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CRYPTOCOCCUS: ISOLAMENTO AMBIENTAL E CARACTERIZAÇÃO 
BIOQUÍMICA 

 

RESUMO: O gênero Cryptococcus, caracteriza-se por ser uma levedura, 

responsável por infecção sistêmica, causada pelas espécies Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii, podendo estar associado à 

imunossupressão ou não do hospedeiro. O fungo é encontrado em substratos 

de origem animal e vegetal, e a infecção ocorre a partir da inalação de 

basidiósporos ou leveduras desidratadas infectantes presentes no ambiente. O 

presente trabalho teve por objetivo pesquisar a existência de microfocos de 

Cryptococcus sp. a  partir de amostras ambientais da cidade de Araçatuba, São 

Paulo, com a finalidade de  minimizar os riscos de contaminação do homem e 

dos animais, buscando o conhecimento da ecoepidemiologia do Cryptococcus. 

Foram colhidas 50 amostras oriundas de ocos e troncos de árvores (Cassia 

sp., Ficus sp. e Caesalpinea peltophorides) de dez locais representativos do 

perímetro urbano, e imediatamente encaminhadas ao Laboratório de 

Bacteriologia e Micologia da Faculdade de Medicina Veterinária de Araçatuba-

Unesp; onde foram processadas e semeadas em placas de Petri contendo ágar 

semente de Níger e Sabouraud dextrose com clorafenicol e incubadas a 

temperatura de 30ºC por um período não inferior há 5 dias. As colônias com 

crescimento leveduriformes foram analisadas considerando-se as 

características macro e micromorfológicas, compatíveis ao gênero 

Cryptococcus. Posteriormente foram novamente repicadas em ágar Níger, 

cultivadas em tempo e temperatura supracitadas e submetidas às provas 

bioquímicas: produção de urease, termotolerância à 37ºC e quimiotipagem em 

ágar CGB (L-Canavanina, Glinica, Azul de Bromotimol). A análise dos 

resultados revelaram que 17 (34%) dos cultivos foram positivos para o gênero 

Cryptococcus, sendo que 9 (18%) foram de Cryptococcus gattii e 8 (16%) para 

Cryptococcus neoformans. Outras leveduras correlacionadas como 

Rhodotorula sp. e Candida sp. também foram isoladas. Pelo exposto, 

concluímos que os basidiósporos de Cryptococcus encontram-se dispersos na 
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natureza constituindo microfocos ambientais, não estando vinculado 

necessariamente a um único hospedeiro. 

Palavras-chaves: Árvore, Levedura, Microbiologia, Microfoco.  
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CRYPTOCOCCUS: ENVIRONMENTAL ISOLATION AND BIOCHEMICAL 
CHARACTERIZATION 

SUMMARY: Cryptococcosis is an opportunistic fungal infection caused by 

Cryptococcus yeasts, especially C. neoformans and Cryptococcus gattii , which 

may be associated with immunosuppression or not. The fungus is found in 

substrates of animal and vegetable origin, and infection occurs through 

inhalation and seedlings present in the environment. The present study aimed 

to investigate the existence of microfocus Cryptococcus sp. from the 

environmental samples Araçatuba city, São Paulo, featuring new niches, by 

decoupling the direct relationship between fungus and host. in order to minimize 

the risk of contamination of man and animals, understanding the 

ecoepidemiology of Cryptococcus. Samples 50 originated from hollow logs and 

trees (Cassia sp., Ficus sp. and Caesalpinea peltophorides) of ten point the 

urban perimeter points. The samples were immediately sent to the Laboratory 

of Bacteriology and Mycology, Faculty of Veterinary Medicine Araçatuba - 

Unesp where they were processed and plated on Petri dishes containing agar 

seed Niger and Sabouraud dextrose agar with chloramphenicol, incubated at 

30ºC for a period not less than 5 days. Colonies yeast growth were analyzed 

considering the macro and micro morphological compatible gender 

Cryptococcus, and later peaked in Niger agar, grown in time and above 

temperature and subjected to biochemical tests: urease production, 

thermotolerance at 37°C and quimiotipagem in CGB agar (L- Canavanine , 

Glinica bromothymol blue). The results showed that 17 (34%) cultures were 

positive for Cryptococcus, and 9 (18% ) were Cryptococcus gattii and 8 (16%) 

for Cryptococcus neoformans. Other yeast correlated as Rhodotorula sp. and 

Candida sp.  were isolated. For these reasons, we conclude that the infectious 

propagules of Cryptococcus are dispersed in nature constitute environmental 

microfocus, not necessarily being bound to a single host. 

 Keywords: Tree, Yeast, Microbiology, Microfocus. 
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CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 

1 INTRODUÇÃO 
 

 A Criptococose também conhecida como Torulose, Blastomicose 

Européia, Doença de Busse-Buschke é uma micose sistêmica cuja porta de 

entrada é a via inalatória causada por um complexo de fungos patogênicos do 

gênero Cryptococcus (BRASIL, 2012). Dentre as micoses sistêmicas, a 

criptococose ganhou relevância pelo seu caráter de infecção oportunista, 

acometendo pacientes imunocomprometidos ou não (FILIÚ et al., 2002), e por 

ser uma zoonose com grande distribuição mundial (FERREIRA; RASO, 2012). 

 Atualmente cerca de 70 espécies de Cryptococcus são descritas, porém, 

para fins práticos, devem ser considerados patogênicos Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii, os quais destacam-se como os agentes 

etiológicos mais comuns da criptococose humana e animal, sendo mais raros 

os casos diagnosticados por outras espécies, como Cryptococcus laurentii e 

Cryptococcus albidus (TAKAHARA, 2011; CARDOSO, 2012). 

 Cryptococcus neoformans acomete indivíduos com Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (AIDS) e Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV - 

positivo); de 1980 a 2012, 6% dos casos notificados foram nesses pacientes. A 

segunda variedade, gattii, é endêmico nas regiões Norte e Nordeste e 

apresenta alta letalidade, entre 35% a 40% dos casos detectados. A doença 

não é de notificação compulsória, por isto os dados são dispersos e pouco 

confiáveis, o que inviabiliza estabelecer a magnitude real da doença no Brasil 

(BRASIL, 2012). 

 Na natureza, o Cryptococcus pode ser encontrado em uma variedade de 

nichos, incluindo substratos orgânicos e habitats relacionados a excretas de 

aves, fezes de morcegos, ninhos de vespa, frutas, suco de frutas fermentado, 



15 
 

solo naturalmente contaminado com as excretas, vegetais em decomposição e 

ocos e casca de várias espécies de árvores (REIMÃO et al., 2007; BALTAZAR; 

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

 A presença de Cryptococcus neoformans no solo e em excretas secas 

de pombos têm sido estudada em diversos países do mundo (EMMONS, 

1960). Apesar do Cryptococcus spp. ser associado ao pombo, seu habitat 

primário pode ser considerado espécies de plantas e madeira envelhecidas, 

locais onde a levedura naturalmente desenvolve seu estado sexuado 

(PASSONI, 1999). 

 A associação saprofítica de C. neoformans com material vegetal em 

decomposição e em ocos de árvores vivas (REIS, 1998; RESTREPO et al., 

2000, RIPPON, 1998; ROZENBAUM; GONÇALVES, 1994), tem sido 

constantemente observado, constituindo um novo habitat natural para a 

espécie, indicando um possível nicho ecológico primário para o fungo (REIS, 

1998). Fontes ambientais de Cryptococcus foram identificadas em árvores em 

diferentes partes do Brasil: Rio de Janeiro (RJ) (LAZERA et al., 1995), Teresina 

(PI) (LAZERA et al., 1998), Goiânia (GO) (KOBAYASHI et al., 2005) e na 

cidade de São Paulo (MONTENEGRO; PAULA, 2000). Esses achados, 

portanto, caracterizam um novo habitat natural para o micro-organismo, 

relacionando-o a madeira em decomposição, ou não,  em diferentes árvores 

tropicais nativas ou introduzidas no Brasil (BRASIL, 2012), reafirmando a 

ocorrência do Cryptococcus no ambiente, dissociando-se da participação 

exclusiva do hospedeiro, no caso o pombo.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Histórico 
 

 A criptococose foi reconhecida como doença fúngica do homem por Otto 

Busse em 1894, por meio de um corpúsculo redondo-ovalado, causador de 

uma lesão na tíbia de uma paciente e denominado Saccharomyces hominis. No 

mesmo ano, Francesco Sanfelice isolou a mesma levedura encapsulada a 

partir de suco fermentado de pêssego. A seguir, este mesmo autor demonstrou 

experimentalmente a patogenicidade deste agente para cães (CORREA; 

CORREA, 1992). 

 Em 1895, Sanfelice foi o primeiro responsável pelo isolamento de 

Cryptococcus sp. em animais, a partir de linfonodos de um boi, e o chamou de 

Torulopsis neoformans (CORREA; CORREA, 1992). 

 Em 1901, Vuillerman e Klein isolaram o agente de uma lesão pulmonar 

em suínos (JUNGERMANS; SCHWARTZMAN, 1972), e denominou os isolados 

de Busse de Cryptococcus hominis, e o isolado de Sanfelice de Cryptococcus 

neoformans, já que os isolados não eram fermentativos e não formavam 

ascóporos, diferentes dos membros do gênero Saccharomyces 

(CASADEVALL; PERFECT, 1998). 

 Em 1934, foi comprovado que os dois eram um único agente, que, em 

1950, recebeu o nome de Cryptococcus neoformans. Constituindo-se como 

uma levedura não-contagiosa, subaguda a crônica, comumente apresentando 

tropismo de sintomas nervosos ou respiratórios (CORRÊA; CORRÊA, 1992). A 

etimologia da palavra Cryptococcus, oriundo da palavra grega "Kryptos", 

significa "escondido", "secreto", "misterioso". Tal terminologia foi criada em 

1833 por Kutzing (HEITMAN et al., 2011). 

 Os casos de criptococose em animais foram relatados esporadicamente 

até os anos 50. Somente em 1952 foi descrito o primeiro caso em gatos e no 
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ano seguinte o primeiro em cães. Nesta época, já se discutia a origem da 

infecção no Sistema Nervoso Central (SNC) de animais de companhia.  

 Os primeiros isolamentos de C. neoformans do ambiente foram 

realizados a partir de 1955, quando foram encontrados no solo e em excretas 

de aves, especialmente à excretas de pombos (KWON-CHUNG; BENNETT, 

1992). 

 Antes do início da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS), a 

criptococose era considerada uma doença esporádica, associada a deficiência 

na imunidade celular, ocorrendo num pequeno percentual da população 

(KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). A partir dos anos 80, com a distribuição 

mundial da AIDS, bem como a utilização de medicamentos imunossupressores, 

houve um acréscimo na incidência da criptococose, sendo atualmente, a 

infecção fúngica de maior prevalência mundial (ROZENBAUM; GONÇALVES, 

1994; FRANZOT et al., 1997; CALVO et al., 2001; PAPPALARDO; MELHEM, 

2003). 

 Alguns estudos relataram que aves mantidas em cativeiro, 

especialmente, passeriformes e psitaciformes, podem ser responsáveis pela 

manutenção de C. neoformans no ambiente, favorecendo a proliferação da 

doença (FILIÚ et al., 2002; ABEGG et al., 2006). 

 A partir do primeiro isolamento de Cryptococcus neoformans, muitas 

pesquisas foram realizadas, no entanto ainda há muitos aspectos clínicos, 

epidemiológicos e ecológicos desconhecidos, em especial no Brasil. Quanto à 

epidemiologia do agente, ocorre grande heterogeneidade de distribuição dos 

sorotipos e variedade em diferentes países e regiões de um mesmo país 

(NISHIKAWA et al., 2003). 

 No Brasil, os primeiros relatos da doença ocorreram entre os anos de 

1941 e 1944, descritos por Carlos da Silva Lacaz e Floriano de Almeida 

(PAPPALARDO; MELHEM, 2003).  
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2.2 Taxonomia 
 

 Desde os primeiros achados de Cryptococcus, sua taxonomia vem 

sendo revisado. Segundo Kurtzman et al. (2011), o complexo Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii, segundo sua forma sexuada é classificada 

em Reino: Fungi, Filo: Basidiomycota, Ordem: Filobasidiales, Família: 

Filobasidiaceae e Gênero: Cryptococcus. 

 Atualmente, C. neoformans é representado como um complexo que 

compreende as espécies Cryptococcus neoformans variedade grubii (sorotipo 

A) e Cryptococcus neoformans var. neoformans (sorotipo D), que provocam 

manifestações clínicas diversas. Cryptococcus gattii (sorotipo B e C) foi 

reconhecida como uma espécie distinta de C. neoformans devida suas 

diferenças morfológicas dos basidiósporos, nichos ambientais e características 

morfológicas in vivo e identidade molecular restrita (55 a 61% parentesco pelo 

DNA) (SPRINGER; CHATURVEDI, 2010). 

 O gênero apresenta 70 espécies, sendo apenas duas consideradas 

patogênicas, C. neoformans e C. gattii e as demais consideradas emergentes 

em pacientes  imunodeprimidos: Cryptococcus laurentii, Cryptococcus albidus, 

Cryptoccocus humicola e Cryptococcus curvatus (KURTZMAN et al., 2011). 

 

2.3 Agente etiológico 

  

 São fungos leveduriformes que se apresentam de forma globosa ou 

ovalada, medem entre 2 a 4 µm de diâmetro e ao seu redor possui cápsula 

polissacarídica, a qual possibilita resistência à dessecação, além de ser um dos 

fatores de virulência do fungo (SANTILI, 2008) possibilitando vida intracelular e 

mecanismo de evasão à resposta imune celular (TAKAHARA, 2011). 



19 
 

 A cápsula expressa pelo fungo C. neoformans é composta por 

galactoxilomana (GAlXM), glicuroxilomana (GXM) e pequenas quantidades de 

manoproteínas. GalXM e GXM induzem grupos de citocinas, e a GalXM induz a 

apoptose de macrófagos por alterações morfológicas (VILLENA et al.,2008). 

 A diferença das estruturas das glicoronoxilomananas de sua parede 

celular, permitiu a identificação dos cinco sorotipos atualmente conhecidos A, 

B, C, D e AD (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003). 

 Apresenta-se de cor creme a marrom, brilhante, de textura mucóide, 

margem lisa e inteira, após três dias à temperatura de 25 a 37ºC, em cultivo 

nos meios como ágar semente de Níger e ágar Sabouraud dextrose 4% 

(BRASIL, 2012). 

 A síntese de pigmentos de melanina a partir do fenol é específica de C. 

neoformans e C. gattii (SIDRIM; MOREIRA, 1999). Meios contendo sementes 

de níger servem de substrato para a enzima fenoloxidase, que catalisa a 

oxidação de compostos O-difenólicos como L-dopa, L-dopamina, ácido 

clorogênico e ácido caféico, produzindo uma colônia marrom-escura ou negra 

em até cinco dias. Ocasionalmente, C. luteolus, C. laurentii, C. terreus e C. 

albidus podem desenvolver pigmentação mais clara em períodos de incubação 

prolongados (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; IKEDA et al., 2002). 

 A enzima lacase (fenol-oxidase) produz melanina através de auto 

polimerização, em meios contento difenóis. A melanina é produzida através da 

PKA (proteína kinase A) e se deposita no interior da parede da levedura, possui 

característica da insolubilidade e da resistência a substâncias químicas e 

enzimas (TAKAHARA, 2011). 
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2.4 Aspectos Ecológicos 
 

 A variedade neoformans é cosmopolita, do ponto de vista epidemiológico 

e está relacionada a várias fontes ambientais como solo contaminados por 

excretas de aves, principalmente, pombos domésticos (REOLON et al., 2004; 

QUEIROZ et al., 2008; WERTHER et al., 2011), outras aves como 

passeriformes e psitaciformes (LUGARINI et al., 2007; MARINHO et al., 2010) 

árvores (BALTAZAR; RIBEIRO, 2008) e guano de morcegos (TENCATE et al., 

2012), podendo se adaptar e viver saprofiticamente no organismo de humanos 

e dos animais domésticos (ELLIS; PFEIFFER, 1990). C. gattii é fonte primária 

de infecção de hospedeiro aparentemente imunocompetente, endêmica em 

áreas tropicais e subtropicais (PASSONI, 1999). 

 Cryptococcus gattii foi isolado pela primeira vez em restos vegetais de 

Eucalyptus spp. na Austrália, no entanto é frequentemente encontrando em 

diferentes espécies de árvores no Brasil, como Cassia grandis, Senna 

multijuga, Ficus microcarpa, Sygygium jambolana, Theobroma cacao, 

Caesalpinia peltophorides, não tendo um habitat natural específico e 

reafirmando a ocorrência em regiões brasileiras distintas, inclusive em árvores 

nativas da Floresta Atlântica e da Floresta Amazônica (BALTAZAR; RIBEIRO, 

2008; BRASIL, 2012). 

 A criptococose é adquirida pela inalação de basidiósporos viáveis no 

ambiente, representados por leveduras desidratadas de locais com excretas 

contaminadas (DARZE et al., 2000).  

2.5 Aspectos Epidemiológicos 
 

 A enfermidade, que é estudada há mais de cem anos (desde 1894) tem 

sido relatada como a de maior  prevalente em termos de internação no Brasil 

segundo dados do Sistema Único de Saúde – SUS, no período  de 2000 a 

2007, totalizando 4.558 . Estima-se uma  prevalência associada a AIDS entre 
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8% a 12% em centros de referência da região sudeste, perdendo apenas para 

a candidíase, (BRASIL, 2012). O agente etiológico da criptococose atinge 

pacientes imunodeprimidos (HIV - positivos) e imunocomprometidos por 

corticoterapia entre outras doenças (GARCIA, 2008; CONSENSO, 2008). 

 Ainda segundo dados BRASIL (2012) nas regiões norte e Nordeste do  

país  predominam casos de criptococose em indivíduos sem evidências de 

imunossupressão, em ambos os sexos, HIV - negativos, causados pela 

variedade gattii, comportando-se como micose endêmica regional, com a 

ocorrência de meningoencefalite incluindo jovens e crianças, com elevada 

morbidade e letalidade (37 a 49%), revelando padrões regionais marcadamente 

distintos da criptococcose var. neoformans predominante nas regiões Sudeste 

e Sul.   

  A infecção ocorre, geralmente, pela via aerógena, através da inalação do 

fungo, que se aloja primariamente nos pulmões (SCAIN, 2011). 

 Após a infecção, o Cryptococcus spp. pode espalhar-se através da 

corrente sanguínea ou linfática, tendo tropismo pelo sistema nervoso central 

(SNC), manifestando normalmente meningite (CICHON et al., 2011; 

TAKAHARA et al.; 2011). 

 
Figura 1. Imagem do ciclo de infecção por Cryptococcus spp. Fonte: 

www.bmolchem.wisc.edu 
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 Pelo exposto, novos estudos devem ser realizados com o objetivo de 

obter uma melhor compreensão da ecoepidemiologia do fungo caracterizando  

novos nichos primários para o micro-organismo.  

3 OBJETIVOS 
 

 O presente trabalho visou investigar novos habitats para Cryptococcus 

sp. a partir de amostras ambientais do Município de Araçatuba, São Paulo, com 

objetivo de compreender melhor a ecoepidemiologia do micro-organismo e 

conhecer novos nichos ambientais do patógeno para que posteriormente,  

medidas preventivas possam ser elaboradas afim de minimizar os riscos de 

contaminação humana. 
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CAPÍTULO 2 - ARTIGO CIENTÍFICO 
 

CRYPTOCOCCUS: ISOLAMENTO AMBIENTAL E CARACTERIZAÇÃO 
BIOQUÍMICA 

 

RESUMO: O gênero Cryptococcus, caracteriza-se por ser uma levedura, 

responsável por infecção sistêmica, causada pelas espécies Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii, podendo estar associado à 

imunossupressão ou não do hospedeiro. O fungo é encontrado em substratos 

de origem animal e vegetal, e a infecção ocorre a partir da inalação de 

basidiósporos ou leveduras desidratadas infectantes presentes no ambiente. O 

presente trabalho teve por objetivo pesquisar a existência de microfocos de 

Cryptococcus sp. a  partir de amostras ambientais da cidade de Araçatuba, São 

Paulo, com a finalidade de  minimizar os riscos de contaminação do homem e 

dos animais, buscando o conhecimento da ecoepidemiologia do Cryptococcus. 

Foram colhidas 50 amostras oriundas de ocos e troncos de árvores (Cassia 

grandis, Ficus microcarpa e Ceasalpinea peltophorides) de dez locais 

representativos do perímetro urbano, e imediatamente encaminhadas ao 

Laboratório de Bacteriologia e Micologia da Faculdade de Medicina Veterinária 

de Araçatuba-Unesp; onde foram processadas e semeadas em placas de Petri 

contendo ágar semente de Níger e Sabouraud dextrose com clorafenicol e 

incubadas a temperatura de 30ºC por um período não inferior há 5 dias. As 

colônias com crescimento leveduriformes foram analisadas considerando-se as 

características macro e micromorfológicas, compatíveis ao gênero 

Cryptococcus. Posteriormente foram novamente repicadas em ágar Níger, 

cultivadas em tempo e temperatura supracitadas e submetidas às provas 

bioquímicas: produção de urease, termotolerância à 37ºC e quimiotipagem em 

ágar CGB (L-Canavanina, Glinica, Azul de Bromotimol). A análise dos 

resultados revelaram que 17 (34%) dos cultivos foram positivos para o gênero 

Cryptococcus, sendo que 9 (18%) foram de Cryptococcus gattii e 8 (16%) para 
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Cryptococcus neoformans. Outras leveduras correlacionadas como 

Rhodotorula sp. e Candida sp. também foram isoladas. Pelo exposto, 

concluímos que os basidiósporos de Cryptococcus encontram-se dispersos na 

natureza constituindo microfocos ambientais, não estando vinculado 

necessariamente a um único hospedeiro. 

Palavras-chaves: Árvore, Criptococose, Microbiologia Ambiental, Microfocos.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O gênero Cryptococcus caracteriza-se por leveduras encapsuladas que 

podem estar dispersas no ambiente, tendo como habitat natural lugares 

úmidos, alimentando-se de resíduos orgânicos, como excretas de pombos 

(RIBAS et al., 2011). A Criptococose é uma micose sistêmica cuja porta de 

entrada é via inalatória, causada por um complexo de fungos patogênicos do 

gênero Cryptococcus, que agride o homem e os animais (BRASIL, 2012),  que 

ganhou relevância pelo seu caráter de infecção oportunista, acometendo 

pacientes imunocomprometidos ou não (FILIÚ et al., 2002), podendo levar ao 

desenvolvimento de dermatites, problemas respiratórios e nervosos (SILVA; 

CAPUANO, 2008), caracterizando-se como uma zoonose de grande 

distribuição mundial (FERREIRA; RASO, 2012).  

 O gênero Cryptococcus apresenta cerca de 70 espécies 

(KURTZMAN et al., 2011) e atualmente, duas destas espécies são 

reconhecidas como patogênicas:  Cryptococcus neoformans e Cryptococcus 

gattii. A primeira inclui os sorotipos A (var. grubii), D (var. neoformans) e AD 

(híbrida entre var. neoformans e C. gattii), e a segunda os sorotipos (B e C) 

(RIBAS et al., 2011). As espécies e variedades se diferem em aspectos 

bioquímicos, biológicos, ecológicos, antigênicos e genéticos (QUEIROZ et al., 

2008). O Cryptococcus neofomans variedades A, D e AD, tem a capacidade de 

colonizar a mucosa do papo dos pombos, sem causar a doença, comportando-

se como agente endosaprófito natural destas aves (FILIÚ et al., 2002). O C. 

gattii é frequentemente isolado a partir de plantas, como Eucalyptus 

camaldulensis (QUEIROZ et al., 2008; WERTHER, 2011) e associado a novas 

espécies vegetais que foram sugeridas como possíveis nichos ecológicos do 

fungo, sendo encontrado em ocos de diferentes árvores nativas de continentes 

tropicais e subtropicais como Cassia grandis, Semma multijuga, Ficus 

microcarpa, Acacia visca, Cedrus deodara, Ceasalpinea peltophoroides 
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(LÁZERA et al., 2000; REIMÃO et al.., 2007; REFOJO et al., 2008; MAZZA et 

al., 2013). 

 Sabe-se que as excretas de aves funcionam como uma fonte nutritiva 

para Cryptococcus. Entretanto, estudos demonstraram que C. gattii é 

raramente observado em fezes de aves, mesmo utilizando melhor a creatinina 

como fonte de nitrogênio, como a var. grubi e neoformans (ABEGG et al., 

2006).  

 A infecção pode ocorrer pela inalação de propágulos de origem 

ambiental (LEVITZ, 1991) representados por leveduras desidratadas, menores 

que 2 µm de diâmetro, facilmente aerossolizadas (FILIÚ et al., 2002), a partir 

de locais contaminados por fezes secas, pela ingestão de poeira e/ou 

alimentos contaminados com as excretas de aves, sendo eventualmente 

eliminadas para o meio ambiente. Pela ação do ar, os propágulos 

contaminariam outras  excretas de pombos não contaminadas (CASADEVALL; 

PERFECT, 1998).    

 O isolamento de Cryptococcus spp. a partir de excretas de psitacídeos 

(FILIÚ et al., 2002), passeriformes (LUGARINI et al., 2008; MARINHO et al., 

2010), morcegos (TENCATE et al., 2012), columbiformes (CICHON et al., 

2011) e falconiformes (CAFARCHIA et al., 2006) tem sido relatado 

constantemente na literatura e muitas vezes associado ao hábito da ave de 

raspar e fragmentar pedaços de madeira e galhos (FILIÚ et al., 2002).  

 O isolamento do fungos a partir de amostras ambientais vem sendo 

amplamente  pesquisado como demonstraram López-Martinez et. al. (1995) , 

Lázera et al. (2000), Kobayashi et al. (2005), Refojo et al. (2008), Mazza et al. 

(2013), que determinaram novas fontes de transmissão, identificando outros  

nichos ecológico para a levedura. 

 A presença de Cryptococcus neoformans no solo e em dejetos secos de 

pombos têm sido motivo de estudo  em vários países do mundo (FILIÚ et al., 

2002). Alguns trabalhos o associam ao pombo, criando uma constante 
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associação entre fungo-hospedeiro (KWON-CHUNG; BENNETT, 1984; 

FERREIRA; RASO, 2012). Entretanto Passoni (1999), afirma que o habitat 

primário para o Cryptococcus gattii  possa  ser espécies de plantas e madeira 

envelhecida; locais onde a levedura naturalmente desenvolva o estado 

sexuado e caracteriza um  novo habitat natural, relacionando-o a madeira em 

decomposição  de diferentes árvores tropicais nativas ou exóticas, introduzidas 

no Brasil (BRASIL, 2012), corroborando  a permanência do Cryptococcus no 

ambiente. Este fato é favorecido, tanto pelo C. gattii e C. neoformans pela 

capacidade de produzir lacase (fenol oxidase), que permite a colonização da 

madeira, principalmente em estado avançado de decomposição (BALTAZAR; 

RIBEIRO et al, 2008). 

 O presente trabalho visou investigar novos habitats para Cryptococcus 

sp. a partir de amostras ambientais do Município de Araçatuba, São Paulo, com 

objetivo de compreender melhor a ecoepidemiologia do micro-organismo e 

conhecer novos nichos ambientais do patógeno para que posteriormente,  

medidas preventivas possam ser elaboradas afim de minimizar os riscos de 

contaminação humana. 

 

2  MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Determinação da área de coletas 
 

Araçatuba é um município localizado na região noroeste do estado de 

São Paulo, localizada a uma latitude 21º 12'32'' sul e a uma longitude 50º 

25'28'' oeste, estando a uma altitude de 390m, clima tropical semi úmido, com 

temperatura média anual de 28ºC, temperatura média máxima de 32ºC e média 

mínima de 27ºC (PREFEITURA MUNICIPAL DE ARAÇATUBA, 2014). 
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 Para definição dos locais de colheitas utilizamos o mapa geográfico da 

cidade de Araçatuba, São Paulo, ilustrado na Figura 1, o qual apresenta os 

locais marcados em verde correspondente às colheitas. 

Considerando o perímetro urbano de Araçatuba, foram selecionados 10 

locais não protegidos (praças e parques), próximos às ruas movimentadas ou a 

um fluxo significativo de pessoas e animais.  

 

Figura 1. A- Praça Getúlio Vargas, B - Praça São João, C – Praça São Joaquim, D – 
Praça Paraíso, E – Lagoa do Miguelão, F – Aeroporto,G – Praça Diogo Junior, H – 
Praça Doutor Jaime de Oliveira, I – Praça Etore Protti, J – Country Club de Campo. 
Fonte: Google Earth 
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2.2 Amostras 
 

 Para verificar a ocorrência de Cryptococcus spp., foram colhidas no 

período de agosto à dezembro de 2013, 50 amostras ambientais. As amostras 

foram provenientes de fragmentos de troncos e material putrefado de ocos de 

árvores (Sibipiruna, Ficus e Cassia), sem a presença de fezes de aves, por 

meio de raspagem com curetas individuais esterilizadas. As amostras foram 

armazenadas em frascos plásticos estéreis, com tampa de rosca, e 

encaminhadas ao Laboratório de Bacteriologia e Micologia da Faculdade de 

Medicina Veterinária, UNESP-Araçatuba.
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2.3 Cultivo microbiano 

 
 As amostras ambientais foram processadas em câmaras de fluxo 

laminar, onde 1g do material coletado foi macerado utilizando-se pistilo e gral, e 

foi colocado em um frasco Erlenmeyer contendo 50 mL de solução salina 

estéril a 0,9%, a qual foi adicionada cloranfenicol (100 µg/mL). Após vedação 

do frasco com parafilm®, as amostras foram para o vórtex por 5 minutos e 

posteriormente deixadas em repouso por 30 minutos à temperatura ambiente, 

sendo então transferidos 10mL do sobrenadante para tubos e centrifugados por 

5 minutos a 1500 rpm. Foram descartados 9 mL do sobrenadante, e o 

sedimento homogeneizado no volume restante, de onde foi para a semeadura 

em placas de Petri com meio de ágar semente de Níger e Sabouraud dextrose 

com cloranfenicol, sendo incubadas a 30ºC durante 5 (cinco) dias. 

2.4 Isolamento e identificação 
 

 As colônias com crescimento sugestivo para levedura foram repicadas 

em placas contendo ágar Níger, até a obtenção de colônias puras. As colônias 

sugestivas de Cryptococcus spp., com coloração marrom-escura, foram 

repicadas em ágar Sabouraud dextrose a 4% para identificação e manutenção 

da amostra. Todas as colônias leveduriforme foram submetidas à coloração 

com tinta nanquim e lactofenol-azul-algodão, para a análise morfológica das 

estruturas fúngicas. As colônias identificadas para o gênero Cryptococcus  

foram submetidas à  testes bioquímicos. 

2.5 Hidrólise da uréia 
 

 As colônias com crescimento macro e micromorfológico característico 

para Cryptococcus spp foram semeadas em tubos contendo uréia-ágar-base 

(CHRISTENSEN, 1946), incubadas a 25º C e observadas diariamente por um 

período de 5 dias . 
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2.6 Termotolerância a 37ºC 
 

 As colônias com crescimento macro e micromorfológico característico 

para Cryptococcus spp foram semeadas em tubos contendo ágar Sabouraund 

e incubadas  a 37ºC (SIDRIM; MOREIRA, 1999) por um período de 7 dias. As 

espécies patogênicas, C. neoformans e C. gattii apresentavam crescimento 

puro e exuberante quando expostas a temperatura supracitada.  

2.7 Quimiotipagem 
 

 Para diferenciar as espécies de C. neoformans e C. gattii foi utilizado o 

teste de CGB (canavanina-glicina-azul de bromotimol), (Know-Chung et al., 

1982), conforme Figura. Os isolados foram repicados em meio CGB e 

incubados a 30ºC por até cinco dias, onde observou-se diariamente a 

coloração do meio. Foram utilizadas duas amostras de referência, um isolado 

ATCC de C. neoformans e outro de C. gatti, obtidas junto ao Laboratório de 

Micologia da FIOCRUZ/RJ. 

2.8 Análise Estatística 
 

 As variáveis foram testadas pelo Teste Exato de Fisher e o Teste Qui-

Quadrado, sendo adotado o nível de significância de 5%. Utilizou-se o 

programa SAS (2013).  
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3  RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 Foram associadas as variáveis árvores e espécies de micro-organismo 

(p≤ 0,8855); local e espécie de micro-organismo (p≤ 0,2904), por meio do teste 

exato de Fisher. Para a análise de tendências utilizou-se o teste Qui-Quadrado 

das variáveis tempo e espécie de micro-organismo (p≤ 0,7466). As 

associações não foram significativas, ou seja, o Cryptococcus  pode ser 

encontrado em diferentes locais, espécies de árvores e período do ano. 

 No meio de cultura ágar Níger descrito por Staib (STAIB, 1962a; STAIB, 

1962b), modificado por Shields e Ajello (SHIELDS; AJELLO, 1966), as colônias 

de C. neoformans e C.neoformans gattii adquirem uma coloração marrom, 

devido à atividade fenol oxidase em presença de substrato contendo 

compostos fenólicos. Os isolados característicos de Cryptococcus 

apresentaram em meio de cultura contendo ágar semente de Níger, colônias 

de coloração marrom-escuro, sendo repicadas em novas placas contendo ágar 

Níger para obtenção de colônias puras e exuberantes (Figura 2). Na análise 

microscópica, foram observadas estruturas redondas e ovais com a presença 

de cápsula, utilizando o corante lactofenol azul-de-algodão (Figura 3A), e por 

meio da tintura da China, conhecida como Nanquim, observou-se a presença 

de cápsulas mucopolissacarídicas (Figura 3B).   
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Figura 2. Colônias puras e exuberantes em ágar sementes de Níger. Fonte: 

Laboratório de Bacteriologia e Micologia - FMVA - Unesp, 2013. 

 

 

Figura 3. Análise das estruturas morfológicas de colônias sugestivas de Cryptococcus 

spp. A) Estruturas arredondas e ovais coradas com Lactofenol azul-de-algodão. B) 
Nanquim positivo: cápsulas mucopolissacarídicas não pigmentadas. Fonte: 

Laboratório de Bacteriologia e Micologia - FMVA - Unesp, 2013. 

  As amostras sugestivas de Cryptococcus spp. foram submetidas aos 

testes bioquímicos. O primeiro, foi o teste da urease, onde colônias puras 

foram repicadas em meio uréia-ágar-base e incubados a 30ºC por cinco dias. 

Nesta reação, observou-se a hidrólise da uréia com produção de amônia e 

alcalinização do meio, causando alteração do indicador de pH de neutro para 

básico, evidenciando-se, assim, uma coloração de tom róseo intenso, 

classificada como urease positiva, ou seja, representa a presença de 
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Cryptococcus spp. Todas as amostras foram classificadas como urease 

positiva (Figura 4). 

 

Figura 4. Teste da Urease. Fonte: Laboratório de Bacteriologia e Micologia - FMVA - 

Unesp, 2013. 

 

 Dezessete (17) amostras foram urease positivas, sendo submetidas ao 

segundo teste bioquímico, a termotolerância a 37ºC, e repicadas em ágar 

Sabouraud com cloranfenicol, incubadas a 37ºC por sete dias e 100% das 

amostras foram positivas, tolerando à 37ºC (Figura 5). Somente C. neoformans 

e C. gattii possuem esta habilidade, estando diretamente relacionada ao 

potencial de disseminação do isolado fúngico no organismo do hospedeiro 

(PETIT et al., 2010). 
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Figura 5. Crescimento de leveduras de Cryptocococcus spp. à 37ºC. Fonte: 

Laboratório de Bacteriologia e Micologia - FMVA - Unesp, 2013. 

 Para diferenciar as espécies de Cryptococcus, realizou-se a 

quimiotipagem por meio do teste em meio CGB (canavanina-glicina-azul de 

bromotimol) como proposto por Kwon-Chung et al. (1982).  As colônias de C. 

gattii utilizam a glicina como fonte de carbono e nitrogênio e são resistentes à 

canavanina, crescendo neste meio, promovendo alteração do pH e 

evidenciando uma coloração azul-cobalto, enquanto que C. neoformans, por 

ser sensível à presença da canavanina, não se desenvolve, não ocasionando 

alteração de pH com consequente mudança na coloração do meio. 
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Figura 6. Teste em meio CGB (canavanina glicina azul-de-bromotimol). Fonte: 

Laboratório de Bacteriologia e Micologia - FMVA - Unesp, 2013. 

 Das 50 amostras colhidas de troncos e ocos de árvores, 17 (34%)  dos 

cultivos foram positivos para o Cryptococcus, sendo que  9 (18%) foram de 

Cryptococcus gattii e 8 (16%) para Cryptococcus neoformans, respectivamente. 

Outras leveduras correlacionadas como Rhodotorula sp. e Candida sp. também 

foram isoladas. 

 As amostras colhidas em 6 locais de colheita (60%) apresentaram 

crescimento puro e exuberante para uma única espécie de Cryptococcus, 

enquanto que outros três locais (30%) houve crescimento associado das 

espécies de Cryptococcus neoformans e C. gattii. Em apenas um local 

especifico (Praça Dr. Jaime de Oliveira), a amostra resultou no cultivo negativo 

para o micro-organismo estudado (Fig. 7). A maioria das amostras com cultivos 

associados para ambas as espécies foram provenientes de Caesalpinea 

peltophoroides (Sibipiruna), enquanto que os cultivos isolados foram oriundos 

de Ficus sp. e Cássia sp. Ressalta-se que em todos os locais havia grande 

fluxo de pessoas e animais, inclusive do local onde não houve crescimento 

microbiológico.  
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Figura 7. Leveduras do gênero Cryptococcus sp isoladas de pontos estratégicos da 
cidade de Araçatuba, São Paulo, 2013. 
 

 Segundo Kwon-Chung e Rhodes (1986), a melanina é um fator de 

virulência para leveduras de C. neoformans e C. gattii, associada ao 

mecanismo de evasão do sistema imunológico do hospedeiro, dificultando a 

fagocitose das leveduras. No presente estudo, quinze amostras foram capazes 

de produzir melanina por meio da atividade de fenol oxidase em 48 horas após 

incubação no meio contendo ágar semente de Níger. Os outros dois isolados, 

apresentaram coloração bege no mesmo meio de cultura, não apresentando a 

atividade de fenol oxidase.  

 Nossos resultados diferem de Cichon et al. (2011) e Yamamura et al. 

(2013), nos quais a análise de cultivos de madeira em decomposição, não 

resultou em isolamento de Cryptococcus spp. No entanto, assemelham-se aos 

observados por  Lázera et al. (2000) cuja análise de 32 amostras obtidas de 

ocos de árvores, verificaram o isolamento de 123 colônias de C. neoformans e 
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Cryptococcus gattii, como também aos resultados de Costa et al. (2009) que  

obtiveram isolamento ambiental de ambas as espécies em oco de Senna 

siemea na cidade de Belém. Filiú et al. (2002), Baltazar e Ribeiro (2008), 

Mazza et al. (2013), isolaram a variedade C. gattii e C. neoformans de 

diferentes espécies de árvores demonstrando que além dos eucaliptos 

australianos, árvores nativas e exóticas podem ser consideradas reservatórios 

de Cryptococcus gattii.  

 Os resultados dessa pesquisa confirmam o isolamento de Cryptococcus 

gatti e C. neoformans de tronco de Cassia sp; tronco e oco de Ficus sp. e 

tronco de Caesalpinea peltophorides.  

De acordo com Beheregaray et al. (2005), temperaturas superiores a 

30ºC, diminuiria a viabilidade da levedura no ambiente. Entretanto as coletas 

foram realizadas entre agosto à dezembro, quando a temperatura média 

oscilou entre 30.8º a 32ºC, com sensação térmica de 33 à 35ºC (PREFEITURA 

MUNICIPAL DE ARAÇATUBA, 2014) e mesmo assim foi obtido crescimento 

puro e exuberante em primo isolamento. No entanto há de se considerar que 

durante as colheitas entre o período de agosto à meados de outubro, onde a 

cidade de Araçatuba, São Paulo, passou por momentos de baixa umidade com 

escassez de chuva, as colônias leveduriformes com características de 

Cryptococcus sp., durante a análise microscópica, apresentaram-se muito 

pequenas, dificultando a observação das estrutura morfológica, como a 

presença de cápsulas e brotamento. Já no período de maior umidade, entre 

novembro à dezembro, as colônias sugestivas de Cryptococcus sp. durante a 

análise microscópica, estavam com suas estruturas nítidas, de fácil 

observação. Fica notório que o micro-organismo pode se adaptar à diferentes 

temperaturas, seja até 37ºC ou abaixo de 10ºC como ocorre na Ilha de 

Vancouver no Canadá, área de clima frio e temperado (FRANZOT et al., 1999; 

GALANIS et al., 2010). O que pode corroborar para a inviabilidade da levedura 

no ambiente é a baixa umidade. 
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 Com relação ao binômio fungo – hospedeiro, o C. gatti não tem sido 

isolado de pombos, e como afirma Pfeiffer e Ellis (1993) e Passoni (1999) o 

habitat primário para o micro-organismo pode ser espécies de plantas e 

madeiras envelhecidas, dissociando assim, a figura do pombo como 

hospedeiro.  

 O problema que agrava a existência de microfocos ambientais para o C. 

gattii fundamenta-se na virulência do patógeno que, geralmente, atua como 

agente primário para a Criptococose, independente do estado imunológico. De 

acordo com Correa et al. (1999), a infecção por C. gattiii pode ainda 

permanecer quiescente por um longo período, infectando-se em uma fase 

precoce da vida (infância)  para exteriorizar  os sintomas em uma fase tardia. 

 Segundo Swinne (1979) e Idnurm et al. (2005) o C. neoformans 

encontra-se vinculado ao pombo, apresentando uma complexa interação entre 

o fungo, o ambiente e o hospedeiro, entretanto há de se considerar a   

eventualidade  com que o  C. neoformans  é eliminado com as excretas após o 

término do ciclo gastrintestinal. Sendo assim, destaca-se a sua permanência e 

viabilidade no ambiente como a sua disseminação pela ação do vento, 

carreando os propágulos para outras excretas, adjacentes, e presentes no solo 

(CASADEVALL; PERFECT, 1998), como sendo fatores relevantes à formação 

de microfocos e a ampliação dos riscos de contaminação ambiental. 

 A presença de fungos correlacionados, como Candida sp. e Rhodotorula 

sp. também foram observados em excretas de psitacídeos (LUGARINI  et al., 

2007), passeriformes (MARINHO et al., 2010), fezes de morcegos (TENCATE 

et al., 2012), corroborando o fato do problema que envolve a permanência de 

excretas no ambiente, constituindo-se em uma fonte nutritiva para as leveduras 

e ampliando-se os riscos de contaminação.   
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4 CONCLUSÃO 
 

 Pelo exposto, conclui-se que: 

1) Espécies vegetais presentes nas praças e parques da cidade de Araçatuba, 

constituem-se em microfocos para Cryptococcus spp.  

2) As espécies isoladas de troncos e ocos de árvores foram o Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii. 

3) Em relação ao C. neoformans, também observou-se dissociação no binômio 

hospedeiro-fungo na cidade de Araçatuba, uma vez que, o mesmo foi isolado 

de tronco e ocos de árvores. 
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