que estdo sob controle genético,
sdo o alvo de muitos estudos que objetivaram identificar quais genes estdo envolvidos
no processo de viruléncia (BARLUZZI et al., 2000; KRAUS et al., 2004; CRAMER et
al., 2006; OKABAYASHI, HASEGAWA; WATANABE, 2007; ROSA E SILVA et al.,
2008).

Vérios genes associados com o desenvolvimento do fungo em condi¢cbes de
temperaturas elevadas foram identificados para C. neoformans e C. gattii. Verificou-se
que o gene RAS (proteina de sinalizacdo intracelular), por exemplo, o qual codifica para
proteinas que participam de cascatas de sinalizagdes para o mating, filamentacdo e
crescimento do fungo, é preferencialmente expresso a temperaturas elevadas, em torno
de 37 °C (ALSPAUGH et al., 2000; NICHOLS; PERFEC; ALSPAUGH, 2007).
Ademais, alguns trabalhos mostram que a manipulacdo desses tipos de genes pode
resultar em atenuacdo ou perda completa da viruléncia de cepas de Cryptococcus spp.
em modelos animais (PERFECT, 2006).

A cépsula mucopolissacaridica, composta por aproximadamente 90% de
glucoronoxilomanana (GXM), 7% de galactoxilomanana (GalXM) e 3 % de
manoproteinas, (MOYRAND et al., 2002), é considerada o principal fator de viruléncia
do microrganismo, possibilitando seu melhor desempenho, tanto no ambiente quanto no
hospedeiro (CASADEVALL; PERFECT, 1998; CASADEVALL; STEENBERGEN;
NOSANCHUK, 2003). No meio ambiente, a capsula pode proteger contra predadores,
como nematdides e amebas (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL et al.,

29



2001). Enquanto isso, no hospedeiro, a capsula dificulta a fagocitose ou promove a
sobrevivéncia do microrganismo dentro de macréfagos (FELDMESSER; NOVIKOFF;
CASADEVALL, 2000; TUCKER; CASADEVALL, 2002). A céapsula do Cryptococcus
possui propriedades antifagociticas e, durante o curso da infeccdo, os polissacarideos
capsulares sdo liberados, interferindo na resposta imune por meio de mecanismos
distintos. Esses mecanismos variam desde alteracbes na regulacdo de citocinas a
interferéncias na apresentacdo do antigeno (VECCHIARELLI, 2000; STEENBERGEN;
CASADEVALL, 2003; SOMMER; LIU; DOERING, 2003).

Varios genes estdo envolvidos na sintese capsular e, pelo menos, quatro desses
genes capsulares ja foram identificados e caracterizados: CAP59, CAP64, CAP60 e
CAP10 (KWON-CHUNG, 1998; STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003).
Diferencas significativas ja foram observadas no curso da infeccdo pulmonar em
murinos, quando mutantes acapsuladas foram complementadas com genes da regido
capsular (CHANG et al., 1997; BOSE et al., 2003; OKABAYASHI et al., 2005;
OKABAYASHI; HASEGAWA; WATANABE, 2007).

A producdo de melanina constitui outro fator de viruléncia importante
relacionado ao fungo, pois possui acdo antioxidante e antifagocitica (STEENBERGEN;
CASADEVALL, 2003; BOSE et al, 2003; MCFADDEN; DE JESUS;
CASADEVALL, 2006). A melanina possui um radical livre estavel, que é insoltvel nos
solventes fisioldgicos e resistente a degradacdo por acidos. Desta maneira, protege o
fungo dos radicais livres toxicos que sdo produzidos pelo sistema de defesa do
hospedeiro (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003). No final dos anos 1990, a
lacase produzida por C. neoformans foi purificada e, em seguida, o0 gene relacionado a
essa enzima, 0 CNLAC1, foi identificado e sequenciado (WILLAMSON, 1994; 1997).
Desde entéo, varios estudos procuram compreender o verdadeiro papel da melanina na
viruléncia do fungo.

A producdo de melanina é realizada por uma fenoloxidase especifica e o
pigmento produzido fica localizado na parede celular do fungo, conferindo a célula
efeito protetor contra reacGes oxidativas e radiacdo ultravioleta, bem como ataque as
células de defesa (HAMILTON; HOLDON, 1999; BARLUZZI et al., 2000). Ademais,
a habilidade do fungo de usar as catecolaminas, presentes em grandes guantidades no
liquor, como substratos para a producdo de melanina, explica, em parte, o forte tropismo
de C. neoformans e C. gattii pelo SNC (CHANG et al., 2004).
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Apesar de a viruléncia do complexo C. neoformans ser determinada,
principalmente, pelos trés fatores classicos abordados, outros potenciais fatores de
viruléncia sdo estudados, tais como a producdo de urease e fosfolipases
(STEENBERGER; CASDEVALL, 2003; OLSZEWSKI et al., 2004). Estudos
realizados por Cox et al. (2000) mostraram que camundongos infectados com cepas
mutantes de C. neoformans var. grubii, deficientes na produgéo de urease, apresentaram
maior tempo de sobrevivéncia em relacdo aos infectados com o tipo selvagem. As
fosfolipases se mostram capazes de hidrolisar cadeias de ésteres atuando na degradacgéo
e desestabilizacdo da membrana celular do hospedeiro, ocasionando a lise da célula
(COXetal., 2001).

Os fatores viruléncia de C. neoformans e C. gattii sdo extensivamente descritos,
contudo, nos ultimos anos, um aumento no ndmero de casos de criptococose por outras
espécies conduz os pesquisadores a investigarem os fatores de viruléncia destas outras
espécies, com destaque para o C. laurentii (CHENG et al.,, 2001). Apesar de,
aparentemente, ser um fungo termossensivel in vitro (IKEDA et al., 2002; MANFREDI
et al., 2006), é capaz de produzir capsula, cuja composicao e estrutura sdo semelhantes
aquela produzida por C. neoformans (SCHUTZBACH; ANKEL; BROCKHAUSEN,
2007). Recentemente, em uma revisdo sobre a sintese do envelope glicoprotéico celular
de C. laurentii, é possivel verificar que este fungo é um excelente modelo para estudos
acerca da sintese de glicoproteinas e polissacarideos capsulares, que a ele podem
conferir  atributos  patogénicos  consideraveis (SCHUTZBACH; ANKEL;
BROCKHAUSEN, 2007).

A existéncia de um sistema genético e fatores de viruléncia bem estabelecidos,
aliada a disponibilidade de excelentes modelos animais, tornam o Cryptococcus,
especialmente a espécie C. neoformans, um modelo atrativo para estudos de viruléncia
fangica (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003). A viruléncia, porém, é um fenotipo
bastante complexo, quase sempre mantido como o resultado de uma selecdo
(CASADEVALL; STEENBERGEN; NOSANCHUNK, 2003). Logo, a origem e a
manutencdo da viruléncia em microrganismos habitantes do solo, tais como o

Cryptococcus, ainda nédo estdo completamente esclarecidas (LIN; HEITMAN, 2006).
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3 JUSTIFICATIVA

A criptococose € uma micose cosmopolita que assume papel relevante dentre as
infecces fangicas, principalmente em individuos imunocomprometidos. E possivel
verificar, porém, que os principais agentes etioldgicos da criptococose, especialmente C.
gattii, estdo cada vez mais associados a pacientes imunocompetentes, apresentando
caracteristicas de viruléncia importantes. Curiosamente, tipos moleculares e sorotipos
atipicos foram relatados em surtos ou casos individuais da doenca e, embora com menor
frequéncia, outras espécies do género sdo implicadas em casos da doenga,
especialmente em animais.

Até 0 momento, poucos estudos sobre a criptococose sdo desenvolvidos na
regido Nordeste, em particular no Ceara, especialmente no que diz respeito as
variedades, sorotipos e perfil mating-type dos isolados de C. neoformans e C. gattii.
Logo, a caréncia de dados sobre a epidemiologia, bem como as vias de infeccdo da
criptococose na regido justificou o interesse pela busca de fontes naturais de infeccéo.
Ademais, foi de grande importancia a realizacdo deste projeto de pesquisa, que visou a
colaborar para o melhor entendimento da criptococose, com énfase nos aspectos do
perfil de sensibilidade a drogas antiflngicas e no diagnostico molecular da doenca.
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4 HIPOTESES CIENTIFICAS

- Cryptococcus spp. pode ser isolado dos géneros vegetais Azadirachta, Cassia,

Eucalyptus, Mangifera, Psidium e Zizyphus, na cidade de Fortaleza, Ceara.

- O fenbmeno de resisténcia antifungica primaria estd presente em isolados

ambientais de Cryptococcus spp.

- A identificacdo de Cryptococcus spp. pelos métodos moleculares permite o
diagndstico mais completo do patdgeno, com elevadas sensibilidade e especificidade de

deteccdo.
- O perfil dos isolados de Cryptococcus spp. na regido metropolitana de

Fortaleza caracteriza-se pela predominancia de C. neoformans var. grubii sorotipo A e

C. gattii sorotipo B, bem como pela presenca de cepas do tipo sexual a-mating-type.
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5 OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo visou a contribuir para o melhor conhecimento dos aspectos
fenotipicos e genotipicos de cepas de Cryptococcus spp. obtidas de origem ambiental e

clinica.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Pesquisar a presenca de Cryptococcus spp. em arvores dos  géneros
Azadirachta, Cassia, Eucalyptus, Mangifera, Psidium e Zizyphus, na cidade de
Fortaleza, Ceara.

- Investigar a resisténcia antifungica primaria, in vitro, das cepas ambientais de
Cryptococcus spp. isoladas.

- Realizar um estudo comparativo entre métodos manuais, semiautomatizados,
automatizados e PCR-REA na identificacdo de cepas de Cryptococcus spp. obtidos de
origem ambiental e clinica.

- Determinar as variedades, sorotipos e mating-type das cepas ambientais e

clinicas de Cryptococcus spp.
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6 CAPITULO 1

Métodos Moleculares como Ferramentas Facilitadoras no Diagndstico da Criptococose

— Uma Revisdo

Molecular Methods to Facilitate Diagnosis of Cryptococcosis — A Review

Periddico: Canadian Journal of Microbiology (Submetido em novembro de 2009).
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Resumo

Nos ultimos anos, a criptococose e seus principais agentes etioldgicos,
Cryptococcus neoformans e C. gattii ganharam grande destaque na comunidade
médico-cientifica, principalmente pelo fato de a doenca representar uma das principais
micoses oportunistas em pacientes aidéticos, além de estar cada vez mais relacionada
com individuos higidos, e os testes utilizados na identificagdo do microrganismo
apresentarem limitagdes que podem dificultar o diagndstico final. Atualmente, dispde-se
de sequéncias génicas especificas para deteccdo do complexo C. neoformans em
espécimes clinicos ou da cultura, embora ndo sejam empregadas no diagndstico de
rotina. Essas ferramentas moleculares possuem elevada especificidade e sensibilidade
de deteccdo, com potencial para resolver limitacbes do diagnostico convencional,
podendo ser empregadas tanto na identificagdo como na tipagem e epidemiologia
molecular do microrganismo. Este estudo realizou uma revisdo de literatura acerca das
principais técnicas moleculares que potencializam a identificacdo e tipagem dos
principais agentes da criptococose.

Palavras-chave: Criptococose. Técnicas Moleculares. Diagnostico. PCR. Tipagem.
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Abstract

In recent years, cryptococcosis and its main etiological agents, Cryptococcus
neoformans and C. gattii, have gained great importance in the medical-scientific
community because the disease not only represents one of the main opportunistic
mycosis in HIV positive patients, it is increasingly affecting imunocompetent
individuals as well. Additionally, the tests used to identify these microorganisms have
limitations that make final diagnosis difficult. Currently there are molecular methods
available to detect specific gene sequences of the Cryptococcus neoformans complex
from clinical specimens and cultures, though they are not yet applied in routine
diagnosis. These molecular tools have high detection sensitivity and specificity, with the
potential to overcome the limitations of conventional diagnosis. They can be employed
for identification and typing of microorganisms as well as for molecular epidemiology
studies. The present study is a literature review of the main molecular techniques that
have enhanced the identification and typing of the main agents of cryptococcosis.

Keywords: Cryptococcus, diagnosis, molecular methods
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Introduction

Cryptococcosis is a systemic mycosis caused primarily by fungi belonging to the
Cryptococcus neoformans complex, whose members are C. neoformans and C. gattii
(Bovers et al. 2008a). Based on specific antigens of the mucopolysaccharide capsule,
subtyping data, nucleotide sequencing and phylogenetic analysis, the C. neoformans
complex is divided into C. neoformans var. grubii (serotype A), C. neoformans var.
neoformans (serotype D) and C. gattii (serotypes B and C). Serotype AD is frequently
considered the fifth serotype of the complex. Other rare hybrid serotypes, occurring
between C. neoformans and C. gattii, such as BD and AB, have been described (Katsu
et al. 2004; Lin and Heitman 2006; Bovers et al. 2008b).

C. neoformans is cosmopolitan and the variety grubii is predominantly described
in Europe, occurring in many environmental sources, such as accumulated bird excreta,
especially from pigeons, as well as decomposing vegetal matter and tree hollows
(Granados and Castafieda 2005; Kidd et al. 2007; Costa et al. 2009). C. gattii has been
frequently described in association with Eucalyptus spp. trees, particularly in tropical
and subtropical regions (Randhawa et al. 2003; Granados and Castafieda 2006). These
species are capable of causing infection in humans and other animals, though C.
neoformans occurs more frequently in immunocompromised individuals, causing a
potentially fatal disease even when treated. C. gattii, on the other hand, has been
primarily described in immunocompetent individuals (Duncan et al. 2006; Quazzafi et
al. 2007; Wilbur and Heyborne 2009).

The prevailing laboratory investigation model for cryptococcosis is based on
direct examination and isolation, followed by biochemical identification and
immunodiagnosis. However, these tests have limitations that can hinder the final

diagnoses (Huston and Mody 2009). Phenotypical tests, for example, are laborious, time
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consuming and sometimes imprecise because of the subjectivity of interpreting the
results (Wengenack and Binnicker 2009). Semi-automated and automated methods for
yeast identification, such as APl 20C AUX and VITEK, have allowed obtaining results
within approximately 72 hours. However, these tests have their own limitations, since
they depend on complementary tests for complete identification of the isolate (Gundes
et al. 2001; Massonet et al. 2004). In immunological diagnosis, the occurrence of false
positive results has been observed due to cross reactions with rheumatoid factors,
Trichosporon spp. and Gram-negative rod contamination (Huston and Mody 2009).

Currently, although not applied in routine diagnosis, there are molecular
methods available for the detection of specific gene sequences of the Cryptococcus
neoformans complex from clinical specimens and cultures (Paschoal et al. 2004; Bovers
et al. 2007). The molecular tools have high detection sensitivity and specificity, with the
potential to overcome the limitations of conventional diagnosis, and they can be
employed for identification, typing and molecular epidemiology studies (Magee et al.
2003; Leaw et al. 2006).

The present study is a literature review of the principal molecular techniques that
have promoted advances in the identification and typing of the main agents of

cryptococcosis.

Identification
Hybridization

The hybridization of nucleic acids, a technique based on the intrinsic
complementarity property of nitrogen bases, was developed around 1975. It was one of

the first methods applied in molecular studies of several pathogens (Sambrook et al.
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1989). Thus, it was the first molecular test employed to identify C. neoformans, based
on the recognition of specific gene regions (Spitzer and Spitzer 1992).

In the early 1990s, some important hybridization studies were carried out that
involved the analysis of C. neoformans and C. gattii. Varma and Kwon-Chung (1992)
developed a probe from genomic DNA, based on the sequence of repeated elements of
the encoding gene for orotidine monophosphate pyrophosphorylase (URA5), to identify
C. neoformans, named UT-4. It was able to hybridize to 12 to 14 chromosomes of the
fungus. Spitzer and Spitzer (1992) built another probe, CNRE-I, based on the sequence
of one repetitive and polymorphic DNA element, which hybridized at least seven
chromosomes of the agent.

Since then, a variety of studies have been conducted to discover or improve
more specific probes, to allow better differentiation of fungal varieties and testing on a
greater number of isolates. Therefore, hybridization started to be performed associated
with other techniques, such as Southern Blot, restriction fragment length polymorphism
RFLP) and pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).

The PFGE and Southern Blot techniques associated with hybridization stand out,
because they promoted advances in the study of the agents of cryptococcosis, with
perspectives for diagnostic use (Herschleb et al. 2007). Southern Blot allows the
identification of specific DNA fragments that have been separated in agarose gel, while
PFGE allows the separation of high molecular weight fragments (chromosomes)
through the placement of the samples in agarose gel, which is then submitted to a pulsed
electric field (Herschleb et al. 2007). A pioneer work was that by Perfect et al. (1989),
who used both techniques associated with hybridization to determine the characteristic
restriction patterns of the four serotypes of C. neoformans and C. gattii. Another

important study was by Polacheck et al. (1992), who applied hybridization associated
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with Southern Blot to detect species-specific and variety-specific sequences of C.
neoformans and C. gattii, through the use of probes based on the sequencing of repeated
DNA elements.

For a long time hybridization, especially when combined with other techniques,
was the most effective way to detect specific sequences of C. neoformans and C. gattii,
since it has high sensitivity and specificity. However, it is a laborious and expensive,
requiring many types of equipment. Therefore, with the emergence of new technologies
allowing faster and more economical diagnosis of cryptococcosis, hybridization started
to be used more in academic research, to determine varieties and genotypes of the
fungus obtained from different geographic areas, or in combination with polymerase
chain reaction (PCR) to confirm a specific amplification product, or also combined with
analysis of a restriction pattern in comparative studies of genomic hybridization in
silico, to obtain probes for drawing physical maps (Schein et al. 2002; Diaz and Fell

2005; Playford et al. 2006; Hu et al. 2008).

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Among the several techniques to manipulate and obtain data from DNA, PCR,
which arose in the late 1980s, enabled amplification of small and specific segments of
the genome, permitting obtaining in vitro multiple copies of a specific region of the total
DNA (Mullis et al. 1995; Sambrook et al. 1989). This technique has allowed advances
in the diagnosis of cryptococcosis, with sufficiently high sensitivity and specificity to
detect minimal amounts of the fungus. Besides this, it is faster, more easily executed
and cheaper compared to hybridization. In addition, this technique can be applied to

identify the fungus from contaminated samples and/or mixed cultures.
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Nested PCR, multiplex PCR and Real-Time PCR have been the most used
variant methodologies of PCR for identifying C. neoformans and C. gattii. Several
target-sequences, which are described later in this review, have been applied to the
identification of the C. neoformans complex, among which URA5, CAP59, M13 and
ITS (18S, 5.8S and 28S) stand out (Table 1).

The ITS (internal transcribed spacer) region has been the one most often used to
detect fungal sequences, especially due to its high degree of variation compared to other
ribosomal DNA regions (e.g. SSU and LSU), and its existence in approximately 100
copies per haploid genome (Hsu et al. 2003). By using this region as a target for
amplification in PCR, it has been possible to detect cryptococcosis caused by C.
neoformans present in samples of cerebrospinal fluid (CSF) (Paschoal et al. 2004); C.
laurentii isolated from oropharyngeal swabs (Bauters et al. 2001); C. magnus obtained
from cat ear canal swabs (Kano et al. 2004), the first report of the fungus in this animal
species; and C. adeliensis in mixed cultures (Leaw et al. 2006). The DNA sequencing
technique, which has been used since late 1970s, is one of the main methods employed
in association with PCR to confirm the identification of pathogenic fungi (Pryce et al.
2006; Quazzafi et al. 2007; Sambrook et al. 1989).

Another genetic target that has been frequently employed is the capsular region.
Kano et al. (2001) detected C. neoformans from subcutaneous nodule biopsy samples
from a cat infected with FeLV (feline leukemia virus). In this case, the identification
was performed by amplifying the gene CAP59, which encodes capsule production.
After sequencing and sequence alignment in specific software, the strains presented

similarity of 99% with C. neoformans var. neoformans, serotype D.

Nested PCR
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Among the most popular techniques for detecting C. neoformans and C. gattii,
nested PCR, where the DNA used in the reaction is the product of previous
amplification (Bialek et al. 2002), stands out. This technique is very useful, especially
when there is a desire to increase detection sensitivity and specificity. As for other
molecular methods, caution is required, especially concerning the presence of
contaminants, since it is a very sensitive technique, over 100 times more sensitive than
conventional PCR, and obtaining unspecific products is possible (Bialek et al. 2004).
Nested PCR is more expensive than the conventional version, particularly because it
requires more reagents, since it is performed in two phases with a different pair of
primers for each phase.

An important advance in this area was the development of a nested PCR
protocol for detection of C. neoformans and C. gattii from CSF of patients with
neurocryptococcosis. The target chosen for amplification was the ITS region of
ribosomal DNA (rDNA) and 100% of the samples analyzed were positive. The
specificity and sensitivity of the technique were tested, the first by using DNA from
other microorganisms, which did not amplify, and the latter by testing different
dilutions of the fungus DNA samples, which provided amplification of only 10 fungal
cells (Rappelli et al. 1998).

Another important contribution to the development of protocols involving nested
PCR was a study using brain tissue samples from mice experimentally infected with C.
neoformans, were used. The target employed during for the first reaction was the 18S
region of the rDNA. For the second reaction, the chosen target region was the same, but
the primers were specific for C. neoformans. From 100 samples analyzed, 86 amplified,
which shows that the technique can be viable in the diagnosis of cryptococcosis (Bialek

et al. 2002). More recently, in 2006 two cases of primary lymphonodular abdominal
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cryptococcosis were reported where the diagnosis was established through nested PCR.
In these cases, the employment of molecular tools was extremely important for
diagnostic confirmation, since they were atypical clinical manifestations that led only to
the suspicion of cryptococcosis due to the presence of capsulated cells on direct
examination (Zou et al. 2006). Hence, nested PCR proved to be an alternative for rapid

disease detection.

Multiplex PCR

Multiplex PCR allows the amplification of two or more loci in only one reaction
and can be performed quickly with a smaller amount of DNA. This makes it another
promising method for mycological diagnostic purposes. However, multiplex PCR can
have some disadvantages compared to conventional PCR, such as lower detection
sensitivity due to the need for higher initial concentration of the target sequences and
the occurrence of polymorphism. Still, these factors can be associated with competition
between primers for the target sequences and reagents present (Edwards et al. 1994;
QIAGEN® Multiplex PCR Handbook 2008).

Multiplex PCR has been employed to detect important fungal species, such as C.
neoformans from cultures, using as target-sequence the ITS region, specific primers for
the C. neoformans complex and Syber Green dye (Luo and Mitchell 2002). Recently, a
multiplex PCR protocol based on amplification of the ITS region with species-specific
primers permitted rapid differentiation between C. neoformans and C. gattii from
environmental and clinical isolates from humans and other animals. The chosen
technique proved to be specific and sufficiently sensitive to be applied in laboratory
routines (Leal et al. 2008). Other amplified regions have been shown to have sequences

related to fungal aminotransferases and DNA polymerases (Horta et al. 2002; Casali et
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al. 2003) Some studies have shown that the combination of certain primers can be
employed to identify the C. neoformans complex. The simultaneous use of four primers
for the amplification of the gene LAC1, which encodes lacase production, and two for
the amplification of the capsular gene, CAP64, was successful in the serotype

differentiation of C. neoformans and C. gattii isolates (Ito-Kuwa et al. 2007).

Real-Time PCR
Currently one of the most revolutionary methods for the diagnosis of pathogens is Real-
Time PCR. This technique, which combines the chemistry of conventional PCR with
adjustment to obtain much higher sensitivity levels, enables evaluating the number of
molecules produced cycle by cycle (Vollmer et al. 2008). It is one of the most modern
methods for rapid and precise identification of C. neoformans and C. gattii and it has
allowed assessment of the gene expression level. However, Real-Time PCR requires
expensive materials and specialized equipment (Amjad et al. 2004; Espy et al. 2006).

Bialek et al. (2002) employed Real-Time PCR as well as besides nested PCR for
sample analysis. The former proved to be faster than the latter and provided quantitative
results. Another interesting work was performed by Hsu et al. (2003), who with the goal
of confirming the species from clinical isolates of Cryptococcus spp. and Candida spp.
employed Real-Time PCR with species-specific primers. The method applied proved to
be fast and highly sensitive and specific for pathogen detection.

Recently, Levy et al. (2008), through real-time PCR, were able to confirm the
diagnosis of pericarditis caused by C. neoformans, by amplifying the genes 18S and 28S
of rRNA. In this case, the method enabled the amplification from the culture medium as

well as directly from the pericardiac fluid.
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Typing

Molecular techniques for microorganism typing have allowed advances in
classification and diagnosis, enhancing phylogenetic and epidemiological knowledge of
determined certain etiological agents. The methods for genotyping the C. neoformans
complex enable distinguishing among serotypes and molecular types of the fungus,
according to the technique employed. However, typing must have high reproducibility.
Not all molecular typing methods are equally discriminatory. PCR fingerprinting,
RAPD, PCR-RFLP, AFLP and MLST are the most useful for the C. neoformans

complex (Table 2).

PCR Fingerprinting and RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA)

One of the main advances in the 1990s with the development of molecular
methods for C. neoformans complex typing was the discovery of the molecular markers
based on PCR. The idea of using shorter primers based on arbitrary sequences in order
to start amplification, eliminating the need to previously know the sequence, has
enabled the differentiation of C. neoformans and C. gattii in serotypes, with enough
sensitivity to detect inter- and intra-variety differences (Meyer et al. 1999; Frasés et al.
2009). As for identification, many target sequences have been used for typing C.
neoformans and C. gattii, among them ITS rRNA and rDNA (18S, 5,8S and 28S) and
URAS5, CNLAC1, CAP59, CAP64, PBL1, M13, GACA..

PCR fingerprinting is considered one of the fastest molecular techniques for
detecting band patterns (Mueller et al. 1999; Sun and Xu 2007; Ramos et al. 2008). The
high homology obtained through the use of high annealing temperature between DNA-
template and oligonucleotide primers has made it possible to obtain reliable and

discriminatory results (Frasés et al. 2009). This type of technique needs to be well
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established in each laboratory, contemplating the reaction conditions and equipment and
material used in order to attain success and reproducibility for the test employed
(Ngamwongsatit et al. 2005; Frasés et al. 2009).

PCR fingerprinting, which evaluates the pattern of polymorphic bands formed
by DNA amplification with arbitrary sequence oligonucleotide primers, has enabled
typing of the C. neoformans complex. One of the pioneer works in the area used
oligonucleotide primers to amplify hypervariable DNA sequences of C. neoformans and
C. gattii (Meyer et al. 1993). Since then, many studies have been performed to improve
the technique to enable identification of the five serotypes of the C. neoformans
complex (Chen et al. 1997). Besides serotype determination of the C. neoformans
complex, PCR fingerprinting, together with other techniques, has made it possible to
classify clinical and environmental isolates into eight molecular types, based on DNA
polymorphic sequences observed by the presence of reproducible and specific bands:
VNI (variety grubii, serotype Al), VNII (variety grubii, serotype A2), VNIII (serotype
AD), VNIV (variety neoformans, serotype D), VGI, VGII, VGIII e VGIV (C. gattii,
serotypes B and C). However, there still is no exact correlation between serotype and
molecular type for C. gattii (Sorrell et al. 1996; Lin and Heitman 2006).

In one case of primary cutaneous cryptococcosis reported, besides conventional
microbiological tests, the diagnosis was complemented by PCR fingerprinting, through
the amplification of DNA microsatellite sequences to determine the molecular type
involved. It was possible to observe that C. neoformans var. neoformans, serotype D,
was the implicated species, the most prevalent in cases of cutaneous cryptococcosis,
molecular type VNI (Hafner et al. 2005).

The true role of these molecular types and their correlation with clinical and

environmental findings are yet to be studied (Sorrel 2001; Hoang et al. 2004). An
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outbreak of cryptococcosis in Vancouver, Canada in 2004 showed how typing has been
important for the understanding of the epidemiology and for the detection of the
molecular type involved in that region. PCR fingerprinting was employed to determine
the molecular type of C. gattii isolated from human (n=20) and animal (n=5) infections.
It was observed that the great majority of the isolates belonged to molecular type VGII,
which is considered the most virulent genotype for such species (Kidd et al. 2004).
Some studies have been trying to determine whether there is a relationship between the
clinical characteristics manifested, such as antifungal susceptibility, and the molecular
type involved in the infection (Hafner et al. 2005). Once all the characteristics are
determined, the studies will no longer be strictly epidemiological and the results
obtained will provide useful information for the diagnosis and treatment of the disease
(Sorrel 2001).

Another nomenclature commonly found to designate the technique described
above is RAPD, which has enabled the differentiation among varieties, serotypes and
molecular types of the C. neoformans complex (Sansinforiano et al. 2001; Litvintseva et
al. 2005). By the early 1990s, RAPD had already been used to characterize
microorganisms (Hadrys et al. 1992). With this idea, some studies were performed to
adapt the technique to determine serotypes and molecular types of C. neoformans and
C. gattii (Haynes et al. 1995; Ruma et al. 1996).

The use of arbitrary sequences of different primers allowed the identification of
the molecular types involved in nine cases of human cryptococcosis in Northeastern
Australia. Two isolates showed the VGI molecular type, while the other seven strains
presented pattern VGII, diverging from other regions in Australia, where the
predominant molecular type is VGI. This fact is probably related to the ecological niche

found in the different regions studied (Chen et al. 1997). Besides this, the application of
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the RAPD technique has aided in the determination of multiple strains involved in cases
of cryptococcosis, as well as the identification of new strains responsible for reinfecting
patients (Casadevall and Spitzer 1995).

An interesting study of RAPD resulted in the construction of a pair of primers
for the differentiation of serotypes A and B of the C. neoformans complex. Through the
analysis of the RAPD profile of 33 clinical strains of C. neoformans, oligonucleotide
primers were developed based on specific sequences of the fungus which encodes
aminotransferases and DNA polymerases (Aoki et al. 1999).

As observed, RAPD is a typing technique for the C. neoformans complex that
can be used for different purposes, such as clinical and epidemiological studies (Garcia-
Hermoso et al. 1999), as well as for more specific studies, like determination of the
genetic profile of strains obtained from HIV-positive patients from a certain geographic
region (Ngamwongsatit et al. 2005; Kang et al. 2009) or from different anatomical sites

(Capoor et al. 2008).

PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) and MLST (Multilocus Sequence Typing)

PCR-RFLP and AFLP have proved to be specific techniques for rapid detection
of serotypes and molecular types of the C. neoformans complex (Boekhout et al. 2001;
Latouche et al. 2003). PCR-RFLP is very similar to RFLP, but, with the development
even more specific primers, genomic DNA fragments are initially submitted to PCR and
afterwards are cleaved with restriction enzymes, with no need of submitted them to
hybridization (Nosanchuk et al. 2000; Panneerchelvam and Norazmi 2003).

Molecular epidemiology studies have shown that PCR-RFLP can be applied not

only to determine a possible relationship among molecular types of clinical and
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environmental isolates of the C. neoformans complex, but also for diagnostic purposes,
with the target-sequence of the gene URAS one of the most used in the amplification
reaction (Nosanchuk et al. 2000; Meyer et al. 2003; Kidd et al. 2004). Besides URAS,
other targets have been employed for molecular typing associated with the use of
restriction enzymes, such as the amplification of the capsular gene CAP59 (Enanche-
Angoulvant et al. 2007; Okabayashi et al. 2007). PCR-RFLP can be applied as a
complementary test in the molecular diagnosis of cryptococcosis, using, for example,
the PCR technique to identify the genus, followed by RFLP to determine the serotypes.
AFLP, which is one of the most advanced technologies for obtaining a great
number of molecular markers distributed within prokaryotic and eukaryotic genomes, is
another alternative for typing the C. neoformans complex (Bovers et al. 2008b). It
essentially consists of four phases: genomic DNA cleavage with restriction enzymes;
ligation of specific adapters to the sticky ends of the cleaved genomic fragments;
amplification of a fraction of the segments generated by PCR with specific primers to
recognize sequences in the adapter; and separation of the subset of amplified fragments
through high resolution gel electrophoresis (Applied Biosystems 2007). AFLP is more
efficient than PCR-RFLP because it combines high specificity, high resolution and high
sampling power into one technique. Besides this, AFLP is excellent at detecting genetic
variability, since it simultaneously explores the presence/absence of polymorphism of
the restriction sites. Compared with RAPD, its specificity increases due to the use of
longer primers in PCR cycles, which avoids the competition that occurs during the PCR
phase of RAPD. Among the main limitations of AFLP are the greater number of phases
involved in the procedure, the larger number of reagents and laboratory devices and the
quality of the required DNA, which is a crucial factor for the technique’s success

(Mueller et al. 1999; Panneerchelvam and Norazmi 2003; Applied Biosystems 2007).
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The AFLP method, besides grouping C. neoformans complex species in six
molecular types, i.e., AFLP1, AFLP2, AFLP3, AFLP4, AFLP5, AFLP6 (Boekhout et al.
2001); has been used as an alternative molecular method capable of typing all five
serotypes of the C. neoformans complex. Some studies have reported the use of AFLP
for comparison of the results obtained through other typing technique. For serotyping,
both methods normally are in agreement, with the exception of serotype AD, which has
frequently been characterized as A or D through serotyping techniques and as AD
through molecular techniques (Oliveira et al. 2004; Enanche-Angoulvant et al. 2007,
Leal et al. 2008).

Among molecular typing techniques, MLST should be emphasized since it is an
important source of global epidemiology and population structure studies (Enright and
Spratt 1999). This methodology, which is based on the variation, observed at the
nucleotide level, of DNA sequences of internal fragments of multiple loci of
housekeeping genes, has been of great value for determining circulating genotypes of
the C. neoformans complex in different parts of the world (Litvintseva et al. 2006; Chen
et al. 2008; Himerath et al. 2008).

MLST has some advantages, especially the fact it is highly reproducible and
unambiguous, besides the fact it can be performed in silico. In other words, after
amplification and sequencing of the desired regions, the analysis done completely
through specific computer programs that can be exchanged between laboratories.
Moreover, the data generated can be used to differentiate isolates, investigate
evolutionary relationships and suggest areas of study to the scientific, medical and
veterinary communities (Maiden et al. 1998; Enright and Spratt 1999; Sullivan et al.

2006). However, in some countries this method can be considered expensive and can

52



also have strain differentiation restrictions due to the high degree of conservation of the
housekeeping gene sequences chosen for analysis.

The MLST technique has been of great importance for molecular typing of the
primary agents of cryptococcosis, and it has been particularly useful for understanding
the epidemiology of the disease in some cases, such as the outbreak that occurred in
Vancouver, where the dispersion of a more virulent and rarer C. gattii genotype, type
VGlla, was detected (Kidd et al. 2005). The methodology has already been described
for typing of strains involved in isolated cases of the disease in humans and in other
animals (MacDougall et al. 2007; Upton et al. 2007; Byrnes 11 et al. 2009a; Byrnes Il
et al. 2009b), as well as in studies concerning the population structure, reproduction means,
dispersion and environmental recombination of C. neoformans var. grubii (serotype A)

(Litvintseva et al. 2006; Feng et al. 2008; Hiremath et al. 2008; Chen et al. 2008).

Final considerations

The micromorphological characteristics of the organisms found in clinical
specimens or in cultures, when carefully observed, can direct pathogen identification.
However, the diagnosis of cryptococcosis is not always quickly and precisely
established through these procedures. The perspective of using molecular methods to
improve diagnosis and epidemiological monitoring of this mycosis, through the analysis
of defined regions of the fungal genome present in clinical samples, has caused a rapid
introduction of molecular techniques in the study of the disease, with perspectives and
application to laboratory diagnosis.

Molecular tools have enabled the identification of infrequently described
species, such as those of the C. laurentii complex, and offer more comprehensive results

compared to conventional diagnosis, enhancing understanding of the epidemiology and
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natural history of cryptococcosis. Furthermore, these techniques can be employed to
monitor the presence and the establishment of genotypes, even the most virulent ones,
in a given population, since they allow the study of environmental species diversity.
Hence, the accumulation of data generated by molecular methods is having a positive

impact on the monitoring of resistant strains and the treatment of diseases.
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Table 1. Main molecular techniques and specific targets used for the identification of C. neoformans and C. gattii.

Technique

Identification Hybridization

Typing

PCR

Nested PCR

Multiplex

Real-Time PCR

PCR
fingerprinting

RAPD

PCR-RFLP

AFLP

MLST

Targets

Repetitive and
polymorphic DNA

ITS and 5,6S rRNA

ITS rDNA

Serotype specific

18S5/28 rRNA

Microsatellite
(GACA),

Minisatellite
(M13)

Urease

Capsule

IGS, capsule, laccase,
urease, phospholipase

Advantages

High sensitivity and specificity.

High sensitivity and
quickness and feasibility.

specificity;

High sensitivity and specificity.

Amplification of two or more loci in
only one reaction; small amounts of
extracted DNA.

High sensitivity and specificity;
detection of gene expression levels;
quickness.

Previous knowledge of target-sequences
isn’t necessary; use of short primers;
polymorphism detection.

Previous knowledge of target-sequences
isn’t necessary; use of short primers;
polymorphism detection.

Specificity; hybridization phase can be
skipped.

High sensitivity and specificity; high
resolution and sampling  power;
detection of genetic variability.

Reproducible  and unambiguous;
completely automated analysis,
simultaneous analysis of multiple loci.

Disadvantages Reference
. . Sitzer and
Expensive and laborious. Spitzer, 1992
Presence of contaminants in  Paschoal et
extraction and reaction phases. al., 2004
Presence of contaminants in Rapellietal.,
reaction. 1998
Interference due to the presence of
polymorphism; reagent  Leal etal.,
competition; possible nonspecific 2008
products.
Interference in the final analyze due
to contamination with genomic Levyetal.,
DNA,; requires technical ability and 2008
support; expensive.
Standardization of the technique
. " Hafner et al.,
according to the conditions of each
2005
laboratory.
Standardization of the technique Canoor et al
according to the conditions of each P N
2008
laboratory.
Decreased sensitivity in case of Meyeretal.,
isolated mutations. 2003
Greater number of phases, larger Enanche-
number of reagents, expensive Angoulvant et
’ ' al., 2007
Limitations in the differentiation of
. Chen et al.,
strains when genes are very 2008

conserved.
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Table 2. Genotyping methods and information retrieved for C. neoformans complex species.

Method/Target

Fingerprinting/M13

RAPD/ITS

Sequencing/ ITS1-5.8S-
ITS1

PCR-RFLP/CAP59

AFLP/EcoRlI
and Msel

Primers (5" - 3")

GAGGGTGGCGGTTCT

ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG
TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC

ATTGCGTCCA
ATGGATCGGC

CCTTGCCGAAGTTCGAAACG
AATCGGTGGTTGGATTCAGTGT

First reaction: EcoRlI and

Msel core sequences;

Second reaction: EcoRI-AC FAM and
Msel-G

Reaction

1. 94 °C, 20 s; 50°C, 1 min; 72°C, 20 s
(35 cycles);
2. Final extension cycle for 6 min at 72 °C.

1. Initial denaturation at 94 °C, 2 min;
2.94°C,455;61°C,1min; 72 °C, 2 min
(35 cycles);

3. Final extension cycle at 72 °C, 10 min

1. Initial denaturation at 94 °C, 4 min;
2.94°C,2min; 32°C,2min; 72 °C, 2
min (35 cycles);

3. Final extension cycle at 72 °C, 10 min

1. Initial denaturation at 94 °C, 7 min;
2.94°C,30s;60°C,30s;72°C,30s(3
cycles);
3.94°C,305s,58°C,305s,72°C,30s(3
cycles);
4.94°C,305s;55°C,30s;72°C,30s (3
cycles);
5.94°C,30s,52°C,30s,72°C,30s(28
cycles);

6. Final extension at 72 °C, 15 min.

First reaction:

1.72 °C, 2 min;

2.94 °C (20 cycles), 20 s;

3.56 °C, 30s;4.72°C; 2min
Second reaction:

1. 94 °C, 2 min;

2.20sat94 °C, 20, 66 °C, 30 s (10
cycles and decreasing 1 °C every step of
the cycle);

3.72°C, 2 min;

4.94 °C, 20 s, 56 °C, 30 s (25 cycles);
5. 72 °C, 2 min.

Typing information acquired Reference
Grouped C. neoformans and C. gattii strains
into eight previously established molecular Meyer e al.,
types: VNI, VNII, VNIII; VNIV, VG, 2003
VGII, VGIII, VGIV.
Recent classification of a new C. gattii Kang et al
genotype: ITS type 8. 2%09 v
Identification of C. neoformans and C. gattii Enanche-
serotypes: A, B, C, D, AD Angoulvant et

T T al., 2007

Grouped C. neoformans and C. gattii isolates Boekhout et
into six genotypes: AFLP1, AFLP2, AFLP3, al. 2001

AFLP4, AFLP5, AFLP6.
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7 CAPITULO 2

Pombos Urbanos (Columba Livia) como Potencial Fonte de Leveduras Patogénicas: Enfoque
na Susceptibilidade Antifungica das Cepas de Cryptococcus no Nordeste do Brasil

Urban Pigeons (Columba livia) as a Potential Source of Pathogenic Yeasts: A Focus on
Antifungal Susceptibility of Cryptococcus Strains in Northeast Brazil

Periddico: Mycopathologia (Aceito em setembro de 2009).
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Resumo

Com o proposito de investigar os pombos como uma potencial fonte de leveduras
patogénicas, 47 amostras de excrementos de pombos e 322 amostras obtidas da cloaca desses
animais foram avaliadas. Além disso, foram coletadas amostras de arvores localizadas
préximas aos ambientes onde se encontravam os pombos, na cidade de Fortaleza, Ceard,
Nordeste do Brasil. Além disso, avaliou-se a sensibilidade in vitro das cepas ambientais de
Cryptococcus spp.ante a anfotericina B, azdlicos e caspofungina. C. neoformans var.
neoformans (n = 10), C. laurentii (n = 3), Candida spp. (n = 14), Rhodotorula mucilaginosa
(n = 6) e Trichosporon sp. (n = 3) foram isoladas dos excrementos de pombos. Em contraste,
somente Candida spp. (n = 4), Trichosporon sp. (n = 3) e R. mucilaginosa (n = 2) foram
recuperadas de espécimes da cloaca. Somente C. glabrata foi isolada das amostras de plantas.
Resisténcia aos azolicos foi detectada em apenas uma cepa ambiental de Cryptococcus, a qual
foi resistente para itraconazol (CIM=1 pg/mL). Como esperado, todas as cepas de
Cryptococcus foram resistentes a caspofungina. Em suma, este estudo confirmou que pombos
urbanos constituem potencial fonte de Cryptococcus spp. e outras leveduras patogénicas.
Ademais, resisténcia antifungica foi observada em somente uma cepa ambiental de
Cryptococcus neoformans var. neoformans no Nordeste do Brasil.

Palavras-chave: Pigeons. Arvores. Leveduras. Cryptococcus. Susceptibilidade Antiftngica.
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Urban Pigeons (Columba livia) as a Potential Source
of Pathogenic Yeasts: A Focus on Antifungal Susceptibility
of Cryptococcus Strains in Northeast Bragzil
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Abatract To investigate pigeom a5 2 pofential
saurce af pathagenic yeam species, 47 samplex of
pigmon droppings and 3¥? mmples from pigean
cloacas were evalmted The samples wemn= akao
oo llected from trees locatesd near the pigson hahiasx,
in the city of Foraleza, Ceard, Nartheast Brazil. In
addition, we evalmied the in vito amifungal sos
cepinility of these emvironmemal Cryptococcus
stainm @ amphatericin B, amales and caspafungin.
C. neaformans var. negformans{n = 1§, C. lyren i
{mm 3y, Candida spp. {n = 14, Rhodomnia muck
laginosn (n = &) and Trchogpormn sp. (n = 3) were
isalated from pigeon droppings. In contrast, only
Candida spp. {n = &), Trchosporma sp. (n = 35 and
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R, murcdaginass (n m ¥ were necovered from cloae
cae specimens. Only Candida glabrata {(n = 1) was
recovered from plhnt semples. Asole nesisance wasx
defected in only one environmemal srain af Cryge
imcaccus, which to  fracomazale
(MIC = 1 pgimly. As expeciesd, all Crypiococcus
sirzins were nesiian o caspafungin. In summary,
the presemt stody confirms that urban pigeons are a
paemial soarce af Cryprococcus spp. and ather
pathogenic yeax®. Additionally, antifongal neisance
was aohserved in aone environmemal strain af Cryge
mroccus AesBmans var. asgformany in Mo heas
Brazil.

was e iEsiam

Keywords Pigeons « Tress « Yeasis -
Cryptococcus - Amifongal suscemibility

Intrasluction

Domestic and wild hirds ar= known o he pasihle
carriers aof fungi that are pathogenic fo humams and
mthers animak [5, 15] In particolar, s=veral stodies
have heen cammied om an the accumencs af C. neafrs
mans in bird droppings in psigaciformes [1, 24],
passeTifarmes, calombifarmes [1] and falcanifarmes
[€]. C. negformans and C. gasid are haidiomycet oo
camulite yeasix that can caoes cTypOCOOCCOREE, an
aoppartonistic lifedthreatening il ness that nsmally mane
ifests imelf 25 meningoencephalitis, mainly in

&) Springer
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immunacompramizssd patiems [2]]. The dissaze ako
acours in hath wild and domestic animalk |5, 14, 17

In addition to C. megformans and C. gardl, other
Crypiocaccus species with pathogenic potential have
feen fiound in binds, especially C. alhidue, C burensi
and C. unigusalan g [&, 3], Besides Cryprococcus
species, others pathogenic yeass, soch as Candida
spp. and Trchosporon spp., have ako been found to
fe carried by damestic and wild hirds |5, 15].

Cpporonistic fongal infections resisamt 0 amie
fungal agents have been increasingly documented in
mecent years, and their freqoency will likely cominoe
ta increase. Candida spp. and €. megformans are
amang the fungi responsible for thess mycoses.
While antifongal resistance o each of thess fuongi
hax heen descrined, especially to Candida |2, 8],
resimance amang Crypfococcus spp. nesds  mane
imvestigatian [3£].

In recemt yeam, clinical evidence has indicated thas
CTypiooacoosils i an importam infection in Brazil
|26 However, 1o dawe, litle & known an natoral
sources af infeciion in Noritheast Braxl, @ s=miarid
region. Therefors, oor main aim was 1o investigas
the accurrence af Crystononcu s spp. and other yeasix
in the cloacae and feces of pigeons as well as in treex
near their hahias. Additonally, we evaloatesd the in
vitra amtifiungal secemihility profile of emvironmens
tal Crypincoccus strains.

Materials and Methods
Pigean Dirapping Procedores

Fartyeseven samples of desicca®d pigeon droppings
were callectsd in apen-zir poblic spaces in the city of
Fartaleza, Brazil {3730 and 4730'5 and 35°39° WOR)
from Aogost 3006 fo March 27, The city is sitoated
in the Martheast region af Brazil, which is character
im=d By warm average Emperatores and low rainfall
levels. The city has an average femperatore of
26w B0, with a rainy =sason ocowming hetw esn
Jamuzry and May and average yearly minfall of
1,338 mm. The geagraphic dats wens pravided by the
Cieara Stat Ressarch and Economic Sirategy Instie
tuie {Instiuto de Pesguisn & Evirawepin Econamica do
CeardemFECE}.

The mampls were colleced according to the
method descrined By Filio et al [14] After

] Springer

homogeniation with serile saline saolmion (Nall
(.9%) and rest for 30 min at 25°C, the supermatam
was aspiraied and (L] ml was disiriboted in Petni
dishes comaining niger s==d agar mediom &5A%,
supplememed with 0.2 gf] of chlaramphenical,, and in
Peri dishes comaining minimal symhetic caffeic acid
mediom (MM5CA M) [38] The samples were smeared
in duplica®s, incuhated a1 28T and imspeceesd daily
unti] yeastlike colonies were oheerved.

Cloaca Specimen Procoed ones

The material was callected fram cloacae swabs fram
522 pigeons captured betwesn Angmt 30046 and
Jammary A7, The hirds wen= randomly sampled
from six pigeon lafis and o pet shops. Sterile coman
swals were intaduced and rofted in the cloam of
ech pigeon and then lept at 55C in sterile mline
solotion unitil processing in the lahoratory. Then, they
were inocolved in Petri dishes conmining MS5A
{glucos= 1500 g/f1; creatinine 50 gf; KH,PO, 30 g
hiphemyl 1.0 g} sopplementesd with 0.2 g1 of chlom
amphenical, to avoid hacterial comamination, and in
Patri dishes with ME[CA [34]. The dishes wer=
incuated at 25°C and imspeced daily for 10 days.

Flant Maswerial Procedurnes

After determining which pigeon dropping samples
were positive for O oegformans, we  oollecied
tree maner wamples from 5] Tesx near whens the
C. negformans-yielding pigean samples had hesn
collecied. The fees belonged to the following
species:  Podium  gugava (o om 1), Wangiiem
indica (o ¥, Euwalyomes sp. (ne §), Cassia
sHamea {nw 5y, Ziyohur joageiro (ne ] and
Ajadimchin indica (nm &), Sevemy samples of
plant maSer wers nwed, of which 57 came from the
tronks and 13 from hallows. The samples fram the
free tronks and hollows wers scraped with a spatula
|28, placed in serile plastic bags and immediatedy
faken to the Specialived Medical Mycology Center
{CEMM) for processing. About § g af sach mample
was smpended in 45 ml of sline soltion (Nall
(.9%) comaining .05 mgfml of chloramphenical,
stirred for 10 min and then left at rest for appraxs
imakly | h Then (Ll=ml aliques of the supermatam
were distrinmed in Petri dishes, in duplicate, cans
fining M54 mediom. The plates were incobated at
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28 and the growth aof the fungal colonies was
afmerved far ap @ 10 days.

ld=nzification aof Crypiocaccu s sp.

The darkelrawn ar blck yeatselike colomiexs zose
pecied to be Cryprocoocus spp. from NSA and
MECAM pltes wens subcukored in Petni dishes
comaining XN5A, and then cohured in 2% Sahoorand
dewtroze agar and inculated a1 2550 far species
idemification. Afterward, fragmens of the colonies
wene sxamined by micrascape (20w for morphalags
ical amalysis, afier staining with a solwion of
laciophenal cofan bhie. When roond, negolar size,
single or multiple hodding yeas®s withom hyphas ar
peeodoehyphae were observed, we conduced the
urease prodoction amalyss on Christersen’s onea
agar, omerved after F4=i§ h. The colar changs of the
medium fram yellaw ta pink was deemed o indicate
a pomitive reaction. ©. aegformans hiotyping was
carrisd awt By the canavanine-glyei ne-Gramsshymal
o (CGE)Y agar growh test, as described by Kwone
Chong et al. [14). Addriomally, Cryprococcus idens
tification wax carried owm by APl 200 ALUX {Hige
Midrieun, France), according w0 the manufactorer's
imtroctions. Tao confirm the Cryprococcus idemtificas
tian, the sraim previcosly identified by M5A growsh,
CGE mediom and APl 20C were sobmited to a
specific PCR, bassd an the amplification of a
fragment of the CAPSS gene required for capsuole
himynthesis [12] The DMNA was extracted wming
CTABR followed by chloroformfisoamy] alohal
extraction |3]. The PCRs were camried on as previe
omly descrined [12]). The PCR prodocs  wens
amalymed by elsctrophoresis in agarose g=l (2% in
TrismbaraimsEDTA hoffery at 90V, for 3 b, fallowed
hy staining with sthidiom romide (.5 mgfml}.

Identification af Other Fungal Species

The identification of Candida species was ased an
micramarphalagical anahzizs an cornmeakTwesn ()
agar, APl 20C AUX (BioMériem, France)} and
grawth in l.':'lIR".:I:'«'Ia.y.rui:'a.rn:li|:|a.':II {Pariz, France)
|27). The Trichospama spp. idemification was hased
an macramarphalogy characteristics in 2% Sabaue
rand dewirose agar, slide culftores on mak extract agar
and axzimibation aof carhahydrates [9] Fimally, the

fhndatoruds spp.  idemification was fased an

macramsarphalagic characeristics in malt ewxtract
agar, assimilation of carbohydrates and ureaze pras
doction, ax previously described [9].

Antifungal Soscemibility Tesx

The antifungal sweceptihility profile of Crypoooocus
. mrains from enviranmental soorces was evaloated
hy the broth microdilotion method, according o e
recammendations af the Clinical and Lahomtary
Sandards Imstitote (CLS1) [7). C pompsilsss ATOC
20M9 and C. krusei ATOC 6528 were incloded ax
quality conirak. Swock solvtiom of amphotericin B
(Sigma Chemical Corparation, USA), variconazale
{Phizer Pharmaceaticals, USA ), fraconasa k= and kefoe
conazale {Jamxen Pharmacentica, Belgiom) werns
prepared in dimethy]l sufoxide; flucomamale (Plizer
Frarmacemticak, 175 A)and cax pofongin {Merck Sharp
& Dahme, Brazi [} were prepaned in distilled water. All
solution wene sioned at —80FC until me. Serial twoe
fald dilntions of each amifongal agem wens prepansd
with RFM 1 1640 mediom {Sigma Chemical Cla, USA ],
with Legluamine and withowt sadium hicarbanate, and
Iraffered o pH 7.0 with 3,165 M MOPS {marphal ings
prapanesal fanic acid). The final concentrations rangsd
a5 follows: (L] and 16 pgml for amphotericin B,
varicanazale, fracomazrale and ketoconazale and ca-
spafungin; and 0.06=H4 pgml for luvcomxale. The
micradilmtion asgay was perfarmed in 98-well micra-
dilution plates. Positive growth contrals and wells with
stetile madia alone were ozed for sach analysiz. The
microplaies were incubatesd at 37T and were read
vizsnally afeer 2 days. Allizolates were ran in duplicate
and repeated at leas i twice. Foramoles and caspofungin,
the minimum inhihiory concemration (MIC) wax
determined ax the lowest drug concentration shawing
80 inhibition of fungal growth. For amphosericin B,
the M 1T was cansidered to be the lowest concentration
of the drog a1 which there was no fungal growth, ax
recammended by CLSMM2TAZ Resiance wax
defined ax MIC = 2 ppiml aprinst amphoericin B
and ketoconarale; MIC = 8 wgml far caxpafongin;
WIC = 1 pg'ml for fmaco narole and voriconazxale and
MIC = 84 pzéml for floconamale [ 13, 34].

Satiical Analvois

The stady was conducted wtilizing descriptive varis
ahle amlysis. The Feher and Pearson Chivsguoarne

] Springes
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tesx were med to amalyze the associations of the
caegarized varizhles. The ManneWhitmey nonparas
metric text was umed for the compariman amalysis
hemesn the discrete dam. The smalles: significance
leve]l comidered in all the s was (.05

Fesulix

Fram the 47 samples of pigeon droppings, 13 wene
pasitive far Cryptococcus spp. (Tahle 1 By way af
the APl 2041X sysem and OGE wext, the Cryphos
coocs s species from pigeon droppings weres identi fied
ax . negormans  var.  asgformans (o ]
P =105 and C. lawrenid {n = 3, The identfication
af C. negformans from emvironmental soorces was
canfirmed by PCR.

In addition o Crystoroccus species, C. alhicans
(w9, P 20008, C. ropicalis (ne 3, C. kruse
{nm 1}, C. porapsiforis {nm 13, & mucibginosa
{nm ) and Trichospoma sp. (o m 3} were ako
isalated fram the pigeon droppings (Tahle 1 ).

With respsct to the cloacas specimens, of 322
mmples collscted, no Crypiocaccus were isolved.
However, other wyeasis were found, as follows:
C. abirans{n = 33, C. irapicalis in m ], R hodoiomla
sp.{n = 2 and Trchasporon sp. (n = 35 (Tahle 1

Fram the s=venty plam matter samples collscied,
anly ane weasi species was isolied {identified ax
C. plabraia), from a Eucafypfuy sp. k.

Regarding in vitra amifungal susceptibility, the
WIC vales for the Cryptocooous spp. environmenzal

Tahle | esns Soknsd Tmes plgeca dioacas and dmggings

YiEaa apeclEn Ega Tonal of
—_— e
Cloacae  Deggdags g
n n
Crypacd el micformans 0 u] u]
Crppacdaecsd ke rdnsi o 3 3
Cndida allicanrs 3 ] 1z
Candida wrapgiealin 1 3 4
Candida kraga o 1 1
Candide paragprilenis o 1 1
Reodawrals mecileglaone 1 & 1
Tricherimcron B 3 3 &
Tizaal ¥ ] 45
& Springes

siraing, C. pampsibogs (ATOD 220019) and C. loruse:
(ATOC G528 are summarimed in Tahle 2. The MIC
rangexs agaimt Cryplococcus mecies foar the teseed
drogs wers ax follows: amphotericin B, 1=0.125 pgf
ml; kencomeole, I=0.125 pgéml, iTaconamale,
=125 ppiml; floconazale, S=32 pgfml and vaoricos
mazale, (5«0 125 peml All 13 Crypincocous straing
sindied had MIC > 16 pgfml for caspafungin.

Amang the C. nrgfarmans environmenial srains,
amifongal resisiance was detscied in only one of
thimesn svalmisd smaim, which were resE@nt o
fracomzole (MIC = ] ppfml). All environmental
Crypiacoccus  spp.  smains
caspafungin.

wers  resiiam o

[Miscussinn

Some stodiex have demansirated that jmt ax Crypios
roccus spp. can be found in hird droppings, and
oocasianally in cloacas |5, 14, 29], oher yeast
species can also be present [&, X A siody carmied
aut by Cafarchia e2 al. 5], through amalysis of the
fungal microbiom of the clowcas of £2]1 migramry
frirds, showed that Rhadosoral muciloginos was the
masi cammanly isolied yeast, followed by Candids
spp. and Trichospormn cumneym.

Crypiacoccus neaformans has heen iolted from
Variom sources in natare. [t s commonly associztesd
with pigeon droppings and less frequently with the
drappings of ather hirds, soch ax mmifacifarmes and
paseeriformes [£, 1£]. The pioneering warls of
Emmans in the early 1950s already refernsd to the
mpraphyiic rebtiomhip of C. argformans with
arganic material rich in fbird excres [11].

Seeking to clarify the potential rale of pigeons in
the des=mimtion of pathogenic veas® in the envie
ranment, inclhiding C. negfarmans, in this stody we
performed an active s=anch far thexe fungi in the
cloacas and feces of pigeomn ax well ax in mees.
According o oor resulix, 276% of the pigson fecal
mmples comained Crypfococcus spp., partionlarhy
C. negformansand C. laurenri. Hawever, we did nm
manxge o isolte any Cryptococous s pecies from the
cloacal specimers and me= materiak. Comidering
that we found C. aeoformans and C. laureadii in
pig=an feces But nat in cloacas, our findings carmah-
arate the evidence that Crypisconcus cannot suppart
compedition with other imestinal microhes and ako
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Tahle 2 Madeal nkdieey coaceration (MIC) of aols, axphotzecn B and caspoding i againe anvimasenml Orpiidoe dad

A0 A

Eanimarssang aumns RAIC | jagfemad)

Apphonsion B Hacoodansds  racodannds

Flucoaaeds  Woscoaapods  Caspading

Crppaodedesd musformand WE sacfrmand

CEMM 3-2074 oz 025
CEMM 37058 azs os
CEMM 3-2073 onzs 033
CEMM 33084 1 023
CEMM 33075 1 1
CEMM 33083 oz 0113
CEMM 32080 oz 03
CEMM 3-20&7 as 1
CEMM 32075 1 1
CEMM 3-2-080 oz 1
Craacreesy kisnanié
CEMM 3-3085 1 os
CEMM 3.307% oz 0.3
CEMM 3-2053 azs os
Dhia Ty coamds
Calicle draga ! ATOC 5315 1 023

adkda parapiilenin ATOC 20T 1 oizs

os 3z oLIzs =
ozs 3 onzs s
os 3 onzs s
os 3 oizs =5
ozs 3 onzs s
os -] oizs =5
os 3 ozs 5
os 3 oLIzs =
os 3 ozs 5
1 3z 0= =
os 3 onzs s
03 iz os =5
ozs 3 onzs s
os 4 oS 03s
os 1 o3 os

cannot  folerate pigesoms’ high body Semperatone.
Addniomlly, our data show that pigeors ame not
direct carriers of Crypéscoccus spp., bt ooold play an
impariam rale in the environmental contamimation af
veast by their feces, In fact, few nessarchers hawve
reparied isalating C meaformans from pigean cloaca
|30}, and it & well accepisd that isolation of fongi
fram ithe surfaces of these ammals, 1=, Deaks,
feathers and legs, might be relhied o emdironmmental
comaminatian |15].

Soares et al. [33] imalaed C. aegformans var.
grubil, C. lourentl and C. albidur in the droppings of
urhan pigeans and in air samples from poblic s goanes,
bt they did not investigaie the asocition aof
Crypiococcus spp. with inees. Regarding C. Saunenii
izalated by o fram pigesan droppings, i species hax
h=en mainly associated with the cloaca [30.

In thix smdy, we failesd wo isolte O gard from 50
free smamples of seven species. Thess resuks were
guite surprising, as the primary niche of C ga#i is
decaying woad [15]. Therefore, forther research
shauld he performed for maktion of C gatd from
environmemal samples in Norheast Brazil With
respect 10 human cry ocoooois, in the Sootheast and

South region of Braxil, C. neg@mans var. grubii i
the main agent of oman crypiococomis, oooorming in
mtients with AIDS. On the other hand, it s=ems thas
in Mortheast Braxil, meningeal crypiococcosis i
camed mainly by C. pasi |23, 32).

Chher veasw® were found in the pres=nt smdy.
Candida was the gemos most often isolated, fiollowed
fy Trchospomn sp. and & mwciloginosa. These
findings are imeresting hecamse thess fongi can be
mthagenic for homans and others animals.

The Candida species, mainly C. abicans, izsalated
in this study are considersd imporam pathogens for
hoth lomamns and animak, expecially in immunocoms
pomied individoals |2, 8, 25]. Some species of
Trchosporon, as well as fhodsiorula, are reparied ax
cames of oppartnistic mycozex in patiems with
cancer and AlDS [35].

Regarding the stwdy of plnt maser, despie the
wvery low positive mate {14%), which did not allow
amy carrelation with the pigeoms, the isolation of
C. plabmin shaald =mill be memioned becanse this
speciex has heen izsalatesd fram immanacampromissd
matients |31 | Species of the Candids gems ane afien
reporied as being commensal microorganisms  thas
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survive in the moomsa aof humans and animalk.
However, there are smdies that have managed to
isalae Candida species from decomposing plam
maser, sail and fermened carrat juice [19, 20, 22).

With mexpect o the in vitro smceminility tess,
amang the environmemal izalates we detecied rexise
tance in ane of thireen samples sodied, which was
registam %0 itacomarale. Sowma et al [3£] sodied
resistance in clinical and environmemal sirainzs af
C. negfarmans and C. gatdi in Brazil and ofmerved
that haoth clinical and emvironmental sobtes showed
a similar antifungal saeceptibility pafern and did nat
shaw resistance. Forther investigation & necessary in
arder ta compare the antifungal susceqtibil ity pastern
af human and enviranmenmal Crypincoccuar spp. fram
Nartheas: Brazil.

In summary, the presem stody showed that orban
pigeoms are a patemial source of Cryprococcu s spp.
and other veas! species, which hawve pathogenic
poemtial o humans and znimals. Additionally, antie
fungal rexictance was abeerved in ane environmenal
strain af Cryptococcus negformans var, asgformans
in Northeast Brazil.
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8 CAPITULO 3

PCR-REA como importante ferramenta para identificacao das espécies Cryptococcus

PCR-REA as an important tool for Cryptococcus species identification

Periddico: Journal of Medical Microbiology (Submetido em novembro de 2009).
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Resumo

Com o intuito de realizar estudo comparativo entre métodos manuais, semi-automatizados,
automatizados e PCR-REA na identificagdo de cepas de Cryptococcus spp., um total de 30
amostras obtidas de fontes diferentes foi analisado (humana, n=12 amostras; animal, n=5;
ambiental, n=13). As cepas de Cryptococcus spp., previamente caracterizadas como a-
mating-type, foram identificadas fenotipicamente por métodos manuais (caracteristicas
morfoldgicas e perfil bioquimico), pelos sistemas semi automatizado APl 20C AUX e VITEK
2, assim como por PCR-REA, utilizando como alvo de amplificacdo a regido capsular e
restricdo com as enzimas Agel, BsmFIl e Hpall. A identificacdo de Cryptococcus spp. por
métodos manuais obteve duracdo de cinco a sete dias, sendo as cepas identificadas como C.
neoformans (n=12), C. gattii (n=12) e inconclusivo (n=6). Considerando-se 0 método manual
como padrdo ouro na identificacdo de Cryptococcus spp., ndo se observou relacdo
significativa na associacdo entre 0 método manual com os testes APl 20C Aux e VITEK 2. O
PCR-REA foi 0 método diagndstico mais rapido e que apresentou relacdo significativa com o
método manual. Em suma, a maior concordancia de resultados entre a técnica padrdo ouro e
os diferentes métodos diagnosticos testados foi com a utilizacdo do PCR-REA. Ademais, esta
técnica foi mais informativa e permitiu a identificacdo das variedades e sorotipos, além de
rapidez e especificidade de deteccao.

Palavras-chaves: Cryptococcus. Identificagcdo. AP1 20C. VITEK. PCR-REA.
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Abstract

This paper compares the performance of manual, semi-automated, automated and PCR-REA
methods for the identification of Cryptococcus spp. strains. A total of 30 samples from
different sources (12 human, 5 animal and 13 environmental samples) were analyzed.
Additionally, the mating type of these strains was determined. The Cryptococcus spp. strains
were phenotypically identified through manual methods (morphological and biochemical
characteristics) and using the API 20C AUX semi-automated system, the VITEK 2 automated
system and through PCR-REA, using the capsular region as amplification target followed by
restriction with the enzymes Agel, BsmFI and Hpall. The mating type was determined by
PCR using specific mating type primers. The strains were identified as C. neoformans (n=12)
and C. gattii (n=12), while the data on six strains were inconclusive. There was no significant
relation between manual methods (considered the gold standard) and either the AP1 20C AUX
or VITEK 2 method for the identification of Cryptococcus spp, but PCR-REA presented
results that were significantly related to the manual methods. It was also the fastest diagnosis
method. Overall, the highest level of agreement between manual identification and the other
diagnostic methods tested was PCR-REA. All strains analyzed were alpha mating type.
Finally, PCR-REA not only provided more information, such as variety and serotype
identification, but it also was quick and produced satisfactory detection specificity.

Keywords: Cryptococcus; Identification; APl 20C; VITEK; PCR-REA.
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INTRODUTION

Cryptococcus spp. are capsulated yeasts that belong to the Basidiomycetes class. They
are normally isolated from soils contaminated with bird excreta and decaying vegetation
(Granados & Castafieda, 2005, Castell4 et al., 2008, Cabafies, 2008, Costa et al., 2009). Even
though they are saprophytes, they have an extraordinary ability to cause disease in a great
variety of hosts, including mammals, birds and insects (Lin & Heitman, 2006).

Within the genus Cryptococcus, there are approximately 39 described species, of
which C. neoformans and C. gatti are the most common etiological agents of cryptococcosis
in humans and animals (Fell & Statzell-Tallman, 1998). C. neoformans behaves as a
predominantly opportunistic pathogen, primarily affecting immunocompromised hosts. Two
varieties are described of this species: C. neoformans var. neoformans and C. neoformans var.
grubii. On the other hand, C. gatti has been mainly reported in immunocompetent individuals
(Duncan et al., 2006, Quazzafi et al., 2007, Wilbur & Heyborne, 2009).

Cryptococcosis starts as a pulmonary infection and disseminates through the blood,
mainly reaching the central nervous system. However, it can also cause lesions in other
organs, such as the skin, kidneys and prostate, as well as the ocular and osteo-articular regions
(Quazzafi et al., 2007; Shen et al., 2008; Huston & Mody, 2009). Early disease diagnosis is of
great importance for the patient’s clinical evolution, since it can be a grave and potentially
fatal disease, even under medical care (Bartlett et al., 2008).

C. neoformans and C. gattii have a bipolar mating system, consisting of mating types
a and a. Compared with strains of mating type a, strains of mating type o occur more
predominantly in environmental and clinical sources and are more virulent (Ren et al., 2006;
Lin et al., 2009).

The laboratory model for cryptococcosis investigation has been based on direct
microscopy, culture and subsequent biochemical identification and immunodiagnosis.

(Huston & Mody, 2009). However, these tests have limitations that can compromise the final
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diagnosis, such as the time and labor required for identification. The results can also be
variable due to subjective interpretation of phenotypic tests (Borman et al., 2008). Automated
and semi-automated methods can be inconclusive because they frequently depend on
supplementary tests for complete microorganism identification (Gundes et al., 2001,
Massonet et al., 2004). Immunodiagnosis can return false-positive results due to cross-
reactivity with rheumatoid factor and Trichosporon spp., as well as contamination with gram-
negative rods (Huston & Mody, 2009). Currently, molecular methods for detection of C.
neoformans and C. gattii specific gene sequences from clinical specimens and cultures have
been available, though they are not routinely used (Bovers et al., 2007; Levy et al., 2008).

To provide more information on the various identification techniques, we performed a
comparative study of manual, semi-automated, automated and molecular (PCR-REA)
methods for the identification of Cryptococcus strains from different sources. Additionally,

we identified the mating type of these strains.

METHODS
Fungal strains
A total of 30 Cryptococcus spp. strains were used in this study. Twelve were from human
clinical cases, five from animals and thirteen from pigeon excreta. These isolates belong to
the Fungal Collection of the Specialized Medical Mycology Center, Federal University of
Ceara, Brazil, and were stored at -20 °C, on 2% potato dextrose agar, supplemented with
glycerol.
Manual, semi-automated and automated phenotypic identification

Initially the Cryptococcus spp. strains were phenotypically characterized through
manual methods, according to their morphological characteristics and biochemical profile.
The micromorphological characteristics were analyzed on cornmeal-Tween 80 agar (Difco

Laboratories, Detroit, USA), after incubation for a 48 hours at 30 °C, for visualization of
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blastoconidia, with no hyphae or pseudohyphae (De Hoog et al., 2000). The biochemical tests
applied were: 1) urease test, on Christensen’s urea agar (Difco Laboratories, England); 2)
phenoloxidase activity on Niger seed agar (NSA) medium (Plast Labor, Brazil); and 3)
chemotyping on CGB medium (L-canavanine, glycine, bromothymol blue), through growth
detection of C. gattii (Kwon-Chung et al., 1982, De Hoog et al., 2000). The same strains were
also identified through the AP1 20C AUX semi-automated system (BioMérieux, France), and
VITEK 2automated system (BioMérieux Vitek, Hazelwood, France), according to the
respective manufacturer’s instructions.
Genotypic analysis

DNA extraction

DNA extraction was performed according to Stirling (2003) with some modifications.
First, the Cryptococcus spp. strains were grown on potato dextrose agar (Difco Laboratories,
Detroit, USA) during 48 hours at 30 °C. Then, a fungal suspension of approximately 2 x 10°
cells, which was determined through spectrophotometry (Ultrospec 1100 pro, GE Healthcare
Life Sciences, Buckinghamshire, UK), was prepared for each sample, in 1.0-mL microtubes
containing PBS (phosphate buffered saline). The suspension was vortexed for 15 seconds and
centrifuged twice at 4000 rpm. Then approximately 1 mL of 2% Triton X-100 (Sigma
Aldrich, Germany) was added to the fungal suspension and it was incubated in a bath at 100
°C for 10 minutes. After this procedure, the mixture was left at 28 °C for five minutes and
then centrifuged at 14000 rpm for one minute. The supernatant was collected, transferred to
another microtube and frozen at -20 °C. Before performing PCR, each DNA sample was
quantified through spectrophotometry (Ultrospec 1100 pro) (Ausubel et al., 2002)

Amplification of CAP59 and Restriction enzyme analyses (REA)

The target region chosen for PCR-REA was CAP59 gene, which is specific for C.
neoformans and C. gattii and encodes for capsule production. The PCR-based method was

carried out according to the procedure in Enanche-Angoulvant et al. (2007). PCR was
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performed in a Mastercycler gradient thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). The
estimated amplicon size was approximately 400bp. After the amplification reaction, the PCR
products were submitted to enzymatic digestion with three restriction enzymes, BsmFI, Hpall
and Agel (New England BioLabs, USA), according to the manufacturer’s instructions. The
fragments were separated in 3.5% agarose gel containing ethidium bromide at 0.25 pug™ and
100-bp molecular weight marker to estimate band sizes. Electrophoresis was conducted in
TBE 1X (0.1 M Tris, 0.09 M boric acid, 1 mM EDTA) at 50V for three hours.

Mating type

The mating type was determined by PCR using MAT alpha and MAT-a specific
primers and the amplification reactions were carried out as previously described by Trilles et
al. (2008).
Statistical analysis

Fisher’s exact test was applied to analyze the association between the manual
identification method, considered the gold standard, and API 20C, VITEK 2 or PCR-REA, as
well as the association between PCR-REA and API 20C or VITEK 2. When P<0.05, the test
was considered statistically significant.
RESULTS AND DISCUSSION
Phenotypic identification

The manual phenotypic identification of Cryptococcus strains took from five to seven
days from the recovery from the fungal collection. The strains were identified as C.
neoformans (n=12) and C. gattii (n=12), and six strains were inconclusive (Table 1). Out of
the six inconclusive strains, three were weakly positive for urease production and presented
white and brown colonies on NSA. The other three inconclusive isolates did not produce
brown pigment on NSA medium.

Diagnosis of cryptococcosis has been routinely performed through the observation of

fungal structures in clinical specimens and fungal growth on a suitable culture medium,
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followed by biochemical and physiological characterization of the microorganism. These
manual procedures are considered the gold standard for fungal identification (Feng et al.,
2008). However, variations observed in these tests can influence the results’ final
interpretation. (Huston & Mody, 2009).

Some authors have discussed the true importance of phenotypical characteristics
observed in laboratory routines for diagnosing the main pathogenic species of the
Cryptococcus genus (Mandal et al., 2005). Concerning melanin production, it has been shown
that most of C. neoformans and C. gattii strains produce brown pigment when grown on
culture media enriched with phenolic substrates, something not observed for other species
(Cafarchia et al., 2006). Some studies demonstrate the ability of this resource as a tool to
differentiate C. neoformans from other species of the genus (Chen et al., 2001; Carfachia et
al., 2006), while some other studies show that C. albidus, C. laurentii and C. uniguttulatus
can produce melanin, even though at lower levels than those of C. neoformans and C. gattii
(lkeda et al., 2002, Pedroso et al., 2009). In the present study, three strains did not produce
brown pigment on Niger seed agar (CEMM 05-01-076, CEMM 05-01-082 and CEMM 05-
01-087). Therefore, we suspect they did not belong to the C. neoformans complex. Three
other strains presented mixed colonies on Niger seed agar (CEMM 03-02-058, CEMM 03-02-
065 and CEMM 03-02-061), which could possibly represent a fungal variation with a
different profile for this characteristic or the simultaneous growth of another yeast genus
within the same sample, making final identification difficult. Phenotypic tests such as of
melanin production can help to direct diagnosis, even though they have low specificity and
take additional time for identification. Thus, it is necessary to be cautious when analyzing
mixed cultures, especially through phenotypic methods that are subjectively interpreted,
which can compromise final diagnosis.

Phenotypic methods are still the most frequently used for the identification of

Cryptococcus spp., especially the use of CGB medium to differentiate C. gattii from C.
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neoformans (Leal et al., 2008). However, there are reports of the existence of C. neoformans
strains able to resist high concentrations of L-canavanine (Nakamura et al., 1998; Khan et al.,
2003). In this study, 12 strains were identified as C. gattii and six were inconclusive
according to the CGB test, due to partial color shift of the medium. CGB is a culture medium
that is very susceptible to pH changes and some factors, such as quality of the reagents used,
inoculum size, contamination with other microorganisms and stocking conditions, can
decrease the method’s sensitivity. This method is not usually used to identify other species of
Cryptococcus spp. However, studies conducted by Bauters et al. (2001) showed that clinical
strains of C. laurentii were capable of growing in the presence of L-canavanine and glycine.
Therefore, care must be taken when using this resource as the only method for typing
Cryptococcus spp. strains, since it was originally developed to differentiate C. gattii from C.
neoformans and it can produce false-positive results.

No significant relation was observed between the manual identification method and
the APl 20C AUX (P=0.2720) or VITEK 2 (P=1.0000). When using the APl 20C AUX semi-
automated method, identification took at most 72 hours and the isolates were identified as C.
neoformans (n=20) and C. laurentii (n=10). With the VITEK 2 automated system, the time
required for identification was 48 hours and the isolates were identified as C. neoformans
(n=24), C. albidus (n=2), C. laurentii (n=1) and Candida parapsilosis (n=3) (Table 1).

In our study, no significant relations were observed when comparing the API 20C
AUX semi-automated and VITEK 2 automated systems to the manual tests. Among
commercially available semi-automated and automated tests for yeast identification, based on
the microorganism’s capacity to assimilate biochemical and enzymatic substrates, API 20C
AUX and VITEK 2 have been used as alternatives for the identification of Cryptococcus spp.
(Levy et al., 2008). However, these techniques have limitations because they frequently
depend on supplementary tests for complete identification, such as assimilation of new sugar

sources (Gundes et al., 2001). Besides this, for the APl 20C AUX semi-automated system,
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some interpretation variability can occur, even though it is an easily observed technique
(Sheppard et al., 1998). Another important characteristic of such tests is that they are not
capable of differentiating C. neoformans from C. gattii because these tests were developed
when C. gattii was still considered a variety of C. neoformans. Now the variety gattii has
been elevated to the species level (Kwon-Chung et al., 2002). This is relevant, considering the
different epidemiological aspects of these two species as well as their antifungal susceptibility
profiles, since it has been reported that C. gattii is less susceptible to antifungal drugs (Chen
et al., 2000; Sorrel et al., 2001; Soares et al., 2008). However, these commercial systems are
still frequently used because they are stable, easily stored and used and give results within 48-
72 hours (Rosario et al., 2005, Carfachia et al., 2006, Levy et al., 2008, Lugarini et al., 2008).
Genotypic identification and mating type profile

A significant relation was only observed when comparing the manual methods to
PCR-REA (P=0.0112). PCR-REA required 35 minutes for DNA extraction, around 1.5 hours
for amplification reaction and four hours for enzymatic digestion and electrophoresis, for a
total of 6.05 hours. It was the fastest method. Restriction analysis revealed only two
restriction patterns among the 30 tested strains, based on the band sizes obtained and the
enzyme applied (Fig. 1). BsmFI cleaved the PCR product of 19 strains into two fragments of
approximately 200 bp each, which was compatible with C. neoformans var. grubii serotype
A. On the other hand, the enzyme Agel cleaved the amplicon of eight strains into two
fragments of approximately 300 bp and 100 bp, which corresponded to C. gattii serotype B.
The enzyme Hpall cleaved the amplicon of only four strains into two fragments of
approximately 200 bp and 100 bp, compatible with C. gattii serotype B. These strains had
already been digested by Agel, thus confirming the identification. Three strains were not
amplified during PCR (Table 1), the same strains that did not produce brown pigment on

NSA. As for the negative control, it was not amplified during the tests.
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In mating assays, the 27 strains amplified by PCR-REA were mating type alpha
(Figure 2). The other tree isolates did not amplified by MAT primers.

We observed that PCR-REA presented the highest level of agreement when compared
with the gold standard. Besides this, through this technique we simultaneously obtained
varieties and serotypes of C. neoformans and C. gattii strains. In Northern and Northeastern
Brazil, particularly in the state of Ceard, these data and data on the mating type profile are
scarce (Nishikawa et al., 2003; Trilles et al., 2008).This type of information is important
because it helps surveillance authorities to circulate strain profiles or to discover atypical
genotypes, such as Colombian isolates, which showed high incidence of mating a in clinical
and environmental C. gattii strains (Escaddn et al., 2006). Therefore, this study provided
important data concerning the phenotypic and genetic profiles of these strains, which had not
been described before.

Among the various techniques of DNA manipulation and analysis, PCR, which was
developed at the end of the 1980s, has provided the greatest advances in the diagnosis of
cryptococcosis. It has sufficient sensitivity and specificity to detect minimal amounts of the
fungus. Protocols with restriction enzymes are frequently employed for the identification of
these species (Frases et al., 2009). According to our data, three strains were not identified by
PCR-REA (CEMM 05-01-076, CEMM 05-01-082 and CEMM 05-01-087). We believe they
do not belong to the species for which the primers used are indicated, such as C. neoformans
and C. gattii.

Based on the data obtained during this study, PCR-REA was the method that presented
the highest level of agreement with the manual tests for identification of Cryptococcus spp.
Currently, PCR provides more comprehensive results, since it allows the simultaneous
identification of varieties and serotypes. It also high specificity and is quick because it can be
automated. Diagnostic methods for the identification of Cryptococcus species need to be

accurate.
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Table 1. Comparison between the manual methods and the APl 20C AUX semi-automated
system, VITEK 2 automated system and PCR-REA for the identification of Cryptococcus
spp. strains isolated from clinical, veterinary and environmental samples.

Register number

Human

CEMM 05-01-084
CEMM 03-02-072
CEMM 03-02-073
CEMM 03-02-068
CEMM 03-02-077
CEMM 03-02-070
CEMM 03-02-062
CEMM 03-02-057
CEMM 03-02-069
CEMM 03-02-071
CEMM 03-02-059
CEMM 05-01-072
Veterinary
CEMM 03-02-061
CEMM 05-01-090
CEMM 05-01-076
CEMM 05-01-082
CEMM 05-01-087
Environmental
CEMM 03-02-064
CEMM 03-02-063
CEMM 03-02-078
CEMM 03-02-067
CEMM 03-02-060
CEMM 03-02-076
CEMM 03-02-058
CEMM 03-02-066
CEMM 03-02-079
CEMM 03-02-074
CEMM 03-02-065
CEMM 03-02-080
CEMM 03-02-075

Origin

CSF
CSF
CSF
CSF
Sputum
CSF
CSF
Bood
Skin
CSF
Skin
CSF

Snot biopsy (cat)
Lymphonode (dog)
Crop (cockatiel)
Cloaca (cockatiel)
Crop (cockatiel)

Pigeon feces
Pigeon feces
Pigeon feces
Pigeon feces
Pigeon feces
Pigeon feces
Pigeon feces
Pigeon feces
Pigeon feces
Pigeon feces
Pigeon feces
Pigeon feces
Pigeon feces

Manual

. neoformans
. neoformans
gattii
gattii
gattii
gattii
gattii
. neoformans
gattii
. gattii
. gattii
. neoformans

DO00000000000

Cryptococcus sp.

C. neoformans

Cryptococcus sp.
Cryptococcus sp.
Cryptococcus sp.

. gattii
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. gattii
. neoformans

O0O0O000O0

Cryptococcus sp.

C. gattii
C. gattii
C. neoformans

Cryptococcus sp.

C. neoformans
C. neoformans

API 20C AUX

O0O000 O0000000O00O0O0O0

O00000000O0O0O0O0

. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. laurentii
. laurentii
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. laurentii
. laurentii
. neoformans

. neoformans
. neoformans
. laurentii
. laurentii
. laurentii

. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. laurentii

. neoformans
. laurentii

. neoformans
. laurentii

. neoformans
. neoformans

O0O0O000 O0000000O00O0O0O0

O0000O00000O0O0O0O0

VITEK 2

. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans

. parapsilosis
. neoformans
. albidus

. laurentii

. albidus

. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. parapsilosis
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. parapsilosis
. neoformans
. neoformans

C.
C.

OO0O0000000000

PCR-REA

neoformans
neoformans
gattii
neoformans
gattii
gattii
gattii
neoformans
gattii
gattii
neoformans
neoformans

neoformans
neoformans

Unidentified
Unidentified
Unidentified

O00O00O0O00000O0O0O00

. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans
. neoformans

gattii
gattii

. neoformans
. neoformans
. neoformans

SER.
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> >
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500 bp
400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Figure 1. Agarose gel (3%) electrophoresis, showing the restriction profile obtained with the
enzymes BsmFI (A) and Agel (B). Lanes 1 and 4: 100-bp DNA ladder; lane 2: C. neoformans
var. grubii ser. A (CEMM 03-02-072); lane 3 and 6: Amplicons obtained through the

amplification of the gene CAP59; lane 5: C. gattii ser B (CEMM 03-02-079).
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500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

a b
Figura 2. Polyacrylamide gel (6%) electrophoresis showing a-mating-type profile of the

isolates. Lanes 1-2: C. gattii ser. B (CEMM 03-03-072, CEMM 03-02-079, respectively); lane
3: negative control; lane 4: 100-bp DNA ladder; lane 5-6: C. neoformans var. grubii ser. A

(CEMM 03-02-080, CEMM 05-01-084, 05-01-090, respectively).
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9 CONCLUSOES

- As plantas dos géneros Azadirachta, Cassia, Eucalyptus, Mangifera, Psidium e
Zizyphus ndo sdo nichos importantes para Cryptococcus spp. na regido metropolitana de
Fortaleza, Ceara. Contudo novas buscas ativas devem ser realizadas para se determinar os
nichos ecoldgicos deste microrganismo na regido.

- Resisténcia antifangica priméria frente a itraconazol foi detectada em uma cepa de
C. neoformans var. neoformans de origem ambiental, fazendo-se necessarias mais
investigacOes no sentido de monitorar a resisténcia antifingica desta levedura.

- Dentre os métodos disponiveis para identificacdo de Cryptococcus spp., 0 PCR-REA
apresentou maior nivel de concordancia de resultados com a técnica padrdo ouro; e
demonstrou ser mais informativo do que os métodos manuais, pois permitiu a identificacdo
das variedades e sorotipos de C. neoformans e C. gattii, além de rapidez e especificidade de
deteccdo.

- C. neoformans var. grubii sorotipo A e, em segundo lugar, C. gattii sorotipo B,
caracterizaram-se como os tipos predominantes na regido, tanto em isolados ambientais como
em amostras clinicas.

- O perfil mating-type das cepas de C. neoformans e C. gattii analisadas caracterizou-se como

tipo a.
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10 PERSPECTIVAS

- Com a realizacdo desta presente pesquisa, acredita-se ter contribuido para um melhor
entendimento acerca da epidemiologia, diagnostico micologico e perfil de sensibilidade
antifangica de Cryptococcus spp., impulsionando, assim, a linha de pesquisa em criptococose
do Centro Especializado em Micologia Médica, da UFC, especialmente na area de Biologia
Molecular deste género. Estudos futuros poderdo ser realizados ampliando o numero de
amostras clinicas e ambientais com a obtencéo de isolados oriundos de regides diferentes do
Estado do Ceard. As caracteristicas de fenotipagem e genotipagem fornecidas agregarao
importantes informacdes a micoteca do CEMM, conforme realizado nos centros de referéncia,
sendo possivel disponibilizar cepas devidamente caracterizadas de C. neoformans e C. gattii

para estudos especificos.
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APENDICE A

CORANTES

LACTOFENOL AZUL-ALGODAO

Objetivo:
Fluido de montagem entre lamina — laminula para examinar a micromorfologia das col6nias

fangicas.

Composigéo:

Acido latico 20 g

Fenol 20 g

Glicerina 20 g

Azul-algodéo 0,05 g

Agua destilada 20 ml

Preparo:

Fundir os cristais de fenol e juntar com as demais substancias. Esperar 24 horas e filtrar com
papel filtro. Acondicionar em um frasco conta-gotas de cor ambar. Esse corante pode ser
adquirido ja preparado sob as denominacdes Lactophenol cotton blue (BBL) e corante azul-
algoddo (Newprov). Obs. O azul-algod&do pode ser substituido por qualquer azul de metileno.
Técnica:

Colocam-se duas gotas do lactofenol sobre uma lamina de microscopia limpa. Retira-se um
pequeno fragmento da coldnia fungica a ser estudada, imergindo-o no liquido. Cobrir com

uma laminula e observar ao microscépio éptico na objetiva de 40X.

NIGROSINA (TINTA DA CHINA)

Objetivo:

E um contracorante usado para visualizagdo microscopica (direto do material clinico ou de
culturas) das capsulas de Cryptococcus neoformans.

Composicéao:

Nigrosina 10 g

Solucéo de formaldeido 10% 100 ml
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Dissolver a nigrosina na formalina em banho-maria, aquecendo por 30 minutos. Restituir o
volume evaporado. Filtrar 2 vezes em papel de filtro e acondicionar num frasco de cor &mbar.
Técnica:

Colocar sobre uma lamina de microscopia estéril 2 gotas de nigrosina e , sobre estas, 1-0,2 ml
do material clinico (liquor centrifugado, escarro, dentre outros). Homegeneizar e colocar uma

laminula. Observar ao microscépio 6ptico
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SOLUCOES

TAMPAO FOSFATO SALINA (PBS)

Objetivo:

Esse tampdo possui diversos usos por ser isotbnico e ndo tdxico para as células, mantendo o
pH. E bastante utilizado para diluir substancias ou como solucéo de limpeza celular.
Composigéo:

NaH,P0O,4.2H,0 0,399

Na2HPO,.12H,0 2.67g

NaCl 8,5¢

Preparo:

Dissolver os reagentes em aproximadamente 800mL de &gua deionizada, agitando
manualmente até completa dissolucdo. Ajustar o pH final a 8,0 com solu¢do de HCI 1M,
transferir a solucdo para uma proveta e completar o volume para 1000mL. Autoclavar a 121°C
por 15 minutos, deixar esfriar e estocar a 4°C.

TAMPAO TRIS-BORATO-EDTA 5X PARA ELETROFORESE

Objetivo:

Frequentemente usado em procedimentos envolvendo &cidos nucléicos. Em corridas
eletroforéticas evita que o pH ndo se altere e garante a formacgdo de um campo elétrico.
Composicao:

Tris base 60,59

Acido bérico 30,915¢g

EDTA 9,306g

Preparo:

Dissolver o0s reagentes em aproximadamente 800mL de &gua deionizada, agitando
manualmente até completa dissolucdo. Ajustar o pH final a 8,0 com solugdo de HCI 1M,
transferir a solucdo para uma proveta e completar o volume para 1000mL. Autoclavar a 121°C
por 15 minutos, deixar esfriar e estocar a 4°C. Obs. No momento do uso, diluir o tampao para
1X ou até 0,5X.

TAMPAO TRIS-EDTA

Objetivo:

Frequentemente usado em procedimentos envolvendo acidos nucléicos. Exs: diluicdo de DNA
e componete de tampdes de extracdo de acidos nucléicos.

Composigao:

Tris base 1,12¢g
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EDTA 1,861g

Preparo:

Dissolver os reagentes em aproximadamente 800mL de A&gua deionizada, agitando
manualmente até completa dissolucdo. Ajustar o pH final a 8,0 com solugdo de HCI 1M,
transferir a solucdo para uma proveta e completar o volume para 1000mL. Autoclavar a 121°C
por 15 minutos, deixar esfriar e estocar a 4°C.

TRITON X-100 2%

Objetivo:

Detergente comumente utilizado em processos de extracdo de DNA, pois permite a
solubilizacdo de membranas celulares.

Composigéo:

Triton X-100 2mL

TE g.s.p. 100mL

Preparo:

Misturar os reagentes e estocar a 28°C em um frasco protegido da luz. Se desejar, autoclavar a
121°C por 15 minutos.

SOLUQAO SALINA ACRESCIDA DE CLORANFENICOL PARA ISOLAMENTO DE
CRYPTOCOCCUS SPP.

Objetivo:

Isolamento de Cryptococcus spp. a partir de amostras ambientais contaminadas.

Composigao:

Cloreto de s6dio 0,9 g

Agua destilada 100 ml

Cloranfenicol 0,04g

Preparo:

Misturar a agua destilada e o cloreto de sédio. Autoclavar e distribuir aliquotas de 10 ml em

tubos de vidro com tampa de rosca.
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MEIOS DE CULTURA

AGAR-BATATA

Objetivo:

Usado para realizacdo de microcultivo de fungos filamentosos e estoque de cepas fungicas.
Composigéo:

Infus&o de batatas 500 ml

Dextrose 10 g

Agar bacteriol6gico 15 g

Agua destilada g.s.p. 1000 ml

Preparo:

Cozinhar 250 g de batata inglesa (Solanum tuberosum) descascadas em 500 ml de agua, por 1
hora. Filtrar a infusdo de batatas através de gaze. Restituir o volume inicial de dgua (500 mL)
e acrescentar 500 mL de &gua destilada. Adicionar o agar e a dextrose, dissolvendo-0s
completamente. Autoclavar o meio, por 15 minutos, a 121 °C, e distribuir aliquotas de 4 mL
em tubos de vidro. Deixar solidificar, na posicéo inclinada, de modo a obter uma superficie de
aproximadamente 6 cm. Obs.: Esse meio pode ser adquirido comercialmente, na forma
desidratada, sob as denominacdes: Agar-batata (DIFCO), Potato dextrose Agar (OXOID) e
Agar-Pommede-Terre (Sanofi-Institut Pasteur).

AGAR C.G.B. (CANAVANINA, GLICINA, AZUL DE BROMOTIMOL)

Objetivo:

Realizar a tipagem de Cryptococcus neoformans, diferindo a var. neoformans, que nao
consegue crescer nesse meio, da var. gattii, que se desenvolve bem na presenca da glicina e
modifica a cor do meio para azul-cobalto em 48 h-5 dias.

Composicao:

Agua destilada 880 mL

Solucéo B 20 mL

Solucdo A 100 mL

Agar bacterioldgico 20 g

Preparo:

Solucéo A

Glicina10g

Fosfato de potassio monobasico 1 g

Sulfato de magnésio 1 g

Sulfato de L-canavanina 30 mg
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Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Preparo:

Dissolver os ingredientes em um béquer e ajustar o pH para 5,6. Filtrar a solugdo com um
filtro 0,22 um. Distribuir aliquotas de 100 mL. Estocar em refrigerador.

Solucéo B

Azul de bromotimol 0,4 g

Hidrdoxido de sodio 0,01 N 64 mL

Agua destilada 36 mL

Preparo da Solucdo de NaOH 0,01 N

NaOH 0,04g

Agua destilada 100 mL

Preparo:

Dissolver o azul de bromotimol em NaOH e adicionar agua. Acondicionar em frasco de cor
ambar e manter sob refrigeracdo. Dissolver completamente o &gar em &gua destilada.
Adicionar a solucdo B. Autocalvar o meio, por 15 minutos, a 121 °C, e resfriar até 48°C.
Acrescentar 100 mL da solucdo A, homogeneizar o meio e distribuir aliquotas de 4 ml em
tubos de ensaio. Deixar solidificar, na posicdo inclinada, de modo a obter uma superficie de
aproximadamente 6 cm.

AGAR-NIGER

Objetivo:

Usado para identificacdo presuntiva de Cryptococcus neoformans, baseando-se na capacidade
dessa espécie em produzir a enzima fenoloxidade quando em presenca de tirosina e acido
clorogénico contido em algumas sementes, tais como a Guizottia abyssinica, fornecendo ao
meio uma pigmentacdo castanha caracteristica.

Composicao:

Dextrose 10 g

Creatinina 780 mg

Clorafenicol 50 mg

Difenil 100 mg

Extrato de semente de niger 200 mL

Agar bacteriol6gico 20 g

Agua destilada 800 mL

Preparo:

Extrato de sementes de niger (Guizottia Abyssinica)
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Pesar 70 g de sementes de niger pulverizadas em almofariz com pistilo. Suspender em 350 ml
de &gua destilada. Autoclavar, durante 10 minutos, a 121°C. Filtrar atraveés de gaze e
acondicionar em frasco estéril. Dissolver o 4gar em 800 ml de &gua destilada, aquecendo-o
em banho-maria. Adicionar as demais substancias, agitando para homogeneizar o meio.
Autolcalvar e distribuir em placas de Petri médias ou em tubos de ensaio. Acondicionar, sob
refrigeracéo, até o0 momento do uso.

AGAR-SABOURAUD 2%

Objetivo:

E o principal meio de cultura usado nem micologia. Utiliza-se para o cultivo priméario geral
dos fungos (leveduras, filamentosos e alguns dimorficos), em especial para os dermatdfitos,
uma vez que as principais caracteristicas macro e microscopicas desse grupamento fungico
sdo classicamente descritas a partir do seu crescimento nesse meio. A composicdo do agar-
Sabouraud foi, inicialmente, proposta de Raymond Sabouraud, em 1904, e vem apresentando
inimeras modificacbes com o passar dos anos, com alteracfes na quantidade de alguns
componentes, tais como a dextrose e a adi¢do de substancias inibidoras, como clorafenicol e a
cicloeximida.

Composicao:

Peptona 10 g

Dextrose 40 g

Agar bacteriol6gico 20 g

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Preparo:

Dissolver &gar, peptona e dextrose em A&gua destilada, aguecendo em banho-maria.
Autoclavar, por 15 minutos, a 121°C. Distribuir aliquotas de 4 ml em tubos de ensaio. Deixar
solidificar, na posicdo inclinada, de modo a obter um superficie de 6 cm.

AGAR-UREIA DE CHRISTENSEN’S

Objetivo:

Utilizado para diferenciar algumas espécies do género Trichophyton, como o T.
mentagrophytes (que hidrolisa a ureia) e o T. rubrum (que ndo hidrolisa a ureia). E usado,
ainda, para diferenciar as leveduras pertencentes aos filos Ascomycotina (p.ex., Candida sp.,
que ndo hidrolisa a ureia) e Basidiomycotina (p. ex., Rhodotorula sp. E Malassezia sp., que
hidrolisam a ureia). Esse teste baseia-se na capacidade de determinadas espécies fungicas de
produzir enzima urease, a qual hidrolisa a ureia, liberando aménia e alcalinizando o meio,
fazendo com que a coloragdo do meio passe do amarelo para 0 rosa-escuro.

Composigao:
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Solucéo A:

Agar-base ureia (Christensen’s) 29 g

Agua destilada g.s.p. 100 mL

Suspender o &gar-base ureia e, em agua destilada, misturar até dissolver completamente.
Esterilizar por filtracdo. Distribuir aliquotas de 10 mL e manter sob refrigeracdo até o
momento do uso.

Solucéo B:

Agar bacterioldgico 15 g

Agua destilada 900 mL

Dissolver o 4gar em agua destilada. Distribuir aliquotas de 90 mL, em balbes de vidro e
esterilizar em autocalve, a 121°C , por 15 minutos.

Preparo:

Para preparar 100 mL de meio, é necessario fundir 90 ml da solucédo B, esperar esfriar até que
a solucéo atinja aproximadamente 50°C e adicionar 10 mL da solu¢cdo A. Homogeneizar bem
a mistura e distribuir aliquotas de 1mL em tubos de ensaio estéreis. Deixar solidificar na
posicdo inclinada. Obs. A leitura desse teste deve ser feita até 96 horas apds semeado, uma
vez que, em longo prazo, com o esgotamento do substrato do meio, os fungos morrem e,
consequentemente, liberam metabdlitos alcalinos que promoverdo a viragem da coloracdo do
meio, inutilizando a leitura.

AGAR FUBA (CORNMEAL TWEEN) 80

Objetivo:

Realizagcdo de microcultivos de leveduras, pois permite a formacao de estruturas como hifas,
pseudo-hifas e blastoconideos, que possibilitam a identificacdo do género, ou mesmo da
espécie estudada. E utilizado principalmente para diferenciar espécies do género Candida.
Composicao:

Fubéa de milho 40g

Dextrose 10g

Agar bacterioldgico

Agua destilada g.s.p 1000mL

Preparo:

Dissolver o fuba de milho em 500mL de agua e ferver em banho-maria por aproximadamente
40 minutos. Deixar esfriar e filtrar com gaze. Em recipiente separado, dissolver o agar
bacteriolégico em 500mL de agua destilada e juntar com o extrato de fuba e o Tween 80.
Homogeneizar e autoclavar por 15 minutos, a 121°C. Esse meio também pode ser adquirido
comercialmente na forma desidratada sob a denominagéo de Cornmeal (DIFCO).
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MEIO DE ASSIMILIACAO DE CARBOIDRATOS (MEIO C)

Objetivo:

Analisar a capacidade das leveduras de assimilar diferentes carboidratos.

Composicao:

Meio basal

Agar bacterioldgico 20 g

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Solucao estoque de Yest Nitrogen Base

Yeast Nitrogen Base (DIFCO) 6,7 g

Agua destilada g.s.p. 100 mL

Preparo:

Meio basal

Dissolver o 4gar em agua destilada, aquecendo-o em banho-maria. Autoclavar,

por 15 minutos, a 121 °C. Distribuir aliquotas de 40 mL.

Solucéo estoque de Yest Nitrogen Base

Dissolver o Yeast Nitrogen Base em 100 mL de &gua destilada e deionizada; esterilizar por
filtracdo. Distribuir aliquotas de 10 mL e estocar em frasco de cor @ambar na geladeira.
Preparo final do meio

Para cada aliquota de 40 mL do meio basal, acrescentar 0,4 mL da solul¢éo estoque de Yeast
Nitrogem Base. Atencdo: sO acrescentar a solucdo de Yeast Nitrogem Base quando o meio
basal estiver com a temperatura aproximada de 48 °C.

MEIO RPMI — MOPS

Objetivo:

Meio de cultura padronizado pelo NCCLS, para execucdo de testes de susceptibilidade a
antifangicos, mediante técnica da microdiluicdo em caldo (documento M-27 A2, 2002).
Composigao:

RPMI 1640 (com glutamina e sem bicarbonato de sodio) 10,5 g

MOPS (acido 2-[N-morfolino]-propanossulfénico) 34,5 g

Clorafenicol 0,5 g

Agua destilada g.s.p. 1000 mL

Preparo:

Dissolver os componentes em agua destilada. Ajustar o pH final para 7,0 ( com solugédo de
hidroxido de s6dio 10 N). Homogeneizar e esterilizar o meio pro filtragdo. Manter sob
refrigeracéo até 0 momento do uso. O meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) é

uma mistura de sais enriquecidos com amino&cidos e vitaminas, sendo quimicamente definido
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e livre de macromoléculas. Esse meio é fornecido comercialmente, na forma desidratada, em
po ou liquido. Por ser higroscopico, deve ser protegido do meio ambiente, especialmente de
lugares umidos. Nao sdo recomendadas prepara¢fes com concentracdes maiores do que as

preconizadas pelo fabricante, em razdo da grande possibilidade de formacéao de precipitados.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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