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RESUMO

A criptococose € uma doencga sistémica causada pela inalacdo de basidiosporos
desidratados de espécies patogénicas do género Cryptococcus presentes no
ambiente. Os complexos espécies mais associados a doenca sdo os complexos de
espécies Cryptococcus neoformans e C. gatti. O complexo de espécies C.
neoformans esta associado a casos de criptococose em pacientes imunossuprimidos,
sendo comumente isolados do solo e de fezes de aves. O complexo de espécies de
C. gattii, por sua vez, afeta principalmente individuos imunocompetentes e geralmente
€ isolado em espécies de arvores nativas ou exoticas em estado de biodegradacao.
Este estudo teve como objetivo realizar o mapeamento ambiental de espécies
patogénicas do género Cryptococcus em amostras ambientais arbéreas em locais
publicos da cidade de Birigui, Sdo Paulo. Para a coleta das amostras, foram
selecionadas regiGes com maior transito neste municipio. Apds processamento, foram
realizados testes morfo-fisiol6gicos, bioquimicos, teste de assimilacdo de carbono e
nitrogénio e PCR URA5 e RFLP com dupla digestdo enzimatica para caracterizacao
do complexo de espécies/espécie de Cryptococcus. Entre fevereiro de 2018 e marco
de 2019, foram coletadas 100 amostras de diferentes arvores em locais arborizados
publicos. A porcentagem de colonizacdo das arvores por C. gattii VGII foi de 5%, por
C. neoformans VNIV de 1% e foram encontrados 6% de C. laurentii e 3% de C. albidus.
Estes resultados sugerem a existéncia de micro-focos e diversidade de espécies
patogénicas de Cryptococcus em algumas arvores dos ambientes investigados neste

estudo.

Palavras-chave: Cryptococcus gattii. Cryptococcus neoformans. Cryptococcus

laurentii. Brasil. arvores.
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ABSTRACT

Cryptococcosis is a systemic disease caused by the inhalation of dehydrated
basidiospores of pathogenic species of Cryptococcus genus present in the
environment. The two species complex associated with the disease are the
Cryptococcus neoformans and C. gattii species complex. C. neoformans species
complex are associated with cases of cryptococcosis in immunosuppressed patients,
being commonly isolated from the soil and birds feces. C. gattii species complex affects
mainly immunocompetent individuals and are often isolated in native or exotic tree
species in some state of biodegradation. This study aimed to perform the
environmental mapping of pathogenic species of the genus Cryptococcus in tree
samples of public places of the city of Birigui, S&o Paulo. For collection, the samples
were collected from regions with greater traffic in this city. After processing,
morphophysiological, biochemical, carbon and nitrogen assimilation and URA5 PCR
and RFLP with double enzymatic digestion tests were performed to characterize the
Cryptococcus species/species complex. Between february 2018 and march 2019 was
collected a total of 100 samples from different trees in public arborized locations. The
percentage of tree colonization by the C. gattii VGIl was 5%, for C. neoformans VNIV
was 1% and was found 6% of C. laurentii and 3% of C. albidus species. These results
obtained suggests that there are a micro-foci and diversity of pathogenic Cryptococcus

species in some arboreal environment locations investigated in this study.

Key words: Cryptococcus gattii. Cryptococcus neoformans. Cryptococcus laurentii.

Brazil. trees.
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1 INTRODUCAO

A criptococose € uma micose sistémica, que afeta humanos e animais,
principalmente mamiferos, manifestando-se raramente em passaros. No homem sua
manifestacdo mais frequente € a meningoencefalite, enquanto nos animais pode
apresentar quadros diversos, como infecgéo de cavidade nasal, pulmdes, olhos, pele
e sistema nervoso central.!?

A infeccéo ocorre pela inalacao de basidiésporos de espécies patogénicas do
género Cryptococcus.® Essas células podem se manter dormentes por muito tempo,
e ativadas posteriormente, afetando tanto individuos imunocompetentes como
imunossuprimidos.*® Estima-se que ocorra 223,100 casos humanos anualmente no
mundo, com uma taxa de mortalidade de 81%.°

Os principais agentes infecciosos pertencem aos complexos de espécies C.
neoformans e C. gattii, podendo haver outras espécies do género capazes de causar
criptococose, porém ainda carente de casos relatados até o presente momento.’

Apesar da revisao taxondmica atual, com base em analise filogenética de cepas
isoladas de varios locais do mundo propor a separacdo da espécie C. gattii e
neoformans em cinco e duas diferentes espécies, respectivamente,® é reconhecido
que essas “novas” espécies pertencem a dois complexos de espécies, cada qual
composto por quatro tipos moleculares maiores, sendo VNI, VNII, VNIl e VNIV
pertencente ao complexo de espécies C. neoformans e VGI, VGII, VGIII e VGIV ao
complexo de espécies C. gattii.®

Os complexos de espécies C. neoformans e C. gatti atuam em seus
hospedeiros de formas distintas.®> As infec¢Ges causadas pelo complexo de espécies
C. neoformans séo oportunistas, urbanas e geralmente associadas a condi¢cbes de
imunossupressdo,'® enquanto que, as relacionadas ao complexo C. gattii ocorrem
com maior frequéncia em areas tropicais e subtropicais, apresentando manifestacdes
pulmonares, se comportando como agente infeccioso primario em hospedeiros
imunocompetentes, ambas podendo se generalizar com curso fatal.?

Apesar de ndo haver a necessidade de um hospedeiro para sua sobrevivéncia!!
€ necessario que se faca a consideracdo que ndo somente os isolados ambientais
sdo importantes, mas também de animais. A criptococose acomete uma grande gama
de seres vivos,11? e tanto animais silvestres como os de companhia sdo importantes

sentinelas para indicadores de risco humano, por estarem sempre em contato com o
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ambiente.'® Possivelmente animais e humanos séo infectados pelos mesmos focos
naturais, e apesar de ndo haver até o presente momento relato de transmissao
mamifero-mamifero,'? destaca-se a permanéncia e viabilidade do fungo no ambiente,
como a sua disseminacédo pela acdo do vento, carreando os propagulos para outras
excretas adjacentes e presentes no solo, considerando-se assim fatores relevantes a
formacéo de microfocos e a ampliacéo dos riscos de contaminagdo ambiental.'4

Em seu habitat na natureza, as espécies do género Cryptococcus podem ser
encontradas em diversos substratos organicos de forma saprofitica, estando
frequentemente relacionado a ricas fontes de nitrogénio.'® As espécies do complexo
C. neoformans estdo mais associadas a excretas secas de aves e solo, também sendo
relatada em guano de pombos de regides urbanizadas, morcegos e em passaros em
cativeiros.1617.1819 Diferentemente do complexo de espécies C. neoformans, o
complexo C. gattii € associado a materiais de origem vegetal em decomposicao,
cascas, flores e folhas de arvores, sendo isolado em diversas espécies arboreas em
diferentes paises. 15620

Estudos realizados apds os surtos ocorridos em 2000, no Canada, sugerem
que as distribuicbes ambientais globais desses complexos de espécies estejam
sofrendo alteracdes, poréem a falta de isolados ambientais impossibilita que uma
predicdo fidedigna seja realizada.®

A caracterizacdo do complexo de espécies distribuidas no ambiente é
importante para profilaxia e prevencao de surtos, visto que a infeccédo ocorre atraves
da inalacéo do patégeno disposto no meio e cada complexo de espécies age de forma
distinta em seu hospedeiro.®!! A diferenciacdo dos tipos moleculares é necessaria
para verificacdo dos padrbes complexos de espécies, assim possibilitando um maior
entendimento de sua distribuicdo geografica, acometimentos clinicos em humanos e
animais, e posteriormente, possibilitando melhor entendimento dos possiveis genes
de viruléncia e resisténcia a drogas.'®® Portanto, este trabalho teve como objetivo
realizar o mapeamento ambiental de espécies patogénicas do género Cryptococcus
em amostras ambientais arbéreas de locais publicos com maior transito na cidade de

Birigui, S&o Paulo.
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2 MATERIAL E METODOS

Birigui € um municipio situado na regido noroeste do estado de S&o Paulo. Esta
localizada geograficamente a uma latitude de 21° 16’ 53” sul e longitude 50° 19’ 35”
oeste, estando a 11 quildbmetros da cidade de Aracatuba e a 521 quildmetros da
capital, encontrando-se a 400 metros acima do nivel do mar, com uma populagéo de
117.143 habitantes, de acordo com a estimativa do IBGE/2013-14.2! Seu clima é
tropical, com eventuais secas no inverno, com média pluvial de 1229mm e média de
temperatura anual de 23.6°C.%?

Para definicAo dos locais de coleta, foi utiizado o mapa geografico do
municipio, considerando seu perimetro urbano, em locais ndo protegidos, como
pracas, parques e canteiros de avenidas. Para determinacdo das areas de fluxo
expressivo de pessoas foi utilizado a ferramenta “transito” no Google Maps®.

ApoOs a determinacéo de pontos de interesse, 0s locais foram analisados in loco
guanto as arvores disponiveis no local, analisando a condicdo e conservacao das
mesmas. Arvores mais antigas, com ocos, material em decomposicao e fissuras foram

incluidas para amostragem.

Figura 1 - Distribuicdo espacial dos locais das arvores colhidas (pontos azuis) e
intensidade de trafego (verde — leve, amarelo — moderado e vermelho - intenso) da
cidade de Birigui — SP.

&2

©
ey Mey
M

Ry,

Fonte: Mapa adaptado do Google Maps ®
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2.1 Coleta das Amostras

Foram coletadas 100 amostras ambientais arbdéreas procedentes de ocos,
cascas, matéria em decomposicdo e fragmentos de troncos, utilizando curetas
estéreis para a raspagem do material. As amostras foram armazenadas para
transporte em frascos estéreis tipo coletor universal com tampa rosqueéavel, para
posteriormente processamento.

A identificacdo de familia, género e espécies das arvores incluidas na pesquisa
foram realizadas previamente pelos aplicativos méveis PictureThis e PlantNet, e

posteriormente na Secretaria Ambiental de Aragatuba.

2.2 Processamento das Amostras

As amostras foram processadas em capela de fluxo laminar, onde o material
coletado foi homogeneizado e separado uma aliquota de 1g, que foi macerada
utilizando gral e pistilo estéreis. Apds este processo, o macerado foi transferido para
um frasco Erlenmeyer com 50 mL de solucdo salina 0,9% estéril com cloranfenicol
(400 pg/mL). O preparado foi vedado e agitado vigorosamente por meio de um vortex,
por 5 minutos, sendo deixado posteriormente em repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente. Decorrido este tempo, 10 mL do sobrenadante foi transferido
para tubos e centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos. Apos centrifugacédo, foi
desprezado 9 mL do sobrenadante, e o volume restante homogeneizado com o

sedimento.

2.3 Cultivo de Amostras

Foram semeados Drigalski, 100uL do volume homogeneizado, em uma placa
de Petri contendo meio agar semente de Niger (NSA),22 depois esgotando o contetido
para mais duas placas com o mesmo meio. O mesmo procedimento foi realizado, com
alca flambada, em tubos contendo 4gar Sabouraud dextrose (SDA) com cloranfenicol.
Todos os meios inoculados foram incubados por 5 dias a uma temperatura de 25°C
(adaptado de Fiocruz?4).

As colbnias de texturas cremosas, de pigmentacdo bege ou marrom foram

repicadas em placas NSA, até a obtencédo de colbnias puras. Posteriormente, estas
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foram repicadas em SDA para identificagdo e manutencdo da amostra. Todas
amostras foram coradas por tinta nanquim e lactofenol-azul-algodao para identificacéo
presuntiva do género Cryptococcus.

2.4 Identificacéo fenotipica

As colbnias caracteristicas para Cryptococcus spp. foram semeadas em tubos
contendo ureia-agar-base,?® incubadas a 25°C, sendo observadas diariamente por 5
dias.

Para prova de termotolerancia, as amostras foram semeadas em tubos
contendo SDA e incubadas a 37°C por 7 dias, 26?7 analisando seu desenvolvimento
diariamente.

As amostras positivas para as provas de urease e termotolerancia foram
semeadas em meio CGB (canavanina-glicina-azul de bromotimol),?® para
diferenciacdo presuntiva do complexo de espécies C. neoformans e C. gattii. Os
isolados foram repicados e incubados a 25°C por até cinco dias, sendo observado
diariamente a coloracdo do meio. Foram utilizadas as cepas WM148 (C. neoformans
VNI) e WM178 (C. gattii VGII) como controles positivos do meio.

Também foram realizadas as provas de assimilacdo de carbono e nitrogénio,
utilizando meios sélidos especificos?®. Para a prova de assimilacdo de carbono
utilizou-se a glicose (controle positivo), sacarose, lactose, galactose, rafinose, inositol,
xilose, celobiose, trealose, dulcitol, maltose e melibiose, e como fonte de nitrogénio,
utilizou-se o nitrato de potassio e a peptona bacteriana (controle positivo). Foram
utilizadas as tabelas de Sidrim3° e Fonseca, Boekhout e Fell3! adaptadas ao estudo
como padrdo de comparacdo (Apéndice - Tabela Suplementar 1). As cepas WM148
(C. neoformans VNI), WM626 (C. neoformans VNII), WM178 (C. gattii VGII) e C.
laurentii (C) foram utilizadas como controles.

Independentemente do resultado apresentado aos testes de assimilagoes,
todas as amostras que apresentaram caracteristicas morfo-fisiol6gicas e bioquimicas
compativeis aos complexos de espécies C. neoformans e C. gattii prosseguiram para

caracterizacdo molecular.
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2.5 Caracterizagcdo molecular

As amostras foram repicadas em SDA por 48 horas a 25°C, e prosseguiram
para extracdo de DNA e PCR-RFLP conforme descrito por Martins e colaboradores3?
com algumas modificacdes. Apds o crescimento, foi transferido uma porcdo das
colonias para um microtubo contendo 1mL de EDTA 50mM, que foi centrifugado a
10.000 rpm por 8 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido
em 200pL de EDTA 50mM pH 8,0 com 40uL de enzima litica de Trichoderma
harzianum (60mg/mL), sendo posteriormente homogeneizado por vortex e incubado
em banho-maria por 30 minutos a 37°C. Apds decorrido o tempo de incubacéo, a
amostra foi centrifugada a 8 minutos por 10.000 rpm e desprezado o sobrenadante.
Ao sedimento foi adicionado 300uL de solucédo tampéo de lise (Tris-HCI pH 8,0 10mM,
EDTA pH 8,0 10mM, SDS 0,5%, N-laurilsarcozyl 0,01% e proteinase K 110ug/mL),
homogeneizado em vortex e incubado a 56°C por 30 minutos em banho-maria. Apés
decorrido o tempo, a amostra foi centrifugada por 8 minutos a 10.000 rpm e o
sobrenadante transferido para outro microtubo. Foi adicionado 300uL de solucao
cloroférmio/isopropanol (24:1) ao sobrenadante, que foi agitado manualmente e
centrifugado por 8 minutos a 10.000 rpm. Foi pipetado o sobrenadante aquoso em
outro microtubo, adicionado 400uL de isopropanol e centrifugado por 8 minutos a
10.000 rpm. Apés essa etapa, foi desprezado o sobrenadante, adicionado 300uL de
etanol 70% e centrifugado por 8 minutos a 10.000 rpm. Por fim, foi desprezado o
sobrenadante e o microtubo com DNA deixado na capela de fluxo “overnight” para
total evaporagéo do etanol 70%. O DNA foi eluido em 20pL de H20 para PCR.

Apos a eluicdo, o DNA foi quantificado e analisado quanto sua pureza, e
posteriormente a concentracdo das amostras foram ajustadas para 50 ng/pL.

ApOs a padronizacdo das amostras, foram utilizados dois primers especificos
para os complexos de espécies C. neoformans e C. gattii, sendo as sequéncias
utilizadas: URA5 (5' ATG TCC TCC CAA GCC CTC GACTCC G 3) e SJO1 (5' TTA
AGA CCT CTG AAC ACC GTA CTC 3)). Foi adicionado a cada microtubo 1uL de
amostra ou controle e 24uL do preparado Mastermix - GoTag® Green Master Mix
(Promega), primers (25 pM) URAS5 e SJ101, 4gua destilada estéril - que seguiram para
a termocicladora. O perfil de termociclagem das amostras foi constituido de 37 ciclos,
sendo um ciclo de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos composto por 3 etapas (94°C por 45

segundos, 63°C por 60 segundos e 72°C por 1 minuto) e uma extenséo final de 72°C
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por 10 minutos. Os fragmentos das amostras e controle foram analisados em gel de
agarose 2%, visualizadas com a utilizagao de um transiluminador de luz ultravioleta.

Apoés a amplificacdo dos fragmentos, os produtos de PCR foram digeridos
duplamente pelas enzimas de restricdo Sau96l e Hhal a 37°C por 3 horas para
determinacao dos tipos moleculares, e uma nova visualizagéo de bandas foi realizada
em gel de agarose 2%. Os padroes de comparacdo foram as amostras controles
WM148 (VNI/AFLP1), WM626 (VNII/AFLP1A), WM628 (VNIII/AFLP2), WM629
(VNIV/AFLP3), WM179 (VGI/AFLP4), WM178 (VGII/AFLP6), WM175 (VGIII/AFLP5) e
WM779 (VGIV/AFLP7)3.

2.6 Testes estatisticos

As variaveis foram analisadas utilizando o teste Qui-quadrado e estatistica
descritiva para amostras coletadas e positivas para espécie e familia da arvore,
estacdes do ano e procedéncia do material coletado foi utilizado. Para a associacao
dos resultados referentes a ao complexo de espécies/espécies, arvores e procedéncia
do material coletado utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. Foi adotado em ambos os
testes o nivel de significancia de 5% (p <0,05), os gréficos e calculos foram realizados
no programa GraphPad Prism®© 8.

3 RESULTADOS

No periodo de sete de fevereiro de 2018 a nove de marco do 2019 foram
colhidas 100 amostras em diversos pontos da cidade de Birigui. Os resultados obtidos
revelam que das amostras processadas foram obtidas 6 amostras C. laurentii, 5
amostras C. gattii VGII e 1 amostra C. neoformans VNIV identificadas por meio
molecular (Apéndice — Figura suplementar 1), e 3 amostras C. albidus por meio de
assimilacado de compostos de carbono e nitrogénio (Tabela 1). O teste de assimilacado
de carbono para as amostras C. gattii VGII e C. neoformans VNIV assimilaram
diferentes fontes do que indicado na tabela de comparacao. As amostras C. laurentii
mantiveram o perfil descrito, com excecdo das amostras A33.N3.1, A50.N1.1,
A61.N2.2 e A81.N2.1 que demonstraram uma fraca assimilagéo de nitrato de potassio.
As amostras A35.N1.1, A38.N1.7 e A91.N2.2 foram caracterizadas como C. albidus
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pelo perfil demonstrado no teste de assimilagdo de carbono e nitrato (Apéndice -
Tabela suplementar 1 e 3).

Tabela 1 - Complexo de espécie C. neoformans, C. gattii e espécies C. laurentii e C.
albidus, espécie e familia da arvore das amostras colhidas.

Amostra Tipgsrrﬁ)flcelzlar Estacéo Arvore Familia da Arvore
A14.N1.2 C. gattii VGII Outono  Tecoma stans Bignoniaceae
A24.52.2 C. neoformans VNIV Outono  Caesalpinia pluviosa Fabaceae
A33.N1.1 C. laurentii Outono  Tecoma stans Bignoniaceae
A35.N1.1 C. albidus Outono  Tabebuia sp. Bignoniaceae
A35.N1.2 C. gattii VGII Outono  Tabebuia sp. Bignoniaceae
A38.N1.7 C. albidus Outono  Tabebuia sp. Bignoniaceae
A42.N1.1 C. laurentii Inverno  Syagrus romanzoffiana  Arecaceae
A48.N3.4 C. gattii VGII Inverno  Artocarpus heterophyllus Moraceae
A50.N1.1 C. laurentii Inverno  Callistemon sp. Myrtaceae
A54.N3.1 C. laurentii Inverno  Araucaria sp. Araucariaceae
A61.N2.2 C. laurentii Inverno  Tabebuia sp. Bignoniaceae
A61.S3.1 C. gattii VGII Inverno  Tabebuia sp. Bignoniaceae
A81.N2.1 C. laurentii Verdo Juniperus chinensis Cupressaceae
A83.53.3 C. gattii VGII Veréo Mussaenda philippica Rubiaceae
A91.N2.2 C. albidus Verdo Caesalpinia pluviosa Fabaceae

Os dados completos das amostras, local da coleta, geolocalizacao, temperatura
ambiente no dia da coleta (valor aproximado), espécie da arvore e a procedéncia do
material encontram-se apresentados no Apéndice - Tabela Suplementar 2. A
associacao entre os resultados expressos para a espécie de Cryptococcus e o total
de amostras coletadas por familia das arvores ndo apresentou diferenga significativa
(p=0,14), porém, quando analisado somente entre as familias das arvores com
isolamentos positivos para espécies de Cryptococcus houve diferenca significativa
(p=0,026), tendo a familia Bignoniaceae 46,6% do total de isolamentos positivos.
Também nao houve diferenca estatistica quando analisado o total de espécies de
arvores coletadas pelo total de isolamentos, e somente entre as espécies de arvores
com isolamentos positivos (p=0,14 e p=0,065 respectivamente), nem predilecao entre
as espécies analisadas por uma familia (p=0,26) ou espécie (p=0,12) em especifico
(Figura 2).
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Figura 2 - A — Associacao entre os resultados do total de amostras colhidas pelo total
de espécie de arvores; B — Associacdo entre o total de amostras colhidas e o total de
isolados por familia das arvores; C — Associacdo entre isolados do Complexo de

espécies C. gattii, C. neoformans e espécies C. laurentii e C. albidus por espécie de
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Fonte: Elaborado pelo autor

Quanto as esta¢des do ano, a comparacgao entre o total de isolados e a estacao
climatica (p=0,184), verificou-se que a maioria das amostras positivas para espécies
de Cryptococcus foram isoladas durante o inverno e outono (80% do total de
positivos), com a temperatura inferior a 20°C. Com relacdo a associag¢ao entre a
procedéncia do material coletado e quantidade total de isolados ndo houve diferenca
estatistica entre os dados analisados (p=0,30), bem como a predilecdo por espécies
de Cryptococcus por material (p=0,31) ou estacdo (p=0,25) em especifico, como

demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 - A — Associacado entre o total de amostras colhidas e de isolamentos pela
procedéncia do material; B — Associacdo entre isolamentos do Complexo de espécies
C. gattii, C. neoformans e espécie C. laurentii e C. albidus por procedéncia do material;
C — Associacéao entre o total de amostras colhidas e total de isolamentos por estacao;
D — Associacao entre os isolamentos do Complexo de espécies C. gattii, C. neoformans

e espécie C. laurentii e C. albidus por estacao climatica.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A distribuicdo espacial dos isolamentos pode ser observada na Figura 4. Nota-
se que 4 amostras positivas foram isoladas no Parque do Povo, sendo isolada da
amostra A35 duas espécies distintas (C. gattii VGII e C. albidus), 2 na Capela Sao
Jodo Batista e 2 isolamentos provenientes da amostra A61 (C. gattii VGII e C. laurentii)
da Praca Beatriz Calixto Sanches. As outras amostras positivas (n=7) foram amostras

Unicas para sua localizagéo.
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Figura 4 - Distribuicdo espacial das amostras colhidas e espécie/complexo de espécie,

identificadas segundo sua caracterizacao fenotipica.
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Fonte: Mapa adaptado do Google Maps®.

4 DISCUSSAO

Os resultados demonstrados neste trabalho obtiveram uma quantidade
ligeiramente maior de isolados positivos para 0 nimero de amostras ambientais
coletadas, geralmente em torno de 10%, conforme consta na literatura,'*33 mas
assemelha-se aos dados expressos por Araujo-Junior e pesquisadores em
Aracatuba,®* apesar de ndo serem cidades endémicas para casos de criptococose,
como observado no norte e nordeste do Brasil.3®

Vale salientar que o isolamento de espécies patogénicas do género
Cryptococcus do ambiente geralmente € custoso, visto a quantidade de micro-
organismos gue fazem parte do microbiota natural das arvores, principalmente fungos
filamentosos de crescimento rapido, ndo favorecendo a visualizacdo das colonias
leveduriformes, podendo levar a resultados falso-negativo.6:37

Em relacdo as espécies de arvores coletadas, os resultados apresentados
corroboram com outros trabalhos, atestando que os complexos de espécies C. gattii
e C. neoformans ndo associam-se diretamente a uma espécie especifica de arvores,38

mas sim a biodegradacédo natural de compostos organicos e madeira.3® Porém, cada
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complexo de espécies se comporta de forma diferente, como o complexo de espécies
C. neoformans estando mais associado a excretas de aves, morcegos e solo,6:1’
diferentemente do complexo de espécies de C. gattii que encontra-se presente na
poeira, folhas, frutos, plantas e insetos,'® e a espécie C. laurentii em vegetais, leite e
também em excretas de passaros.®

Outra consideracdo importante € que as localizagbes dos isolamentos
configuram um micro-nicho, indicando que os isolados positivos tendem a aparecerem
préximos uns dos outros. Sugere-se que as diferencas geograficas sao relevantes
quanto sua dispersdo e manutencdo no ambiente,*® porém a baixa quantidade de
isolamento ambiental em relacdo aos isolamentos clinicos e a subnotificacdo de casos
atrapalham os estudos sobre a expansdo e distribuicdo dessas espécies no
ambiente. 4

O clima e a estacdo do ano também se mostraram fatores relevantes, apesar
de haverem poucos estudos climatolégicos junto ao estudo de isolamento de
Cryptococcus.'® As espécies patogénicas possuem uma grande resisténcia a
diferentes variancias de temperaturas, como os 42°C da temperatura corpérea dos
passaros*? e as proximas a 0°C do inverno canadense.'® Porém é reconhecido que os
diferentes tipos moleculares possuem diferentes requerimentos climaticos na
natureza para o favorecimento de sua manutencéo no ambiente,*® essas variacées
podem interferir, inclusive, no seu isolamento ambiental.}! H& também as alteracdes
climéticas observadas nos ultimos anos, como aqguecimento global e El Nifio, sendo
fatores que podem estar diretamente ligados ao aparecimento de surtos em paises
onde a criptococose anteriormente era rara, como no Canada.*®

Algumas cepas catalogadas no Brasil sdo consideradas mais conservadas
geneticamente, sugerindo que a Amazoénia seja o berco das espécies patogénicas do
género.* Outros autores encontraram grande diversidade genética em seus isolados
em diversos estados do pais. As distribuicdes dos tipos moleculares no Brasil sao
heterogénicas,* diferente dos perfis encontrados em outras partes do mundo, onde
somente ha menor diversidade de espécies,*® possivelmente devido ao porte
continental do pais. No Brasil, os tipos moleculares mais prevalentes em criptococose
sdo VNI para imunossuprimidos e VGII para imunocompetentes.3 C. gattii VGII tem
sido relacionado aos surtos ocorridos na ilha de Vancouver, considerado um dos tipos
mais virulentos entre o complexo de espécie’?, sendo esse o Unico tipo molecular de

C. gattii encontrado neste trabalho, na cidade de Birigui. O tipo molecular VNIV é um
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dos menos estudados, por haver poucos isolamentos ambientais e clinicos, sua
prevaléncia esta mais ligada ao continente europeu, tendo poucos isolados no Brasil*©.
J& os casos de criptococose por outras espécies, como C. laurentii e C. albidus, sédo
pouco diagnosticados e a falta de padronizacdo nos diagndsticos e tratamentos faz
com que haja poucos relatos de casos na literatura.®® Vale salientar que no passado,
o complexo de espécies C. gattii também era subnotificado em relacdo ao C.
neoformans, até ser considerado um patégeno importante mundialmente, havendo,
recentemente, um aumento de relatos de casos de criptococoses relacionadas a
outras espécies de Cryptococcus nao gattii-neoformans, principalmente em pacientes
imunossuprimidos.4’

Os resultados revelaram que cepas de C. albidus apresentam um perfil
bioquimico similar ao C. neoformans e C. laurentii ao C. gattii, sendo somente
identificados e caracterizados com a associagdao das provas de assimilagdo dos
acgucares, nitrogénio e PCR. Recentemente vem sendo notificados casos de cepas
hibridas, com mudancas nos padrées dos fragmentos do gene URA5 devido a
mutacgdes.*® O padrdo encontrado em nossas amostras de C. laurentii apresentaram
perfil idéntico aos relatados por Andrade-Silva e colaboradores,*®*° sendo essas as
Unicas pesquisas encontradas que utilizaram a técnica de PCR-RFLP com o primer
URA5 e dupla digestdo de enzimas para essa espécie. Diferentemente do
comportamento expresso pelo C. albidus o qual ndo apresentou resultado com o
primer URADS, sendo identificado pelos testes tradicionais, como a assimilacado de
acucares e nitrogénio. O uso de técnicas moleculares contribui sobremaneira para a
identificacdo das cepas, para melhor compreensdo da eco epidemiologia, da
patogenicidade e da diversidade de espécies, bem como da variabilidade genética
que compdem o género Cryptococcus. No entanto, devido a grande diversidade de
espécies a associacdo entre técnicas moleculares com as tradicionais é de suma
importancia na identificacéo correta da espécie, principalmente quando se tratam de
amostras clinicas® Estudos futuros, serdo necessarios para melhor elucidacédo do
perfil filogenético e patogenia, como o perfil de resisténcia a antifingicos, MALDI-TOF
e MLST.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, foi realizado o mapeamento de amostras ambientais arboreas
pertencentes ao complexo de espécies C. gattii e C. neoformans, bem como das
espécies C. laurentii e C. albidus, provenientes da cidade de Birigui. As cepas de
C. laurentii apresentaram caracteristicas bioguimicas similares as cepas e padrdes
C. gattii, e as cepas C. albidus as de C. neoformans. N&o houve associagéo entre
os fatores espécie de arvore, estacdo do ano e procedéncia do material coletado
a uma determinada espécie de Cryptococcus. Devido a complexidade e a
diversidade das espécies que compdem 0 género, a associacdo entre técnicas
tradicionais e moleculares é de vital importancia para a identificacdo e

caracterizacao das espécies.
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Tabela suplementar 1 - Tabela adaptada (Sidrim, 2004; Fonseca; Boekhout; Fell, 2011) com perfis descritos na literatura para espécies de

Cryptococcus de interesse clinico. +: Positivo,

Termotolerancia a 37°C, CGB: Meio Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol.

-: Negativo, V: Variavel, F: Fraco, NA: Ndo Analisado, CAP: Capsula, U: Urease, Termo:

Glicose Sacarose Lactose Galactose Rafinose Inositol Xilose Celobiose Trealose Dulcitol Maltose Melibiose Nitrato CAP U Termo CGB
C. neoformans + + - + \% + + \% \% + + \% + + NA NA
C. albidus + + \% \% \% \% + + \% \% + + \% + NA NA
C. gastricus + \ \ + - + + + + - + - + + NA NA
C. laurentii + + + + \% + + + + + - + + NA NA
C. terreus + - \ \% - + + + \% \% \% + + + NA NA
C. luteolus + + - + + + + + + + + - + + NA NA
C. uniguttulatus + + - \Y \% + + \Y \Y - + - + + NA NA

Tabela suplementar 2 - Amostras colhidas segundo sua localizagéo (endereco), geolocalizagdo, temperatura ambiente (T °C), espécie da arvore

e procedéncia do material colhido

Amostra Local Geolocaliza¢ao T°C Espécie de Arvore Material

Al Praca UNIMED (Américo Fioroto) -21.28568, -50.34222 25  Yucca aloifolia Arvore morta

A2 Praca UNIMED (Américo Fioroto) -21.28553, -50.34311 25  Ficus benjamina Oco em tronco

A3 Area Desprotegida Rua Profa Zulmira Gelis da Silva -21.29988, -50.36165 25  Ficus benjamina Oco em tronco

Ad Area Desprotegida Rua Profa Zulmira Gelis da Silva -21.29971, -50.3616 25 Cassia fistula Oco em tronco

A5 Av. Darci Balabém -21.29703, -50.36296 24 Dimocarpus longan Material em decomposoc¢do em galho
A6 Av. Darci Balabém -21.29818, -50.36386 24 Licania tomentosa Material em decomposoc¢do em galho
A7 Praca Antonio Luiz Picolo Primo -21.3021, -50.36065 24 Pachira aquatica Oco em tronco
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Amostra Local Geolocalizagao T°C Espécie de Arvore Material
A8 AV. F-'rofa. Geracina de Menezes Sanches com a Rua Jodo -21.29717, -50.36188 24  Pachira aquatica Material em decomposi¢cdo em galho
rodrigues Tortosa
A9 Praca N. S. Fatima -21.29115, -50.34989 23 Terminalia catappa Oco em tronco
A10 Praca N. S. Fatima -21.29114, -50.34994 23 Robinia pseudoacacia Material em decomposi¢do do tronco
All Praca N. S. Fatima -21.29115, -50.35019 23 Tecoma stans Galho em decomposicdo e casca
Al12 Praca N. S. Fatima -21.29115, -50.35033 23 Robinia pseudoacacia Oco em tronco
Al3 Praca Jodo Cernach -21.29221, -50.34683 23 Psidium guajava Oco em tronco
Al4 Praca Jodo Cernach -21.2921, -50.3465 23 Tecoma stans Galho em decomposicdo e casca
Al5 Praca Jodo Cernach -21.2923, -50.34649 23 Pachira aquatica Oco em tronco
Al6 Rodovidria de Birigui -21.29375, -50.34786 23 Pachira aquatica Material em decomposicdo em galho
Al7 Z;iic:upa;nfé Rodrigues Neri; rua Manoel de Carli e rua -21.30139, -50.35033 20 Malpighia emarginata Material em decomposog¢dao em galho
Al18 Rua José Rodrigues Neri -21.29976, -50.35184 20 Albizia niopoides Material queimado em decomposi¢do
A19 zgzgsr;iiijsif)é Rodrigues Neri; rua José Antonio Marin; Av. -21.29883, -50.3534 20 Tabebuia sp. Casca e oco em tronco
A20 Rua José Rodrigues Neri -21.29642, -50.3559 20  Ficus benjamina Oco em tronco
A21 Praca Raul Cardoso -21.298428, -50.350053 20 Caesalpinia pluviosa Oco em tronco
A22 Praca Raul Cardoso -21.298977, -50.350723 20 Caesalpinia pluviosa Oco em tronco
A23 Praca Raul Cardoso -21.299097, -50.349663 30 Caesalpinia pluviosa Casca e oco em tronco
A24 Praca Raul Cardoso -21.298291, -50.351376 30 Caesalpinia pluviosa Casca e oco em tronco
A25 Praga Lucia Ullian Stabile -21.29531, -50.3518 20 Caesalpinia pluviosa Oco em tronco
A26 Av. S3o Francisco -21.29837, -50.34259 20 Caesalpinia pluviosa Oco em tronco
A27 Av. S3o Francisco -21.29848, -50.34397 20 Caesalpinia pluviosa Oco em tronco
A28 Av. S3o Francisco -21.29871, -50.34774 20 Caesalpinia pluviosa Oco em tronco
A29 Av. Sao Francisco -21.29878, -50.3492 20 Ficus elastica Arvore morta
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Amostra Local Geolocalizagao T°C Espécie de Arvore Material
A30 Praga Francisco Gardenal -21.28872,-50.34818 19 Caesalpinia pluviosa Oco em tronco
A31 Praga Francisco Gardenal -21.28877, -50.34794 19 Caesalpinia pluviosa Oco em tronco
A32 Praga Francisco Gardenal -21.28903, -50.34804 19 Pinus elliottii Casca de arvore
A33 Praga Santo Antonio -21.28479, -50.34392 19 Tecoma stans Galho em decomposicdo e casca
A34 Praca Santo Antonio -21.28502, -50.34408 19 Tabebuia sp. Casca de arvore
A35 Parque do Povo -21.28468, -50.34024 19 Tabebuia sp. Casca de arvore
A36 Parque do Povo -21.28513, -50.33965 19 Tabebuia sp. Casca de arvore
A37 Parque do Povo -21.28505, -50.33877 19 Tabebuia sp. Casca de arvore
A38 Parque do Povo -21.28421, -50.33858 19 Tabebuia sp. Casca de arvore
A39 Parque do Povo -21.28373,-50.34016 19 Tabebuia sp. Casca de arvore
A40 Av. S3o Francisco -21.29855, -50.34591 19 Caesalpinia pluviosa Tronco e casca
A4l Parque do Povo -21.28411, -50.33989 19 Syagrus romanzoffiana Oco em tronco
Ad2 Parque do Povo -21.28458, -50.33926 19 Syagrus romanzoffiana Oco em tronco
A43 Area Desprotegida Rua Profa Zulmira Gelis da Silva -21.30094, -50.36238 19 Eucalyptus sp. Tronco, casca e seiva
Ad4 Area Desprotegida Rua Profa Zulmira Gelis da Silva -21.30031, -50.36228 19 Tecoma stans Galho em decomposicao e casca
A45 Av. Edilsinho Capuano -21.30561, -50.35672 19 Ficus benjamina Oco em tronco
Ad6 Av. Edilsinho Capuano -21.30433, -50.3569 19 Pachira aquatica Oco em tronco
A47 Av. Euclides Miragaia -21.30317, -50.35775 19 Schinus molle Tronco e casca
A48 Rua Valter Adas -21.30317, -50.35642 19 Artocarpus heterophyllus Oco em tronco
A49 Av. Euclides Miragaia -21.30313, -50.35707 19 Platycladus orientalis Tronco e casca
A50 Praga Dr. Gama -21.28896, -50.34144 19 Callistemon sp. Tronco e casca
A51 Praca Dr. Gama -21.28866, -50.3415 19 Tabebuia sp. Tronco e casca
A52 Praga Dr. Gama -21.28933, -50.34083 19 Tabebuia sp. Casca e oco em tronco
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Amostra Local Geolocalizagao T°C Espécie de Arvore Material
A53 Av. Governador Pedro de Toledo -21.28761, -50.34064 19 Platycladus orientalis Tronco e casca
A54 Av. Governador Pedro de Toledo -21.28831, -50.33989 19 Araucaria sp. Material em decomposicdo da casca
A55 Praca James Mellor -21.29197, -50.3403 19 Schinus molle Casca e oco em tronco
A56 Praca James Mellor -21.29198, -50.33979 19 Morus sp. Material em decomposic¢do da casca
A57 Praca James Mellor -21.29157, -50.34001 19 Tipuana tipu Material em decomposicdo do tronco
A58 Praca James Mellor -21.29176, -50.34011 19 Roystonea regia Material em decomposicdo do tronco
A59 Praga Jodo Arsénio Vieira -21.29208, -50.33667 19 Caesalpinia pluviosa Tronco e casca
A60 Praca Beatriz Calixto Sanches -21.29225, -50.36677 20 Tabebuia sp. Tronco e casca
A6l Praca Beatriz Calixto Sanches -21.29225, -50.36738 20 Tabebuia sp. Tronco e casca
A62 Praca Beatriz Calixto Sanches -21.29266, -50.36787 20 Tabebuia sp. Tronco e casca
A63 Praga Jodo Arsénio Vieira -21.2915, -50.33668 20 Roystonea regia Material em decomposicdo do tronco
Ab4 Praca Jodo Arsénio Vieira -21.29177,-50.33678 20 Caesalpinia pluviosa Material em decomposi¢ao do tronco
A65 Praca José Xavier Cervelati -21.30313, -50.34147 24 Plumeria rubra Casca e oco em tronco
A66 Praca José Xavier Cervelati -21.30303, -50.34115 24 Schinus molle Oco em tronco
A67 Praca José Xavier Cervelati -21.30294, -50.34119 24 Schinus molle Arvore morta
A68 Avenida Nelson Calixto 21.30502, -50.3425 24 Magnolia sp. Oco em tronco
A69 Avenida Nelson Calixto -21.30521, -50.34248 24  Melia azedarach Oco em tronco
A70  Avenida Nelson Calixto -21.30697, -50.3424 35 Magnolia champaca Oco em tronco
A71  Avenida Nelson Calixto -21.30779, -50.34227 35 Toona sp. Tronco e casca
A72 Avenida Nelson Calixto -21.30848, -50.34225 35 Bauhinia forficata Oco em tronco
A73  Avenida Nelson Calixto -21.30928, -50.3422 35 Delonix regia Material em decomposicdo do tronco
A74 Avenida Nelson Calixto -21.30963, -50.34216 35 Toona sp. Oco em tronco
A75 Tv. Clélia com José Agostinho Rossi -21.29425, -50.33427 30 Caesalpinia pluviosa Oco em tronco
A76 Tv. Clélia com José Agostinho Rossi -21.29445, -50.33411 30 Caesalpinia pluviosa Oco em tronco
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Amostra Local Geolocalizagao T°C Espécie de Arvore Material
A77  Tv. Clélia com José Agostinho Rossi -21.29454, -50.33445 30 Caesalpinia pluviosa Oco em tronco
A78 Cemitério da Saudades -21.29497, -50.34246 30 Syagrus romanzoffiana Oco em tronco
A79 Cemitério da Saudades -21.2954, -50.34224 30 Araucaria sp. Material em decomposi¢do do tronco
A80 Capela S3do Jodo Batista -21.30251, -50.37075 33  Platycladus orientalis Material em decomposi¢do do tronco
A81 Capela S3do Jodo Batista -21.30241, -50.37075 33 Juniperus chinensis Material em decomposicdo do tronco
A82 Capela S3do Jodo Batista -21.30254, -50.37094 33 Platycladus orientalis Material em decomposicdo do tronco
A83 Capela S3do Jodo Batista -21.30248, -50.37087 33  Mussaenda philippica Tronco e casca
A84 Capela S3do Jodo Batista -21.3023, -50.37054 33 Platycladus orientalis Tronco e casca
A85 Praca Av. Euclides Miragaia com Rua Paschoal Maraci -21.30076, -50.32925 29 Caesalpinia pluviosa Casca e oco em tronco
A86 Praca Av. Euclides Miragaia com Rua Paschoal Maraci -21.30051, -50.32958 29 Tibouchina semidecandra Casca e oco em tronco
A87 Praca Av. Euclides Miragaia com Rua Paschoal Maraci -21.30046, -50.32976 29 Syagrus romanzoffiana Casca e oco em tronco
A88 Praca Av. Euclides Miragaia com Rua Paschoal Maraci -21.30079, -50.3301 29 Wisteria sinensis Casca e oco em tronco
A89 Praca Av. Euclides Miragaia com Rua Paschoal Maraci -21.30074, -50.33032 29 Bauhinia forficata Casca e oco em tronco
A90 Praca Djalma Cheida Vicente -21.3008, -50.32677 26 Caesalpinia pluviosa Casca e oco em tronco
A9l Praca Djalma Cheida Vicente -21.30106, -50.32683 26 Caesalpinia pluviosa Casca e oco em tronco
A92 Praca Djalma Cheida Vicente -21.30084, -50.32721 26 Caesalpinia pluviosa Casca e oco em tronco
A93 Praca das Camélias - Cidade Jardim -21.29567, -50.32233 26  Pachira aquatica Material em decomposi¢ao do tronco
A94 Praca das Camélias - Cidade Jardim -21.29541, -50.32244 30 Syagrus romanzoffiana Tronco e casca
A95 Praca das Camélias - Cidade Jardim -21.29547, -50.32278 30 Ficus sp. Casca e oco em tronco
A96 Praca Rafael Romera -21.28043, -50.33211 29 Albizia niopoides Tronco e casca
A97 Praca Rafael Romera -21.28036, -50.3319 29 Caesalpinia pulcherrima  Tronco e casca
A98 Praca Rafael Romera -21.27996, -50.33155 29 Caryota sp. Tronco e casca
A99 Praca Rafael Romera -21.2803, -50.33178 29 Caryota sp. Tronco e casca
A100 Praga Rafael Romera -21.28001, -50.33118 29 Pachira aquatica Casca e oco em tronco
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Figura suplementar 1 - Captura do gel de eletroforese relativo as amostras positivas para C. gattii VGII, C. neoformans VNIV e C. laurentii. Da
esquerda para direita: M: Marcador Molecular 100 bp (Sinapse Biotecnologia, Sdo Paulo, BR), controles positivos VNIV (WM629), VGII (WM178)
e VGIV (WM779), amostras A14.N1.2, A24.S2.2, A35.N1.1, A48.N3.4, A61.S3.1 e A83.S3.3; controle C. laurentii (LAU), amostras A33.N1.1,
A42.N1.1, A50.N1.1, A54.N3.1, A61.N2.2 e A81.N2.1.

VNV VGl VGV 14N12 24523 35N12 438N42 61531 8353 LAU 33N1 42N2 SON1 54N4 61IN22 813

Tabela suplementar 3 - Tabela com resultados das andlises bioquimicas realizadas por amostra.

Glicose Sacarose Lactose Galactose Rafinose Inositol Xilose Celobiose Trealose Dulcitol Maltose Melibiose Nitrato CAP U Termo CGB

VNI (C) + + - + F + + + F + + - + + + +
VNII (C) + + - + + + + + + + + - + + + +
VGII (C) + + - F F + + - + + + - - + + + +
C. laurentii (C) + + + + + + + + + + + + + + + +
A14.N1.2 + + F F - + + + + - + - + + + + F
A24.S2.2 + + + + + + + + + + + + + + + +
A33.N1.1 + + + + + + + + + F + + F + + + +
A35.N1.1 + + - F F + + + + - + - + + + +
A35.N1.2 + + + + - + + + + - + - + + + F +

A38.N1.7 + + + + + + + + + + + + + + + + F
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Glicose Sacarose Lactose Galactose Rafinose Inositol Xilose Celobiose Trealose Dulcitol Maltose Melibiose Nitrato CAP U Termo CGB
A42.N1.1 + + + + + + + + + + + + - + + + +
A48.N3.4 + + + + + + + + + + + + - + + + +
A50.N1.1 + + + + + + + + + + + + F + + + +
A54.N3.1 + + F F + + + + + - + - - + + + +
A61.N2.2 + + + + + + + + + + + + F + + + +
A61.S3.1 + F + + + + + + + + + + + + + F +
A81.N2.1 + + + F + + + + + + + + + + + + +
A83.S3.3 + + + F F + + + + F + - + + + F +
A91.N2.2 + + - F - - + + + E + i, F + + + i




