UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA

AMANDA CRISTINA ARAUJO

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE Cryptococcus spp. A PARTIR DE
AMOSTRAS AMBIENTAIS DO ENTORNO DE HOSPITAIS DA CIDADE DE BELO
HORIZONTE

Belo Horizonte

2022



AMANDA CRISTINA ARAUJO

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE Cryptococcus spp. A PARTIR DE
AMOSTRAS AMBIENTAIS DO ENTORNO DE HOSPITAIS DA CIDADE DE BELO
HORIZONTE

Dissertacdo submetida ao Programa de Poés
Graduagao em Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais
como requisito parcial para obtengao do grau de
Mestre.

Orientadora: Profa. Dr. Susana Johann
Coorientadora: Profa. Dra. Kelly Moura Keller

Belo Horizonte

2022



043

Araujo, Amanda Cristina.

Isolamento e identificacdo de Cryptococcus spp. a partir de amostras
ambientais do entorno de hospitais da cidade de Belo Horizonte [manuscrito] /
Amanda Cristina Aradjo. — 2022.

132 f.: il. ;29,5 cm.

Orientadora: Profa. Dr. Susana Johann. Coorientadora: Profa. Dra. Kelly

Moura Keller.
Dissertagéo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biologicas. Programa de Pés-Graduacdo em Microbiologia.

1. Microbiologia. 2. Cryptococcus. 3. Ecoepidemiologia. 4. Hospitais. I.

Johann, Susana. Il. Keller, Kelly Moura. lll. Universidade Federal de Minas
Gerais. Instituto de Ciéncias Biologicas. IV. Titulo.

CDU: 579

Ficha Catalografica elaborada por Fabiane C M Reis CRB 6 2680




SEI/UFMG - 1322883 - Ata https://sei.ufimg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web...

o "COERAL o7e,

N\

PR PR Z5)
[y ey
.\ » . .
s AN E9) A "\ .
soi L LR, Lo
i =] tme
=2 J v S
L hup 38
I ——————————— W ]
.'.- % INCIPIT VITA NOVA S ..°
= W SN

-..{2.’.;?’-‘. B .i'(; --“"E..\. X
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CURSO DE POS-GRADUAGCAO EM MICROBIOLOGIA
ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO
ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE AMANDA CRISTINA ARAUJO

N° REGISTRO: 2020659276

As 14:00 horas do dia 04 de abril de 2022, reuniu-se, por via remota, a Comissdo Examinadora composta
pelos Drs. Nalu Teixeira de Aguiar Peres (Departamento de Microbiologia/ICB/UFMG), Rafael Wesley
Bastos (Universidade Federal do Rio Grande do Norte), Profa. Dra. Susana Johann (orientadora) e Kelly
Moura Keller (coorientadora), para julgar o trabalho final “Isolamento e identificagdo de Cryptococcus
spp. a partir de amostras ambientais do entorno de hospitais da cidade de Belo Horizonte.”, da aluna
Amanda Cristina Araljo, requisito final para a obten¢do do Grau de MESTRA EM CIENCIAS BIOLOGICAS:
MICROBIOLOGIA. Abrindo a sessdo, a Presidente da Comissdo, Profa. Dra. Susana Johann - orientadora,
apos dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra
a candidata, para a apresentacdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos Examinadores, com a
respectiva defesa da candidata. Logo apds, a Comissdo se reuniu, sem a presenca da candidata e do
publico, para julgamento e expedicdo de resultado final. A candidata foi considerada APROVADA. O
resultado final foi comunicado publicamente a candidata pela Presidente da Comissdo. Nada mais
havendo a tratar, a Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ata, que serd assinada por todos os
membros participantes da Comissao Examinadora. A candidata tem 60 (sessenta) dias, a partir desta data,
para entregar a versao final da dissertagdo ao Programa de Pds-graduacdao em Microbiologia da UFMG e

requerer seu diploma.

Belo Horizonte, 04 de abril de 2022

Membros da banca:
Profa. Dra. Nalu Teixeira de Aguiar Peres

Dr. Rafael Wesley Bastos

De acordo:
Profa. Dra. Susana Johann
(Orientadora)

Kelly Moura Keller

1 of2 07/04/2022 09:41



SEI/UFMG - 1322883 - Ata https://sei.ufimg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web...

(Coorientadora)

Profa. Dra. Daniele da Gldria de Souza
(Coordenadora do Programa de Pds-graduacao

em Microbiologia)

Seil Documento assinado eletronicamente por Daniele da Gloria de Souza, Coordenador(a) de curso de
et @ pos-graduagdo, em 06/04/2022, as 09:22, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no

eletronica art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

-

r——

Seil Documento assinado eletronicamente por Nalu Teixeira de Aguiar Peres, Professora do Magistério
o @ Superior, em 06/04/2022, as 09:29, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52
eletrbnica do Decreto n210.543, de 13 de novembro de 2020.

————
Seil Documento assinado eletronicamente por Kelly Moura Keller, Professora do Magistério Superior,
e @ em 06/04/2022, as 12:06, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto

eletrdnica n2 10.543, de 13 de novembro de 2020.

r

Seil Documento assinado eletronicamente por Rafael Wesley Bastos, Usuario Externo, em 06/04/2022,
o @ as 14:28, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52 do Decreto n2 10.543, de 13

eletrdnica de novembro de 2020.

r

Seil Documento assinado eletronicamente por Susana Johann, Coordenador(a) de curso de pds-
] [ﬂ graduagdo, em 06/04/2022, as 15:58, conforme hordrio oficial de Brasilia, com fundamento no art. 52

do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

-~

eletrénica

Referéncia: Processo n2 23072.230923/2021-89 SElI n© 1322883

2 of 2 07/04/2022 09:41


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

Dedico este trabalho
a minha falecida avo, Maria Ferreira, que
empenhou seus ultimos anos de vida para que

eu pudesse concluir os estudos.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por conseguir finalizar o trabalho em meio a uma
pandemia mesmo com as perdas e obstaculos impostos durante a jornada.

Agradeco aos meus pais, Marisa e Derci, por todo o carinho e dedicagdo incondicional,
pelo apoio nos momentos de crise e por ndo desistirem de mim nos momentos mais dificeis.

Agradego a equipe da GAB-Vet, Graciela, Mel e Ana, por me receber com tanto carinho
e por me confiar o projeto que daria inicio a essa jornada.

Ao LAMICO por me receber desde a iniciagdo cientifica e por me ensinarem que o
laboratorio pode ser mais que um simples local de trabalho. Agradego principalmente Kelly,
Lauranne e Gabriela por todo o carinho, cuidado e ensinamentos.

Agradego também ao grupo dos Antifingicos, principalmente Lorena e Glenda que
estiveram presentes, ndo apenas no convivio diario, mas no suporte experimental e emocional.

Agrade¢o a minha orientadora Susana pela confianca em me receber mesmo sem
conhecer meu trabalho. A todos os colegas do laboratorio que se tornaram amigos, em especial
Eldon, Gisele, Flavia e Angela, que foram verdadeiros anjos na rotina laboratorial, tornando o
trajeto mais leve, alegre e reduzindo a ansiedade do percurso.

Agradeco aos membros da comissdo examinadora, Nalu, Rafael e Danielle por
aceitarem participar desta importante etapa de minha trajetoria académica e por colaborarem
com a elaboracao deste trabalho.

A todos aqueles que, embora ndo tenham sido citados aqui, contribuiram de alguma
forma para a minha formacdo e educacdo durante toda a minha vida, os meus sinceros

agradecimentos.



RESUMO

Cryptococcus spp. sdo leveduras encapsuladas, cosmopolitas, globalmente distribuidas
e frequentemente associadas a excretas de aves. As principais espécies de importancia clinica
sdao o chamado complexo Cryptococcus gattii/neoformans, entretanto, outras espécies também
sdo reportadas como causadoras de doengas em pacientes com ou sem comprometimento
imunolégico, sendo o primeiro grupo mais comumente afetado. Algumas destas espécies sdo,
atualmente, reclassificadas em géneros como Papiliotrema sp., Kwoniella sp. e Naganishia sp..
Estudos ecoepidemioldgicos sdo importantes para o mapeamento e prevencao de riscos
associados a doengas uma vez que contemplam, ndo s6 o agente infeccioso, mas também a
ecologia do agente, seus carreadores, bem como os mecanismos ambientais, demograficos,
regionais ou socioecondmicos que possam interferir na distribui¢do do microrganismo e
propagacao da infec¢do. Deste modo, o presente estudo teve por objetivo a verificagdo da
presenga e a relagdo destas leveduras com o ambiente e o potencial risco a elas associado. As
coletas foram realizadas no entorno de cinco hospitais da cidade de Belo Horizonte com
consideravel fluxo de pacientes imunossuprimidos. O material coletado foi submetido a
processamento e isolamento de leveduras e estas identificadas por biologia molecular e
avaliadas quanto a termotolerancia, melanizacdo e producdo de enzimas como proteinase,
fosfolipase, urease e catalase. Dentre os isolados, apesar de ndo terem sido encontrados
representantes do complexo gattii/neoformans, houve um percentual positivo de 17,54%
(50/285) para outras espécies que também podem ser consideradas de crescente relevancia
clinica. No entorno dos hospitais de Belo Horizonte foram encontradas as leveduras dos géneros
Papiliotrema (66% - 33/50), Naganishia (18% - 9/50), Kwoniella (14% - 7/50) e Hannaella
(2% - 1/50) sendo estes divididos entre as espécies Papiliotrema laurentii (34,00% - 17/50),
Papiliotrema terrestris (20,00% - 10/50), Papiliotrema flavescens (4,00% - 2/50),
Papiliotrema rajasthanensis (2,00% - 1/50), Naganishia albida (8,00% - 4/50), Naganishia
diffluens (4,00% - 2/50), Naganishia cerealis (2,00% - 1/50), Kwoniella heveanensis (14,00%
- 7/50) e Hannaella luteola (2,00% - 1/50). P. laurentii € K. heveanensis estiveram presentes
em todos os hospitais e, considerando os testes de viruléncia, P. laurentii foi a Unica espécie
com representantes positivos em 7 dos 9 testes aplicados (20% - 10/50).Estes resultados nos
mostram que, embora menos comuns em relatos de casos e pesquisas cientificas, espécies nao
pertencentes ao complexo C. gatti/neoformans e atualmente reclassificadas podem apresentar
fatores de viruléncia e condi¢des de dispersao favoraveis ao microrganismo em uma possivel

infec¢ao do hospedeiro.



Palavras-chave: Cryptococcus sp., Papiliotrema sp., Kwoniella sp., Naganishia sp.,
ecoepidemiologia, hospitais, Belo Horizonte



ABSTRACT

Cryptococcus spp. are encapsulated, cosmopolitan, globally distributed yeasts
frequently associated with bird excrements. The main species of clinical importance are the so-
called Cryptococcus gattii/neoformans complex, however, other species are also reported to
cause disease in patients with or without immunological impairment, the first group being most
commonly affected. Some of these species are currently reclassified into genera such as
Papiliotrema sp., Kwoniella sp. and Naganishia sp. Ecoepidemiological studies are important
for the mapping and prevention of risks associated with diseases since they contemplate not
only the microorganism. Thus, the present study aimed to verify the presence of these yeasts
and their relationship with the environment and the potential risk associated with them. The
samples were collected from five hospitals in the city of Belo Horizonte, with a considerable
flow of immunosuppressed patients. The collected material was submitted to processing and
isolation of yeasts, which were identified by molecular biology and evaluated for
thermotolerance, melanization and production of enzymes such as proteinase, phospholipase,
urease and catalase. Among the isolates, although no representatives of the C. gattii/neoformans
complex were found, there was a positive percentage of 17,54% (50/285) for other species that
can also be considered of increasing clinical relevance. In the Belo Horizonte hospitals
surroundings, yeasts of the genera Papiliotrema (66% - 33/50), Naganishia (18% - 9/50),
Kwoniella (14% - 7/50) and Hannaella (2% - 1/50) were found, being divided among the
species Papiliotrema laurentii (34,00% - 17/50), Papiliotrema terrestris (20,00% - 10/50),
Papiliotrema flavescens (4,00% - 2/50), Papiliotrema rajasthanensis (2,00% - 1/50),
Naganishia albida (8,00% - 4/50), Naganishia diffluens (4,00% - 7/50), Naganishia cerealis
(2,00% - 1/50), Kwoniella heveanensis (14% - 7/50) and Hannaella luteola (2,00% - 1/50). P.
laurentii and K. heveanensis was present in all hospitals and, considering the virulence tests, P.
laurentii was the only species with positive representatives in 7 of the 9 tests applied (20% -
10/50). These results show us that, although less common in case reports and scientific research,
species not belonging to the C. gatti/neoformans complex and currently reclassified may
present virulence factors and favorable dispersal conditions for the microorganism in a possible

host infection.

Keywords: Cryptococcus sp., Papiliotrema sp., Kwoniella sp., Naganishia sp.,

ecoepidemiology, hospitals, Belo Horizonte
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1. INTRODUCAO

Com os avangos da medicina e consequente melhora dos tratamentos médicos € possivel
observar o aumento da longevidade de populagdes de risco como pacientes imunossuprimidos.
Tal avango pode estar intimamente relacionado ao aumento de outras doencas que acabam
surgindo em decorréncia de fatores preexistentes ou da baixa imunologica do hospedeiro. Esse
cenario € observado no aumento dos casos de micoses sist€émicas que estao atreladas, por
exemplo, ao avango nos tratamentos de pacientes portadores do virus da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (LIU et al., 2014; HONG et al., 2017).

As micoses sistémicas possuem diferentes caracteristicas quanto a epidemiologia e
distribuicao geografica, entretanto, fatores de risco como transplante de 6rgaos, doengas
autoimunes, uso de quimioterapicos, terapias com altas ou prolongadas doses de corticoides, a
ja citada SIDA, entre outros fatores, podem aumentar ou agravar a incidéncia destas infec¢des
no hospedeiro (LIU et al., 2014; HONG et al., 2017, MONTOYA, et al. 2021; ZAVALA;
BADDLEY, 2020).

A criptococose esta entre as micoses invasivas mais frequentemente diagnosticadas,
pertencendo ao género Cryptococcus. E considerada a principal causa de meningoencefalite
fingica, afetando individuos imunossuprimidos e imunocompetentes. Seus niveis de
mortalidade tornam-se acentuados em grupos de risco, principalmente em individuos
portadores do virus HIV. A infecgdo por essa levedura também pode apresentar outras formas
clinicas de manifestagdo, acometendo 6rgaos como pulmdes, promovendo quadros de fungemia
ou, ainda, lesdes em ossos, pele e tecidos moles (MORETTI et al., 2008; MONTOYA, et al.
2021; ZAVALA; BADDLEY, 2020).

Outro fator importante acerca da criptococose ¢ a relagao do fungo causador da doenga
com as excretas de aves e quirdpteros. Essa relacao € possivel devido a presenca de creatinina,
acido urico, purinas e xantinas, utilizadas e consideradas como um importante fator de
crescimento para o microrganismo (TENCATE et al., 2012; PEREIRA et al., 2014; MENDES,
2018). Podem permanecer viaveis no solo por mais de dois anos (QUEIROZ et al., 2008) e
possuem fatores de viruléncia que corroboram para esta viabilidade, bem como para invasio e
infec¢do do tecido hospedeiro (BOVERS et al,, 2008; DERENGOWSKI, 2011).

Apesar da disponibilidade de farmacos antifiingicos, esta doenca ainda apresenta taxas
de mortalidade consideraveis, fazendo-se necessario o conhecimento epidemiologico, seus
dispersores e, ainda, a manutencdo de rastreamento/monitoramento destas leveduras de modo

a evitar riscos a ela associados (MONTOYA, et al. 2021).
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Cryptococcus spp.

Cryptococcus spp. ¢ um género de fungo de hébito saprofitico e nicho ecologico
relacionado, principalmente, a cascas ou cavidades de arvores, madeira em decomposicao,
excretas de pdassaros, solo e outras matérias organicas sendo C. gattii menos presente em
excretas de aves.(BARBOSA et al., 2006; SEVERO et al., 2009; ARAUJO et al., 2015;
SIMOES, 2017; FARRER et al., 2021; MONTOYA et al; 2021)e, embora mundialmente
distribuido, seu histdrico de estudos ¢ relativamente recente e permanece com algumas lacunas
a serem preenchidas (BOVERS et al., 2008).

As leveduras do género Cryptococcus sao consideradas cosmopolitas e apresentam
caracteristicas que as tornam agentes de grande importancia em micologia médica. Sao
haploides, encapsuladas, reproduzindo-se predominantemente por brotamentos sendo uni ou
bibrotantes (reprodugio assexuada) e podem estar presentes em uma gama de ambientes (FILTU
etal., 2002; DERENGOWSKI, 2011; ROCHA et al., 2014; FARRER et al., 2021; MONTOYA
et al; 2021).

2.1.1. TAXONOMIA

Cryptococcus spp. era dividido em aproximadamente 75 espécies sendo duas as
principais devido ao seu potencial patogénico para humanos e animais (SEVERO et al., 2009;
PEREIRA et al., 2014; MONTOYA et al; 2021). Dentre estas, C. neoformas tem conhecido
carater oportunista, estando relacionada a quadros de infecgdo em individuos
imunocomprometidos (PEREIRA et al., 2014; ROCHA et al., 2014). Seu isolamento ocorre
frequentemente em amostras de sangue e urina dos pacientes e seu indice de letalidade costuma
ser expressivo (CONTIN et al.,, 2010). Além disso, se estabelece em dois reservatdrios naturais
distintos: as excretas de aves, sendo os pombos (Columba livia) os mais citados, e restos de
arvores em decomposi¢do. C. gattii estd mais relacionado a infec¢des em individuos higidos e
possui distribui¢do mais restrita a regioes de clima tropical e subtropical além de estreita relagao
com arvores e plantas em decomposicdo, sendo as arvores de eucalipto (Eucalyptus
camaldulensis) o reservatorio mais comum e mais estudado (FILIU et al., 2002; PEREIRA et
al., 2014; ROCHA et al, 2014; FARRER et al, 2021; FIRACATIVE et al., 2021). Esta

variedade usualmente ocasiona consolidagdes pulmonares, sendo mais facilmente detectada no
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escarro. Seu tratamento costuma ser mais prolongado e, por vezes, demanda cirurgia pulmonar
ou cerebral, entretanto, seu indice de letalidade ¢ menor que em C. neoformans (CONTIN et
al., 2010).

As espécies mais estudadas deste complexo sdao comumente classificadas em cinco
sorotipos capsulares — classificacdo baseada nas reagdes de aglutinacdo dos antigenos dos
polissacarideos capsulares — e oito gen6tipos moleculares — classificagdo baseada nas diferengas
das estruturas capsulares ¢ de DNA conforme tabela abaixo (SEVERO et al, 2009;
MONTOYA et al; 2021).

Tabela 1. Variagdes, sorotipos capsulares e genotipos moleculares de C. neoformans e

C. gattii
Espécie Variacao Sorotipo capsular Genotipo molecular

C. neoformans Grubii A VNI
Grubii A VNII

AD (hibrido) VNIII
neoformans D VNIV

C. gattii Gattii B VGI

Gattii B VGII

Gattii B VGIII
Gattii C VGIV

Fonte: Adaptado de Trilles et al., 2008, Severo et al., 2009; e Colombo et al., 2015.

Entretanto, estudos mais recentes propdem a alteragdo da classificagdo acima citada. Para
HAGEN e colaboradores (2015), apos levantamento de dados embasados em pesquisas
bibliograficas e realizagdo de estudos genotipicos e fenotipicos, foi apresentada relevante
heterogeneidade genética entre as espécies do complexo C. neoformans/C. gattii. Com base
nessa diversidade, os autores propuseram a criacdo de uma nova nomenclatura contendo sete
espécies as quais nomearam C. neoformans, C. deneoformans, C. gattii, C. bacillisporus, C.
deuterogattii, C. tetragattii e C. decagattii, além de seus hibridos C. neoformans x C.
deneoformans, C.neoformans x C. gattii e C. deneoformans x C. gattii.

Em contraponto, kwon-Chung e colaboradores (2017) acreditam que, embora seja
necessario o estudo e descoberta das diferengas entre as leveduras, nem sempre essas
divergéncias bioldgicas serdo clinicamente relevantes ou facilmente identificaveis no contexto
cotidiano. Desta forma, nomear cada clado como uma espécie separada poderia, além de gerar

certa instabilidade na nomenclatura do grupo, ser passivel de atrito e/ou confusdes de
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identificagdes futuras devido a manuten¢do dos nomes C. gattii € C. neoformans dentro das
novas espécies criadas. Para tanto, os autores sugerem o uso de “complexo de espécies
de Cryptococcus neoformans” e “complexo de espécies de Cryptococcus gattii” como etapa
intermediaria até se conhecer melhor as caracteristicas dos fungos estudados de modo a evitar
demasiado transtorno. Citam ainda que tal procedimento j& foi adotado para manter a
estabilidade nomenclatural em outras situacdes como no caso docomplexo de
espécies Fusarium e o complexo de espécies Scedosporium.

Posteriormente, o género sofreu nova reclassificacdo, tendo alteragao em nomenclaturas
de espécies fora do complexo gatti/neoformans. Essas alteragdes ocorreram com base em sete
genes diferentes e fez com que espécies como a antiga Cryptococcus laurentii se tornasse
sinonimo de Papiliotrema laurentii. Algumas espécies de interesse médico foram
reclassificadas e incluidas nos géneros Papiliotrema e Naganishia, outras incluidas ao género
Kwoniella (LIU et al, 2015; OLIVEIRA et al., 2021).

A referida alteragdo das nomenclaturas pode ser observada na tabela 2 e um breve

histérico de Cryptococcus spp. na figura 1.

Tabela 2. Nova classificacdao do género Cryptococcus

ANTIGA

Cryptococcus adeliensis
Cryptococcus albidosimilis
Cryptococcus albidus
Cryptococcus cerealis
Cryptococcus diffluens
Cryptococcus liquefaciens
Cryptococcus flavescens
Cryptococcus laurentii
Cryptococcus mangaliensis
Cryptococcus rajasthanensis
Cryptococcus terrestris

Cryptococcus heveanensis

Fonte: Adaptado de Liu ez al., 2015; e Oliveira et al.,

ATUAL

Naganishia adeliensis
Naganishia albidosimilis
Naganishia albida
Naganishia cerealis
Naganishia diffluens
Naganishia liquefaciens
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema mangaliensis
Papiliotrema rajasthanensis
Papiliotrema terrestris

Kwoniella heveanensis

2021.
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*Inicio dos estudos com o primeiro isolado de Saccharomyces neoformans em suco de péssego na Italia por
Sanfelice.

* Saccharomyces hominis foi observado em infeccdo de um paciente aleméo

* Levedura baciliforme encapsulada denominada Saccharomyces subcutaneos tumefaciens isolado de um homem saudavel na
Franca

* Apds estudar varias destas culturas e ndo encontrar caracteristicas comuns do género Saccharomyces, como ascosporos,
Vuillemin as classifica como género Cryptococcus.

* C. hominis foi descrito como sinénimo de C. neoformans

* Uma variedade atipica foi isolada de um paciente leucémico e descrita como C. neoformans var. gattii

* Descoberta do teleomorfo (cruzamento de duas cepas do sorotipo D) denominado Filobasidiella neoformans

* Descri¢do do teleomorfo Filobasidiella bacilliospora (cruzamento das cepas dos sorotipos B e C)

« Juncdo das duas espécies em variagdes de C. neoformans: C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii

* Franzot e colaboradores, baseados em dados fenotipicos e genotipicos, propuseram uma terceira variedade: grubii corresponte
ao serotipo capsular A

* C. gatti foi descrito como espécie separada de C. neoformans

* Proposta de nova nomenclatura incluindo sete novas espécies para o com plexo C. neoformans/C. gattii.
* Reclassificac@o do género transferindo alguns representantes para géneros como: Naganishia, Papiliotrema e Kwoniella.

+E reconhecido o complexo de espécies C. neoformans/C. gattii

* Reclassificagdo de algumas espécies do género (Papiliotrema sp., Naganishia sp., Kwoniella sp. entre outros)

Figura 1. Evolugao cronolégica das espécies de Cryptococcus.

Fonte: Adaptado de Bovers et al., 2008; Liu et al., 2015; e Oliveira et al., 2021
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2.1.2. OUTRAS ESPECIES DE Cryptococcus

Apesar de ndo pertencerem ao chamado complexo C. gattii/C. neoformans e de terem
sofrido reclassificagdo nos ultimos anos, algumas espécies podem também apresentar risco a
satide humana e animal em maior ou menor grau. (FERNANDES et al., 2016; LIU et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2021). Johnson e colaboradores (1998), ja relatavam a capacidade destas
espécies ndo pertencentes ao complexo gatti/neoformans em ocasionar infeccdes clinicas
variando de lesdes cutaneas a fungemia. Os pesquisadores atribuiam aos casos de fungemia a
aquisicao de forma nosocomial, na qual os fomites hospitalares teriam papel fundamental neste
processo.

Leveduras como Papiliotrema laurentii, Naganishia albida, Vanrija humicola e
Cutaneotrichosporon curvatus, todas pertencentes anteriormente ao género Cryptococcus,
podem ser considerados patdégenos emergentes em pacientes com algum grau de
imunossupressdo. Estas espécies sdo responsaveis por manifestacdes clinicas que variam de
lesdes cutaneas a fungemia, esta ultima bastante comum para P. laurentii (MORETTI et al.,
2008; LIU et al.; 2015; OLIVEIRA et al., 2021).

Menos comum, mas ainda de interesse, algumas das leveduras citadas anteriormente,
como P. laurentii ou mesmo C. neoformans, podem desenvolver um caso de criptococose
cutanea primadria, na qual a infec¢do da pele ocorre sem que haja qualquer acometimento dos
orgaos internos. Ainda que mais prevalente em pacientes com certo grau de comprometimento
imunolégico, pode também acometer individuos higidos (MOLINA-LEYVA et. al, 2013;
SANCHES et al., 2018).

2.2. FATORES DE VIRULENCIA
2.2.1. CAPSULA

As leveduras de Cryptococcus spp. possuem envoltério constituido por uma capsula
espessa de polissacarideos antigénicos sendo a glucuronoxilomanana (GXM) responsavel por
cerca de 90% de sua constituicdo. A GXM ¢ composta basicamente por acido glicurdénico,
xilose e manose ¢ as diferengas em sua estrutura sao a base para a sorotipagem dos isolados.
Este polissacarideo € responsavel por potencializar a infec¢do, inibindo a resposta inflamatoria
e a fagocitose, além de reprimir tanto a imunidade humoral quando a celular (CONTIN et al.,

2010, DERENGOWSKI, 2011; MONTOYA, et al. 2021).
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Ainda estdo presentes a galactoxilomanana (GalXM) e manoproteinas (MP). A GalXM
¢ composta de galactose, xilose e manose e possui propriedades antigénicas de particular
interesse. As MP sdo constituidas por manose como carboidrato predominante, entretanto, ndo
ha muita informagao sobre sua estrutura e fungdo (DERENGOWSKI, 2011).

A capsula deste microrganismo permite adaptagdo a tensdes extremas como
indisponibilidade de nutrientes, alteragdoes de pH, e temperatura, estresse osmotico, alteragdes
de concentracdo de oxigénio atmosférico ou dioxido de carbono (CO3), presenga de drogas
antifiingicas ou sinais relacionados a biologia do hospedeiro. Desta forma, além de protegé-lo
contra dessecacdo em ambiente natural, utiliza-se também dessa configuracdo capsular nos
tecidos do hospedeiro infectado, fato que o torna unico entre os fungos patogénicos (REOLON
et al., 2004; CONTIN et al., 2010; MONTOYA, et al. 2021).

Sua céapsula atua na resisténcia a fagocitose mediada por macréfagos, neutrédfilos e
monocitos. A juncdo dos constituintes de sua capsula faz com que este patdogeno desempenhe
varios efeitos imunomodulatérios sobre a resposta do hospedeiro, ndo sé na inibicdo da
fagocitose, mas também na supressao da imunidade mediada por células T e tolerancia
imunogénica (QUEIROZ et al., 2008). A alteracao do tamanho e densidade da capsula deste
fungo esta diretamente relacionada a capacidade de fagocitose dos macrofagos hospedeiros e a
auséncia desta caracteristica em determinadas cepas sdo fatores que as tornam menos virulentas
entre as demais (MONTOYA, et al. 2021).

A capsula ¢ citada como fator de interferéncia que atua na resisténcia a fagocitose
mediada por macrofagos, neutréfilos e monocitos. Atua também de modo a interferir na
presenga dos componentes do complemento impossibilitando a ligacao aos receptores CR3 dos
leucocitos. A reacdo causada por seus polissacarideos prejudica a resposta leucocitaria
interferindo na migragao de leucécitos e neutrofilos por quimiotaxia devido a dessensibilizagao
de seus receptores. Essa acdo faz com que estas células (leucécitos e neutrofilos) ndo consigam
deixar a circulagdo sanguinea e, consequentemente, migrar até o local da inflamagao (REOLON

et al., 2004; QUEIROZ et al., 2008).

2.2.2. ALTERACOES MORFOLOGICAS

Uma de suas caracteristicas ¢ a capacidade de transpor determinadas barreiras para
garantir a infec¢do no hospedeiro. Atualmente estudos apontam trés tamanhos distintos

(relacionados ao diametro) para a levedura em questdo, sendo: (1) Célula média: medindo
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aproximadamente 4-7um; (2) Micro células: menores ou iguais a 1um; (3) Célula gigante ou
titd: maiores ou iguais a 11um, com algumas chegando a 100pm. Cada uma dessas variagdes
possui caracteristicas diferentes que contribuem para viruléncia e manifestagdao clinica da
doenca (MONTOYA, et al. 2021).

Desta forma, a levedura, ainda que dessecada, teria dificuldades em transpor as barreiras
do sistema respiratorio e depositar-se nos alvéolos pulmonares, sendo necessario que ocorresse
o processo de opsonizagdo para mediar a fagocitose no organismo hospedeiro (KRONSTAD,
et al, 2011; MONTOYA, et al. 2021). Entretanto, além desta via, ha a producao de formas
infectantes viaveis em didmetros menores que 4 um através da reproducdo sexuada do
basidiomiceto Cryptococcus spp., em que ocorre a liberagdo de basididsporos de tamanhos entre
1,8 a 3um capazes de realizar a transposicdo com deposicao alveolar e concretizar o
crescimento fungico nos tecidos do hospedeiro (REOLON et al., 2004).

Ao se instalar no ambiente pulmonar a levedura ¢ capaz de aumentar consideravelmente
seu tamanho para assegurar sua sobrevivéncia no local, seja como forma de defesa ao estresse
local ou protegao contra antifingicos (MONTOYA, et al. 2021). Essas células aumentadas
podem chegar a 100 um e sao denominadas células titdnicas. Os sinais que as induzem incluem
condi¢des de limitacdo de nutrientes, baixa densidade celular e limitagdes de oxigénio
(ZARAGOZA, 2019). O papel destas células na infec¢do do hospedeiro ainda ¢ pouco
elucidado, entretanto, € relatado seu envolvimento em processos que contribuem para a evasao
imunologica além de ndo serem facilmente fagocitadas devido ao seu tamanho (ESHER, et al.,
2018; TREVIJANO-CONTADOR, et al., 2018)

As alteracdes no tamanho da levedura podem vir acompanhadas de alteracdes da
estrutura de sua capsula, envolvendo propor¢des de componentes da parede celular de modo a
aumentar sua espessura e, eventualmente, sua viruléncia, uma vez que haveria interferéncia em
fatores como reconhecimento da célula pelo hospedeiro ou mesmo dificuldade na fagocitose
(MONTOYA, et al. 2021).

Além disso, células titanicas podem influenciar, embora ainda nido se conhega o
mecanismo de agdo, as leveduras circunvizinhas que permaneceram inalteradas, conferindo-as
resisténcia a fagocitose (ESHER, et al., 2018).

Enquanto as células titdnicas sdo mais presentes nos pulmoes, as microcélulas sao mais
aparentes no cérebro visto que aquelas ajudam na sobrevivéncia e na patogénese enquanto estas
desempenham fung¢des mais relacionadas a disseminacdo e fuga do sistema imune do

hospedeiro (MONTOYA, et al. 2021).
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Outra forma de evasao do sistema imune ¢ a formag¢ao das chamadas pseudo-hifas. Essa
alteracao morfoldgica contribui com os fatores de viruléncia auxiliando na adesdo e penetracao
de mucosas e tecidos além da disseminagao pelo organismo hospedeiro (ZARAGOZA, 2019;
PADILLA, 2021). Lee e colaboradores (2012) demonstram que este evento esta relacionado
ao crescimento invasivo. Entretanto, ressaltam que este evento ¢ um padrao de crescimento

reversivel em C. neoformans, mas um evento genético mutacional em C. gatii.

2.2.3. MELANIZACAO

A melanina é um pigmento sintetizado por polimerizagdo oxidativa de compostos
fenolicos e tem sua sintese catalisada por uma fenoloxidase intracelular, caracterizada como
uma lacase e, embora sua formag¢ao nao seja essencial a infeccdo humana, contribui para fatores
indiretos como a termotolerancia (MONTOYA, et al. 2021).

Esta enzima tem como cofator os ions de cobre e ferro e utiliza catecolaminas, dentre
elas dopamina e epinefrina, como substrato desta reacdo (REOLON et al, 2004;
DERENGOWSKI, 2011).

Muitos fungos patogénicos produzem melanina (DERENGOWSKI, 2011). No caso de
Cryptococcus spp. esse pigmento esta presente na parede celular do fungo conferindo a célula
protecao contra reagdes oxidativas, radiacdo UV e ao ataque das células de defesa do organismo
hospedeiro (REOLON et al., 2004).

Além disso, ¢ citada como importante fator de protecdo contra os radicais livres
produzidos pelo sistema imunoldgico do hospedeiro durante a infec¢do, podendo também,
eventualmente, desempenhar papel imunomodulador, desencadeando uma resposta pro- ou

anti-inflamatodria no hospedeiro (REOLON et al., 2004; DERENGOWSKI, 2011).

2.2.4. TERMOTOLERANCIA

Apesar de sua preferéncia por ambientes de baixa temperatura (tabela 2), Cryptococcus
spp. faz parte de um grupo de microrganismos que possui a capacidade de crescer também em
temperaturas entre 35 e 40°C. Para um microrganismo ser reconhecido como um
microrganismo termotolerante € necessario que cresg¢a a cerca de 37°C, numa concentracao de
gas carbonico de aproximadamente de 5% e pH entre 7,3 e 7,4 (REOLON et al, 2004
DERENGOWSKI, 2011).
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Até o momento, ¢ citado que apenas o complexo C. gattii/C. neoformans possui tal
caracteristica dentre os componentes do género atingindo crescimento a temperaturas
superiores a 37°C (DERENGOWSKI, 2011; ARAUJO IR et al, 2015; ESHER, et al., 2018;
CUELLAR, 2021)

2.2.5. SECRECAO DE ENZIMAS E D-MANITOL

A secregdo de enzimas extracelulares ativas, como proteases, fosfolipases e urease, sao
fatores que contribuem para a viruléncia, por danificar e/ou degradar moléculas hospedeiras
como forma de obtengdo de nutrientes ou, ainda, para combater a resposta imune e se
disseminar pelo hospedeiro. A auséncia dessas enzimas ¢ associada a redugdo da viruléncia
embora ndo caracterize a perda completa de sua patogenicidade, visto que essa esté relacionada
a outros fatores de viruléncia (MONTOYA, et al. 2021).

A enzima urease ¢ secretada pelo fungo como resultado de sua a¢do metabdlica em
condi¢gdes normais de crescimento tanto no meio ambiente quanto em quadros patologicos
(REOLON et al.,, 2004; CONTIN et al., 2010).

Sabe-se que esta enzima € responsavel por auxiliar na inativagdo do sistema do
complemento além de facilitar a levedura no processo de invasdo do sistema nervoso central
por via hematogénica (REOLON et al., 2004; PEDROSO, 2008; CONTIN et al., 2010). Além
disso, a urease ¢ responsavel pela hidrolise da ureia para producdo de amonia e carbamato,
tornando-se assim uma ferramenta util na regulacdo do pH além de poder causar danos as
membranas das células hospedeiras (MONTOYA, et al. 2021).

Além da urease, as proteases também atuam como fator de viruléncia para C.
neoformans, cujo mecanismo de patogenicidade ¢ o inicio da invasao dos tecidos do hospedeiro
e da destrui¢do das proteinas de cunho imunoldgico (REOLON et al., 2004; DERENGOWSKI,
2011). As fosfolipases sao hidrolases contendo fosfolipideos como substratos, tem sua atuagao
relacionada a sobrevivéncia e replicagdo das leveduras no interior de fagdcitos para a
disseminagdo fingica e na manutencao da morfologia celular e integridade da parede fingica,
além de ser essencial para a expressao fenotipica de multiplos fatores de viruléncias como, por
exemplo, crescimento a 37°C e producdo de melanina (REOLON et al, 2004;
DERENGOWSKI, 2011). As fosfolipases também estdo relacionadas ao aumento da adesdo
das leveduras as células epiteliais dos pulmdes do hospedeiro além de hidrolisar as ligagdes de

éster para penetrar nos tecidos citados (MONTOYA, et al. 2021).
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Outras caracteristicas que contribuem para sua viruléncia incluem o metabolismo de
polidis. C. neoformans é capaz de produzir, in vitro e durante infecc¢ao, o poliol D-manitol que
pode ser utilizado ou secretado pelo fungo. Este secretado apresenta-se como osmolito ou
antioxidante durante o processo da infec¢do e sua producao no local da infecgao ¢ responsavel
pelo aumento da resisténcia ao estresse provocado por choque térmico, diferencas osmoticas,

dano por formas reativas de oxigénio (REOLON et al., 2004; DERENGOWSKI, 2011).

2.3. EPIDEMIOLOGIA DE Cryptococcus sp.

Cryptococcus spp. € um fungo de habito saprofitico e mundialmente distribuido
(BOVERS et al., 2008). As leveduras do género sdo consideradas cosmopolitas e apresentam
caracteristicas que as conferem notavel importancia clinica. S3o haploides, encapsuladas,
reproduzindo-se predominantemente por brotamentos sendo uni ou bibrotantes (reproducao
assexuada) e podem estar presentes em uma gama de ambientes (FILIU et al, 2002;
DERENGOWSKI, 2011; ROCHA et al, 2014). Ja sua forma sexuada, denominada
Filobasidiella neoformans, para C. neoformans ou Filobasidiella bacilliospora, para C. gatti,
¢ marcada pela presenga de basididsporos, o que enquadra o género como representante do Filo
Basidiomycota (BOVERS et al., 2008; QUEIROZ et al., 2008; DERENGOWSKI, 2011).

Edwards e colaboradores (2021), através de estudo comparativo e relacional,
demonstram a distribuicdo mundial dos tipos moleculares de Cryptococcus sp., demonstrando
constancia na distribuicdo dos casos e tipos moleculares ao longo dos continentes além da
identificagdo de uma nova variagio - C. gattii VGV - a partir de fontes ambientais na Africa.
No entanto, as demais informagdes permanecem conforme os dados apresentados por Cogliati
(2013).

No total foram avaliadas mais de 69 mil amostras sendo 62.239 provenientes de material
clinico e 6.783 de coleta ambiental. Proporcionalmente, Asia e Africa foram os representantes
mais significativos em termos percentuais sendo, cada um, responsavel por 28%
(aproximadamente 19.600 amostras) das amostras ¢ a Oceania 0 menos significativo com
apenas 4% (2.518 amostras) COGLIATI (2013).

Estudos realizados na América Latina apontam como principais tipos moleculares VNI
(mundialmente distribuido) e VGII (caracteristico de regides tropicais/subtropicais). Firacative
e colaboradores (2018) fazem a analise desses estudos e demonstram a perspectiva do

continente apresentado na tabela 4 em contraponto ao quadro 3 com o compilado de estudos

globais (FIRACATIVE et al. 2018).
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Tabela 3. Resumo dos tipos moleculares de Cryptococcus sp. e sua distribuicao

global.
Anamoérfico Cryptococcus neoformans Cryptococcus gattii
Teleomorfico Filobasidiella neoformans Filobasidiella bacilliospora
Sorotipos A D | AD B | C
Variedades var. grubii var. neoformans C. gattii
Tipos moleculares VNI-VNII | VNBI-VNBII-VGV VNIII-VNIV VGI-VGII | VGII-VGIV
Distribuicao mundial Africa Europa Tropical/subtropical
Hospedeiro Imunocomprometido Imunocompetente
Tipo de patdgeno Oportunista Primario

. . Excretas de aves e restos de arvores e plantas em . ,
Reservatorios naturais - Cascas e cavidades de arvores

decomposicio
Deteccao facilitada Sangue e urina Escarro
Indice de letalidade Mais expressivo Menos letal
Caracteristicas Maior afinidade por SNC Apresenta consolidagdes
pulmonares.

Fonte: Adaptado de SEVERO et al., 2009; CONTIN et al., 2010; FERNANDES, 2010; FILIU et al., 2012;
PEREIRA et al., 2014; ROCHA et al., 2014; DESJARDINS et al, 2017; FARRER et al, 2019.

Tabela 4. Tipos moleculares de Cryptococcus sp. da América Latina com destaque
para a proporcao dos isolados encontrados no Brasil em relacdo ao total

a Brasil VNI VNII VNIII VNIV VGI VGII VGIIT VGIV Total
Clinico 695 38 - - 19 269 18 - 1.039
Ambiental 301 8 1 23 7 215 - - 555
Veterinario - - - - - 5 - - 5
Total 996 46 1 23 26 489 18 0 1.599
América Latina VNI VNII VNIIL VNIV VGI VGII VGIII VGIV Total
Clinico 1.717 107 25 22 50 339 90 9 2.359
Ambiental 639 9 1 23 33 322 83 11 1.121
Veterinario 0 0 0 0 1 5 0 0 6
Total 2.356 116 26 45 84 666 173 20 3.486
b Brasil VNI VNII VNIII VNIV VGI VGII VGIIT VGIV Total
Clinico 19,94% 1,09% - - 0,55% 7,72% 0,52% - 29,80%
Ambiental 8,63% 0,23% 0,03% 0,66% 0,20% 6,17% - - 15,92%
Veterinario - - - - - 0,14% - - 0,14%
Total 28,57% 1,32% 0,03% 0,66% 0,75% 14,03% | 0,52% 0,00% | 45,87%
América Latina Total
Clinico 49,25% 3,07% 0,72% 0,63% 1,43% 9,72% 2,58% 0,26% | 0,67671
Ambiental 18,33% 0,26% 0,03% 0,66% 0,95% 9,24% 2,38% 0,32% | 0,32157
Veterinario - - - - 0,03% 0,14% - - 0,00172
Total 67,58% 3,33% 0,75% 1,29% 2,41% 19,10% | 4,96% 0,57% 100%

Valores apresentados (a) em niimeros absolutos ¢ (b) em percentual.
Fonte: Adaptado de FIRACATIVE et al. 2018.

Trilles e colaboradores, conforme classificagdo baseada no complexo de espécies C.
gattii/C. neoformans, demonstram a presencga das espécies e seus gendtipos moleculares de
acordo com a regido do pais através de estudo realizado em 2008. Este estudo demonstra que

em MG (figura 2) estdo presentes os dois genotipos moleculares de maior viruléncia (VNII e
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VGII), fazendo-se necessaria maior atengdo em caso de possibilidade de contato com tal

microrganismo.
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Figura 2 - Mapa do Brasil mostrando as duas macrorregides (macrorregides Norte ¢ Sul) e a distribuicdo dos
tipos moleculares e nimero de isolados de acordo com os estados envolvidos no estudo: AM: Amazonas; BA:
Bahia; MG: Minas Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; PE: Pernambuco; PI: Piaui; PR: Parana; RJ: Rio de Janeiro;
RR: Roraima; RS: Rio Grande do Sul; SP: Sdo Paulo.

Fonte: Adaptado de Trilles et al., 2008.

O desenvolvimento de microrganismos associados a excretas de aves e quirdpteros ja é
conhecido, entretanto o fator que o torna possivel e/ou facilitado ¢ a presenca de creatinina,
acido urico, purinas e xantinas, utilizadas e consideradas como um importante fator de
crescimento (TENCATE et al., 2012; PEREIRA et al., 2014; MENDES, 2018). Com base
nisso, caracteristicas fisicoquimicas do solo aliadas ao enriquecimento por excretas de aves e
quiropteros, desenvolvem um perfeito meio de cultura para crescimento, desenvolvimento e
dissemina¢do de fungos com potencial patogénico, entre eles, Cryptococcus spp. (TENCATE
etal.,2012).

Fatores nutricionais ndo sdo os unicos envolvidos no processo de proliferacdo de
microrganismos ¢ a cidade de Belo Horizonte (BH) e sua Regido metropolitana (RMBH)
oferecem algumas das condigdes favoraveis para crescimento de Cryptococcus spp. como a
faixa de temperatura média e as condi¢des de umidade adequadas ao fungo, como apresentado

na tabela 5 (COLOMBO et al,, 2015; MARTINS et al., 2018).
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Tabela 5. Relacdo entre as caracteristicas de BH e as predilecdes de Cryptococcus spp.

Altitude Umidade Temperatura Clima
Fungo 2000 a 3000m Alta <30°C Frio
BH 852m 69,70% 19,6 —21,1°C Aw

Legenda: Aw: Clima tropical, segundo classificagdo de Koppen; Cwa: Clima temperado quente, segundo
classifica¢do de Koppen.

Obs.: 1. Dados de BH obtidos através das médias do ano de 2019 segundo INMET. 2. Altitude em relagéo ao nivel
do mar. 3. BH possui predominantemente clima Aw, entretanto, algumas cidades da RMBH possuem clima Cwa,
como Ibirité, por exemplo.

Fonte: Elaborado pela autora com base nos dados do INMET, COLOMBO et al., 2015, MARTINS et al., 2018,

e portal da prefeitura de Belo horizonte.

2.3.1. FORMAS CLINICAS

A Criptococose € uma micose de natureza sistémica, normalmente, adquirida via

inalagdo de propagulos fingicos e, do ponto de vista clinico, ¢ dividida em trés entidades

distintas:

Criptococose oportunista - cosmopolita, associada a condi¢cdes de
imunossupressdo do hospedeiro. E, predominantemente, causada por C.
neoformans (MORETTI et al., 2008)

Criptococose primdria — endémica em areas tropicais e subtropicais, ocorre
em hospedeiro aparentemente higido e ¢ causada, predominantemente, por
C. gattii MORETTI et al., 2008)

Criptococose cutdnea primaria (CCP) - desde 2003 reconhecida como
entidade clinica distinta, na CCP ocorre a infec¢dao da pele sem que haja
acometimento de Orgdos internos. H4 maior incidéncia em pacientes
imunocomprometidos, mas seu desenvolvimento em individuos higidos
também ¢ bem documentado (SANCHES et al., 2018). Apesar de pouco
comum, sao descritos casos de CCP causados por C. neoformans, C. gatti
(MARQUES et al, 2012; SANCHES et al, 2018) e, até mesmo, por P.
laurentii (MOLINA-LEY VA et al, 2013).

Segundo Moretti e colaboradores (2008), a mortalidade pela doenca € estimada em

10% nos paises desenvolvidos chegando a 43% nos paises em desenvolvimento. Sendo que,

tanto a criptococose oportunista quanto a primaria podem, eventualmente, desencadear

meningoencefalite, de evolu¢ao grave e fatal, acompanhada ou nao, de lesdo pulmonar

evidente, fungemia e focos secundarios para pele, 0ssos, rins, supra-renal, entre outros.
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A meningoecefalite ¢ a apresentacdo mais comum da doenga, ocorrendo em mais de
80% dos casos, sendo ela isolada ou associada ao comprometimento pulmonar. Sua
apresentacao pode se dar como meningite ou meningoencefalite aguda ou subaguda ou,
ainda, em casos mais raros, apresentando lesdes focais unicas ou multiplas no SNC
simulando neoplasias. Eventualmente, associado a doenca, podem ocorrer cistos
mucinosos, dilatagao dos espacos de Virchow-Robin, meningite circunscrita, criptococoma,
forma granulomatosa miliar, realce meningeo, ependimite, ventriculite e hidrocefalia
(MORETTI et al., 2008).

O comprometimento pulmonar ¢ a segunda forma mais frequente, apds o
acometimento do sistema nervoso central. A lesdo pulmonar primaria, pode ser observada
nas trés zonas pulmonares radiolédgicas (cortical, medular ou cernal) e ¢, em geral, nodular,
gelatinosa e que, raramente, evoluiu para calcificagdo (MORETTI et al., 2008; SANCHES
etal, 2018; ZAVALA; BADDLEY, 2020).

Geralmente atreladas ao desenvolvimento de um quadro clinico de acometimento
do SNC podem ocorrer manifestagdes de criptococose ocular, cutdnea, dssea e prostatite
criptocdcica. Os diagnosticos oftalmologicos, em maioria, estdo relacionados a casos de
coriorretinite. Ja a criptococose 0ssea, pode ocorrer de forma assintomatica ou em na forma
disseminada da micose. A prostatite criptococica esta relacionada ao trato geniturinario e ¢
menos comum, entretanto, pode haver casos de acometimento deste sistema em forma de
pielonefrite, prostatite ¢ mais raramente epididimite e orquite. Por fim, a criptococose
cutanea, em geral, representa um marcador de doenca disseminada, entretanto, ¢ possivel a
inoculagdo direta e acometimento unico deste tecido. (MORETTI et al., 2008; SANCHES
etal., 2018; ZAVALA; BADDLEY, 2020; MONTOYA et al., 2021).

2.3.2. TRATAMENTO E RESISTENCIA

Em 2000, a Infectious Diseases Society of America (IDSA) publicou pela primeira
vez o guia de diretrizes para o manejo da criptococose, tendo uma versao atualizada em
2010. O tratamento ndo difere quanto ao microrganismo, ¢ levada em consideracdo o
orgio/tecido acometido seu grau de comprometimento e o estado imune do paciente
(MORETTI et al., 2008; PERFECT et al., 2010).

Segundo o guia de vigilancia em saide do Ministério da Saude, o tratamento de
infecgdes do sistema nervoso central (SNC) consiste em trés etapas: indugdo, consolidacao

e manutencdo. Para a inducdo, o tratamento se baseia na utilizagdo de anfotericina B
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acrescida ou ndo de flucitosina com doses que variam de acordo com peso do paciente e
grau de acometimento. Essa etapa possui duracdo variavel podendo atingir um periodo de
duas a seis semanas para infecgdo disseminada (MORETTI ef al., 2008; MINISTERIO DA
SAUDE 2021).

Para a etapa de consolida¢do ¢ utilizado fluconazol por, pelo menos, oito semanas
nos casos de meningoencefalite. E, por fim, a manuten¢do corresponde a utilizagdo de
Fluconazol por um periodo ndo inferior a seis meses (MORETTI et al., 2008; MINISTERIO
DA SAUDE 2021).

Nos casos de doenca pulmonar sdo utilizados Fluconazol, Voriconazol,
Posoconazol, ou Itraconazol, com dosagens varidveis em decorréncia do grau de
acometimento podendo ser utilizados pelo periodo de seis a doze meses. (MORETTI et al.,
2008; MINISTERIO DA SAUDE 2021).

Para casos de acometimento cutineo, de prostata e de olhos, em geral, ocorre a
dissemina¢do hematogénica fazendo com que tais eventos devam ser considerados e avaliados
conforme os protocolos indicados para as formas de doenga grave, mesmo que a manifestacao
clinica sugira doenca localizada (MINISTERIO DA SAUDE, 2021). Entretanto, nos casos
cutaneos isolados pode-se, além de adotar a terapia convencional, avaliar a necessidade de
intervengao cirurgica (MORETTI et al., 2008).

O resumo esquematico dos tratamentos, baseado em recomendacao da quinta edi¢ao do

guia de vigilancia em saude do Ministério da Saude, estd descrito na tabela 6.

Tabela 6. Recomendacdes de tratamento e dosagem segundo Guia de Vigilancia em Satude do
Ministério da Satde

Tabela 6.1. Formas de tratamento e dosagem para as formas de criptococose pulmonar leve a
moderada

Primeira escolha:
Fluconazol 400 mg/dia Pelo menos 6 a 12 meses
Alternativas (sem ordem de prioridade)*:
Itraconazol (200 mg, 2x/dia)
Voriconazol (200 mg, 2x/dia)
Posaconazol comprimidos (300 mg, 2x/dia, durante 1
dia; depois, 300 mg/dia)

? Sugestoes alternativas aceitaveis no tratamento da forma pulmonar, caso o fluconazol ndo esteja disponivel ou

exista contraindicagdo para seu uso.
Fonte: Adaptado de Ministério da Saude, 2021.

Pelo menos 6 a 12 meses
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Tabela 6.2. Recomendagdes de tratamento e dosagem para as formas graves de criptococose
(meningite criptococica; pneumonia criptocdcica grave; criptococcemia), segundo grupos de

risco

Tabela 6.2.1. Esquema para tratamento da criptococose grave em pessoas vivendo com

HIV/AIDS

Esquema para tratamento da criptococose grave em pessoas vivendo com
HIV/AIDS

Indugao:
Preferencial:
Formulacao lipidica de anfotericina B
3mg a 5 mg/kg/dia mais flucitosina 100 mg/kg/dia.
Alternativas:
i) Se presenca ou predisposi¢do de dano renal:
anfotericina B lipossomal 3 mg/kg/dia, ou complexo
lipidico de anfotericina B 5 mg/kg/dia mais
flucitosina 100 mg/kg/dia.
ii) Se anfotericina B lipossomal, complexo lipidico
de anfotericina B e flucitosina nao disponiveis:
anfotericina B desoxicolato 1 mg/kg/dia mais
fluconazol 1.200 mg/dia.
iii) Se contraindicacio e/ou indisponibilidade para
uso de anfotericina B desoxicolato, anfotericina B
lipossomal e complexo lipidico de anfotericina B:
flucitosina 100 mg/kg/dia mais fluconazol 1.200
mg/dia.
iv) Se indisponibilidade de formulacao lipidica de
anfotericina B + dificuldade para monitoramento
laboratorial de toxicidade medicamentosa:
anfotericina B desoxicolato 1 mg/kg/dia mais
flucitosina 100 mg/kg/dia, durante uma semana,
seguidas de fluconazol 1.200 mg/dia, durante mais
uma semana.
Consolidacao:
fluconazol 400 mg a 800 mg/dia.
Manuten¢ao:
fluconazol 200 mg/dia.

Fonte: Adaptado de Ministério da Satude, 2021.

Duracio

Pelo menos 2 semanas

Pelo menos 2 semanas

Duracio
Pelo menos 8 semanas
Duracio
Pelo menos 1 ano
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Tabela 6.2.2. Esquema para tratamento da criptococose grave em individuos transplantados
de 6rgao solido, transplantados hematologicos e doengas hematologicas
Esquema para tratamento da criptococose grave em individuos transplantados de

orgao solido, transplantados hematoldgicos e doengas hematoldgicas

Induc¢ao:
Preferencial:

Anfotericina B lipossomal 3 mg/kg/dia, ou complexo

lipidico de anfotericina B 5 mg/kg/dia mais
flucitosina 100 mg/kg/dia.

Alternativas:

i) Se anfotericina B lipossomal e complexo lipidico
de anfotericina B ndo disponiveis: anfotericina B
desoxicolato 0,7 mg a 1 mg/kg/dia mais flucitosina
100 mg/kg/dia.

ii) Se flucitosina nao disponivel: anfotericina B
lipossomal 3 mg/kg/dia ou complexo lipidico de
anfotericina B 5 mg/kg/dia.

Consolidacao:

fluconazol 400 mg a 800 mg/dia.

Manuten¢ao:

fluconazol 200 mg a 400 mg/dia.
Fonte: Adaptado de Ministério da Satude, 2021.

Duracio

Pelo menos 2 semanas

Pelo menos 2 semanas

Pelo menos 4 a 6 semanas

Duracio
Pelo menos 8 semanas
Duracio
Pelo menos 6 a 12 meses

Tabela 6.2.3. Esquema para tratamento da criptococose grave em individuos aparentemente

imunocompetentes.

Esquema para individuos aparentemente imunocompetentes

Indugao:
Preferencial:

Anfotericina B lipossomal 3 mg/kg/dia, ou complexo

lipidico de anfotericina B 5 mg/kg/dia mais
flucitosina 100 mg/kg/dia.

Alternativas:

1) Se anfotericina B lipossomal e complexo lipidico
de anfotericina B nao disponiveis: anfotericina B
desoxicolato 0,7 mg a 1 mg/kg/dia mais flucitosina
100 mg/kg/dia.

i1) Se flucitosina nao disponivel: anfotericina B
lipossomal 3 mg/kg/dia ou complexo lipidico de
anfotericina B 5 mg/kg/dia.

Consolidacao:

fluconazol 400 mg a 800 mg/dia.

ii1) Se anfotericina B lipossomal, complexo lipidico
de anfotericina B e flucitosina nao disponiveis:
anfotericina B desoxicolato 0,7 mg a 1 mg/kg/dia.
Manutencao:

fluconazol 200 mg/dia
Fonte: Adaptado de Ministério da Saude, 2021.

Duracio

Pelo menos 4 semanas

Pelo menos 4 semanas

Pelo menos 6 semanas

Duracio
Pelo menos 8 semanas

Pelo menos 6 semanas

Pelo menos 6 a 12 meses
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Existem diversos relatos na literatura sobre a resisténcia dos isolados de Cryptococcus
ao fluconazol. Alves e colaboradores (1997) apresentam um caso de homem de 30 anos HIV+,
com tuberculose e historico de abuso de drogas intravenosas com duas internagdes em um
periodo de quatro meses com isolamento de C. neoformans de liquido cefalorraquidiano. O
acompanhamento do tratamento e da terapia antifingica na segunda interna¢do demonstrou
possivel desenvolvimento de resisténcia secundaria ao fluconazol.

Corroborando com os estudos de Alves e colaboradores (1997), Posterano et al., (2003)
relatam que, embora a anfotericina B e os chamados “az6is” sist€émicos sejam drogas
antifingicas altamente ativas contra C. neoformans, ¢ comum ocorrer repeticdo da infec¢ao
fingica sendo, portanto, uma doenca de dificil manejo. Estes autores sugerem que o paciente
deve ser bem assistido para evitar as recaidas e que um mecanismo ativo de efluxo de drogas
pode estar envolvido no desenvolvimento da resisténcia aos “azo6is” no caso desse patdgeno
humano.

Em trabalho realizado para o teste de antifingicos disponiveis para utiliza¢do no Brasil
- polienos (anfotericina B) e azdis (cetoconazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol) - foram
utilizadas amostras de Cryptococcus spp. isoladas de pacientes do Hospital Clinico
de Uberlandia no periodo entre 2004 e 2013. Apos correlagdo dos achados com os pacientes
acometidos, foi constatada a prevaléncia da criptococose em pacientes do sexo masculino,
HIV+ que, apesar da terapia medicamentosa apropriada, em sua maioria veio a obito. No
entanto, dentre os isolados, todos apresentaram suscetibilidade in vitro aos agentes antifungicos
testados e C. neoformans var. grubii (gendtipo VNI) foi a levedura de maior destaque
(AGUIAR et al., 2017).

Em estudo com amostras clinicas e ambientais previamente identificadas entre C.
neoformans VNI e C. gattii VGII e apenas uma amostra sem genétipo definido, foi observado
um percentual de 77% de resisténcia ao fluconazol entre os isolados clinicos e 60% entre os
ambientais. Se comparado entre os grupos moleculares, 80% dos isolados resistentes
pertenciam a C. neoformans VNI e apenas 16% a de C. gattii VGIIL. O isolado clinico sem
identificacdo genotipica também possuia resisténcia (ROCHA et al., 2014).

Embora o avango da medicina e a ampliacdo ao acesso a tratamento e terapias médicas,
incluindo antirretrovirais, tenha proporcionado uma diminui¢do significativa de diversas
doencgas nas ultimas décadas — incluindo a propria infecg¢do criptocdceica —, estudos apontam
que, por volta de 2014 ainda havia cerca de 223.000 casos de meningite criptococica ao redor
do mundo e cerca de 180.000 mortes resultantes de criptococose associada ao HIV (CARLSON
et al., 2021; MORALES-LOPEZ; GARCIA-EFFRON, 2021).
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Em decorréncia disto, drogas antifingicas foram amplamente difundidas no tratamento
desta doenca. As mais comuns empregadas no tratamento da criptococose sdo: o Fluconazol
(FLC) um medicamento da classe dos triazolicos, de efeito fungistatico, e Anfotericina B
(ANB), uma droga da classe dos polienos e de efeito fungicida (CARLSON et al., 2021;
FRANCISCO et al., 2021).

O FLC, por se tratar de uma droga de efeito fungistatico, previne o crescimento fungico
inibindo a enzima lanosterol 14a-demetilase, codificada por ERGI1, responsdvel pela
conversao do lanosterol em ergosterol. O fungo resistente a esta droga, normalmente, apresenta
mutagdes no gene ERG11. A AMB, por sua vez, pertence a classe dos polienos e ¢ comumente
utilizada no tratamento de infec¢des fungicas sistémicas. Por se tratar de uma droga de efeito
fungicida, ao contrario do FLC, a AMB atua de modo a eliminar as células fungicas diretamente
ligados ao ergosterol na membrana plasmatica, ndo apenas interrompendo a via de biossintese
do ergosterol (CARLSON et al., 2021).

Ambos levam a geragdo de estresse oxidativo em fungos devido a producgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), embora este efeito seja mais expressivo quando utilizada AMB.
Além do estresse oxidativo, outros fatores ambientais podem influenciar a eficiéncia da terapia
antifiingica, sendo relatado que as células de C. neoformans tratadas com FLC desenvolvem
coldnias resistentes mais facilmente quando incubadas em YPD (em comparagdo ao YNB) e
quando a temperatura estd abaixo de 35°C sendo o efeito oposto demonstrado quando as células
sao tratadas com AMB. O efeito de temperatura ndo apresenta tal reciprocidade sendo ambos
mais afetados aos medicamentos quando a temperatura ¢ elevada (CARLSON et al., 2021).

Além da importancia da observacdo dos fatores ambientais e sua influéncia, ¢
importante citar que, em contraste a FLC, AMB apresenta toxicidade significativa para os seres
humanos sendo, portanto, utilizada dentro do ambiente hospitalar e com certa parcimdnia nos

tratamentos a que ela € indicada (MORETTTI et al., 2008; CARLSON et al., 2021).

2.4. INTERACAO Cryptococcus-HOSPEDEIRO

Criptococose ou doenga criptocdcica sao alguns dos nomes dados ao agrupamento de
infecgdes causadas por leveduras do género Cryptococcus sp. Este patdégeno teve maior
notoriedade com o advento da AIDS na década de 80 e se manifesta, entre outras formas, por
meio de pneumonia ou meningite (FRANCISCO et al., 2021). Por possuir distribuicdo global
estima-se que, anualmente, ocorram 223.100 novos casos ¢ mais de 181.000 mortes em

decorréncia de doencas causadas por esse microrganismo — principalmente em pacientes
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infectados pelo HIV — dentre os quais cerca de dois quartos destes valores (162.500 novos casos
e 135.900 mortes) estejam concentrados na Africa subsaariana (EDWARDS et al., 2021;
HONG et al., 2021).

Em estudo de revisao apresentado em 2021, novamente a prevaléncia do sexo masculino
aliada a0 comprometimento do sistema imunolégico foi relatada. Além disso, afirma-se que, na
América Latina, cerca de 3,7 milhdes de pessoas vivem com HIV, das quais aproximadamente
40% ndo tém acesso a terapia antirretroviral. Aliado a essas informagdes, € acrescido o dado de
que, s6 no ano de 2019 foram registrados 120 mil novos casos de infecgdes pelo virus,
representando um aumento de 7% dos novos diagnosticos em relacdo ao ano anterior
(FIRACATIVE et al., 2021).

YU e colaboradores (2010) reiteram a alta taxa de mortalidade associada a este
microrganismo e destacam a propensdo desta levedura em crescer dentro do parénquima
cerebral, especificamente o espago subaracndide. Em seu trabalho, estes pesquisadores
abordam o ciclo de vida da doenga criptococica contendo seis estagios principais ou locais de
infeccdo/doenga: (1) Inicio da infecgdo nos pulmdes; (2) Sobrevivéncia e proliferagao de
leveduras dentro do pulmao; (3) Dorméncia das leveduras em granulomas hospedeiros; (4)
Reativagdo de uma infecgdo latente ou dormente; (5) Disseminagado através do sangue, tecidos,
e barreira hematoencefalica; e, finalmente; (6) Proliferagdo das leveduras no cérebro,
parénquima e espago subaracnoide.

No referido trabalho também sdao abordados outros aspectos da doenga criptocdcica.
Segundo os pesquisadores o estudo se baseou na fase de proliferagdo, estagio no qual a levedura
¢ mais encontrada no organismo hospedeiro, com enfoque no sistema nervoso central (SNC)
visto que o local e o referido estagio clinico sio comumente associados no cotidiano hospitalar.
(YU et al., 2021).

Com relacao ao SNC, mais especificamente o espago subaracnodide, relatam ser o espago
corporal de maior relevancia clinica para a infec¢do fingica por Cryptococcus sp. Quando a
infeccdo atinge este espago ¢, geralmente, o0 momento em que o paciente busca por ajuda
médica. Entretanto, a referida fase implica em um acentuado avango da infec¢ao e a doenca,
por vezes, se torna fatal para o hospedeiro (YU et al., 2021).

A infeccdo humana e animal, normalmente, ocorre através da inalagdo de particulas
fingicas aerolizadas que, ap6s instalagdo no pulmao pode percorrer trés caminhos (BARBOSA

et al., 2006; FARRER et al., 2021):
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e Acometimento pulmonar assintomatico (cerca de 1/3 dos casos) apenas com achados
radioldégicos ao acaso. Estes casos normalmente ocorrem em pacientes
imunocompetentes.

e Pacientes sintomaticos apresentando quadros de febre, tosse, dor toracica, perda de peso
e escarro purulento. E ainda um quadro de importante atengdo aos pacientes que
apresentam situacao de comprometimento imunologico, podendo a criptococose ser
grave e rapidamente progressiva.

e Devido ao seu forte tropismo pelo sistema nervoso central o quadro pode evoluir,
(levando-se em consideragdo o sistema imunologico do paciente, a quantidade inalada
e também a cepa envolvida) para um quadro de meningite fungica.

O fungo pode atingir o SNC de diferentes maneiras devido a sua capacidade de transpor a

barreira hematoencefalica através de trés mecanismos atualmente descritos (ESHER, ef al.,

2018):

(1) a passagem direta de leveduras de vida livre através das células endoteliais;

(i1)) a manipulagdo das juncdes estreitas da barreira hematoencefalica, podendo ser
potencializadas através da utilizacdo de drogas como a metanfetamina, por exemplo;

(ii1) e o mecanismo denominado “cavalo de Troia”, no qual as leveduras se utilizam das
células fagociticas para transpor a barreira hematoencefalica.

Entretanto, o desenvolvimento ¢ intensidade da doenca esta relacionado a diversos
fatores que podem ser definidos como fatores humanos, fatores ligados ao fungo ou, ainda,
fatores de relagdo hospedeiro x fungo. (MONTOYA, et al. 2021)

* Fatores humanos: idade, sexo biologico, etnia, fatores genéticos, status imunologico,
doencas de base, coinfec¢des, HIV/AIDS, transplantes, drogas/doengas imunossupressoras,
duracdo da infeccdo antes do diagndstico, duracdo da infeccdo antes da terapia antifingica,
entre outros.

» Fatores de relagdo hospedeiro x fungo: localizagdo geografica, tempo de exposicao,
relacdo/interacdo humana com a natureza, resposta imune x adaptagdo fingica, sdo exemplos
desta relagdo.

 Fatores relacionados ao fungo: neste quesito, podem ser citados exemplos como
espécie, tipo molecular, plasticidade do genoma, viruléncia, suscetibilidade a antifingicos,
interagdes microbiologicas e interagdes celulares.

Embora mal compreendida, ha certa predilecdo pelo sexo masculino, sendo representada
por cerca de 61-80% dos casos de ciptococose. Estudos recentes demonstram que pode haver

relagdo com hormdnios ligados ao sexo bioldgico que fazem com que as fémeas apresentem
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maior potencial de fagocitose das leveduras se comparado aos macrdéfagos dos machos
estudados. Os mondcitos periféricos sanguineos também tém maior proliferagdo de células
fingicas e, além disso, a testosterona também pode ter influéncia na producdo de melanina se
comparado ao estradiol. Em contraponto, as criangas costumam ser menos acometidas, porém,
quando ocorre, a propor¢ao entre sexo masculino e feminino se mantém. (MONTOYA, et al.

2021).

2.4.1. HOSPEDEIRO HUMANO

Em humanos, a resposta tecidual a presenca do fungo ¢ diversa sendo que, em individuos
imunossuprimidos, a reacdao inflamatoria pode estar ausente, permitindo o crescimento de
massas gelatinosas da levedura nos tecidos ou, em casos de imunossupressao grave, havendo
disseminag¢do para pele, 6rgaos parenquimatosos € ossos. Em individuos imunocompetentes ou
com doenga prolongada, ¢ induzida reagdo granulomatosa composta por macréfagos, linfocitos
e células gigantes multinucleadas (KOMMERS et al., 2005; FIRACATIVE et al, 2018;
MONTOYA, et al. 2021).

Martins e colaboradores (2011) citam C. neoformans como o principal agente causador da
criptococose no Brasil sendo amplamente distribuido no pais e comumente relacionado a
quadros de micose sistémica em pacientes com SIDA, ocupando a terceira colocacao nas causas
de infec¢do oportunista do SNC nesses pacientes.

C. gattii, ao contrario, atua principalmente como patdgeno primario em hospedeiro sem
comprometimento celular, sem distingdo entre criancas e adultos jovens, e ocorrem
predominantemente nas regides Norte e Nordeste, sendo, portanto, considerado endémico dos
estados do Amazonas (AM), Para (PA), Roraima, Piaui (PI), Pernambuco e Bahia. (TRILLES
et al., 2008; MARTINS et al.,, 2011)

Conhecido principalmente por seu carater oportunista, este fungo ¢ capaz de ocasionar
doencgas em diversos o0rgdos, sobretudo pulmodes e sistema nervoso central (SNC), entretanto,
casos de endocardite, pielonefrite, artrite, osteomielite e prostatite ja foram descritos
(SANCHES et al., 2018; FIRACATIVE et al, 2018). O SNC se torna o local mais comumente
envolvido na criptococose devido sua afinidade e tropismo pela regido. Embora C. gatti e C.
neoformans apresentem relatos de envolvimento do SNC, ¢ descrito que as infeccdes
ocasionadas por C. gattii estdo mais relacionadas a doenca pulmonar focal do que disseminagdo
para o SNC e, quando esta ocorre, se dd em forma de abscessos cerebrais focais nao

apresentando, em geral, infec¢des generalizadas do sistema. Tal predilegdo poderia estar



44

relacionada as necessidades nutricionais, que poderiam ser supridas nos tecidos pulmonares por
C. gattii e no liquido cefalorraquidiano e/ou tecidos da regido dos ganglios da base por C.
neoformans (CORREA et al., 2002; ESHER, et al., 2018).

Também conhecida como torulose ou blastomicose européia a criptococose ¢ ainda
considerada uma importante doenga oportunista e possui significativa taxa de morbidade e
mortalidade entre os individuos HIV positivos (DARZE et al., 2000; QUEIROZ et al., 2008;
SOUZA; SOUSA 2018; FIRACATIVE et al, 2021; MONTOYA et al, 2021). Os casos de
confirmacdo da doenga e de seus agravos tem aumento expressivo em consonancia ao
surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e ao advento de terapias
imunossupressoras, sendo o primeiro considerado, atualmente, o fator predisponente de maior
importancia epidemioldgica (FERNANDES et al, 2016; FIRACATIVE et al 2018,
FIRACATIVE et al, 2021; MONTOYA et al, 2021).

No Brasil, atualmente, sua manifestacdo em nivel de SNC levanta a suspeita de SIDA
uma vez que até 10% dos pacientes HIV positivos chegam a desenvolver quadros da doenga
(LARSSON et al., 2003; FERNANDES et al., 2016).

Nos animais os casos de imunossupressao, embora nem sempre se consiga estabelecer
a relagdo direta de causa-efeito, também sdo relatados e infec¢des virais como a leucemia viral
felina (FeLV), imunodeficiéncia adquirida viral felina (FIV) além de neoplasias podem ser
fatores predisponentes aos animais (LARSSON et al., 2003).

Apesar do chamado complexo C. neoformans/C. gatti ser o principal causador da
enfermidade, outras espécies do género podem estar envolvidas nas infecgdes, embora com
menor frequéncia (FERNANDES et al, 2016). Em pacientes com algum grau de
imunossupressdo, podem ser considerados patogenos emergentes as leveduras: C.
(Papiliotrema) laurentii, C. (Naganishia) albidus, C. (Vanrija) humicola e C.
(Cutaneotrichosporon) curvatus. Estas espécies sao responsaveis por manifestagdes clinicas
que variam de lesdes cutineas a fungemia, esta ultima bastante comum para C. (Papiliotrema)
laurentii (MORETTI et al., 2008)

Além disso, desde 2003 reconhecida como entidade clinica distinta, a criptococose
cutanea primaria tem como defini¢dao a infec¢dao da pele por fungos do género sem que haja
acometimento de Orgdos internos e, ainda que mais prevalente em pacientes
imunocomprometidos, ha registros bem documentados de seu desenvolvimento em individuos
higidos (SANCHES et al., 2018).

A infeccdo se inicia, na maioria dos casos, por via respiratoria (figura 3), através da

inalagdo de propagulos fungicos em suspensdo (BOVERS et al., 2008; QUEIROZ et al., 2008;
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DERENGOWSKI, 2011). Entretanto, as células da levedura possuem tamanho incompativel
com a inalagdo e posterior penetragdo nos alvéolos, sendo os basididsporos os mais eficazes em

causar a infec¢do (BOVERS et al., 2008; QUEIROZ et al., 2008).

INALACED

ESPOROS OU
LEVEDURAS
ALDIAMENTO
EM ALVEOLOS

DISSEMINACAD NO . 20
SISTEMA NERVOSO |
CENTRAL

ARVORE DE EXCRETA
EUCALIFTO DE POMBOS

Figura 3: Principal forma de transmissdo de Cryptococcus spp.
Fonte: Ministério da Saude.

Apos a inalagdo, quando presente nos pulmdes, a infeccdo pode se tornar latente em
decorréncia da contengdo do patégeno em granulomas ou evoluir para a forma aguda da doenga.
Desta forma, no espago alveolar o fungo encontra a primeira linha de defesa do hospedeiro: os
macréfagos alveolares, capazes de internalizar rapidamente as leveduras. Tal processo ¢
seguido pela acidificagdo do fagossomo e fusdo deste ao lisossomo. Entretanto, embora o
ambiente intracelular ndo seja o mais adequado, as leveduras do género Cryptococcus spp. sao
capazes de se manter e realizar a replicagdo nestas condigdes. Isso se torna fundamental para o
microrganismo uma vez que os macréfagos podem translocar-se do pulmao para outros 6rgaos,
servindo assim como carreadores da infeccio (DERENGOWSKI, 2011).

Em estudo retrospectivo com pacientes do Hospital das Clinicas de Minas Gerais entre
2000 e 2013 foi possivel realizar algumas inferéncias demograficas com relagdo a
neurocriptococose. Dos 603.000 pacientes admitidos no hospital neste periodo, cerca de 0,13%
apresentavam diagndstico da doenga sendo esta mais prevalente em homens e menos frequente
em pacientes acima de 60 anos de idade. A doenca esteve presente em associagdo com SIDA
(Sindrome da imunodeficiéncia adquirida) em 57,5% dos casos, com internacdo prévia
(relacionada a quimio e corticoterapia, transplante, cirurgias para ressec¢ao de neoplasias) em

52,5% dos casos, com doenca cardiovascular hipertensiva sistémica em 17,5% dos casos, com
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cirurgia prévia em 15% dos casos e com tuberculose em 5% dos casos. Para os pacientes
analisados, a taxa de letalidade foi de 25% (GOUVEIA et al., 2018).

Como referenciado anteriormente, a infec¢do primaria em humanos ¢, em maior parte,
pulmonar e resultante da inala¢dao de propagulos de fonte ambiental em tamanhos compativeis
com a deposicao alveolar. Tais propagulos normalmente sdo associados a presenga constante
de excretas de aves, como pombos e psitacideos. Em trabalho realizado por Passoni e
colaboradores (1998) foram analisadas casas de pessoas, sabidamente HIV positivas, com e
sem criptococose € um grupo de pessoas sem doenca aparente. As coletas de excrementos de
aves (livres ou em gaiolas), solo, detritos organicos e poeira apos varredura do chiao foram
analisadas e os isolados de C. neoformans foram mais significativos em excrementos de aves
que em poeira interna ou amostras de ambiente externo. Com isso, o estudo enfatiza a
importancia da atencdo a ambientes com aves, neste especificamente nao eram pombos,
entretanto a levedura apareceu com maior frequéncia em habitagdes com associacdo aves-
humanos. Além disso, ficou comprovada a maior taxa de criptococose em pacientes com
presenca do fungo verificada em sua residéncia se comparado aos que ndo havia essa
confirmacao (ambos HIV positivo).

Outro trabalho realizado com pacientes com meningite diagnosticados entre 2008 e
2010 de Teresina/Piaui, demonstram através da analise do polimorfismo do comprimento do
fragmento de restricdo do gene URAS a predominancia do genoétipo VNI de C. neoformans em
pacientes HIV positivos e gendtipo VGII de C. gattii, principalmente em pacientes HIV
negativos. Tal situagcdo, segundo autores, reafirma a ocorréncia endémica de criptococose
primaria induzida por C. gattii VGII e infeccdo precoce por criptococos (MARTINS et al.,
2011).

Na cidade de Porto Alegre, C. neoformans foi isolado de 100% (88) das amostras
coletadas e avaliadas de excretas de pombos em distintas pragas da cidade com concentracdes
de até mais de 10 mil unidades formadoras de colonias (UFC) por grama de material semeado
0 que, além de confirmar a presenca do fungo, demonstra o risco inerente de dispersdo de
propagulos pelo ar e posterior inalagdo (REOLON et al., 2004).

Em Salvador, no Hospital Couto Maia, através da analise de prontuarios de 104 casos
de meningoencefalite criptococica ocorridos entre 1972 a 1996 e analisados aspectos
demograficos, clinicos e laboratoriais, foram identificados fatores predisponentes em 15
pacientes sendo 12 com AIDS, 1 com diabetes mellitus, 1 com hepatite cronica ativa em uso de
corticoide ha 1 ano e 1 com doenga de Hodgkin e uso de corticoide ha 2 anos, entretanto, a

maioria dos pacientes ndo apresentava condi¢des predisponentes como facilitadoras de
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infec¢des oportunistas. Apesar de pouco comum, cerca de um terco dos casos atendidos neste
relato ocorreram em individuos com idade inferior a 15 anos sem apresentar qualquer tipo de
fator predisponente (DARZE et al., 2000).

No Hospital Clinico da Universidade Federal de Uberlandia, de forma retrospectiva, 41
pacientes diagnosticados com criptococose entre 2004 e 2013 tiveram seus dados avaliados.
85% dos pacientes eram HIV positivos. O isolamento do fungo foi obtido através do liquido
cefalorraquidiano (LCR) de 21 pacientes (51%); 19,5% apresentavam fungemia e em 24% o
agente foi isolado do LCR e do sangue simultaneamente. Entre as manifestacdes da doenca, a
meningoencefalite foi a mais frequente (75%) e, apesar de ser realizado o tratamento adequado,
a taxa de mortalidade no estudo foi de 58,5%. O genotipo VNI (sorotipo A, var. Grubii) esteve
presente em 97,5% dos isolados e apenas um isolado de C. gattii VGI foi obtido todos
apresentando suscetibilidade aos antifingicos testados (fluconazol, voriconazol, anfotericina B
e S5-flucitosina) (AGUIAR et al., 2017).

Através do estudo com onze criangas entre os anos de 1992 e 2000, de idade média de
8,8 anos, imunocompetentes apresentando quadro de infeccdo do SNC causadas por C.
gattii foram levantados os sintomas mais comuns apresentados, sendo eles: dor de cabeca,
febre, rigidez da nuca, ndusea e vOmito. Neste relato, todos os pacientes apresentaram
alteragdes em seus exames de tomografia, como nddulos hipodensos, nove apresentavam ainda
atrofia difusa, seis apresentavam hidrocefalia e cinco apresentavam hidrocefalia coexistente
com atrofia difusa. Apesar de a criptococose ser uma infeccdo pediatrica oportunista
infrequente e ser de maior prevaléncia em criangas infectadas pelo HIV, a regido Nordeste do
Brasil ¢ citada como altamente endémica da doenga em criangas devido a presenga de C. gattii.
(CORREA et al., 2002)

Em estudo realizado entre janeiro de 2008 e julho de 2010 no Instituto Natan Portella
de Doencas Tropicais em Teresina (PI), 63 pacientes diagnosticados com meningite
criptococica, tiveram informagdes epidemiolodgicas, clinicas e laboratoriais analisadas por meio
de seus prontudrios médicos. Assim como trabalho relatado por Sanches et al., (2018) os
pacientes eram predominantemente do sexo masculino e HIV positivos (HIV+). As idades
oscilavam entre 7 e 72 anos, sendo todos os pacientes HIV+ acima de 23 anos.

A doenga criptocdcica € citada como sendo a terceira causa mais comum de infec¢des
fingicas invasivas em receptores de transplantes de o6rgdos solidos (no caso deste fungo
especifico os mais acometidos sdo os transplantados de figado, rins e pulmdes) podendo se

desenvolver em forma de pneumonia ou meningite. Nesses casos pode ocorrer ainda o quadro
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de fungemia, quando ha disseminac¢do linfohematogénica decorrente de um foco pulmonar
aberto ou subclinico. (Simdes, 2017)

Em relato de caso, uma paciente do sexo feminino de 44 anos fazendo uso cronico de
corticosteroide sem prescrigdo médica descreveu apari¢ao de lesdo em face lateral do brago
esquerdo, sendo diagnosticada como criptococose cutanea. E citado ainda neste trabalho uma
revisdo com 21 pacientes imunocompetentes com criptococose cutdnea onde o maior percentual
se concentrava em individuos do sexo masculino com idade avancada em que, grande parte
destes, relatava a exposicdo a excrementos de aves, eucaliptos ou traumatismos antes da
infec¢cdo. (SANCHES et al., 2018)

Entretanto, embora a maior parte dos estudos relacionem apenas o complexo C.
neoformans/C. gattii como os causadores da criptococose, além de frisar seu carater oportunista
e a relacao de ascensao da enfermidade com o surgimento da SIDA em 1980, estudos recentes
demonstram a necessidade de ampliacdo do conhecimento acerca destes microrganismos.

Inicialmente pode-se levantar situagcdes como as descritas por Barbosa et al., (2006) em
que uma paciente com sorologia negativa para o virus da imunodeficiéncia humana e sem
qualquer outra causa de imunossupressao obteve diagnéstico de C. neoformans através de
biopsia transbronquica e do lavado broncoaoveolar.

Além disso, leveduras outrora pertencentes ao género, vém sendo relatadas e
demonstrando sua importancia clinica, como apresentado no trabalho de Morales-Lopez e
Garcia-Effron (2021) que descrevem, através de levantamento macico de dados, a frequéncia
com que estas apareceram em artigos de grandes diretorios ao longo dos anos. De 46 artigos
individuais foram avaliadas infec¢des causadas por espécies denominadas “raras” sendo as mais
encontradas: Cryptococcus (Vanrija) humicola / humicolus (16), Cryptococcus (Filobasidium)
uniguttulatum (8), Cryptococcus (Cutaneotrichosporon) curvatus (6).

Apesar de o levantamento apresentar tais leveduras como as mais recorrentes, ¢ citado
que, fora do complexo habitual, 80% dos casos clinicos notificados podem ser atribuidos a
Papiliotrema laurentii e Naganishia albida juntos (KHAWCHAROENPORN et al., 2007).
Nesse contexto, Gharehbolagh e colaboradores (2017), apresentaram um relato de caso de
tratamento bem sucedido de um iraniano de 26 anos com lesdo cutanea superficial na axila. A
lesdo, inicialmente identificada e tratada como pitiriase versicolor foi, na verdade, causada por
N. albida. Tal agente pode, eventualmente, ser responsavel por infec¢des superficiais e, no caso
especifico, pode ser tratado por itraconazol via oral.

Em pacientes renais dependentes de didlise as infec¢des fungicas tém se tornando cada

vez mais frequentes e com consideraveis taxas de morbimortalidade, sendo Cryptococcus o
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segundo género mais presente, responsavel por 6% dos casos neste grupo. Em estudo de
pacientes HIV negativos com infec¢des fingicas, 16 casos de dependentes de didlise foram
identificados e analisados. Destes, C. neoformans correspondiam a (68,7%, 11/16), C. laurentti
(12,5%, 2/16), C. albidus (12,5%, 2/16) e C. arboriformis (6,3%, 1/16) (HONG et al., 2017).

Também ¢ relatado que, em infecgdes fungicas causadas por fungos ndo pertencentes
ao complexo C. gattii/C. neoformans, a apresentagao clinica ¢ semelhante ao complexo mas os
resultados do teste do antigeno criptococico (CrAg) sao frequentemente negativos e os padroes
de susceptibilidade antifungica dessas espécies sdo caracterizados por CIMs (Concentragcdes
inibitorias minimas) mais elevados. (HONG et al., 2017).

Cryptococcus albidus, sinonimo de Naganishia albida, ndo é comumente associado a
quadros de infecgdes em individuos higidos. Choe e colaboradores (2020) relatam um caso de
crianca imunossuprimida com quadro de fungemia causado pelo fungo. Além disso, apresentam
um levantamento bibliografico com os casos disponiveis de ocorréncia da doenca no qual
identificaram 20 casos de infec¢do invasiva e 2 de doenga ndo invasiva para os quais:

e 80% (16/20) dos pacientes de doenga invasiva possuiam algum transtorno crénico
subjacente ou haviam recebido terapia imunossupressora;

e 40% (8/20) dos pacientes de doenca invasiva apresentaram quadro de fungemia;

e 30% (6/20) dos pacientes de doencga invasiva apresentaram infec¢ao do sistema nervoso
central

e A taxa de mortalidade apresentada foi de, aproximadamente, 40% (8/20).

Liu e colaboradores (2014) também apresentaram um relato de encefalite criptococica
causada por N. albida em um paciente HIV positivo. Em paralelo, apresentam uma revisao
bibliografica que demonstra a presenca de outros casos semelhantes e, a partir dela, relatam o
percentual de oObitos acima de 50% para a enfermidade. A principal causa de morte esta
associada a compressdo do tronco cerebral em que, mesmo na sobrevivéncia, os pacientes
costumam sofrer atrofia Optica, hidrocefalia, mudanca de personalidade e até deméncia.

Naganishia liquefaciens (Cryptococcus liquefaciens) foi responsavel por um caso de
meningite associada a Mycobacterium tuberculosis na Guatemala. O caso ocorreu com um
paciente do sexo masculino, de 31 anos, positivo para HIV (CONDE-PEREIRA, et al 2015).

Cheng e colaboradores (2001) abordam relato de caso de bebé prematuro, com idade
gestacional de 27 semanas, com fungemia causada por Papiliotrema laurentii (C. laurentii). O
tratamento ocorreu com a retirada o cateter venoso central e utilizagao de anfotericina B como

medicamento antifingico, obtendo bons resultados.
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Os autores reforgam a importancia dos fomites como disseminadores do microrganismo
no ambiente hospitalar e destacam mais quinze casos em humanos associados ao
microrganismo. O estudo envolve pacientes de idades variadas sendo 2 prematuros e os demais
com idades oscilando entre 13 e 61 anos. Destes, sete apresentam caso de fungemia e apenas
um evoluiu para o dbito (CHENG, et a/ 2001).

Furman-Kuklinska e colaboradores (2009) descrevem um caso de fungemia causado por
Papiliotrema laurentii (C. laurentii) em jovem em uso de imunossupressores em decorréncia
de glomerulonefrite membranoproliferativa. Inicialmente o paciente foi submetido a terapia
antifingica com uso de fluconazol. Entretanto, apesar da medicacao, ainda foram observados
quadro de febre séptica e exames de sangue microbiologicos positivos apds 3 semanas de
tratamento. Desta forma, a terapia foi redirecionada para o uso de itraconazol, sendo este
acompanhado por cinco semanas para confirmagao da efetividade do tratamento.

Ha relato, ainda, de um homem, de 59 anos, HIV negativo, agricultor com exposi¢ao
prévia a excrementos de pombos, sendo este o Unico fator de risco identificavel. O paciente
apresentou quadro de meningoencefalite causada por P. laurentii. E importante citar que, em
algumas regides, esta espécie pode ser utilizada como um pesticida bioldgico para evitar a
decomposic¢ao de frutas, aumentando o risco da populagao rural.

Com a pandemia de COVID-19 foram descritos varios casos de infecgdes secundarias
relacionadas a virus, bactérias e fungos. Dentre os ultimos, surgiram casos de infec¢dao por
Cryptococcus spp. apoOs contaminagdo inicial por SARS-CoV-2. (GHANEM;
SIVASUBRAMANIAN, 2021) Uma das possiveis explicagdes para esse fato pode ser a
utilizagdo de medicamentos imunossupressores e/ou imunomoduladores que aumentam o risco
da aquisi¢do de doengas oportunistas e essa tem sido uma das vias de tratamento adotada para
a Covid-19. (ALEGRE-GONZALEZ, et al, 2021; GHANEM, SIVASUBRAMANIAN, 2021;
THYAGARAIJAN, et al, 2021)

Alegre-Gonzalez e colaboradores relatam um caso de paciente do sexo masculino, 78
anos, com histdrico passado de diabetes mellitus tipo 2, pressdo alta e doenca renal cronica,
com teste negativo para HIV. Reafirmam a auséncia de imunossupressao prévia a Covid-19 e
o desenvolvimento de um quadro de infeccdo flngica grave apds tratamento com
corticosteroides. Foi realizado isolamento a partir de cultura sanguinea confirmando a presenca
de C. neoformans.

Ghanem e Sivasubramanian descrevem um caso de meningite criptocdcica grave

desenvolvida em paciente caucasiana, do sexo feminino, 73 anos e sem histérico prévio de
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doencas de base. O diagnostico ocorreu uma semana ap6s o tratamento da infec¢do por SARS-
CoV-2 com dexametasona.

Thyagarajan e colaboradores (2021) também relataram caso de homem
imunocompetente de 75 anos, hispanico, com historico de diabetes mellitus, hipertensao,
obesidade e osteoartrite em cenario de pneumonia associada a COVID-19 e Sindrome do
Desconforto Respiratorio Agudo (SDRA). O paciente citado veio a 6bito em decorréncia de um
quadro de fungemia causado por C. neoformans.

Papiliotrema laurenttii também foi relatado em associacdo a SARS-CoV-2. Paciente do
sexo feminino, 54 anos, com caracteristicas de obesidade, diabetes mellitus tipo 2, cardiopatia
e hipertensdo prévios apresentou sintomas como tosse e dispneia, evoluindo para insuficiéncia
respiratoria e fungemia por P. laurenttii (FILHAO et ao, 2022).

Além das caracteristicas ja mencionadas, Gouveia e colaboradores (2018) sugerem
apenas a presenca de imunossupressao como fator favoravel ao crescimento e desenvolvimento
do microrganismo no hospedeiro. Entretanto, estudos apresentam maior incidéncia da doenga
em pacientes do sexo masculino e essa predile¢dao ¢ comprovada por alguns autores. (CHEN e¢
al.,2016; FANG et al., 2017; HONG et al., 2017)

Os casos citados enfatizam a importancia de se considerar os agentes causadores de

doenga criptococica menos comuns, mas emergentes.

2.4.2. HOSPEDEIRO ANIMAL

Assim como nos seres humanos, a criptococose em animais ocorre mais comumente
quando ha comprometimento na imunidade celular (KOMMERS et al., 2005). Entretanto, ¢
possivel encontrar com facilidade na literatura casos de animais imunocompetentes que também
desenvolveram a doenga. A contamina¢do também pode ser dar de forma assintomatica como,
por exemplo, em casos de basididosporos transportados em suas cavidades nasais sem
necessariamente ocorrer infecgdo (MALIK et al., 1997, FERNANDES et al., 2016).

No caso de animais, a infeccdo também pode ser adquirida por inalagdo de propagulos
fingicos comprometendo principalmente o sistema respiratério e, ocasionalmente, atingindo
sua forma disseminada (KOMMERS et al., 2005). Além disso, Larsson ¢ colaboradores (2003)
citam como porta de entrada provavel a extremidade distal do membro toracico direito de um
cdo que, através de lambedura constante, haveria disseminado para a regido cefalica e

posteriormente migrado para os globos oculares e pelo sangue.
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2.4.2.1. CAES E GATOS

Sua distribuicao mundial afeta também os animais. A criptococose ¢ mais comumente
associada aos gatos, apresentando uma frequéncia 7 a 10 vezes maior que em caes,
principalmente se associada as infec¢des virais como o virus da imunodeficiéncia felina (FIV)
e o virus da leucemia felina (FeLV) (KOMMERS et al., 2005; FERREIRA et al., 2007).

Em felinos as lesdes cutdneas sao as mais comuns juntamente com linfadenopatia
regional e ¢ incomum o comprometimento sistémico, principalmente a nivel pulmonar. Sao
comuns as lesdes na regido na cabeca como erosdes e ulceras (nasais, linguais, palatinas,
gengivais, labiais, podais e no leito ungueal) causando o chamado “nariz de palhago” e, em
cerca de um quarto dos gatos infectados a via linfatica pode ser atingida fazendo com que a
infeccdo alcance o SNC (LARSSON et al.,, 2003; FERREIRA et al., 2007).

No caso dos caes, geralmente afeta animais imunossuprimidos ou com doengas
debilitantes, de grande porte, com idade média de 3 anos, ndo sendo relacionada ao sexo. O
envolvimento do SNC ocorre em cerca de 50-80% dos casos, depressdo e anorexia sio comuns,
comprometimento dos olhos também ¢ mais acentuado. Entretanto, outros 6rgdos também
podem estar envolvidos em quaisquer dos casos sendo lesdes cutdneas e pulmonares menos
frequentes (HONSHO et al, 2003; LARSSON et al, 2003; MARCASSO et al, 2005;
FERREIRA et al., 2007).

Caes e gatos podem ser também apenas portadores de basididsporos em sua cavidade
nasal, sem manifestar sintomas clinicos, antigenos criptocdcicos em seu Soro ou mesmo
leveduras ou patologia significativa em suas biopsias nasais, o que reafirma a nao infec¢do por
C. neoformans (MALIK et al., 1997).

Em 2003, Larsson e colaboradores descreveram pela primeira vez no Brasil um caso de
criptococose canina com acometimento oftalmo e dermatopatico, com diagnoéstico intra-vitam.
O animal da raga Pastor Alemao, fémea, 33,1 Kg, com 2 anos, atende as condi¢des propostas
por Honsho e colaboradores (2003) e, segundo estudo, havia se infectado através do contato
com dejetos de pombos (Columba livia) desenvolvendo quadro tegumentar e 6sseo com
posterior isolamento de C. neoformans.

No mesmo ano, Honsho e colaboradores (2003) demonstraram o caso de um cao Boxer,
macho, com 2 anos e¢ 11 meses com tratamento prévio de antibidticos e doses
imunossupressoras de corticoides para controlar a doenca inflamatoria intestinal cronica.

Acredita-se que o ponto focal tenha ocorrido no trato gastrointestinal, com posterior
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disseminagdo pela via hematogénica. Os autores citam ainda a corticoterapia como uma das
possiveis principais causas do agravamento e disseminac¢ao da infeccdo.

Marcasso e colaboradores, em 2005, apresentam o relato de trés caes que também
atendem as condi¢des de Honsho e colaboradores (2003). Um macho, sem raga definida, 1 ano,
29 kg; um macho, Fila brasileiro, 4 anos, 21,3 Kg e uma fémea, labrador, 2 anos e nove meses,
23,7 Kg. Todos apresentavam alteragdes pulmonares, sindrome neuroldgica multifocal
anorexia, disfagia, apatia, desidratacao de leve a severa e alteracdes oculares em decorréncia da
criptococose.

Fernandes e colaboradores, em 2016, realizaram estudo para demonstrar a importancia
da presenca de pombos, seus ninhos e excretas como fonte de infeccdo de criptococose. O
estudo investigou a presenca de C. neoformans em ninhos, poeira e secre¢ao nasal de caes e
gatos em porcdes da cidade do Rio de Janeiro com alta populagdo de C. [livia, animais
domésticos e humanos com grande interagdo no ambiente. O trabalho foi baseado em 150
amostras coletadas (40 de ninhos, 30 de secre¢@o nasal de caes, 30 de secrecdo nasal de gatos e
50 de poeira) das quais obtiveram 12 positivas para ninhos, 1 para secrecao de caes, 2 de gatos
e 15 de poeira, totalizando 30 amostras positivas. Esse estudo comprova a relagdo da presenca
das aves com a dissemina¢do via poeira e infec¢do dos animais além da presenca de C.
neoformans na nasofaringe de animais aparentemente saudaveis.

E importante ressaltar que ndo existe comprovacao de risco para humanos no manuseio
de animais infectados (FERREIRA et al., 2007). Entretanto, tais animais podem representar um

indicador da presenca do microrganismo no ambiente em que estdo inseridos.

2.4.2.2. PASSERIFORMES E PSITACIFORMES

O Brasil possui grande biodiversidade, sendo a ornitologica a terceira maior dentre todos
os paises, atras apenas da Colombia e Peru (ARAUJO; OLIVEIRA, 2017) ¢ é também
conhecida a relagdo entre as excretas destas aves e o crescimento fungico (FERREIRA et al.,
2007). O habito de manutengao de aves em cativeiro normalmente esta atrelado a utilizacao de
forragdes para depositos destas excretas, sendo as folhas de jornal as mais utilizadas para esta
finalidade seguidas de folhas plésticas e areia. O hébito de utilizacdo da primeira apresenta
menor indice de isolamento de Cryptococcus spp. se comparado as demais devido a facilidade
da troca e consequentemente melhor higienizacdo da cobertura e sem tantos residuos que

possam fornecer condi¢des para o crescimento dos fungos (PEREIRA et al., 2014).
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Pereira e colaboradores (2014) realizaram coletas de excretas do fundo de gaiolas de
aves de petshops de 25 estabelecimentos do municipio do Rio de Janeiro. As espécies mais
encontradas nestes estabelecimentos e selecionadas para coleta foram: pombo (Columba spp.),
rolinha diamante (Geopelia cuneata), agapornis (Agapornis spp.), calopsita (Nymphicus
hollandicus), periquito australiano (Melopsittacus undulatus), mandarim (Taeniopygia
guttata), diamante de gould (Chloebia gouldiae), canario belga (Serinus canaria), manon
(Lonchura domestica), calafate (Padda oryzivora) e star finch (Neochmia ruficauda). No total
foram coletadas 1.268 amostras destes estabelecimentos, sendo 85 destas positivas..Apos
sorogrupagem, 54 isolados foram classificados como pertencentes ao sorogrupo AD (C.
neoformans) e dois isolados classificados como sorogrupo BC (C. gattii).

Em estudo realizado na area central da cidade de Campo Grande (MS) com 20 amostras
de excretas, em distintos ambientes entre lojas de aves, escola, domicilio e raspados de excretas
encontradas em solo de ambiente aberto, foram obtidos 10 isolados de C. neoformans sorotipo
A, referentes a 3 dos 10 pontos de coleta amostrados. Neste estudo todas as amostras coletadas
se tratavam de material envelhecido e seco e correspondiam a uma gaiola ou viveiro, contendo
de 4 a 27 aves, agrupadas segundo sua espécie, sem divisao entre machos e fémeas, sendo os
animais com isolamento positivo: candrio belga (Serinus canaria), periquito australiano
(Melopsittacus unolulatus), calopsita (Psittacidae), agapore (Psittacidae), mandarim
(Psittacidae), pombo rabo de leque (Columba sp), pombo burguesinho (Columba sp) (FILIU et
al., 2002).

O desenvolvimento da doenga em aves ¢ pouco descrito devido sua alta resisténcia a
este patdgeno. Sua elevada temperatura corporal, entre 41,5 e 43°C, acaba por inibir o
crescimento de Cryptococcus spp. raramente desenvolvendo quadros de criptococose (FILIU
et al., 2002; PEREIRA et al., 2014).

Embora menos comum, um surto de criptococose foi descrito em criatorio de Sao Paulo,
onde sete aves vieram a 6bito em decorréncia da dissemina¢ao da doenga. Os sintomas comuns
observados foram incoordenagdo, paralisia progressiva e dificuldade de voar. Em anélises
realizadas nos psitacideos foram encontradas leveduras encapsuladas em diversos tecidos como
bico, coana, seio, pulmdoes, sacos aéreos, coracao, figado, bago, rins, intestino € sistema nervoso
central além de dois casos em esfregacos de fezes com tinta da china. Foi relatada alta titulacao
de antigeno criptococico no soro de um dos passaros afetados com aumento expressivo durante
o tratamento culminando em seu oObito. As leveduras foram isoladas da massa nasal, fezes e

figado de uma ave e C. neoformans var. gattii sorotipo B foi identificado com testes
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bioquimicos, fisioldgicos e soroldgicos. A cepa em questdo se mostrou resistente ao fluconazol
(RASO et al., 2004).

Na Australia também foram descritos 15 casos de criptococose avidria em papagaios de
cativeiro. Nessas aves a doenca se manifestou de forma invasiva localizada do trato respiratorio
superior resultando em sinais semelhantes a rinite micdtica com envolvimento de estruturas
contiguas a cavidade nasal, como bico, seios nasais, coana, espago retrobulbar e palato (MALIK

et al., 2003).

2.4.2.3. POMBOS URBANOS (Columba livia)

Apesar de Cryptococcus spp. serem constantemente descritos em associagdo com as
fezes dos pombos ou, ainda, como colonizadores naturais da mucosa do papo (FILIU et al.,
2002) ou do intestino destas aves (FARRER et al., 2021), ndo h4d muitos relados do
desenvolvimento da doenc¢a nestes animais. Sao descritos dois casos nos continentes Americano
e Europeu além de um pombo australiano com desenvolvimento da doenga subcutinea
minimamente invasiva (MALIK ez al., 2003).

Na cidade do Rio de Janeiro (RJ), amostras de dez igrejas e seu entorno foram coletadas
pelo periodo de um ano. Houve isolamento de C. neoformans var. neoformans em 9 das 10
igrejas nas amostras de excretas de pombos e em 6 igrejas nas amostras de ar. Além disso,
houve isolamento de amostras de solo, insetos (besouros), ovos, ninhos de pombos e penas
(BARONI et al., 2006).

Em estudo realizado em Ribeirdo Preto (SP) por Silva e Divani (2008), de 68 amostras
ambientais de “pools” de fezes de pombos, foram encontrados Cryptococcus sp. em 75% das
amostras (n =51). Os isolados foram identificados como C. laurentii (n=43), C. unigutulatus
(n=3), C. laurentii associado com C. albidus (n=4) e C. unigutulatus associado com C. laurentii
(n=1).

E importante ressaltar que C. laurentii juntamente a C. albidus sdo responsaveis por
cerca de 80% dos casos de criptococose causada por Cryptococcus ndo-neoformans € nao —
gattii (KHAWCHAROENPORN et al., 2007).

Assim como C. laurentii, embora ndo faga parte do complexo mais estudado de espécies
de Cryptococcus, relato de caso publicado em 2007 por Serda Kantarcioglu et al. (2007),
demonstra a presenca de C. diffluens causando lesdes subcutdneas semelhantes as de

esporotricose. Neste relato o paciente, jovem e do sexo masculino, também negativo para HIV,
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relatou viagem a trabalho para o deserto do Turcomenistdo dois meses antes de as lesdes
subcutaneas aparecerem, sendo relatadas lesdes cutineas frequentes durante a viagem. Neste
estudo, a espécie foi identificada através de métodos moleculares.

Os animais podem se contaminar através do contato com os pombos € seus excrementos.
O homem pode ser infectado com risco associado principalmente a presenca das fezes de
Columba livia em janelas e ar condicionados, bem como em locais de manuseio e preparo de
alimentos. Profissionais de servigos gerais (higienizagdo, manutengdo) tém risco mais
acentuado (FISHER et al., 2016), pois se expdem as fezes com maior frequéncia e intensidade,
de forma direta durante suas atividades.

A coleta de mais de um tipo de amostra ja foi realizada por varios pesquisadores e
permite inferir algumas relagdes entre o fungo e seu possivel carreador: o pombo (C. livia).
(BARONI et al., 2006; FERNANDES et al., 2016). No bairro de Ricardo de Albuquerque, no
Rio de Janeiro, C. neoformans foi isolado com uma frequéncia de 30% tanto nos ninhos de
pombos como na poeira de dreas circunvizinhas ao conglomerado espacial destas aves. Além
disso, também esteve presente na secre¢ao nasal de caes e gatos refor¢ando a relagao do material
de ninhos e da poeira ao redor desse ambiente para a manutencdo do agente no perimetro
(FERNANDES et al., 2016).

A correlagdo com a época de coleta de excretas de pombos e os isolados obtidos também
pode ser realizada. Estudos demonstram, por exemplo, maior taxa de isolamento no més de
novembro, periodo da primavera no Brasil em detrimento de baixas taxas de isolamento no
verao, onde as altas temperaturas podem inibir o crescimento de C. neoformans ou até causar a
inativagdo celular durante esta temporada (BARONI et al., 2006).

A recuperacgdo do fungo em insetos copréfagos que vivem em proximidade aos pombos
urbanos pode demonstrar mais uma forma de transporte da levedura por grandes distancias,
assim como a analises de ninhos das aves, embora pouco realizadas, também ajudam a compor
essa histdria. O transporte de C. neoformans também pode ser realizado através dos bicos, pés
e penas dos pombos (BARONI et al., 2006). Apesar de ndo ser conhecida a exata a origem
destes fungos, uma vez que ndo ¢ isolado do trato intestinal de aves, devido a dificuldade de
sobrevivéncia pela temperatura ¢ competi¢do microbiana (FILIU et al., 2002).

Porém, ¢ relatado que o fungo pode permanecer viavel nas fezes de pombo por muitos
anos, se ndo exposto diretamente a luz solar, tornando-se um reservatorio de particulas
infectantes passiveis de inalagdo (BARONI et al., 2006; BOVERS et al., 2008; QUEIROZ et
al., 2008). Tém sido crescentes os estudos, como os de Contin e colaboradores (2010), em que,

de 30 amostras de excretas de pombos coletadas de dez pontos distintos em Caratinga/MG
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(entre igrejas, escolas e pontos centrais da cidade) foram obtidos isolados de C. neoformans em
100% dos locais selecionados com 27 das amostras positivas.

Desta forma, ndo havendo medidas preventivas especificas e diretamente relacionadas
a criptococose, ¢ importante a geracdo de conteudo para demonstragdo do risco e posterior
conscientizacdo da comunidade. Apenas com o controle de nidificacdo, destinacdo adequada
dos residuos, controle da disponibilidade de alimentagdo serd feito o controle da populagdo de

aves e, consequentemente, da dispersao do microrganismo (NUNES, 2003).

2.4.2.4. QUIROPTEROS

Assim como as aves, 0os morcegos sao hospedeiros de uma gama de microrganismos.
Isso pode estar relacionado, entre outros fatores, a seu habitat. Em estudo realizado com 98
morcegos, com material obtido através de visceras congeladas dos animais (83 amostras -85%)
e fezes frescas dos quirdpteros capturados através de rede de neblina (15 amostras — 15%), foi
possivel verificar o isolamento de Cryptococcus spp. TENCATE et al., 2012).

Mendes (2018) também se utilizou da metodologia de Tencate e colaboradores (2012)
com algumas modificagdes e, em seus estudos, analisou amostras de intestino, pulmdes, figado,
e fezes dos morcegos. De 48 quiropteros capturados no municipio de Sinop-MT trés amostras
de pulmao/figado, uma de intestino/fezes e uma de fezes secas foram positivas para

Cryptococcus spp.

2.4.2.5. OUTROS ANIMAIS

Além de passeriformes e psitaciformes, como pecas fundamentais na cadeia de
crescimento do fungo em meios urbanos e dos casos crescentes de criptococose canina e felina,
podemos citar também a ocorréncia da doenga em outros animais, embora este fato seja menos
comum.

Um achado incidental de criptococose pulmonar granulomatosa causada por C.
neoformans em equino foi relatado por Kommers e colaboradores (2005). O animal apresentava
historico de laminite cronica e ocorreu apds a necropsia, na qual foram encontrados multiplos
nodulos macios e gelatinosos distribuidos aleatoriamente nos pulmdes e, em analise histoldgica,
cavidades cisticas preenchidas de leveduras circundadas por um halo claro (KOMMERS et al.,

2005).
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No semidrido nordestino também foi apresentado um relato de caso envolvendo
criptococose causada por C. neoformans. Um bovino foi diagnosticado apds apresentar
sintomas diversos que evoluiram para decubito lateral, movimentos de pedalagem, nistagmo,
auséncia do reflexo anal e de flexdo dos membros. (GALIZA et al., 2010).

Na regido Sul do Brasil, um caprino com histérico de transporte prolongado foi
encaminhado para necropsia apos apresentar sintomas como dispneia, secre¢do nasal e tosse.
Avaliando os achados clinicos, patologicos e moleculares, o diagnostico de pneumonia por C.
neoformans foi estabelecido pelos autores (BIANCHI et al., 2018).

Um ovino com histérico de traumatismo na cabeca ha cerca de 15 dias, recorreu a
atendimento na Clinica de Bovinos no Campus Garanhuns da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (PE) apdés aumento de volume na regido interna da cavidade nasal direita.
Realizadas andlises macro e microscopicas, os achados clinicos e anatomopatologicos
indicaram um caso de criptococose nasal em ovino (SILVA et al., 2009).

Apesar do pouco conhecimento acerca da patologia em suinos, ¢ relatado que estes
animais quando acometidos pela criptococose podem apresentar sinais clinicos severos,
envolvendo casos de tosse e corrimento nasal associados a sinais inespecificos. Em necropsia,
lesdes multiplas de pneumonia granulomatosa progressiva sdo comuns € comprometimento em
outros 6rgdos também podem estar presentes (FERREIRO et al., 2007).

Algumas doengas fungicas, como a criptococose, costumam ser negligenciadas. Desta
forma, os relatos sobre animais de produgdo se mostram fundamentais para reforcar a
importancia do conhecimento destas doencas uma vez que seus sinais clinicos sdo pouco
evidentes (SILVA et al., 2009). Esta falta de sinais clinicos ou semelhanga aos de outras
enfermidades faz com que seu tratamento seja realizado de forma incorreta podendo levar o
animal a imunossupressao e consequente agravamento do caso ou, ainda, que seja encontrada
de forma incidental apenas durante exame necroscopico (MARCASSO et al, 2005;
KOMMERS et al., 2005, SILVA et al., 2009).

Os Kiwis marrons (Apteryx australis mantelli) também ja foram relatados com histdrico
de criptococose, sendo descritos dois 6bitos por pneumonia criptocdcica difusa na Nova
Zelandia e um na Australia por ampla disseminagdo da doenga. (MALIK ef al., 2003)

Devido a sua estreita relacdo com eucaliptos, C. gatti estd amplamente inserido em um
ambiente muito utilizado por coalas (Phascolarctos cinereus). Em estudo de 2002 foi descrita
a progressdo da colonizagio da cavidade nasal de um coala para invasio tecidual. E relatado
ainda que a antigenemia criptocécica foi detectada em 28 coalas sauddveis de trés regides

diferentes indicando a existéncia da colonizagdo da cavidade nasal e do potencial risco
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associado aos animais além da necropsia de dez animais com antigenemia positiva e
confirmagdo das lesdes criptocdcicas em locais distintos. Ainda durante o trabalho, um coala
desenvolveu meningoencefalite criptocdcica enquanto outro desenvolveu pneumonia

criptocdcica apenas seis meses apos o estudo (KROCKENBERGER et al., 2002).

3. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento e a viabilidade de microrganismos associados a excretas de aves e
quirdpteros ja vem sendo amplamente estudados (TENCATE et al., 2012; PEREIRA et al.,
2014; MENDES, 2018). Atualmente, a relacao entre as fezes secas de aves, incluindo C. /ivia,
e a presenca de isolados de Cryptococcus sao muito bem descritas. Sabe-se que Cryptococcus
spp. além de estar presente neste substrato pode permanecer viavel para contagio por longos
periodos. (REOLON et al., 2004). Além disso, também podem estar presentes em ocos de
arvores e seus restos em decomposicdo, sendo as arvores de eucalipto (Eucalyptus
camaldulensis) o reservatorio mais comum e mais estudado (FILIU et al., 2002; PEREIRA et
al., 2014; ROCHA et al., 2014).

Essas leveduras sdo consideradas cosmopolitas e apresentam caracteristicas que as
tornam agentes de grande importancia em micologia médica podendo estar presentes em uma
gama de ambientes (FILIU et al, 2002; DERENGOWSKI, 2011; ROCHA et al., 2014).
Atrelado a isso estdo seus possiveis carreadores, os pombos urbanos (C. /ivia), com importante
papel na veiculacdo mecanica das leveduras através de penas, pés e fezes secas (NUNES, 2003;
BARONI et al., 2006; GONCALVES, 2017).

Estas aves possuem predilecdo por nidificagdo em hospitais e escolas, devido a
proximidade com o homem e a facilidade na busca por alimento. Tal inclinacdo pode,
inevitavelmente, aproximar o microrganismo de pessoas com sistema imunoldgico mais
vulneravel podendo elevar os riscos de infeccdo (NUNES, 2003; GONCALVES, 2017)

Desta forma, o presente estudo visa conhecer melhor o microrganismo € sua
ecoepidemiologia. A referida ciéncia permitira a identificacao dos locais de maior incidéncia e
possiveis focos de contaminagdo viabilizando o delineamento de um perfil de incidéncia do
microrganismo no entorno de hospitais da regido de Belo Horizonte, bem como seus fatores de
viruléncia de modo a antever riscos associados a populagdo imunossuprimida que utiliza os

hospitais das regionais de BH.
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3.1. PROBLEMA

A levedura encapsulada denominada Crypfococcus spp. esta frequentemente associada
aos pombos urbanos (Columba livia) que, atualmente, devido a condi¢des Otimas de
temperatura, alimento e abrigo, desenvolvem altas taxas de reproducdo durante todo o ano. O
aumento destas aves e, consequentemente de suas excretas, proporciona maior dispersdo da
levedura em locais como escolas e hospitais (NUNES, 2003; GONCALVES, 2017).

Desta forma ¢ importante a manutencdo de estudo amplo e rastreavel da incidéncia
destas leveduras, seja em associacdo as aves ou em arvores e seus detritos, de modo que se

possa conhecer as formas de contaminagdo a que a populacdo belorizontina possa estar exposta.

3.2. HIPOTESES

Com a conhecida predilecdo de pombos urbanos (C. /ivia) por nidificagdo em hospitais
e escolas, devido a proximidade com o homem e a facilidade na busca por alimento, ¢ esperado
o aumento de excretas e, consequentemente, a elevacdo da presenca do microrganismo no
entorno destes locais. A utilizagdo de arvores para empoleiramento também seria fator de
dispersao e interacdo entre os nichos de Cryptococcus spp. Desta forma, espera-se detectar a
presenca de Cryptococcus spp., em quantidades significativas, no entorno de hospitais de Belo

Horizonte.

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca e variabilidade genética das leveduras sugestivas de Cryptococcus
spp. isoladas de amostras ambientais do entorno de hospitais da cidade de Belo Horizonte de
modo a descrever espécie e fatores de viruléncia. Pretende-se, a partir destes dados, tracar o

cenario da cidade quanto ao microrganismo e antever riscos a ele associados.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Realizar o mapeamento das regionais de BH segundo a densidade demografica de modo
a amostrar os pontos com maior probabilidade de incidéncia de pombos urbanos (C.

livia);
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e Listar e selecionar os hospitais de Belo Horizonte, MG, e/ou seu entorno com maior
incidéncia de pacientes imunossuprimidos de modo a realizar amostragem da regional
a qual pertence;

e (Coletar amostras ambientais do entorno dos hospitais selecionados;

e Investigar a presen¢a de Cryptococcus spp. nas amostras coletadas nesses ambientes e
identificar as espécies isoladas utilizado ferramentas de biologia molecular;

e Avaliar os fatores de viruléncia das leveduras de interesse, tais como: termotolerancia,

melanizagdo e atividades das enzimas proteinase, fosfolipase, urease e catalase.

5. MATERIAL E METODOS
5.1. ORIGEM DAS AMOSTRAS

A realizagdo do presente estudo se baseou em amostras ambientais provenientes de
hospitais e/ou seu entorno de modo a representar as regionais de BH. Os locais foram
selecionados de acordo com sua especialidade e consequente fluxo de pacientes
imunossuprimidos. Ao total, foram coletadas amostras de cinco hospitais, cujas regionais foram
selecionadas aleatoriamente por sorteio, de modo a representar o espectro da cidade na busca

de um possivel perfil para o todo.

5.1.1. ASPECTOS ETICOS

O projeto foi iniciado como piloto em 2018 e apresentado previamente a partir do
trabalho de conclusdo de curso intitulado: “Estudo da populag¢do de pombos da escola de
veterinaria da UFMG: avalia¢do ambiental e isolamento de Cryptococcus spp”, desta forma,
possui aprovagdo inicial pela Comissio de Etica no uso de Animais da UFMG (CEUA/UFMG),
gerando o registro N°361/2018 (ANEXO 1) e pelo Ministério do Meio Ambiente — MMA,
Instituto Chico Mendes de Conservacgdo da Biodiversidade — ICMBio sob nimero de inscri¢ao
SISBio 66535-2 (ANEXO 2).

A priori, foi solicitada a atualizacao destas autorizagdes para dar sequéncia aos estudos
com as aves (ANEXOS 4 e 5), uma vez que se pretendia dar continuidade ao projeto com a
captura e analise de 6rgdos de pombos urbanos (C. /ivia) das regionais de BH. Entretanto, em

decorréncia da pandemia de COVID-19 e suas consequéncias diretas e indiretas (como
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fechamento de laboratérios e o risco de contagio durante as coletas em hospitais), foi necessaria
a adocdo de medidas para adequag@o do projeto frente ao cendrio percebido.

O planejamento de captura das aves foi adiado para pesquisa posterior € houve aumento
do niimero inicial de coletas ambientais. Para o atendimento dos novos propdsitos do trabalho,
o projeto foi submetido ao cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético

e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob n® A4A790E (ANEXO 6).

5.1.2. COLETA

O material ambiental foi coletado, apesar de suas limitagdes, de modo a amostrar a
cidade de Belo Horizonte e ocorreu segundo Baroni e colaboradores (2006), com modificagoes.

As amostras coletadas, bem como o n amostral estdo descritos abaixo:

Tabela 7. Resumo - Material ambiental coletado: formas de preservagdo até processamento
Material Forma de coleta Preservacao
. Microtubos estéreis a
Fezes secas Raspado do material .
temperatura ambiente

Cascas soltas com ..
Sacos estéreis a temperatura

Cascas de arvores pinga ou raspado de ambiente
tronco
. . T Fal térei
Solo/Detritos Coleta com espatula Ty Feltpon GiSre

temperatura ambiente
Fonte: Elaborado pela autora.

Posto isso, o material coletado teve seu n amostral baseado nos dados do projeto piloto
alinhado a outros trabalhos anteriormente publicados, de modo a tragcar o possivel perfil de
coleta do microrganismo (FILIU et al, 2002; MEZZARI et al, ARAUJO JR et al, 2015; 2014;
SANTOS et al, 2019) resultando no célculo de 57 amostras por ponto de coleta (MIOT, 2011),

sendo estes distribuidos e coletados conforme se segue:



Tabela 8. Calculo Amostral

N amostral 246
Positivos 44
Foérmula: | n= [(Zoz/2.\/p.q)/e]2 |

Za. 1,96
E 0,05
p 0,18
q 0,82
n 56,42
n 57,00

Fonte: Elaborado pela autora com base nos calculos de Sampaio, 2007.
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Inicialmente, os pontos de coleta haviam sido demarcados de acordo com a densidade

demogréfica e a presenca de hospitais que realizam o tratamento/acompanhamento de

enfermidades relacionadas ao agravamento da doenga criptococica (como as especialidades de:

oncologia, infectologia, doengas pulmonares, entre outros) conforme abaixo:

Tabela 9. Calculo da densidade demografica para escolha dos pontos de coleta iniciais

_ - AREA DENSIDADE PONTOS
e s};?lfqilﬁic(?(())z 5 P;g: gﬁgﬁﬁ; AREA (Km?) | PROPORCIONAL | PROPORCIONAL DE
(Km?) (hab/Kn») COLETA
VENDA NOVA 281.526 0,11 29.27 0,09 847,28 1
CENTRO-SUL 301.269 0,12 31,85 0.1 906.7 2
NOROESTE 284.561 0,11 30,17 0,09 856,41 2
OESTE 327.569 0,13 36,06 0,11 985,85 2
LESTE 253.243 0,1 27,98 0,08 762,16 1
NORDESTE 308.251 0,12 39.46 0,12 927,71 2
NORTE 225.127 0,09 32,67 0.1 677,54 1
BARREIRO 299.970 0,12 53,6 0,16 902,79 2
PAMPULHA 240.048 0,1 5121 0,15 722,45 1
[ToTAIS | 2.521.564 | 1 [ 33227 | 1 | 7.588,90 [ 1400 |
DENSIDADE PROPORCIONAL GERAL | ' opulacdo es:;i':da total / drea 7.588,90

Fonte: Elaborado pela autora com base nos dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE.

Entretanto, com o advento da pandemia de COVID-19 e as restrigdes relacionadas ao

tempo, entrada nos hospitais ou mesmo de recursos, foi preciso o reajuste e realiza¢ao de apenas

um ponto de coleta por regional e a realizagdo de amostragem aleatoria através de sorteio de

cinco regionais para amostragem das demais conforme tabela 10.
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Tabela 10. Calculo da densidade demografica da regido de coleta e a relagao percentual com
o total planejado.

- - AREA DENSIDADE PONTOS
POPULACA POPULACA .
EST(I’MIIiD AC(2;;0) PR(())P (;JRCI(i)N(LL AREA (Kn?) | PROPORCIONAL | PROPORCIONAL DE
(Km?) (hab/Kn?) COLETA
VENDA NOVA 281.526 0,11 2927 0,09 847,28 1
CENTRO-SUL 301.269 0,12 31,85 0.1 906.7 1
NORTE 225.127 0,09 32,67 0.1 677,54 1
BARREIRO 299.970 0,12 53,6 0,16 902,79 1
PAMPULHA 240.048 0,1 5121 015 722,45 1
[TOTAIS | 1.347.939 | 0,54 | 199 | 0,60 | 4.057 | 5 |
[% DO TOTAL | 53% | 54% | 60% | 60% | 53% [ 36% |

Fonte: Elaborado pela autora com base nos dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE.

As coletas foram realizadas em distdncias nunca inferiores a 2m entre os pontos de
coleta de modo a ampliar a variabilidade das amostras uma vez que, pincipalmente para o caso
das excretas, pode-se observar certa predilegdo das aves por determinados locais e as coletas

proximas poderiam trazer certo viés aos resultados.

Cascas de arvores: As amostras de cascas de arvores foram coletadas com auxilio de
pingas e bisturi estéreis, acondicionadas em sacos de coleta, também estéreis, e rotuladas
adequadamente de acordo com local e data. O peso médio das amostras obtido foi de
aproximadamente 4g.

Foram amostradas sete arvores por hospital tendo, cada uma, cascas e/ou raspados
retirados de trés pontos distintos e armazenados individualmente, contabilizando 21 amostras
por hospital e 105 considerando os cinco hospitais (figura 4).

Solo/Detritos: as amostras de solo/detritos foram coletadas com auxilio de espatulas
estéreis, acondicionadas em tubos tipo Falcon estéreis embalados individualmente e,
posteriormente, rotuladas adequadamente de acordo com local e data. O peso médio das
amostras obtido foi de aproximadamente 4g.

Foram realizadas coletas em 15 pontos distintos de cada hospital totalizando 75
amostras (figura 4).

Excretas: as amostras de excrementos de pombos foram coletadas através de raspagem
com espatulas e bisturis estéreis, acondicionadas em micro tubos também estéreis e rotuladas
adequadamente de acordo com local e data. O peso médio das amostras obtido foi de
aproximadamente 0,5g.

Foram realizadas coletas em 21 pontos distintos de cada hospital totalizando 105

amostras (figura 4).
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Coleta
285
[ [ { | |
H.EM H. EV H.PT H. RN H. SC
I “EE "I "I "
| | | | |
ARVORE ARVORE ARVORE ARVORE ARVORE
[7®)-21 | [I®-21 ] [1®)-21 | [73)-21 | [ 73)-21 |
SOLO SOLO SOLO SOLO SOLO
| 15 | | 15 | | 15 | | 15 \ | 15 \

EXCRETAS EXCRETAS EXCRETAS EXCRETAS EXCRETAS
L2 | [20 | [ 2« | [ 2t | [ 21 |

Figura 4. Esquema de coleta de amostras

H. EM — Hospital Eduardo de Menezes; H. EV — Hospital Evangélico; H. PT — Hospital Paulo de Tarso; H. RN —
Hospital Risoleta Neves; H. SC — Hospital Santa Casa.

Valores entre parénteses representam o numero de amostras coletado por arvore — resultando no valor final de 21
amostras.

Fonte: Elaborado pela autora

5.1.3. PROCESSAMENTO INICIAL

As amostras foram levadas e processadas inicialmente no laboratério de Micologia e
Micotoxinas — LAMICO - da Escola de Veterindria da UFMG seguindo metodologia de
REOLON et al., 2004 ¢ SYAKALIMA. et al., 2019 com modificagdes.

As amostras de excretas de pombos (Columba livia) foram processadas em capela de
fluxo laminar sendo realizada a suspensao de cerca de 1g do material homogeneizado em 9ml
de solucado fisiologica estéril acrescida de cloranfenicol 0,04% (ou proporgdes). O conteudo
permaneceu a 31°C em agitagdo em Shaker overnight. Apds este periodo, as amostras foram
retiradas e mantidas em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi
aspirado e 0,Iml semeado em placa de petri nos meios agar semente de niger (Guizotia
abyssinica) e Sabouraud dextrose agar (SDA). As placas foram incubadas em estufa a
temperatura aproximada de 31°C e observadas diariamente por até sete dias.

As cascas/raspados de arvores também foram processadas em fluxo laminar. Para isto,
foram separadas duas amostras por arvore para processamento em salina (0,9% + 0,04%
cloranfenicol) e uma para processamento em caldo Sabouraud. A solugado salina foi escolhida
por se tratar de uma substancia estéril, inerte e que atua apenas como veiculo para preparo e/ou

transporte de amostras, as mantendo viaveis durante os procedimentos de trabalho.
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Para as amostras processadas em salina foram pesados aproximadamente 4g do material
e inseridos em tubo Falcon contendo, aproximadamente, 36mL de salina estéril. O tubo foi
mantido a 31°C em agitacdo em Shaker overnight. Apds este periodo, as amostras foram
retiradas do equipamento e permaneceram em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente,
o sobrenadante foi aspirado e 500 pl foram semeados em placa de petri nos meios agar niger e
SDA. Para o caldo foi pesado aproximadamente 2g do material e inserido em tubo Falcon
contendo aproximadamente 40mL caldo Sabouraud estéril. O tubo foi levado para agitacdo a
31°C por 48h ou até que se formasse sedimentacao de leveduras. Havendo fungos filamentosos,
estes eram retirados da superficie com o auxilio de uma ponteira estéril e, utilizando uma alga
de inoculag@o ou ponteira estéreis, as leveduras eram acessadas no fundo do tubo e semeadas
nos meios niger ¢ SDA.

As amostras de solo/detritos seguiram processamento semelhante ao das cascas de
arvore processadas em salina. Foi pesado aproximadamente 4g do material e inserido em tubo
Falcon contendo aproximadamente SOmL de salina estéril acrescida de cloranfenicol (0,04%).
O tubo foi colocado em agitacao a 31°C em Shaker overnight. Apds este periodo, permaneceu
em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi aspirado e 500 ul foram
semeados em placa de petri nos meios agar niger e SDA.

O periodo de observagdo de sete dias foi utilizado uma vez que o cultivo de
Cryptococcus spp. a partir de fezes de aves ¢ mais lento e tardio se comparado a leveduras de
outros géneros ou em comparacdo a fungos filamentosos, principalmente os do Filo
Zygomycota que acabam por ocupar toda a extensao da placa e inviabilizam em pouco tempo
a utiliza¢do da mesma. (SILVA; DIVANI, 2008).

Havendo crescimento leveduriforme, as colonias lisas, imidas, brilhantes e de coloragao
de tons creme a marrom eram entdo repicadas na forma de estrias em placa de agar niger para

isolamento e posterior obtencao de subcultivos (REOLON et al., 2004).

5.1.4. IDENTIFICACAO INICIAL

Devido ao alto nimero de isolados iniciais, a caracterizagdo e segmentacao se deu de
forma fenotipica, sendo as leveduras agrupadas de acordo com a coloracao, aspecto na placa e
demais caracteristicas macroscopicas.

Apo6s o procedimento, as amostras seguiram para novos repiques (para confirmagao de

isolamento das colonias) criopreservacao e testes moleculares e bioquimicos no Laboratério de
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Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos do Instituto de Ciéncias Biologicas da

UFMG.

5.2. CARACTERIZACAO LABORATORIAL

Apos processamento inicial na EV/UFMG, os isolados ambientais de interesse seguiram
para certificagdo da pureza e identificacdo no Laboratorio de Taxonomia, Biodiversidade e

Biotecnologia de Fungos do Instituto de Ciéncias Bioldgicas.

5.2.1. CRIOPRESERVACAO

Os isolados ambientais, provenientes das etapas anteriores, sugestivos de pertencerem
ao género Cryptococcus spp. foram repicados sucessivas vezes em Sabouraud dextrose agar
(SDA) acrescido de cloranfenicol, de modo a verificar seu isolamento, e incubados em estufa
BOD a 31°C.

Em seguida, os isolados foram inoculados em 2mL de caldo GYMP (glicose 2g, extrato
de levedura 0,5g, extrato de malte 1g, NaH,PO4 0,2g, cloranfenicol 0,01g, agua destilada
100mL) e incubados por 48 -72 horas a 25°C. Apos esse periodo, foi transferido o volume de
800uL de cada amostra para tubos criogénicos estéreis e acrescidos de 200uL de glicerol
esterilizado. Os criotubos foram devidamente identificados e armazenados em freezer -80 de
modo a manter a viabilidade das amostras durante o periodo de pesquisa. As caixas contendo
os criotubos, também previamente identificadas, foram inseridas na Cole¢do de Culturas do
Laboratorio de Taxonomia, Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos a Universidade Federal
de Minas Gerais. As leveduras foram depositadas como biorrepositério, sendo confidenciais e

possuindo a finalidade exclusiva de pesquisa académica ndo podendo ser destinadas a terceiros.

5.2.2. ESCOLHA DOS ISOLADOS

Apo6s isolamento e criagdo de banco de amostras devidamente identificado, foi
necessaria a escolha de um grupo de trabalho para dar seguimento ao projeto devido a questdes
de disponibilidade tempo e recursos influenciados diretamente pela pandemia de COVID-19.

Para a escolha foram levadas em consideragdo as caracteristicas fenotipicas do género

Cryptococcus spp. como coloragdo e aspecto/textura das colonias. Devido a indisponibilidade
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de auxilio e o curto tempo de execugdo se tornaria invidvel o exame direto de cerca de 300
amostras. Desta forma, foram selecionadas as leveduras com coloragdo marrom ¢ creme
amarronzada e, dentre as colonias brancas e amareladas, foram selecionadas as coldnias de

textura viscosa com ou sem brilho.

5.2.3. AVALIACAO DOS FATORES DE VIRULENCIA
5.2.3.1. TERMOTOLERANCIA

Os isolados fungicos selecionados foram submetidos a testes de crescimento em
diversas temperaturas. Para tal, as leveduras foram previamente cultivadas em (SDA) por um
periodo de 48 horas em temperatura de 31°C. Posteriormente, cerca de duas a cinco coldnias
foram transferidas para um tubo de ensaio estéril contendo solugdo salina 0,85% e a
transmitancia desta suspensdo foi determinada em espectrofotometro a 530nm. Para o
experimento o inoculo foi padronizado acrescentando-se solucdo salina suficiente para obter a
transmitancia equivalente a uma soluc¢ao-padrao 0,5 da escala de McFarland, correspondente a
uma concentragio fungica de 1x10° a 1x10° células/mL (CLSI, 2002).

Em seguida, trés microlitros desta suspensao foram inoculados em meio SDA e a placa
foi mantida em fluxo laminar até que o volume adicionado secasse completamente.
Posteriormente, as placas foram incubadas nas temperaturas de 37°C, 40°C e 50°C durante 10
dias sendo a primeira observagao realizada apds 48h e as demais a cada 24h.

O procedimento descrito foi realizado em triplicata e repetido em dois ensaios com
intervalo de um més entre os experimentos.

A avaliagdo dos resultados se deu de forma visual de modo que, desde o primeiro dia,
foram atribuidas escalas comparativas sendo (-) para leveduras que ndo apresentavam qualquer
sinal de crescimento e variagdes que vao de (+) a (++++) para definir a intensidade de

crescimento da levedura na placa conforme figura abaixo.

Figura 5. Crescimento de P laurenttii considerado (+) e de P. terrestris considerado (+++) em placa de SDA a
40°C
Fonte: Registros fotograficos da autora
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5.2.3.2.PRODUCAO DE MELANINA

Assim como na avaliacdo de termotolerancia, os isolados foram previamente cultivados
em SDA por um periodo de 48 horas em temperatura de 31°C e, posteriormente, diluidos em
solu¢do salina 0,85% com realizagdo de ajustes para a concentragdo fungica segundo solugao-
padrao 0,5 da escala de McFarland.

Em seguida, trés microlitros desta suspensao foram inoculados em meio agar semente
de niger no qual espécies de Cryptococcus crescem e desenvolvem coloracdes em tons de
marrom. As placas foram mantidas em fluxo laminar até que o volume adicionado secasse
completamente e, posteriormente, incubadas nas temperaturas de 37°C e 40°C durante 10 dias.
ApoOs a primeira analise, realizada com 48h, as demais foram realizadas a cada 24h por todo o
periodo de 10 dias.

O procedimento descrito foi realizado em triplicata e repetido em dois ensaios com
intervalo de um més entre os experimentos. A avaliagdo dos resultados se deu de forma visual
de modo que, desde o primeiro dia, foram atribuidas escalas comparativas sendo (-) para
leveduras que nao apresentavam qualquer sinal de variagdo em sua coloragdo e variagdes que
vao de (+) a (++) para definir a intensidade de coloracdo das coldnias nas placas de dgar niger

em comparagdo ao apresentado em placas contendo o meio SDA.

5.2.3.3.AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA PROTEINASE

Assim como nos testes anteriores, os isolados foram previamente cultivados em SDA
por um periodo de 48 horas em temperatura de 31°C e, posteriormente, diluidos em solugao
salina 0,85% com realizacdo de ajustes para a concentragdo fingica segundo solug¢do-padrao
0,5 da escala de McFarland.

Em seguida, trés microlitros desta suspensdo foram inoculados em meio Yeast Carbon
Base (YCB). YCB ¢ um meio so6lido contendo 11,7g de albumina de soro bovino, 1,0g de
extrato de levedura, e 2,0g de albumina de soro bovino em 100ml de 4gua. O meio tem seu pH
ajustado para 5,0 durante o preparo e ¢ esterilizado por meio de filtragdo. Apos o processo de
filtracdo, o liquido ¢ acrescido de solugdo de 4gar esterilizada em autoclave (18g de agar em
900ml de 4agua destilada) e pode ser vertido em placas de petri.

As placas foram mantidas em fluxo laminar até que o volume adicionado secasse

completamente e, posteriormente, incubadas por sete dias a 28°C e a protedlise da albumina de
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soro bovino foi visualizada apds a coloragdo com negro de amido (negro de amido, 1g; acido
acético glacial, 199ml; agua destilada, 100ml).

O procedimento descrito foi realizado em triplicata e em ensaio Unico. A atividade de
proteinase foi classificada como (-) quando nao houve formagao de halo, (+), quando houve a
proteolise ao redor da coldnia entre 1 ¢ 2 mm e (++), quando a descoloracdo do agar excedeu

3-5 mm ao redor da coldnia.

5.2.3.4.AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA FOSFOLIPASE

Novamente, os isolados foram previamente cultivados em SDA por um periodo de 48
horas em temperatura de 31°C e, posteriormente, diluidos em solug¢do salina 0,85% com
realizacdo de ajustes para a concentragdo fingica segundo solucdo-padrao 0,5 da escala de
McFarland. Em seguida, trés microlitros desta suspensao foram inoculados em meio agar gema
de ovo (4% de gema de ovo foram adicionados ao meio dgar Sabouraud dextrose (Difco) com
1M de cloreto de s6dio e 5 mM de cloreto de célcio), as placas foram mantidas em fluxo laminar
até que o volume adicionado secasse completamente e, posteriormente, incubadas por 10 dias
a37°C.

O procedimento descrito foi realizado em triplicata em ensaio Unico. A formagdo de
zonas de precipitacdo (Pz) ao redor das colonias seriam consideradas como indicativo da

produgdo da enzima.

5.2.3.5.AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA UREASE

Para os testes de atividade da enzima urease os isolados foram previamente cultivados
em SDA por um periodo de 48 horas em temperatura de 31°C. As colonias foram semeadas por
estriamento, com o auxilio de uma alca bacteriologica de 1uL, em tubos inclinados contendo
meio agar ureia (peptona 1 g, glicose 1 g, NaCl 5 g, KH 2PO4 2 g, ureia 20 g, vermelho de fenol
0,012 g, agar 18 g, 4dgua destilada qsp 1000mL, pH 6,8) e, posteriormente, incubadas na
temperatura de 31°C durante 48h. Apos a primeira analise, as demais foram realizadas a cada
24h em um periodo de 3 dias.

Esse meio ¢ um indicador de produgdo da enzima urease baseado em sua viragem de
coloracdo (figura 6). Quando o microrganismo hidrolisa a ureia em seus processos metabolicos,

ha a formag¢ao de amonia e essa reacao faz com que o meio se torne mais alcalino. Essa alteracao
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¢ percebida através da alteracdo de coloragdo detectada pela mudanca no indicador de pH
vermelho de fenol que faz com que, o meio antes em tons de amarelo-alaranjado, passe a
apresentar cor rosa-arroxeada (COX et al., 2000).

O procedimento descrito foi realizado em triplicata € em ensaio unico. A avaliagdo dos
resultados se deu de forma visual de modo que, desde o primeiro dia, foram atribuidas escalas
comparativas sendo (-) para os tubos que permaneceram na coloragao original, (*) para os tubos
que acidificaram e, consequentemente se tornaram mais amarelados e, por fim, escalas que vao
de (+) a (++++) para os tubos que alcalinizaram e, em decorréncia disto, possuiam viragem da
coloragdo original para um tom arroxeado sendo a intensidade da coloragdo um indicativo do

grau de hidrdlise da ureia e atividade de urease (COX et al., 2000).

Figura 6. a) Acdo da enzima urease: meio positivo (roxo/rosa), meio acidificado (amarelo) e meio com coloragdo
original (alaranjado). b) A¢do parcial da enzima urease demonstrada no segundo tubo em comparagdo ao tubo
controle (primeiro tubo).

Fonte: Registros fotograficos da autora

5.2.3.6,AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA CATALASE

Para os testes de atividade da enzima catalase os isolados foram previamente cultivados
em SDA por um periodo de 48 horas em temperatura de 31°C. Apos este periodo, uma colénia
de cada isolado foi selecionada e transferida para uma lamina de vidro e a reacdo da catalase
foi avaliada ap6s a adicdo de uma gota de perdxido de hidrogénio 10 volumes sobre cada
colonia de forma individual. A producao de bolhas de gas foi considerada uma reacgao positiva.

O procedimento descrito foi realizado em triplicata e a avaliacdo dos resultados se deu
de forma visual, sendo atribuido (-) para aos isolados que ndo apresentassem formagdo de

bolhas de gas e (+) aos isolados que apresentaram, conforme figura abaixo.



72

Figura 7. Acdo da enzima catalase: Inicio do processo de aparecimento de bolhas imediatamente apos a aplicagéo
do perdxido de hidrogénio 10 volumes.
Fonte: Registros fotograficos da autora

5.2.4. IDENTIFICACAO MOLECULAR
5.2.4.1.EXTRACAO DNA TOTAL

A extragdo do DNA total foi realizada conforme o trabalho descrito por Ferrer e
colaboradores (2001). As linhagens de C. neoformans ATCC24067 e C. gattii ATCC24065
foram utilizadas como controle.

Uma colonia de cada isolado foi repicada em SDA e incubada por 48 horas a 31°C.
ApoOs crescimento, as colonias foram ressuspendidas em 100 pL de tampao de lise [Tris-HCI
0,05M, EDTA 0,005M, NaCl 0,1M e SDS 1% (p/v)] e incubadas em banho-maria a 65°C por
50 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1)
aos tubos e os mesmos foram homogeneizados 20 vezes por inversao e centrifugados a 14800
rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta e transferido
para outro tubo previamente identificado, ao qual se adicionou isopropanol (v/v). Os tubos
permaneceram em repouso a temperatura ambiente durante 15 minutos para precipitacdo do
DNA.

ApoOs este processo, os tubos foram novamente centrifugados a 13200 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado por inversao e, ao pellet formado, adicionado 200 uL
de etanol 70% sendo novamente centrifugado a 13.200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
entdo novamente descartado por inversao e o processo anterior repetido.

Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente overnight para evaporacao completa
do etanol. Apos essa etapa, o DNA foi ressuspendido em 50uL de tampao Tris-EDTA 0,1M
(TE) pH 8,0. Todos os produtos obtidos foram quantificados em NanoDrop ND 1000

(NanoDrop Thecnologies) e estocados a -20°C até a sua utilizagao.
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5.2.42.REACAO DE AMPLIFICACAO UTILIZANDO O INICIADOR (GTG)s

ApOs extracdo, os isolados foram submetidos a andlise molecular por meio de PCR
utilizando-se o iniciador (GTG)s (5’- CTGGCTTGGTGTATG-3") de acordo com Meyer e
colaboradores (1993) para confirmagao do agrupamento genotipico das leveduras.

Cada reacdao de PCR foi realizada em um volume final de 25uL, contendo 2,5 uL de
tampao de PCR 10X (Thermo Fisher Scientific), 1,5uL de MgCl2 1,5 M (Thermo Fisher
Scientific), 1,0 uL de dNTP 10 mM, 2,0 uL do iniciador (GTG)5 a 10 pmol/ uL (MWG
Biotech), 100 a 250 ng de DNA e 0,2 uL de Taq DNA Polimerase 1,25 U/L (Thermo Fisher
Scientific) e o volume final completado com 4gua deionizada.

Para as reagdes de PCR utilizou-se o termociclador Eppendorf flexlid nexus SXle. O
programa de ciclagem consiste de uma desnaturagao inicial a 94° C por 2 minutos, seguida por
40 ciclos de desnaturacao a 93° C por 45 segundos, anelamento a 50° C por 2 minutos e extensao
a 72°C por 1 minuto, a extensdo final a 72° C por 6 minutos.

Ao final das reagdes, os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% (p/v) em tampao TBE 0,5 X (54 g de Tris-base, 27,5 g de 4cido borico, 20 mL de
EDTA 0,5M, pH 8§,0). Os amplicons sdo previamente corados com solu¢do de GelRed (Biotium,
USA), visualizados sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacao de
gel (Vilber Lourmat, Franga). Os isolados que apresentaram padrdes de bandas idénticos foram
confirmados como pertencentes ao mesmo grupo, sendo um isolado de cada grupo molecular
selecionado para sequenciamento dos dominios D1/D2 da subunidade maior do DNA

ribossomal utilizando os iniciadores ITS1 e NL4.

5.2.4.3.REACAO DE AMPLIFICACAO UTILIZANDO OS INICIADORES ITS; e NL4

Os isolados selecionados na fase anterior foram submetidos ao sequenciamento da
regido DI1/D2 da subunidade maior do rDNA utilizando os iniciadores ITS;
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e NL4 (GGTCCGTGTTTCAAGACGQG), segundo Lachance
e colaboradores (1999).

A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 50 pL. contendo: 1,0 a 5,0 uL de
DNA (variando de acordo com a concentracao do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL),
1,0 uL de cada iniciador ITS; € NL4 10 pmol-1, 5,0 uLL de tampao de PCR 5X (Fermentas), 2,0
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pL de MgCl12 25 mM, 2,0 uL. de ANTP 10 mM, 0,2 pL. de Taq DNA polimerase 5U (Fermentas)
e o volume final completado com agua para inje¢ao esterilizada.

As reacoes de PCR sdo realizadas utilizando o termociclador Mastercycler (Eppendorf),
seguindo: desnaturacao inicial a 95°C por dois minutos, seguida por 35 ciclos de: desnaturagao
a 95°C por 15 segundos, anelamento a 54°C por 25 segundos e extensdo a 72°C por 20 segundos,
seguida por extensao final a 72°C por 10 minutos.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%
(Pronadisa), em tampao TBE 0,5X, eluidos durante aproximadamente 20 minutos a 120 V. As
bandas sdo coradas previamente com solucdo de GelRed (Biotium), e os géis visualizados sob
luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacdo de gel (Vilber Lourmat,

Franca).

5.2.4.4 PURIFICACAO DOS AMPLICONS

Os amplicons gerados pela reagdo de PCR foram purificados utilizando-se EDTA de
forma que, para 47 uL. do produto da PCR sejam adicionados 11,75 uLL de EDTA 125 mM e
141 pL de etanol absoluto (Merck). Esta mistura foi submetida a centrifugacdo com rotagdo de
14.000 rpm durante 25 minutos sendo o sobrenadante descartado e o precipitado acrescido de
120 pL de etanol 70%, sendo posteriormente homogeneizado por inversao.

ApOs o processo anterior, foi realizada nova centrifugagao a 14.000 rpm por 10 minutos
sendo novamente o sobrenadante descartado e o restante do etanol secado por 20 minutos a
37°C.

Desta forma, o DNA foi ressuspendido em 10 pL de dgua para inje¢ao esterilizada sendo
o produto obtido dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Thecnologies) para ser utilizado

nas reagoes de sequenciamento.

5.2.4.5.REACOES DE SEQUENCIAMENTO

Ap6s purificagdo dos amplicons, os produtos obtidos foram sequenciados utilizando o
kit Big Dye versao 3.1 (Applied Biosystems, EUA) em combinagdo com o sistema de
sequenciamento automatizado ABI 3730.

A reagdo de sequenciamento foi realizada em microplacas de 96 pogos (Applied 5

Biosystems, EUA) com preparagdo adequada a um volume final de 10 pL (1 pL do iniciador (5
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umol-1), 1 uL. de tampao (presente no kit de sequenciamento), 1 uL. de Big Dye, 1 a 5 puL de
DNA (de modo que a reagdo final contenha entre 15 e 20 ng) e dgua para injecdo esterilizada
para completar o volume, se necessario).

O programa de ciclagem utilizado apresenta uma desnaturagao inicial a 36°C por um
minuto, 36 ciclos de anelamento a 96°C por 15 segundos, seguido por 15 segundos de extensao
a 50°C e quatro minutos de extensao final a 60°C.

Para precipitacao das reagoes de sequenciamento, 1,0 uL. de EDTA 125 mM, 1,0 uL de
acetato de soédio 3M e 50 pL de etanol absoluto (Merck) foram adicionados em cada pogo da
placa de 96 pocos. A placa foi submetida a agitagdo em vortex e incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente.

Decorrido o periodo de incubagao, a placa foi centrifugada por 45 minutos a 4.000 rpm
a 4°C. O sobrenadante foi descartado por inversao da placa. Em seguida, foram adicionados
100 pL de etanol 70% (Merck). A placa foi novamente centrifugada por 15 minutos a 4.000
rpm a 4°C e o sobrenadante descartado por inversdo. Para remog¢ao do excesso de etanol, a placa
foi invertida sobre um papel absorvente, e submetida a um pulso em centrifuga a 900 rpm
durante um segundo.

Na sequéncia, a placa foi mantida em repouso durante 20 minutos para evaporagao do
etanol residual. O DNA precipitado das amostras em cada pogo foi entdo ressuspendido em 10
pL de formamida HI DI (Applied Biosystems, EUA) e a placa armazenada a 4°C, protegida da

luz, até inje¢ao das amostras no sistema automatizado ABI 3730.

5.2.4.6. ANALISE DOS RESULTADOS

As sequéncias obtidas pelo sequenciamento com os primers ITS1/NL4 foram analisadas
quanto a qualidade através do Electropherogram quality analysis (EMBRAPA) e, também,
através do software Automatic DNA Sequence Assembler. Posteriormente, foram identificadas
na plataforma GenBank Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) e os dados gerados foram

compilados e analisados através de Microsoft Excel (2010).
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6. RESULTADOS
6.1. HOSPITAIS

Inicialmente era prevista a coleta em hospitais de todas as regionais, sendo esses
distribuidos em numeracdo ndo uniforme em decorréncia da densidade demografica de cada
localidade. Entretanto, para adequagdo ao novo cendrio em meio a pandemia de COVID-19,
foram realizados sorteios para selecionar, aleatoriamente, hospitais que pudessem representar
os demais, podendo o trabalho seguir mesmo com as novas restrigdes de tempo, transporte e

recursos decorrentes do cendrio vivido (figura 8).
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Figura 8. Hospitais sorteados para coleta de material
Fonte: Adaptado de <https://bhmap.pbh.gov.br/>

Apesar de ter havido sorteio para defini¢do dos pontos finais de coleta, a escolha inicial
se baseou em aspectos como: especialidades clinicas, fluxo de pessoas no hospital, atendimento
total ou parcial ao Sistema tinico de Saude (SUS) e o tratamento de doencas que se relacionavam
com a criptococose direta ou indiretamente, estando inicialmente, por exemplo, o Hospital da
Baleia (hospital com centro oncoldgico e nefrologico) e o Hospital Julia Kubitschek (hospital
publico que presta atengdo especializada para portadores das doengas denominadas raras ou
complexas, com foco em doencas do sistema respiratério) no roteiro de coletas. Apods as

limitagdes e redefinicao de roteiro, os sorteios estabeleceram as coletas nos seguintes hospitais:
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Tabela 11. Especificagdes dos hospitais selecionados

Tabela 11.1. Especifica¢des - Hospital Risoleta Tolentino Neves
HOSPITAL RISOLETA TOLENTINO NEVES

Regional: Norte Data de coleta: 21/06/2021
* Cirurgia / Neurocirurgia * Obstetricia
* Infectologia * Ortopedia e Traumatologia
Especialidade: * Medicina Intensiva Adulta . Psiq‘uiatri.a
* Nefrologia * Radiologia
* Neonatologia * Urologia

* Neurologia
* 100% SUS, filantropico, funcionamento 24 horas/dia
Importante: * 69 mil atendimentos urgéncia/emergéncia no ano - quase 8 mil

atendimentos no Cecovid (900 internacoes Covid-19)
Fonte: Adaptado de <https://www.hrtn.fundep.ufmg.br/institucional/>

Tabela 11.2. Especificacdes - Hospital Evangélico
HOSPITAL EVANGELICO — CENTRO DE NEFROLOGIA
Regional: Venda Nova Data de coleta: 21/06/2021
* Hemodialise
* Diélise Peritoneal Ambulatorial Continua (CAPD)
* Dialise Peritoneal Automatica (DPA)
* Acompanhamento pré transplante renal
» Acompanhamento pos transplante renal
* Dialise Externa
* Consultas Nefrologicas
* Biopsia Renal
* Hospital filantrépico
Importante: * Atende mais de 2000 pacientes portadores de Doenga Renal

Cronica, encaminhados, em sua maioria, pelo SUS.
Fonte: Adaptado de <https://acbmg.org.br/he/home/?page id=100>

Especialidade:

Tabela 11.3. Especifica¢des - Hospital Paulo de Tarso
HOSPITAL PAULO DE TARSO
Regional: Pampulha Data de coleta: 28/06/2021
Hospital de transi¢cao com o seguinte perfil de pacientes:
* Pessoas idosas ou adultos com dependéncia funcional.
» Pessoas com situagdes transitorias de dependéncia, associada ou
ndo a patologias multiplas.

Especialidade: * Pessoas que sofrem de uma doenca em situacao terminal.
* Pessoas com doengas cronicas evolutivas e dependéncia funcional
grave por doenca fisica ou psiquica, progressiva ou permanente.
* Pessoas que sofrem de alguma sindrome de deméncia.
* Hospital privado com 68 leitos SUS e 45 leitos de Saude
Importante:

Suplementar
Fonte: Adaptado de <https://Ip.redepaulodetarso.com.br/>
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Tabela 11.4. Especificagdes - Santa Casa BH/Hospital Sdo Lucas

Regional:

Especialidade:

Importante:

SANTA CASA BH/ HOSPITAL SAO LUCAS

Centro-Sul Data de coleta: 05/07/2021
* Centro cirurgico

* Centro de diagndstico e tratamento

* Centro de nefrologia

* Centro de transplantes

* Clinica de olhos

* Pediatria - clinica e cirirgica

* Quimioterapia e radioterapia

* Unidade de tratamento intensivo adulto e pediatrica
* Recebe pacientes de 80% dos municipios mineiros

* Maior prestadora de servigos ao SUS em Minas Gerais
* 23 mil cirurgias por ano

* 22 mil sess0es de quimioterapia por ano

* 250 transplantes por ano

* 51 mil sessoes de radioterapia por ano

Fonte: Adaptado de <https://santacasabh.org.br>

Tabela 11.5. Especificacdes - Hospital Eduardo de Menezes

Regional:

Especialidade:

Importante:

HOSPITAL EDUARDO DE MENEZES

Barreiro Data de coleta: 05/07/2021

* CTI adulto

* Unidade de internacido adulto em infectologia e dermatologia

* Hospital Dia HIV

» Ambulatorio de dermatologia

* Ambulatdrio de infectologia

* Ambulatorio trans

* Atendimento odontologico

* Assisténcia hospitalar de média e alta complexidade e ambulatorial
* Especializado em infectologia e dermatologia sanitaria

* Atuaciio em epidemias e eventos de interesse em saude publica
aperfeicoamento profissional e producio em pesquisas.

* Primeiro hospital mineiro integralmente destinado ao
atendimento da COVID-19

Fonte: Adaptado de <http://www.fhemig.mg.gov.br/>
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6.2. COLETAS

As informagdes relacionadas ao campo onde foram realizadas as coletas foram

registradas para correlagcdes conforme tabela abaixo:

Tabela 12. Resumo das condigdes climaticas registradas nos dias de coleta

HOSPITAL TEMPO UMIDADE °C Dia Més
H. Risoleta Neves Ensolarado 42% 22°C 21 6
H. Evanggélico Ensolarado 42% 24°C 21 6
H. Paulo de Tarso Ensolarado 49% 20°C 28 6
H. Eduardo de Menezes | Ensolarado 38% 17°C 5 7
Santa Casa Ensolarado 36% 20°C 5 7

Fonte: Elaborado pela autora.

6.2.1. SELECAO DOS ISOLADOS

Ap6s o processamento das amostras foi gerado um banco de isolados de 361 leveduras.
Foram adotados os aspectos fenotipicos como critério de selecao, uma vez que se tratava de um
numero consideravel de isolados e o experimento ocorreu em um periodo atipico, em que a
pandemia de COVID-19 acabou inviabilizando acesso aos locais de coleta, laboratorios, tempo
de trabalho ou mesmo recursos.

Desta forma, inicialmente as colonias foram categorizadas conforme coloracdao e sua
intensidade, textura e sua intensidade, tamanho da coldnia e brilho. A partir disso, colonias com
aspectos morfologicos destoantes do comumente descrito para Cryptococcus spp. foram
retiradas e armazenadas para estudos posteriores. Foram retiradas leveduras com tons de
rosa/laranja mais intensos ou leveduras brancas de aspecto muito seco na placa, gerando um
banco de amostras inicial de 174 leveduras.

Ap6s a selegdo inicial, foi utilizada a rea¢do de amplificagdo a partir do iniciador (GTG)s
para agrupamento dos isolados através de fingerprint, no qual leveduras com perfil de bandas
idéntico foram reunidas conforme descrito gerando 108 agrupamentos de leveduras. Apds
agrupamento e reagdes de sequenciamento, apenas 47 leveduras seguiram para os testes

bioquimicos.
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6.3. IDENTIFICACAO MOLECULAR

ApoOs sequenciamento, todas as sequéncias obtidas com os primers ITSi/NL4 foram
analisadas na plataforma GenBank Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) gerando a

relag@o apresentada no quadro 13 e detalhada no quadro 14:

Tabela 13. Resumo dos isolados encontrados no entorno dos hospitais de Belo
Horizonte — Relagdo entre nomenclatura atual e a nomenclatura adotada anteriormente

CLASSIFICACAO ATUAL CLASIFICACAO ANTIGA QUANTIDADE

Hannaella luteola Cryptococcus luteolus 1
Kwoniella heveanensis Cryptococcus heveanensis 7
Naganishia sp. Cryptococcus sp. 2
Naganishia albida Cryptococcus albidus 4
Naganishia cerealis Cryptococcus cerealis 1
Naganishia diffluens Cryptococcus diffluens 2
Papiliotrema sp. Cryptococcus sp. 3
Papiliotrema flavescens Cryptococcus flavescens 2
Papiliotrema laurentii Cryptococcus laurentii 17
Papiliotrema rajasthanensis Cryptococcus rajasthanensis 1
Papiliotrema terrestris Cryptococcus terrestris 10
TOTAL - 50
Outras leveduras identificadas* - 37
TOTAL 87

*Detalhamento nos apéndices (1 e 2)
Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 14. Detalhamento dos isolados encontrados no entorno dos hospitais de Belo Horizonte com seu local de coleta e informagdes do

Genbank.
Codigo do
Isolado

111
113
131
135
139
142
144

ID
Colecao
SDH28
EXHAS3
EXH17
SDH19
SDH22
EXH13
SDH21
EXH34
EXHA43
EXH26
ARH48
ARH49
EXH18
ARH27
ARHO93
SDH68
ARH44
SDH39
EXH32
ARH25
ARH92
EXH40
SDH41
SDH11
SDH36

Fonte de
isolamento

Solo/detritos
Excretas
Excretas

Solo/detritos

Solo/detritos
Excretas

Solo/detritos
Excretas
Excretas
Excretas
Arvores
Arvores
Excretas
Arvores
Arvores

Solo/detritos
Arvores

Solo/detritos
Excretas
Arvores
Arvores
Excretas

Solo/detritos

Solo/detritos

Solo/detritos

Local de Coleta

H. Evangélico
H. Eduardo de Menezes
H. Risoleta Neves
H. Evangélico
H. Evanggélico
H. Risoleta Neves
H. Evanggélico
H. Evanggélico
H. Paulo de Tarso
H. Evanggélico
H. Paulo de Tarso
H. Paulo de Tarso
H. Risoleta Neves
H. Evangélico
Santa Casa
Santa Casa
H. Risoleta Neves
H. Paulo de Tarso
H. Evangélico
H. Evangélico
Santa Casa
H. Evangélico
H. Paulo de Tarso
H. Risoleta Neves
H. Paulo de Tarso

Identidade

359/359(100%)
291/291(100%)
472/473(99%)
295/295(100%)
383/383(100%)
472/472(100%)
471/472(99%)
479/479(100%)
475/475(100%)
470/470(100%)
413/413(100%)
455/455(100%)
456/456(100%)
495/495(100%)
511/511(100%)
511/511(100%)
503/509(99%)
562/564(99%)
490/493(99%)
368/368(100%)
496/496(100%)
515/515(100%)
512/512(100%)
407/407(100%)
505/507(99%)

Gaps

0/359(0%)
0/291(0%)
0/473(0%)
0/295(0%)
0/383(0%)
0/472(0%)
0/472(0%)
0/479(0%)
0/475(0%)
0/470(0%)
0/413(0%)
0/455(0%)
0/456(0%)
0/495(0%)
0/511(0%)
0/511(0%)
0/509(0%)
0/564(0%)
0/493(0%)
0/368(0%)
0/496(0%)
0/515(0%)
0/512(0%)
0/407(0%)
0/507(0%)

Genbank match

MT543206.1
KY108740.1
NG 058327.1
KY108744.1
NG 058351.1
KY108740.1
KY108747.1
KY108738.1
KY108740.1
KY108740.1
LC383360.1
KY108744.1
KY108744.1
NG 058351.1
MT632029.1
KY108744.1
LC176937.1
NG 058327.1
NG _042480.1
NG 058327.1
MT632029.1
KY108740.1
KY108744.1
NG 058366.1
MN299299. 1

Espécies

Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Kwoniella heveanensis
Papiliotrema terrestris
Naganishia diffluens
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Naganishia sp.
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Naganishia diffluens
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema sp.
Kwoniella heveanensis
Naganishia cerealis
Kwoniella heveanensis
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema terrestris

Papiliotrema rajasthanensis

Papiliotrema sp.
Continua
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145
148
162
163
167
182
187
188
199
201
203
204
216
236
253
265
267
286
351
354
355
356
357
359
360

Fonte: Elaborado pela autora

SDH39
SDH22
EXH63
SDH32
ARH39
SDH20
SDH7
SDH7
EXH31
EXH62
EXH20
ARH103
ARH25
ARH103
EXH95
SDH6
ARH39
ARH69
SDH37
SDH31
SDH67
EXH87
SDH68
SDH56
EXH&2

Solo/detritos
Solo/detritos
Excretas
Solo/detritos
Arvores
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Excretas
Excretas
Excretas
Arvores
Arvores
Arvores
Excretas
Solo/detritos
Arvores
Arvores
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Excretas
Solo/detritos
Solo/detritos
Excretas

H. Paulo de Tarso
H. Evanggélico
H. Paulo de Tarso
H. Paulo de Tarso
H. Evangélico
H. Evanggélico
H. Risoleta Neves
H. Risoleta Neves
H. Evanggélico
H. Paulo de Tarso
H. Risoleta Neves
Santa Casa
H. Evangélico
Santa Casa
Santa Casa
H. Risoleta Neves
H. Evangélico
H. Eduardo de Menezes
H. Paulo de Tarso
H. Paulo de Tarso
Santa Casa
Santa Casa
Santa Casa
H. Eduardo de Menezes
H. Eduardo de Menezes

552/552(100%)
514/514(100%)
272/272(100%)
431/431(100%)
478/478(100%)
456/457(99%)
517/517(100%)
432/440(98%)
282/283(99%)
460/460(100%)
557/559(99%)
479/479(100%)
473/473(100%)
459/459(100%)
499/499(100%)
360/360(100%)
567/567(100%)
244/244(100%)
448/450(99%)
484/484(100%)
458/458(100%)
499/499(100%)
480/481(99%)
312/329(95%)
456/456(100%)

0/552(0%)
0/514(0%)
0/272(0%)
0/431(0%)
0/478(0%)
0/457(0%)
0/517(0%)
0/440(0%)
0/283(0%)
0/460(0%)
0/559(0%)
0/479(0%)
0/473(0%)
0/459(0%)
0/499(0%)
0/360(0%)
0/567(0%)
0/244(0%)
0/450(0%)
0/484(0%)
0/458(0%)
0/499(0%)
0/481(0%)
1/329(0%)
0/456(0%)

KY108744.1
MT632029.1
KY106964.1
KY106964.1
MK 110248.1
KY108744.1
MT632029.1
NG _058327.1
MW663844.1
NG _055717.1
LC333504.1
NG _058327.1
KY108744.1
MT632029.1
NG _058327.1
AJ555466.1
MK 110248.1
NG_058327.1
KY108735.1
KY108744.1
MT632029.1
KY106964.1
MT632029.1
KY108734.1
MT632029.1
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Papiliotrema terrestris
Papiliotrema laurentii
Naganishia albida
Naganishia albida
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema laurentii
Kwoniella heveanensis
Naganishia sp.
Naganishia albida
Papiliotrema sp.
Kwoniella heveanensis
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema laurentii
Kwoniella heveanensis
Hannaella luteola
Papiliotrema laurentii
Kwoniella heveanensis
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema laurentii
Naganishia albida
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema laurentii



6.4. CARACTERISTICAS DOS ISOLADOS

Embora tenhamos poucos parametros para assegurar a relacdo, ¢ possivel perceber a

alteragcdo no niimero de isolados em relacao as mudancas de umidade e temperatura aferidas no

dia de coleta do material do estudo, conforme apresentado nos graficos abaixo:

36%

38%
8%

42%
50%

Figura 9. Relagdo percentual entre os isolados positivos para as leveduras de interesse e a umidade relativa do ar
aferida no momento da coleta do material em campo. Valores de Umidade relativa aferidos: 36, 38, 42 e 49%.

Fonte: Elaborado pela autora

17eC
8%

20eC
42%

22°C
18%

Figura 10. Relagdo percentual entre os isolados positivos para as leveduras de interesse e a temperatura em graus

Celsius (°C) aferida no momento da coleta do material em campo.
Fonte: Elaborado pela autora
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Quanto aos pontos de coleta, os hospitais Evangélico e Paulo de Tarso apresentaram
maior percentual de amostras positivas com 34,04% (16/47) e 25,53% (12/47) respectivamente

(figura 11).

H. EDUARDO SANTA CASA H. RISOLETA H. PAULODE H.EVANGELICO
DE MENEZES NEVES TARSO

4 9 9 12 16

Figura 11. Relagao percentual entre os pontos de coleta e os isolados de interesse positivos.
Fonte: Elaborado pela autora

Foram coletados materiais de quatro géneros, antes integrantes do género Cryptococcus
spp., dos quais Hannaella sp. representa 2% (1/50) Kwoniella spp. representa 14% (7/50) dos
isolados, Naganishia spp. representa 18% (9/50) e Papiliotrema spp. 66% dos isolados (33/50)
conforme tabela 15. Foram isoladas e identificadas, ainda, 37 leveduras adicionais que, por ndo
pertencerem ao género e devido a pouca disponibilidade de tempo, ndo seguiram para os demais

testes. Entretanto, a lista destes isolados e seu detalhamento se encontra nos apéndices 1 e 2.



Tabela 15. Percentuais de isolamento por material coletado em relacdo ao género e espécie de estudo.

Espécie

Hannaella luteola
Kwoniella heveanensis
Naganishia sp.
Naganishia albida
Naganishia cerealis
Naganishia diffluens
Papiliotrema sp
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema rajasthanensis
Papiliotrema terrestris

Totais

Fonte: Elaborado pela autora

Cascas / raspados
de arvores
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Material de Coleta
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(n=75)
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Excretas
(n=105)

P ONO—~,OF Wk, NO

—
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Total de isolados

Frequéncia
relativa (%)

1 2,0%

7 14,0%
2 4,0%

4 8,0%

1 2,0%

2 4,0%

3 6,0%

2 4,0%
17 34,0%
1 2,0%
10 20,0%
13 100%
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Frequéncia por
género (%)

2,0%
14,0%

18,0%

66,0%

100%
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6.5. AVALIACAO DOS FATORES DE VIRULENCIA

ApoOs selecao apresentada no item 6.2.1, o grupo de interesse foi submetido a testes
bioquimicos para verificagdo de aspectos relativos a sua viruléncia como termotolerancia,
melanizagdo e producdo de enzimas como protease, fosfolipase, urease e catalase. Os resultados
dos referidos testes sdo detalhados a seguir e seus percentuais se baseiam em um grupo de 49
leveduras uma vez que, ao descongelar os isolados para os testes bioquimicos, um destes
(isolado 265 — Hannaella luteolla) nao se mostrou mais viavel.

A avaliacdo de termotolerancia foi testada mediante trés temperaturas tendo um
percentual de crescimento de 77,552% (38/49) dos fungos a 37°C, 42,86% (21/49) dos fungos
a 40°C e apenas um isolado fungico cresceu a 50°C. No entanto, nos ensaios de repeticao do
experimento este isolado, que havia crescido a 50°C, ndo cresceu novamente, sendo assim o

resultado desconsiderado conforme detalhado na tabela 16.

Tabela 16. Resultados dos testes de termotolerancia nas temperaturas de 37, 40 e 50°C
em meio agar SDA.

Codigo do Espécies Termo. Termo. Termo.
Isolado 37° 40° 50°%
3 Kwoniella heveanensis + - -
91 Kwoniella heveanensis FH 4 -
113 Kwoniella heveanensis - - -
188 Kwoniella heveanensis - - -
204 Kwoniella heveanensis S/C S/C S/C
253 Kwoniella heveanensis + + -
286 Kwoniella heveanensis + - -
41 Naganishia sp. + + -
199 Naganishia sp. S/C S/C S/C
162 Naganishia albida + - -
163 Naganishia albida + - -
201 Naganishia albida S/C S/C S/C
356 Naganishia albida - - -
111 Naganishia cerealis + + -
9 Naganishia diffluens +++ ++ -
45 Naganishia diffluens + - -
65 Papiliotrema sp. -+ -+ -
144 Papiliotrema sp. + - -
203 Papiliotrema sp. + - -
351 Papiliotrema flavescens - - -
359 Papiliotrema flavescens - - -
1 Papiliotrema laurentii ++ ++ -
2 Papiliotrema laurentii +++ ++ -
12 Papiliotrema laurentii ++ ++ -

Continua
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Continuacao

19 Papiliotrema laurentii ++ ++ -
21 Papiliotrema laurentii ++ ++ -
25 Papiliotrema laurentii ++ ++ -
52 Papiliotrema laurentii + + -
131 Papiliotrema laurentii ++ + -
135 Papiliotrema laurentii ++ + -
148 Papiliotrema laurentii ++ + -
167 Papiliotrema laurentii + - -
187 Papiliotrema laurentii + - -
236 Papiliotrema laurentii ++ + -
267 Papiliotrema laurentii - - -
355 Papiliotrema laurentii - + -
357 Papiliotrema laurentii + - -
360 Papiliotrema laurentii ++ + -
142 Papiliotrema rajasthanensis + - -
6 Papiliotrema terrestris -+ -+ -
15 Papiliotrema terrestris + - -
42 Papiliotrema terrestris + - -
43 Papiliotrema terrestris + - -
64 Papiliotrema terrestris + - -
139 Papiliotrema terrestris + + -
145 Papiliotrema terrestris + - -
182 Papiliotrema terrestris + - -
216 Papiliotrema terrestris + - -
354 Papiliotrema terrestris - - -
Totais (+) - 38 21 0

Intensidade do crescimento variando de + (menos intenso) a ++++ (mais intenso); Colonias sem crescimento (-);
Leveduras que ndo apresentaram viabilidade ap6s descongelamento. (S/C)
Fonte: Elaborado pela autora

Dentre os fungos de maior crescimento, podemos observar o género Papiliotrema sp. (2
isolados, sendo 1 Papiliotrema terrestris) e Kwoniella sp. (1 isolado da espécie K. heveanensis)
com crescimento robusto (++++) em ambas (37 e 40°C) temperaturas. As espécies Papiliotrema
laurentii (1 isolado) e Naganishia diffluens (1 isolado), também apresentaram crescimento
acentuado (+++) a 37°C e menor desenvolvimento das coldnias (++) a 40°C conforme

apresentado a seguir.



88

18
16
14
12
10 B Termotolerancia 37,40 e
8 50°C - N2 de amostras
6 m Termotolerancia 372 - N2 de
positivos
. Hom III I "I "I || | | B Termotolerancia 402 - N2 de
positivos
Y QPP RX—RPFEL .
S L2’ & Lo N &S Termotolerdncia 502 - N2 de
S &S EE P F €8 .
NSRRI > x& \\\ \\Q; % pOSItIVOS
ST A OO P
DRSS NS L
VLS FR PR
AR & B RV PY @S
SR RO S PN
& W F DR
" R & QP Q
Q\\\ R
P

Figura 12. Crescimento das leveduras de interesse nas temperaturas de 37, 40 e 50°C em meio SDA.
Fonte: Elaborado pela autora

O potencial de melanizagao das colonias foi testado mediante duas temperaturas por um
periodo de dez dias para verificagdo de influéncia destas variaveis. Embora as leveduras
avaliadas ndo produzissem altos indices de melanizagao, foi possivel perceber maior percentual
de aparecimento deste fator em temperaturas mais elevadas (40°C) em detrimento das

temperaturas mais baixas (37°C), conforme observado na figura 13.
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Figura 13. Potencial de melanizacdo das leveduras de interesse em meio agar semente te niger a 37 e 40°C.
Fonte: Elaborado pela autora
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A intensidade da pigmentagdo das colonias observadas ndo diferiu significativamente

entre as temperaturas (37 e 40°C) sendo observado a pigmentacdo de 24,49% (12/49) das

leveduras na temperatura de 37°C enquanto 28,57% (14/49) melanizaram a 40°C. Grande parte

das leveduras, 55,10% (27/49), ndo apresentaram crescimento no meio utilizado em nenhum

dos testes desenvolvidos, conforme detalhamento do quadro 17.

Tabela 17. Resultados dos testes de melanizagao nas temperaturas de 37 e 40°C em
meio agar semente de niger.

Codigo do
Isolado

3
91
113
188
204
253
286
41
199
162
163
201
356
111
9
45
65
144
203
351
359

12
19
21
25
52
131
135
148
167
187
236
267

Espécies

Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Naganishia sp.
Naganishia sp.
Naganishia albida
Naganishia albida
Naganishia albida
Naganishia albida
Naganishia cerealis
Naganishia diffluens
Naganishia diffluens
Papiliotrema sp.
Papiliotrema sp.
Papiliotrema sp.

Papiliotrema flavescens
Papiliotrema flavescens

Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii

Melanizacao
37

@
+
@

@
S/C
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Melanizacao
40°c
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355
357
360
142
6
15
42
43
64
139
145
182
216
354
Totais (+)

Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema rajasthanensis
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris

P@PAEAPE® +'®+O®®

12

P@PAEARPE® +'®+O®®

14
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Presenca de pigmento +; Auséncia (-); Leveduras que ndo apresentaram crescimento no meio utilizado e, portando,

ndo puderam ser avaliadas (@); Leveduras que ndo apresentaram viabilidade apds descongelamento. (S/C)

Fonte: Elaborado pela autora

E importante ressaltar que as colonias apesentavam significativa mudanga de coloragao

e textura entre os meios SDA e niger (figura 14), fator que também colaborou para a defini¢dao

do grupo de estudos inicial.

Figura 14. Melanizagdo — Imagem comparativa de P. laurentii entre os meios SDA e semente de niger. No
primeiro a levedura apresenta textura mais seca e coloragdo em tons de branco-bege. No segundo, ao contrario,
passa a ser viscosa e apresenta coloragdo marrom.
Fonte: Registros fotograficos da autora
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A produgdo da enzima proteinase foi avaliada através da protedlise da albumina de soro

bovino visualizada apos a incorporagao da coloragdo com negro de amido conforme figura 15.

Figura 15. a- Placa apresentando crescimento das colonias em meio Yeast Carbon Base (YCB). b- Adigdo da
coloragdo negro de amido. c- A¢do da enzima proteinase evidenciada com a coloragdo negro de amido.
Fonte: Registros fotograficos da autora

A atividade de proteinase foi classificada como negativa (ndo houve formagao de halo)
para 55,10% (27/49) das colonias estudadas, enquanto 34,69% (17/49) apresentaram halo ao
seu redor de tamanho entre 1 e 2mm e 4,08% (2/49) com descoloragdo do 4gar superior a 2mm

(ambos P. laurentii) conforme tabela a seguir.

Tabela 18. Resultados dos testes da agdo da enzima proteinase na temperatura de 28°C
em meio YPD.

Codigo do Espécies Proteinase
Isolado 28°C
3 Kwoniella heveanensis -
91 Kwoniella heveanensis -
113 Kwoniella heveanensis -
188 Kwoniella heveanensis -
204 Kwoniella heveanensis S/C
253 Kwoniella heveanensis -

Continua
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286 Kwoniella heveanensis
41 Naganishia sp.
199 Naganishia sp.
162 Naganishia albida
163 Naganishia albida
201 Naganishia albida
356 Naganishia albida
111 Naganishia cerealis
9 Naganishia diffluens
45 Naganishia diffluens
65 Papiliotrema sp.
144 Papiliotrema sp.
203 Papiliotrema sp.
351 Papiliotrema flavescens
359 Papiliotrema flavescens
1 Papiliotrema laurentii
2 Papiliotrema laurentii
12 Papiliotrema laurentii
19 Papiliotrema laurentii
21 Papiliotrema laurentii
25 Papiliotrema laurentii
52 Papiliotrema laurentii
131 Papiliotrema laurentii
135 Papiliotrema laurentii
148 Papiliotrema laurentii
167 Papiliotrema laurentii
187 Papiliotrema laurentii
236 Papiliotrema laurentii
267 Papiliotrema laurentii
355 Papiliotrema laurentii
357 Papiliotrema laurentii
360 Papiliotrema laurentii
142 Papiliotrema rajasthanensis
6 Papiliotrema terrestris
15 Papiliotrema terrestris
42 Papiliotrema terrestris
43 Papiliotrema terrestris
64 Papiliotrema terrestris
139 Papiliotrema terrestris
145 Papiliotrema terrestris
182 Papiliotrema terrestris
216 Papiliotrema terrestris
354 Papiliotrema terrestris
Totais (+) -

o+ 4

_.|_
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Presenga de halo entre 1 € 2mm (+); Halo acima de 2mm (++); Auséncia de halo (-); Leveduras que nio
apresentaram viabilidade ap6s descongelamento. (S/C)

Fonte: Elaborado pela autora
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Para atividade de fosfolipase, a avaliacao das placas foi feita apds o periodo de 10 dias
e a formacdo de zonas de precipitacdo (Pz) ao redor das coldnias seriam consideradas como
indicativo da producao da enzima. Entretanto, apenas o controle apresentou inicio de formagao
de precipitacdo, sendo este teste considerado negativo para todas as amostras.

A avaliacdo da atividade da enzima urease foi realizada através da leitura visual, de
modo a observar a alteragdo de colora¢do dos tubos de ensaio em que as leveduras foram
estriadas. Apos o periodo de 3 dias de incubacdo, 83,67% (41/49) dos tubos apresentava
alteragdo completa da coloragdo original para o tom vermelho-arroxeado, demonstrando
atividade intensa da enzima urease, 2,04% (1/49) permaneceram apenas com o fundo na
coloracdo original e 8,16% (4/49) fizeram com que o meio se tornasse mais amarelado,
demonstrado acidificagdo do mesmo. O detalhamento dos resultados pode ser observado no

quadro 19.

Tabela 19. Resultados dos testes da agdo da enzima urease na temperatura de 31°C em
meio agar ureia.

Codigo do Espécies Urease
Isolado 31°C
3 Kwoniella heveanensis ++++
91 Kwoniella heveanensis ok
113 Kwoniella heveanensis ++++
188 Kwoniella heveanensis +++
204 Kwoniella heveanensis S/C
253 Kwoniella heveanensis ++++
286 Kwoniella heveanensis ++++
41 Naganishia sp. ++++
199 Naganishia sp. S/C
162 Naganishia albida ++++
163 Naganishia albida ++++
201 Naganishia albida S/C
356 Naganishia albida ++++
111 Naganishia cerealis ++++
9 Naganishia diffluens ++++
45 Naganishia diffluens ++++
65 Papiliotrema sp. ok
144 Papiliotrema sp. ++++
203 Papiliotrema sp. ++++
351 Papiliotrema flavescens ++++
359 Papiliotrema flavescens ++++
1 Papiliotrema laurentii ++++
2 Papiliotrema laurentii ok
12 Papiliotrema laurentii ++++
19 Papiliotrema laurentii ++++

Continua
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21
25
52
131
135
148
167
187
236
267
355
357
360
142
6
15
42
43
64
139
145
182
216
354

Totais (+)

Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii

Papiliotrema rajasthanensis

Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris

++++
o+
e
o+
e
o+
e
o+
e
o+
e
o+
e
e
e
o+
e
o+
e
o+
e
o+
e
42
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Acido da enzima urease com viragem total do meio de laranja para rosa/roxo (++++); Viragem parcial do meio
mantendo o fundo do tudo a cor original (+++); Acidificagdo do meio com viragem de laranja para amarelo (**);
Leveduras que ndo apresentaram viabilidade ap6s descongelamento. (S/C)

Fonte: Elaborado pela autora

A acdo da enzima catalase foi medida através da producdo de bolhas apds adicdo de

peroxido de hidrogénio 10 volumes sobre as coldnias. A intensidade da produgdo nao foi

considerada, apenas sendo relatada presenca ou auséncia deste fator. 100% (49/49) das
leveduras apresentaram producdo de gas em algum nivel.
O quadro resumo com a comparagdo entre os resultados dos testes realizados e o total

de testes positivos entre as amostras pode ser observado a seguir através do mapa de calor

(figura 16) e com seu detalhamento demonstrado no apéndice 3.



Espécies por hospital de coleta

N°de Termotolerincia

Melanizacdo Ure. Cata. Prot.

Isolados

Kwoniella heveanensis

37°C 40°C 50°C 37°C 40°C

31°C 31°C 28°C

H. Eduardo de Menezes
H. Evangélico
H. Paulo de Tarso
H. Risoleta Neves
Santa Casa

Naganishia albida

Fosf. Contagem
37°C Total

H. Paulo de Tarso
Santa Casa
Naganishia cerealis

H. Evanggélico
Naganishia diffluens

H. Evanggélico
Naganishia sp.

H. Evanggélico
H. Paulo de Tarso
Papiliotrema flavescens

H. Eduardo de Menezes
H. Paulo de Tarso
Papiliotrema laurentii

H. Eduardo de Menezes
H. Evanggélico

H. Paulo de Tarso

H. Risoleta Neves
Santa Casa

95
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Papiliotrema rajasthanensis

H. Risoleta Neves
Papiliotrema sp.

H. Paulo de Tarso
H. Risoleta Neves

Papiliotrema terrestris . I

H. Evanggélico

H. Paulo de Tarso
H. Risoleta Neves
Santa Casa

Figura 16. Mapa de calor - amostras de interesse com seus resultados individuais e somatorio dos testes positivos.
Ure. — Urease; Cata. — Catalase; Prot. — Proteinase; Fosf. — Fosfolipase.
Fonte: Elaborado pela autora

As pontuagdes sao representadas em cores distintas conforme figura a seguir:

(0) _ (valor maximo apresentado na categoria avaliada)

Figura 17. Escala de cor do mapa de calor

Variagdo ocorre do branco (0) ao vermelho (valor maximo apresentado na categoria avaliada) conforme demonstrado na escala.

Fonte: Elaborado pela autora
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6.5.1. ANALISE DOS RESULTADOS

Apos identificagdo molecular, que gerou o agrupamento de 50 amostras de interesse, 49
destas seguiram para caracterizagdo bioquimica, podendo os resultados obtidos serem
relacionados e apresentados conforme se segue:

As coletas foram realizadas entre os meses de junho e julho de 2021 sendo trés no
primeiro (171 amostras) e duas no segundo (114 amostras). Com relagdo a data de coleta
podemos observar que 74% (37/50) das amostras positivas foram obtidas no primeiro més e,
proporcionalmente, os meses apresentaram 21,64% (37/171) e 11,40% (13/114) de positivos
em relacdo ao total coletado no respectivo periodo.

Ainda ¢ possivel observar que houve certa variagdo de positivos em relagdo a
temperatura e umidade dos dias de coleta sendo 58% (29/50) das amostras obtidas em dias de
umidade proxima a 40%. Ja para a temperatura foram observados dois pontos de maior impacto,
sendo os valores proximos de 20°C e 24°C responsaveis, respectivamente, por 42% (21/50) e

32% (16/50) das amostras positivas (figuras 18 e 19).

30 60,0%
25

25 50,0%

20 40,0%

15 30,0%

12

10 9 20,0%
5 4 10,0%
0 0,0%

36% 38% 42% 49%

Figura 18. Percentual dos isolados recuperados em relagdo a umidade relativa do ar registrada no dia de coleta do
substrato de isolamento — Percentuais de Umidade do ar registrados: 36, 38, 42 ¢ 49%.
Fonte: Elaborado pela autora.
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25 45,0%
40,0%
20 35,0%
30,0%
15
25,0%
20,0%
10
15,0%
. 10,0%
5,0%
0 0,0%
170C 200C 220C 240

Figura 19. Percentual dos isolados recuperados em relagdo a temperatura registrada no dia de coleta do substrato
de isolamento — Temperaturas registradas: 17, 20, 22 e 24°C.
Fonte: Elaborado pela autora.

Com relagao aos hospitais e seu entorno, o Centro Nefrologico do Hospital Evangélico
de Venda Nova apresentou maior percentual com 32% (16/50) de positivos entre as amostras

coletadas em seu entorno ¢ também com relacdo ao total de amostras coletado gerando o

percentual de 5,61% (16/285) conforme apresentado abaixo.

Tabela 20. Relacao de isolados por ponto de coleta
HEM HEV HPT HRN HSC TOTAL

N° absoluto 4 16 12 9 9 50
Por coleta* 7,02% 28,07% 21,05% 15,79% 15,79% -
Pelo total coletado 1,40% 5,61% 4.21% 3,16% 3,16% 17,54%

*% avaliado entre o nimero de amostras coletado no hospital e/ou seu entorno totalizando 57 amostras.

Hospital Eduardo de Menezes (HEM); Hospital Evangélico (HEV); Hospital Paulo e Tarso (HPT); Hospital
Risoleta Neves (HRN); Hospital Santa Casa (HSC).

Fonte: Elaborado pela autora

Além disso, o Hospital Evangélico foi também o responsavel pelo percentual mais

expressivo de leveduras com alto indice de testes bioquimicos positivos conforme tabela 21.
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Tabela 21. Relacao de isolados com alto indice de testes positivos por ponto de coleta

Isolado Espécie Hospital n° de Total
positivos

360 Papiliotrema laurentii  H. Eduardo de Menezes 7 1
1 Papiliotrema laurentii H. Evanggélico 7

19 Papiliotrema laurentii H. Evanggélico 7

25 Papiliotrema laurentii H. Evanggélico 7 5

135 Papiliotrema laurentii H. Evanggélico 7

148 Papiliotrema laurentii H. Evanggélico 7

21 Papiliotrema laurentii H. Paulo de Tarso 7 1
12 Papiliotrema laurentii H. Risoleta Neves 7 1

131 Papiliotrema laurentii Santa Casa 7

236 Papiliotrema laurentii Santa Casa 7 2
52 Papiliotrema laurentii Santa Casa 6 1

Fonte: Elaborado pela autora

Das leveduras selecionadas, 42% (21/50) foram obtidas de amostras provenientes de
solo/detritos, 32% (16/50) de excretas de aves (Columba livia) e 26% (13/50) de cascas ou
raspados de arvores (Dypsis lutescens, Caesalpinia Peltophoroides, Tabebuia ochracea,
Terminalia catappa, Jacaranda cuspidifolia) (Fig. 20). Esses valores ainda podem ser
relacionados quanto ao percentual coletado por categoria e quanto ao total coletado, como
apresentado na tabela 22 que demonstra a maior representatividade de positivos obtidos de
“solos/detritos” em ambas categorias 0 que contraria a expectativa de maior probabilidade de

encontrar tais leveduras em excretas de aves.

Arvores
26%

Solo/detritos
42%

Figura 20. Propor¢do de positivos por grupo amostral
Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 22. Relacdo percentual quanto a categoria e quanto ao total coletado

Solo/detritos = Excretas Arvore Total
N° absoluto 21 16 13 50
Por categoria™® 28,00% 15,24% 12,38% -
Pelo total coletado 7,37% 5,61% 4,56% 17,54%

*9% avaliado entre o nimero de amostras da categoria sendo 75 amostras de solo/detritos, 105 de excretas e 105 de
cascas/raspados de arvores, totalizando 285 amostras.
Fonte: Elaborado pela autora

Dentre os isolados, o representante mais significativo foi Papiliotrema laurentii (figura
21), responsavel por 34% (17/50) das amostras, seguido de Papiliotrema terrestris com 20%
(10/50). A participacao destes exemplares por hospital e/ou entorno pode ser observada na
tabela 23, na qual € possivel verificar que P. laurentii e K. heveanensis estiveram presentes em
todos os pontos de coleta e que P. ferrestris esteve presente em quatro dos cinco pontos
coletados. P. laurentii também foi responséavel pelas leveduras com maior numero de testes
bioquimicos positivos e a relacdo dos isolados mais virulentos com seus substratos de origem

esta representada na tabela 24.

Papiliotrema laurentii
Papiliotrema terrestris
Kwoniella heveanensis

Naganishia albida
Papiliotrema sp.
Papiliotrema flavescens
Naganishia diffluens
Naganishia sp.
Papiliotrema rajasthanensis

Naganishia cerealis

Hannaella luteola

Figura 21. Distribui¢do das espécies identificadas

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 23. Distribuicao das espécies identificadas em relacdo aos pontos de origem.

Espécie HEM

Hannaella luteola
Kwoniella heveanensis
Naganishia sp.
Naganishia albida
Naganishia cerealis
Naganishia diffluens
Papiliotrema sp.
Papiliotrema flavescens

Papiliotrema laurentii
Papiliotrema
rajasthanensis

Papiliotrema terrestris
Totais

S O Dk O O oo o o~ O

N

HEV HPT

A O 9 OO NN~ O = = O

[
(=)}

—_ = = OO W= = O

~ O

12

% por hospital 7,02%  28,07% 21,05%
% pelo total 1,40%  5,61% 4.21%

% por hospital — célculo realizado entre as coletas realizadas naquele ponto (57);
% pelo total — calculo avaliado pelo total de amostras coletadas (285)
Hospital Eduardo de Menezes (HEM); Hospital Evangélico (HEV); Hospital Paulo e Tarso (HPT); Hospital

Risoleta Neves (HRN); Hospital Santa Casa (HSC).
Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 24. Relacao de isolados com alto indice de testes positivos por substrato

coletado.
Codigo do . .
Isol%ldo Especie

131 Papiliotrema laurentii
236 Papiliotrema laurentii
360 Papiliotrema laurentii
19 Papiliotrema laurentii
25 Papiliotrema laurentii
135 Papiliotrema laurentii
21 Papiliotrema laurentii
12 Papiliotrema laurentii

1 Papiliotrema laurentii
148 Papiliotrema laurentii
52 Papiliotrema laurentii

Fonte: Elaborado pela autora

Hospital

Arvores
Arvores
Excretas
Excretas
Excretas
Excretas
Excretas
Excretas
Solo / detritos
Solo / detritos
Arvores

HRN

N O N OO OO N

—

1

9
15,79%
3,16%

HSC

S L O O O O~ O N O

—

9
15,79%
3,16%

n° de

positivos

7

AN NN NN NN NN

TOTA

N W N = AN -

[
|

1

10
50

17,54%
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7. DISCUSSAO

Devido a sua distribui¢ao global estima-se que, anualmente, ocorram 223.100 novos
casos e mais de 181.000 mortes em decorréncia de doencas causadas por esse microrganismo
— principalmente em pacientes infectados pelo HIV — dentre os quais cerca de dois quartos
destes valores (162.500 novos casos e 135.900 mortes) estejam concentrados na Africa
subsaariana (CARLSON et al., 2021; EDWARDS et al., 2021; HONG et al., 2021;
MORALES-LOPEZ; GARCIA-EFFRON, 2021).

Leveduras como Papiliotrema laurentii, P. flavescens, P. terrestris, Naganishia albida,
N. diffluens, N. friedmannii, Kwoniella heveanensis € Hannaella luteola, todas anteriormente
classificadas e pertencentes ao género Cryptococcus, podem ser considerados patdgenos
emergentes em pacientes com algum nivel de imunossupressdo podendo, algumas destas
espécies, apresentar risco a saude humana e animal em maior ou menor grau (FERNANDES et
al., 2016; LIU et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2021). Apesar de o complexo gattii/neoformans
ser mais comumente associado aos relatos de doencas, Papiliotrema laurentii € Naganishia
albida, juntos, sdo responsaveis por cerca de 80% dos casos clinicos reportados ndo
pertencentes ao referido complexo, demonstrando a importancia do estudo destas espécies
(KHAWCHAROENPORN et al., 2007).

Apesar de nao terem sido encontrados representantes do complexo gattii/neoformans,
houve um percentual consideravel (17,54% - 50/285) de isolados ndo pertencentes ao
complexo, porém, também de crescente relevancia clinica (KHAWCHAROENPORN et al.,
2007). No entorno dos hospitais de Belo Horizonte foram encontradas as leveduras dos géneros
Papiliotrema (66% - 33/50), Naganishia (18% - 9/50), Kwoniella (14% - 7/50) e Hannaella
(2% - 1/50) sendo estes divididos entre as espécies Papiliotrema laurentii (34% - 17/50),
Papiliotrema terrestris (20% - 10/50), Papiliotrema flavescens (4% - 2/50), Papiliotrema
rajasthanensis (2% - 1/50), Naganishia albida (8% - 4/50), Naganishia diffluens (4% - 2/50),
Naganishia cerealis (2% - 1/50), Kwoniella heveanensis (14% - 7/50) e Hannaella luteola (2%
- 1/50).

Os avancos da medicina e consequente evolucdo dos tratamentos médicos
proporcionaram a melhora da qualidade de vida e o aumento da longevidade de populagdes de
risco como pacientes imunossuprimidos (LIU ez al., 2014; HONG et al., 2017). Entretanto,
doengas oportunistas tornam-se mais frequentes em meio a tal cendrio fazendo com que a

ampliacdo do conhecimento em relagdo aos patdgenos oportunistas, bem como seus locais de
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incidéncia, fossem de suma importancia para seu mapeamento e controle (LIU et al., 2014;
HONG et al., 2017).

Dentre as doengas oportunistas, as micoses sistémicas possuem diferentes
caracteristicas quanto a epidemiologia e distribuig¢do geografica, contudo, fatores de risco como
transplante de 6rgdos, doencas autoimunes, uso de quimioterapicos, terapias com altas ou
prolongadas doses de corticoides e, principalmente, a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA), podem aumentar ou agravar a incidéncia destas infec¢des no hospedeiro (LIU et al.,
2014; HONG et al., 2017; MONTOYA, et al. 2021; ZAVALA; BADDLEY, 2020).

Por isso, o estudo priorizou coletas em hospitais cujo fluxo de pacientes estivesse
relacionado com os fatores de risco acima citados sendo selecionados o centro nefrologico do
Hospital Evangélico (atendimento pds—transplante renal, dialise peritoneal e hemodialise), o
Hospital Risoleta Neves (atendimento geral, nefroldgico e infectologia), o Hospital Eduardo de
Menezes (assisténcia especializada em infectologia e dermatologia sanitéaria), o Hospital Paulo
de Tarso (hospital de transi¢do para pessoas com perda de autonomia e declinio funcional, que
demandam cuidados continuados em reabilitagdo, cuidados cronicos e cuidados paliativos) e a
Santa Casa (atendimento nefrologico, oncoldgico, transplantes, quimio e radioterapia).

Além disso, a criptococose estd entre as micoses invasivas mais frequentemente
diagnosticadas, sendo considerada a principal causa de meningoencefalite fingica, afetando
individuos imunossuprimidos e imunocompetentes com niveis de mortalidade acentuados em
grupos de risco, principalmente em individuos portadores do virus HIV. (MORETTI et al.,
2008; MONTOYA, et al. 2021; ZAVALA; BADDLEY, 2020).

A infec¢do por essa levedura também pode apresentar outras formas clinicas de
manifestagdo, acometendo 6rgdos como pulmoes, lesdes em ossos, pele e tecidos moles ou
promovendo casos de fungemia, esta ultima bastante comum para Papiliotrema laurentii
(MORETTI et al., 2008; MONTOYA, et al. 2021; ZAVALA; BADDLEY, 2020).

Os fatores de viruléncia estdo intimamente relacionados a capacidade e aos danos
causados pela doenca. Desta forma, avaliando os fatores de viruléncia, 100% (10/10) das que
apresentaram positividade em 7 dos 9 testes eram da mesma espécie - Papiliotrema laurentii.
Da mesma forma, com 6 dos 9 testes positivos, 0 inico representante pertencia a mesma espécie
dos anteriores totalizando 22,45% (11/49) das leveduras avaliadas. Embora menos relevantes
ao proposito do trabalho, 4,08% (2/49) apresentaram positividade em 5 dos testes realizados,
26,53% (13/49) em 4 testes, 28,57% (14/49) em 3 e 12,24% (6/49) em 2 testes de viruléncia.

A baixa pigmentag¢do apresentada pode ser relacionada ao meio utilizado (4gar semente

de niger — Guizotia abyssinica) uma vez que o processo de melanizacdo destes fungos ocorre
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através da presenga das enzimas fenol-oxidase ou lacase que atuam sobre o substrato no qual
as leveduras sdo inseridas. Desta forma, a quantificacdo dos compostos fenolicos ou difendlicos
na composi¢do do meio estd intimamente relacionada aos processos metabdlicos e a
consequente retengdo de melanina na parede celular do fungo (PEDROSO et al., 20070. Tal
quantifica¢do € possivel através de meios como L-dopa, uma vez que, apesar de pesadas e
padronizadas, ndo se pode afirmar a presenga e/ou quantidade exata dos compostos fenolicos
nas sementes utilizadas.

Entretanto, apesar da baixa expressao de pigmentos, ¢ possivel observar a alteracao de
textura das colOnias entre os meios agar semente de niger (Guizotia abyssinica) e Sabouraud
dextrose agar (SDA). As leveduras apresentam aspecto mais brilhante e cremoso no primeiro
enquanto, no segundo, se tornam opacas ¢ de textura mais ressecada, conforme demonstrado

nas imagens abaixo.

Figura 22. a- Papiliotrema laurentii cultivado em agar semente de niger a 37°C. b- Papiliotrema laurentii
cultivado em agar SDA a 37°C.
Fonte: Elaborado pela autora

Ainda ¢ importante citar a alta incidéncia de positivos advindos de amostras de
solo/detritos (28% - 2175), superior as de excretas (15,24% - 16/105), em contraponto ao
normalmente esperado para isolamento de leveduras do género (TENCATE et al., 2012;
PEREIRA et al., 2014; MENDES, 2018). Além de mais significativo proporcionalmente, os
isolados de amostras de solo/detritos também foram responsaveis pelo maior percentual em
participagdo geral (7,37% - 21/285) mesmo com numero inferior de amostras (75 amostras). A
participagdo das amostras de excretas e cascas de arvores representaram um total de 5,61% e
4,56%, respectivamente, mesmo com maior amostragem (105 amostras cada).

Entre os hospitais podemos observar certa variagdo nos padrdes de isolados sendo o
Hospital Eduardo de Menezes o responsavel pela menor propor¢do com 1,4% (4/285) enquanto
o Hospital Evangélico apresenta um percentual de 5,61% (16/285). Dentre os Hospitais, o

Hospital Evangélico também foi o que apresentou maior percentual de isolados de P laurentii



105

sendo 50% (5/10) dentre os mais virulentos, seguido da Santa Casa com 20% (2/10) entre os
mais virulentos, os demais, com 10% (1/10) de isolados entre os mais virulentos cada.

Quanto as questdes de temperatura e umidade, 74% dos positivos foram obtidos em
dias com umidade relativa do ar entre 42 e 49%, enquanto as temperaturas de 20°C e 24°C
corresponderam as maiores taxas de positividade com 42% e 32% respectivamente.

Em Uberlandia (MG), Brito e colaboradores (2019) também demonstraram consideravel
isolamento de leveduras no entorno de 4reas hospitalares e académicas com o total de 62,5%
(20/40) em amostras de excretas de aves e 37,5% (12/41) em ocos de arvores. Também
reafirmaram maior presenga de P. laurentii sendo responsavel por 12,5% (5/40) das amostras
de excretas e 19,5% (8/41) das amostras de ocos de arvores. Foram relatadas, ainda, a presenca
de Naganishia albida (15%), N. liquefaciens (15%), N. friedmannii (10%) em excretas de aves
e Papiliotrema flavescens (8%) ocos de arvores.

Embora menos conhecidos que o complexo gattii neoformans, P. laurentii e N. albida
possuem casos de fungemia bem descritos na literatura (CHENG et al, 2001; FURMAN-
KUKLINSKA et al, 2009; CHOE et al, 2019; FILHAO et al, 2022). P. laurentii ainda ¢
relacionado a casos de meningite (CASTRO-LAINEZ et al, 2019) e criptococose cutianea
primaria (MOLINA-LEYVA et al, 2013) e N. albida a quadros de encefalite (LIU ef al, 2013).

Aos quadros de fungemia, ¢ atribuida a aquisicdo de forma nosocomial, na qual os
fomites hospitalares teriam papel fundamental neste processo (JOHNSON et al, 1998; CHENG,
et al 2001). Desta forma o trabalho apresenta a relacdo de isolados a partir de substratos
coletados no entorno de hospitais com caracteristicas de atendimento de pacientes de risco
prévio associado a doenca causada pelo fungo. Posto isso o estudo dos fatores de viruléncia
destes microrganismos € a interagdo destes com o0 meio se faz necessario para antever o risco
ao qual essa populagdo possa estar exposta.

Em contrapartida, estudos demonstram que o mesmo microrganismo pode ser utilizado
de forma benéfica ao homem e ao ambiente no qual esté inserido. Vieira e colaboradores (2020),
a partir de isolados de P. laurentii de solos de campos rupestres, sugerem a utilizacdo destas
leveduras como matéria-prima na producao de biodiesel.

Outra utilizacao da levedura ¢ apresentada na agricultura, na qual ¢ empregada como
agente bioldgico de controle sendo pulverizada nas folhas de determinadas planta¢des para o
manejo de pragas (EMBRAPA, 2009; SILVA, 2021).

Entretanto, a criptococose cutanea primaria (CCP), entidade clinica distinta reconhecida
desde 2003, ¢ relacionada a infec¢ao da pele sem que haja acometimento de 6rgdos internos.

Essa enfermidade possui maior incidéncia em pacientes imunocomprometidos, mas seu
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desenvolvimento em individuos higidos também ¢ bem documentado (SANCHES et al., 2018).
Apesar de pouco comum, s3o descritos casos de CCP causados por C. neoformans, C. gatti
(MARQUES et al, 2012; SANCHES et al, 2018) e, at¢ mesmo, por P. laurentii (MOLINA-
LEYVA et al, 2013).

Do mesmo modo que o rastreio e monitoramento do microrganismo na regido hospitalar,
estudos de viruléncia e patogenicidade destes microrganismos sdo de grande importancia para
verificar a viabilidade e o real impacto da utilizacdo de P. laurentii nessas aplicagdes. E preciso
avaliar o risco ao qual o trabalhador rural estard exposto durante aplicacdo, manuseio e coleta,
uma vez que esse microrganismo possui caracteristicas de infec¢do cutanea primaria.

No presente trabalho foram isoladas muitas leveduras inicialmente, tornando-se um
processo muito laborioso devido ao pouco tempo de trabalho e a indisponibilidade de auxilio
nos processos de bancada. Desta forma, infelizmente, nem todas as leveduras puderam ser

avaliadas.

8. CONCLUSAO

Com base nesse estudo foi possivel concluir que as leveduras dos géneros Papiliotrema,
kwoniella e Naganishia estdo presentes no entorno dos hospitais de Belo Horizonte sendo os
dois primeiros géneros presentes em todos os pontos de coleta. Além disso, foi possivel
perceber maior dispersao de espécies como P. laurentii ¢ K. heveanensis, que estiveram
presentes em todos os pontos de coleta.

Outro ponto observado foi a potencial viruléncia dos isolados de P. laurentii sendo a
unica espécie com altos indices de testes positivos. Tal caracteristica aliada ao grau de dispersao
do microrganismo evidenciam a importancia de estudos ecoepidemiologicos e a analise de

riscos a ele associados.

9. PERSPECTIVAS

e Ampliar o estudo de modo a abranger todas as regionais da cidade de Belo Horizonte,
realizando coletas ambientais e demais procedimentos.
e Retomar o projeto inicial de captura de pombos urbanos (Columba livia), realizando coleta

e isolamento fingico de seus 6rgaos.
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Correlacionar os achados ambientais com o encontrado nas aves de modo inferir o grau de
correlagdo entre os isolados e a possibilidade de que as leveduras estejam sendo carreadas

pela cidade através destas aves.
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APENDICES

APENDICE 1

Tabela de leveduras identificadas ndo pertencentes aos géneros de interesse.

Codigo do
Isolado
99
14
88
294
277
349
125
231
243
297
350
278
175
95
130
285
66
132
60
120

ID
Colecao
ARH75

SDH21
SDH40
ARH77
EXH23
SDH61
ARH14
EXH28
EXHO93
EXH35
EXHO91
ARH70
SDH6
SDHS5
SDH74
SDH69
EXHS89
EXH27
ARH60
ARH27

Fonte de
isolamento
Arvores
Solo/detritos
Solo/detritos
Arvores
Excretas
Solo/detritos
Arvores
Excretas
Excretas
Excretas
Excretas
Arvores
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Excretas
Excretas
Arvores
Arvores

Identidade

477/483(99%)
477/477(100%)
462/462(100%)
189/193(98%)
442/442(100%)
389/389(100%)
481/481(100%)
480/480(100%)
317/317(100%)
169/170(99%)
401/401(100%)
512/512(100%)
446/446(100%)
484/484(100%)
349/349(100%)
259/259(100%)
460/460(100%)
515/516(99%)
372/372(100%)
435/435(100%)

Gaps

0/483(0%)
0/477(0%)
0/462(0%)
4/193(2%)
0/442(0%)
0/389(0%)
0/481(0%)
0/480(0%)
0/317(0%)
0/170(0%)
0/401(0%)
0/512(0%)
0/446(0%)
0/484(0%)
0/349(0%)
0/259(0%)
0/460(0%)
1/516(0%)
0/372(0%)
0/435(0%)

Genbank match

KY106274.1
CP025182.1
KY106531.1
MK394126.1
MH545914.1
OL514170.1
MT543182.1
MH545915.1
KY106936.1
MH545926.1
KY106934.1
KY107321.1
LC496533.1
KJ705003.1
MK394156.1
MK394156.1
MH&878059.1
FJ873559.1
MN371991.1
KY106503.1

122

Espécies

Candida akabanensis
Candida albicans
Candida jaroonii

Candida orthopsilosis

Candida parapsilosis

Candida parapsilosis

Candida tropicalis
Candida tropicalis

Clavispora lusitaniae

Clavispora lusitaniae

Clavispora lusitaniae

Cutaneotrichosporon dermatis
Cystobasidium sp.
Debaryomyces nepalensis
Diutina catenulata
Diutina catenulata
Exophiala dermatitidis
Hanseniaspora sp.
Hanseniaspora uvarum
Hyphopichia homilentoma
Continua



Continuacao

127
116
200
101
119
92
140
300
161
168
156
157
108
301
59
122
229

EXH32
EXH7
EXHI1
SDH47
EXH2
SDH39
EXH74
SDHS52
EXH37
SDHS5
SDHS5
SDHS5
SDH66
SDH67
ARHI15
EXH14
EXHA43

Excretas
Excretas
Excretas
Solo/detritos
Excretas
Solo/detritos
Excretas
Solo/detritos
Excretas
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Arvores
Excretas
Excretas

444/444(100%)
483/485(99%)
485/485(100%)
419/419(100%)
436/436(100%)
355/355(100%)
551/551(100%)
306/307(99%)
440/440(100%)
436/436(100%)
475/479(99%)
454/454(100%)
485/486(99%)
423/423(100%)
481/484(99%)
485/485(100%)
480/480(100%)

0/444(0%)
0/485(0%)
0/485(0%)
0/419(0%)
0/436(0%)
0/355(0%)
0/551(0%)
1/307(0%)
0/440(0%)
0/436(0%)
0/479(0%)
0/454(0%)
0/486(0%)
0/423(0%)
0/484(0%)
0/485(0%)
0/480(0%)

KY107906.1
MH545919.1
MH545919.1

NG_069408.1

NG _069408.1
MK 110232.1
MK 110232.1
MK394165.1
MH545928.1
MH545928.1

NG _067794.1
MNO901718.1
KY109860.1
MK394138.1

NG 055057.1
MN371940.1
MH545921.1

As leveduras serdo trabalhadas posteriormente, ndo puderam ser incluidas em decorréncia do pouco tempo de projeto.

Fonte: Elaborado pela autora

123

Kazachstania bovina
Meyerozyma caribbica
Meyerozyma caribbica

Meyerozyma carpophila
Meyerozyma carpophila
Meyerozyma sp.
Meyerozyma sp.
Pichia kluyveri
Pichia kudriavzevii
Pichia kudriavzevii
Pseudozyma hubeiensis
Sympodiomycopsis sp.
Torulaspora delbrueckii
Torulaspora delbrueckii
Torulaspora pretoriensis
Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus



APENDICE 2

Origem das leveduras identificadas ndo pertencentes aos géneros de interesse.

Codigo do
Isolado
99
14
88
294
277
349
125
231
243
297
350
278
175
95
130
285
66
132
60
120
127
116
200

ID
Colecao
ARH75
SDH21
SDH40
ARH77
EXH23
SDH61
ARH14
EXH28
EXH93
EXH35
EXHI1
ARH70
SDH6
SDHS5
SDH74
SDH69
EXHS89
EXH27
ARH60
ARH27
EXH32
EXH7
EXHI11

Fonte de
isolamento
Arvores
Solo/detritos
Solo/detritos
Arvores
Excretas
Solo/detritos
Arvores
Excretas
Excretas
Excretas
Excretas
Arvores
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Excretas
Excretas
Arvores
Arvores
Excretas
Excretas
Excretas

Espécies

Candida akabanensis
Candida albicans
Candida jaroonii

Candida orthopsilosis

Candida parapsilosis

Candida parapsilosis

Candida tropicalis
Candida tropicalis

Clavispora lusitaniae

Clavispora lusitaniae

Clavispora lusitaniae

Cutaneotrichosporon dermatis
Cystobasidium sp.
Debaryomyces nepalensis
Diutina catenulata
Diutina catenulata
Exophiala dermatitidis
Hanseniaspora sp.
Hanseniaspora uvarum
Hyphopichia homilentoma
Kazachstania bovina
Meyerozyma caribbica
Meyerozyma caribbica

124

Local de Coleta

H. Eduardo de Menezes
H. Evanggélico
H. Paulo de Tarso
H. Eduardo de Menezes
H. Evangélico
Santa Casa
H. Risoleta Neves
H. Evanggélico
Santa Casa
H. Evanggélico
Santa Casa
H. Eduardo de Menezes
H. Risoleta Neves
H. Risoleta Neves
Santa Casa
Santa Casa
Santa Casa
H. Evangélico
H. Paulo de Tarso
H. Evangélico
H. Evanggélico
H. Risoleta Neves
H. Risoleta Neves
Continua



Continuacao
101 SDH47
119 EXH2
92 SDH39
140 EXH74
300 SDHS52
161 EXH37
168 SDHS5
156 SDHS5
157 SDHS5
108 SDH66
301 SDH67
59 ARHIS
122 EXH14
229 EXH43

Fonte: Elaborado pela autora

Solo/detritos
Excretas
Solo/detritos
Excretas
Solo/detritos
Excretas
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Solo/detritos
Arvores
Excretas
Excretas

Meyerozyma carpophila
Meyerozyma carpophila
Meyerozyma sp.
Meyerozyma sp.
Pichia kluyveri
Pichia kudriavzevii
Pichia kudriavzevii
Pseudozyma hubeiensis
Sympodiomycopsis sp.
Torulaspora delbrueckii
Torulaspora delbrueckii
Torulaspora pretoriensis

Wickerhamomyces anomalus
Wickerhamomyces anomalus

H. Eduardo de Menezes
H. Risoleta Neves
H. Paulo de Tarso
H. Eduardo de Menezes
H. Eduardo de Menezes
H. Evanggélico
H. Risoleta Neves
H. Risoleta Neves
H. Risoleta Neves
Santa Casa
Santa Casa
H. Risoleta Neves
H. Risoleta Neves
H. Paulo de Tarso

125



APENDICE 3

Detalhamento das amostras de interesse com seus resultados individuais e somatorio dos testes positivos

Codigo
do
Isolado
3
91
113
188
204
253
286
41
199
162
163
201
356
111
9
45
65
144
203
351
359
1

Espécies

Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Kwoniella heveanensis
Naganishia sp.
Naganishia sp.
Naganishia albida
Naganishia albida
Naganishia albida
Naganishia albida
Naganishia cerealis
Naganishia diffluens
Naganishia diffluens
Papiliotrema sp.
Papiliotrema sp.
Papiliotrema sp.
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema flavescens
Papiliotrema laurentii

Termotoleriancia
37°¢  40°%  50°%
+ - -
4+ 4+ -

+ + =
+ + -
4L - _
+ + -
4L - _
+ - _
+ + =

Melanizacao
37° 40°c
% *
+ +
% *

* *
S/C S/C
; -
S/C S/C
* *

*

S/C S/C

% %

%
R B
R B
% %
% %
% %
+ +

Urease
31°C

I+

+ + + + o+

Catalase
31°C

+ 4+ + A+

Prot.
28°C

Fosf.
37°C
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Total de (+)

N NN W WWWERBRNOWWOPRWERONDND VW
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Continuacao

2
2
19
21
25
2
131
135
148
167
187
236
267
355
357
360
142
6
15
42
43
64
139
145
182
216
354
Totais (+)

Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii
Papiliotrema laurentii

Papiliotrema rajasthanensis

Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris
Papiliotrema terrestris

A+ + A+t

+ 4+t

38

+ 4+ o+t

21

- + Hok
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
* + +
+ + +
+ + +
+ + +
* * +
- * +
+ + +
* * +
* * e
* * +
+ + +
* * +
_ _ K3k
+ + +
* * e
* * +
* * e
* * +
* * e
* * +
* * e
* * +
12 14 42

I o e S S SR

46

4+ + A+t

+ + +

WWrRAREAPAWLWWLWUNWWIPE,PRPNDNIPEPREPIITIAAIT IS

192

127

Testes positivos (+); Testes negativos (-); Meio sem crescimento durante o teste (*); Resultado oposto ao esperado no teste {acidificagio do meio em agar ureia} (**); Leveduras

que ndo apresentaram viabilidade ap6s descongelamento. (S/C)

Fonte: Elaborado pela autora
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ANEXOS

ANEXO 1
Aprovacdo da Comissio de Etica no uso de Animais da UFMG - CEUA/UFMG (Projeto
piloto)
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= ﬁ:\ﬂ UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
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S ) CEUA
T COMISSAD DE ETICA NO USQ DE ANIMAIS
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Prezado(a):
Esta & uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanga na situagao de uma solicitagao.

Protocolo CEUA: 361/2018

Titulo do projeto: Estudo da populagdo de pombos (Columba livia)da Escola de Veterinaria da UFMG com foco na avaliagdo de
riscos ambientais e sanitarios

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Graciela Kunrath Lima

Unidade: Escola de Veterinaria

Departamento: Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva

Situagdo atual: Decisao Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 03/12/2018. Validade: 03/12/2018 a 02/12/2023

Belo Horizonte, 03/12/2018.
Alenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerals
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bloetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br




ANEXO 2
Aprovacao pelo Ministério do Meio Ambiente — MMA, Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade — ICMBio (Projeto piloto)

Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
=3¢ .. Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO
ICMBio

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica
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Numero: BE535-2 I Data da Emiss&o: 07022019 10:13:07 1 Data da Revalidacdo®: 07/02/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagio tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualments mediante & apresentacdo do relatdrio de stividades & ser enviado por melo do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emiss&o.

Dados do titular

MNome: Graciela Kunrath Lima CPF: D64 674 226-43

Mome da Instituicio: Universidade Faderal dz Minas Garais CHPE 17217 S85/0001-04

Cronograma de atividades

# |Descricio da atlividade inbcia (més/ano) Fim {méa/anso)

1 | Teste aos méndos de manss & controle de pombos oz2018 OT2049

2 | Analise cos dados e elaboracao de relatdno.atigo &'ou TCC D&2018 O¥2020

3 | Processamento e analise do matenal coletada 012018 ori20ie

4 |Captra, aniihamenis @ colets de materials das Gves 012018 032018

5 ﬂhtﬂﬂ;&ﬂ da autonzacio da CEUA & SISBIO 112018 012019

Equipe

® | Moms Fungio CPF Maclonalidace

1 |Alexandra Tiso Cumeriaio Vabennaria - Caplura & coleta de material das 010,102 4B0-06 Hrasdeds
Aved

2 | Amanda Cristing Aradjo Esludante de Biologia -Caplura & colsla de 103,934 688-31 Brasdsss
material das aves

Esfe documanto fol expadido com base na inahugio Novmalve nd® 042014, Atravée do codigo de aufénticagdo abaino, quaiguer
cidedflc poderd verficar a aufeniicidade ou mguiardade desle documenfo, pov Mo da pagina do  SiabiadCMBD na  indemel
fwww. icmbio. gov brsisbio)
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ANEXO 3
Aprovagdo da Comissio de Etica no uso de Animais da UFMG - CEUA/UFMG (Projeto de

mestrado inicial)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

a0 St
Prerado(a)
Esta & uma mensagem automatica do sistema Solicite CELUA gue indica mudanca na situacao de uma solicitacao

Protocolo CEUA: 27/2021

Titulo do projeto: |solamento & identificagao de Cryptococcus spp. a partir de amostras ambientais & bioldgicas de pombos (Columba
livia) da cidade de Belo Horizonte

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Susana Johann

Unidade: Instituto de Ciencias Biclogicas

Departamento: Departamento de Microbiologia

Situagéo atual: Decisdo Final - Aprovado

Apravado com Recomendacio na reuniao extraordinaria emergencial on-line do dia 26/04/2021 . Validade: 26/04/2021 & 25/04/2026
RECOMENDACAO: De acordo com as diretrizes praticas do CONCEA, na impossibilidade de usa de sobredose anestésica para
eltanasia, recomenda-se como métodos alternativos o uso de anestésicos inalatdrios seguidos, quando necessario, de outros métodos
que assegure a morte do animal como a exsanguinacio. A cdmara de 02 & aceita com restricéo e, guando utilizada, deve ser seguida
de exsanguinagdo ou outro método gue assegure a morte do animal.

Belo Horizonte, 26/04/2021

Atenciosamente,

Sistemna Solicite CEUA UFMG
httos: faplicativos ufmg brisolicite_ceual
Universidade Federal de Minas Gerais
Awenida Antdnio Carlos, BE2ZT — Campus Fampulha
Unidade Administrativa Il — 2% Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
winer LMo bbb osticalceus - cetea@prpg ufmg br
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ANEXO 4

Aprovagao da Secretaria Municipal de Meio Ambiente - SMMA (Projeto de mestrado inicial)
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ANEXO 5

Cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado - SISGEN (Projeto atual)

Ministério do Meio Ambiente
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n® A4ATIE

A alividade de acesso ap Palrimbnio Genético, nos termos abaixo resumida, foi cadastrada no SisGen,
em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamenios.

Mumero do cadastro: A4ATIOE

Usuano: Universidade Federal de Minas Gorals

CPF/CNPJ: 17.217.985/0001-04

Objeto do Acesso: Patrimdnio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Cryptococcus neoformans

Titulo da Atividade: ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAQO DE Cryplococcus spp. A PARTIR DE

AMOSTRAS AMBIENTAIS E BIOLOGICAS DE POMBOS (Columba livia) DA
CIDADE DE BELO HORIZONTE E REGIAQ METROPOLITANA

Equipe

Susana Johann Universidade Federal de Minas Gerais
Amanda Cristina Araujo Universidade Federal de Minas Gerals
Data do Cadastro 09/12/2020 17:14:50

Situagho do Cadasiro: Concluido

Consalho de Gestdo do Patrimbnio Genético
Situaglo cadastral conforme consulta ao SisGen em 17:15 de 09/12/2020.

N a4  SISTEMA NACIONAL DE GESTAD

DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
PN ABSOCIADO - SIBOEN



