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RESUMO

As espécies de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sdo os agentes
etiologicos da criptococose, que se caracteriza por ser uma infeccéo sistémica
de carater crbnico e com potencial zoonotico. S&o micro-organismos
oportunistas, encontrados em substratos de origem animal e vegetal
amplamente distribuidos. O objetivo deste trabalho foi identificar a presenca de
microfocos de C. neoformans e C. gattii, a partir de amostras ambientais da
cidade de Penapolis — SP. Foram coletadas 100 amostras provenientes de
pracas e locais publicos, escolhidos de forma aleatéria, de cobertura
abrangente a area da cidade. ApGs a coleta as amostras foram devidamente
acondicionadas e encaminhadas ao laboratério de microbiologia da Faculdade
de Medicina Veterinaria (Unesp/FMVA), onde foram processadas e semeadas
em meios de agares semente de Niger e Sabouraud dextrose acrescido de
cloranfenicol e incubadas a 30°C em estufa microbiolégica por um periodo ndo
inferior a cinco dias e monitoradas diariamente. As col6nias que apresentaram
crescimento macromorfolégico sugestivo para Cryptococcus spp. foram
coradas com tinta nanquim e lactofenol azul de algoddo para analise
micromorfolégica e posteriormente submetidas aos testes bioquimicos:
Hidrolise da ureia, Termotolerancia e Agar CGB (L-canavanina-glicina-azul de
bromotimol). Os resultados demonstraram a presenca de 14% (14/100) de C.
gattii sendo negativo para cultivo e isolamento de C. neoformans. As amostras
gue apresentaram crescimento positivo foram provenientes das espécies Ficus
benjamina, Syzygium cumini, Caesalpinia pluviosa, Licania tomentosa,
Bauhinia forficata, Pachira aquatica, Artocarpus heterophyllus, Lagerstroemia
speciosa e Samanea tubulosa. O local de maior isolamento para o fungo
ocorreu em amostras oriundas da estrada municipal Boa Esperanga com
incidéncia de 28,57% (4/14). Conclui-se que o C. gattii encontra-se presente
em amostras ambientais constituindo-se em microfocos, provenientes de
arvores de locais Publicos da cidade de Penapolis.

Palavras-chave: Arvores em decomposicéo. Cryptococcus. Fungos.



ABSTRACT

ISOLATION OF Cryptococcus spp. in ENVIRONMENTAL SAMPLES OF
PENAPOLIS, SP

The species of Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are the
etiological agents of cryptococcosis, which is characterized as a chronic
systemic infection with zoonotic potential. They are opportunistic
microorganisms, found in widely distributed substrates of animal and vegetal
origin. The objective of this work was to identify the presence of microfocus of
C. neoformans and C. gattii, from environmental samples in the city of
Penapolis - SP. We collected 100 samples from public squares and public
places, randomly chosen to cover the city area. After collection, the samples
were duly conditioned and sent to the microbiology laboratory of the Faculty of
Veterinary Medicine (Unesp / FMVA), where they were processed and seeded
in media of Niger seed agar and Sabouraud dextrose agar plus,
chloramphenicol and incubated at 30°C in a microbiological oven for a period of
not less than 5 days and monitored daily. The colonies that presented
macromorphological growth suggestive of Cryptococcus spp. were stained with
nanguim ink and blue cotton lactophenol for micromorphological analysis and
subsequently submitted to biochemical tests: Urea hydrolysis, Thermotolerance
and Agar CGB (L-canavanine-glycine-bromothymol blue). The results
demonstrated the presence of 14% (14/100) of C. gattii being negative for
cultivation and isolation of C. neoformans. The samples that showed positive
growth were from the species Ficus benjamina, Syzygium cumini, Caesalpinia
pluviosa, Licania tomentosa, Bauhinia forficata, Pachira aquatica, Artocarpus
heterophyllus, Lagerstroemia speciosa and Samanea tubulosa. The site of
greatest isolation for the fungus occurred in samples from the Boa Esperanca
municipal road with incidence of 28.57% (4/14). It was concluded that C. gattii is
present in environmental samples constituting in microfocus, coming from trees
of public places of the city of Penapolis.

Keywords: Cryptococcus. Decomposing trees. Fungi
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

Cryptococcus spp. séo leveduras capsuladas que se disseminam amplamente
e sdo mundialmente reconhecidas como importantes patdégenos fangicos
oportunistas. Embora o género Cryptococcus se constitua de mais de 70 espécies,
somente duas sdo causadoras de manifestacbes clinicas mais graves de
criptococose: C. neoformans e C. gattii (GOMES et al., 2010).

Cryptococcus neoformans e C. gattii correspondem a forma assexuada de
basidiomicetos zoopatégenos. Apresentam-se como leveduras globosas ou
ovaladas, com 3 a 8 mm de diametro, com brotamento Unico ou multiplos de colo
estreito, e envolvidas por capsula mucopolissacaridia caracteristica, colénia de cor
branca a creme, brilhante, de textura mucodide, margem lisa e inteira apos trés dias a
temperatura de 25 a 37°C, em cultivo nos meios como agar semente de Niger e agar
Sabouraud dextrose 4% (MORETTI et al., 2008).

Infeccdo por esses agentes é denomina Criptococose, e € uma micose
sisttmica mundialmente difundida, aos quais 0 homem, os animais domésticos e
silvestres estdo amplamente expostos (ROCHA; SIDRIM, 2004).

Dentre as micoses sistémicas, a criptococose tem sido relatada como a mais
prevalente em termos de internacdo. Dados do Sistema de Internacdo Hospitalar do
Sistema Unico de Salde (SUS) demonstram que a criptococose apresentou 0 maior
namero de internacdes no periodo de 2000 a 2007 (BRASIL, 2012).

Montenegro e Paula (2000) registraram fontes ambientais de Cryptococcus
spp em arvores na cidade de Sao Paulo. Semelhante a Brasil (2012), que
caracterizou um novo habitat natural para o microorganismo, relacionando-o a
madeira em decomposicdo, ou ndo, em diferentes arvores tropicais nativas ou
introduzidas no Brasil.

Cryptococcus spp sédo encontrados em diversos substratos organicos, habitat

de aves e excretas secas, ricas em fontes de nitrogénio, como ureia e creatinina. Em
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condicbes favoraveis ao crescimento abundante desta levedura formam-se
microfocos, notadamente em centros urbanos (MORETTI et al., 2008).

Fontes ambientais de Cryptococcus foram progressivamente identificadas em
arvores de diferentes partes do Brasil: Rio de Janeiro (RJ), em Teresina (PIl), em Boa
Vista e Ilha de Maraca (RR), no interior do Amazonas e na Cidade de S&o Paulo.
Nas regidoes sul, sudeste e centro-oeste do Brasil essas fontes sdo associadas a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS - Acquired Immunodeficiency
Syndrome) (BRASIL, 2012).

O ambiente domiciliar, particularmente na poeira doméstica, pode apresentar
positividade de cryptococcus spp.; também foram encontrados focos positivos em
habitat de diferentes espécies de aves, sobretudo aves gregarias em cativeiro
(MORETTI et al., 2008).

A criptococose € considerada esporadica, associada a deficiéncia na
imunidade celular. Ocorre num pequeno percentual da populacdo, mas aumentou a
partir dos anos 80, com a pandemia da AIDS e a utilizagdo de medicamentos
imunossupressores, sendo atualmente a infeccdo fangica de maior prevaléncia
mundial (ROZENBAUM; GONCALVES, 1994; PAPPALARDO; MELHEM, 2003).

A doenca, causada por C. gattii, ocorre na América Latina, no Peru, Colémbia,
Argentina, Venezuela, Brasil, Austrdlia, Nova Guiné, paises da Africa Central,
sudeste da Asia, México e algumas regides dos Estados Unidos. No Brasil, estudos
clinico-epidemiol6gicos mostram a importancia da criptococose por C. gattii no
sistema nervoso central em adultos jovens de ambos 0S sexos e criancas nas
regides norte e nordeste, atingindo uma letalidade de 35% a 40%. No Brasil,
apresenta um carater oportunista, como primeira manifestacdo em cerca de 4,4%
dos casos de AIDS, sob forma de surtos (BRASIL, 2012).

Diversos fatores tém sido associados a criptococose em animais, dentre eles
encontram-se: debilidade, desnutricdo, uso prolongado de corticosterdides e
infeccbes virais como aquelas causadas pelo virus da imunodeficiéncia e da
leucemia felinas (KOMMERS et al., 2005). Nos animais ndo ha resposta inflamatoria
celular marcada tipica, geralmente sdo observados poucos macréfagos, linfécitos e
plasmdcitos (RYAN; WYAND, 1981). As granulomatosas nos pulmdes sdo mais
tipicas, contendo células epitelidides e células gigantes multinucleadas (KOMMERS
et al., 2005).
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Observa-se um aumento da criptococose afetando tanto o homem como 0s
animais, sendo considerada atualmente a doenca com maior morbidade e
mortalidade entre os pacientes soropositivos (QUEIROZ et al., 2008). Portanto € de

extrema importancia a descoberta de focos ambientais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histérico

A primeira descrigdo de criptococose humana foi feita em 1894 por Busse
(patologista) e Buschke (clinico), que observaram a forma arredondada da levedura
em tecido Gsseo e isolaram o agente em cultivo, denominando-o Saccharomyces
hominnis. (BRASIL, 2012).

No mesmo ano houve registros isolados desses agentes por Sanfelice na
Itdlia, que descreveu uma levedura encapsulada isolada de suco de péssego e
identificada como patogénica para animais experimentais em 1895. A partir de 1900
surgiram inumeros relatos de manifestacbes dessa levedura no homem e em
animais, com progressivo reconhecimento do agente como patdégeno relacionado a
infeccéo do sistema nervoso central (BRASIL, 2012).

Em 1949, Evans identificou os sorotipos A, B e C, com base em diferente
reatividade capsular frente a soros hiperimunes, sendo o sorotipo D descrito
posteriormente. A partir de 1980, na era AIDS, ocorreu aumento marcante da
criptococose oportunistica em todo o mundo, 0 que gerou interesse e marcada
expansao da pesquisa sobre esse agente (BRASIL, 2012).

Os primeiros isolados de C. neoformans em solo, madeira em decomposicao,
habitat de aves e, particularmente, excrementos de pombos foram obtidos no final
do século XIX, fundamentando o conceito da origem ambiental do processo
infeccioso (EMMONS, 1955). Outros habitats também foram descritos, como ninhos
e solos contaminados, tornando-se evidente a distribuicdo cosmopolita e urbana do
fungo e da micose (LAZERA et al., 2000).

Na Australia, em 1990 ocorreu o primeiro isolamento de C. neoformans var.
gattii (C. gattii nomenclatura atual), que foi associado a restos de eucaliptos (ELLIS;
PFFEIFER, 1990). Posteriormente, sucessivos trabalhos realizados no Brasil
demonstraram que ambas as variedades, C. gattii e C. neoformans, estavam
associados a varios habitats naturais representados por madeira em decomposicao,

em arvores tropicais, tanto em ambientes urbanos como rurais e silvestres (BRASIL,
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2012). Essas espécies sao frequentemente encontradas em diferentes exemplares
de &rvores no Brasil, como Cassia grandis (cassia rosa), Senna multijuga (cassia
amarela), Ficus microcarpa (ficus), Sygygium jambolana (jamboldo), Theobroma
cacao (cacaueiro) e Caesalpinia peltophorides (sibipiruna), o que demonstra néo
haver um habitat natural especifico, estando presente em diferentes regides
brasileiras incluindo arvores nativas das florestas Atlantica e Amazoénica (BRASIL,
2012).

Ambas as espécies sdo capazes de produzir a enzima lacase, responsavel
pela produgdo de melanina, protegendo a levedura dos raios ultra violeta do sol,
permitindo a colonizacdo da madeira, principalmente em avancado estado de
decomposicdo. Sua distribuicdo geografica por muito tempo foi considerada restrita
a regides tropicais e subtropicais. Entretanto esse paradigma atualmente foi
guebrado, uma vez que se relatou a ocorréncia de C. gattii em regides de clima
temperado (BALTAZAR; RIBEIRO, 2008).

No Brasil, devido as condi¢cbes ambientais e ao vasto territorio, observa-se a
ocorréncia de uma exuberante biodiversidade microbiolégica, encontrando-se uma
grande diversidade de fungos, que sdo capazes de crescer em diferentes locais,
colonizando &rvores vivas ou matéria organica do tronco de espécies vegetais
mortas (SILVA, 2014).

2.2 Agente etiologico

Cryptococus. neoformans e C. gattii sdo fungos patogénicos causadores da
Criptococose em diferentes espécies de animais, como mamiferos placentarios
terrestres, marinhos, marsupiais, cetaceos, aves e répteis (PINTO, 2010).

As células de Cryptococcus apresentam morfologia com caracteristicas
marcantes, como: parede espessa, podendo apresentar multi brotamento e é envolta
em uma capsula de natureza mucopolissacaridica (KWON-CHUNG et al., 1982).

A ldentificacdo do Cryptococcus é feita a partir de um conjunto de
caracteristicas fisiologicas e bioquimicas. Como primeiro fator de viruléncia descrito
para 0s agentes, a capsula é composta de no minimo dois polissacarideos:
glucuronoxilomanana e galactoxilomanana, e uma pequena propor¢cao de

manoproteinas, que tém grande numero de efeitos no hospedeiro, tais como
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reduzida resposta de anticorpos, inibicdo da migracdo de leucdcitos e da fagocitose
(BUCHANAN; MURPHY, 1998).

Além da capsula, a producédo de pigmentos semelhantes a melanina € outro
fator de grande importancia para caracterizacdo do género Cryptococcus. Esse
pigmento esta localizado na parede celular do fungo e contribui para a viruléncia e
manutenc¢ao da integridade da parede celular (KWON-CHUNG et al., 1982).

O interesse em aspectos fenotipicos, tais como diametro de capsula, hidrélise
de ureia, atividade fenoloxidase, vem aumentando por constituirem a viruléncia do
fungo (BUCHANAN; MURPHY, 1998).

A transmissédo da criptococose entre humanos é raramente documentada e a
presenca comum de C. neoformans no ambiente indica que a infeccdo humana é

provavelmente adquirida de fontes ambientais (CASALI et al., 2001).

2.3 Epidemiologia

Mundialmente a criptococose por C. neoformans atinge individuos
imunocomprometidos acompanhando o sexo e a idade dos grupos de risco.
Entretanto nas regides Norte e Nordeste do Brasil predominam casos de
criptococose em individuos sem evidéncia de imunossupressdo, tanto do sexo
masculino quanto do feminino, HIV negativos, causados por C. gattii, comportando-
se como endemia regional (BRASIL, 2012).

A infeccdo criptococica tem distribuicdo mundial, sem uma area endémica
definida. Sua prevaléncia varia de 2,9% a 13,3% representando assim importante
causa de mortalidade de individuos com AIDS, apesar do tratamento especifico
(COSTA et al., 2014). Em 2015 na América Latina, a estimativa de casos de
meningite criptococica foram de 10.000 casos/ano (VIDAL; BOULWARE, 2015).

Criptococose é uma patologia estudada ha mais de cem anos (desde 1894).
No Brasil, segundo dados do SUS, o periodo de 2000 a 2007, foi responsavel pela
maior prevalente em termos de internagéao, totalizando 4.558 casos. Estima-se ainda
uma prevaléncia associada a AIDS entre 8% a 12% em centros de referéncia da
regido sudeste, perdendo apenas para a candidiase (BRASIL, 2012).

Apresenta-se como a segunda causa de mortalidade entre as micoses
sistémicas e possui, aproximadamente, letalidade na faixa de 45% a 65%. No Brasil,
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os dados sobre essa enfermidade sdo conhecidos a partir de andlises de série de
casos, diagnosticados em alguns centros regionais ou por meio de dados indiretos
obtidos no programa de AIDS (COUTINHO et al., 2002).

Os agentes etiologicos C. neoformans e C. gatti diferenciam-se
epidemiologicamente, pois o primeiro tem carater oportunista, com distribuicio
cosmopolita e com maior frequéncia isolado em habitats de pombos, acometendo
imunossuprimidos, ja o C. gatti se comporta como patdgeno primario em
imunocompetentes, sendo considerado menos virulento por alguns autores (PASA,
2011). Entretanto Moretti e colaboradores (2008), advertem que em &reas
endémicas por C. gattii observa-se também associagdo deste patbgeno com a AIDS,
enquanto C.neoformans pode causar infeccdo fatal em pessoas aparentemente
normais (MORETTI et al., 2008).

A criptococose € descrita em diversos estados do Brasil, como Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Para, Roraima, Amazonas, Piaui, Maranhdo, Sado Paulo, Rio
de Janeiro, Espirito Santo e Rio Grande do Sul, sendo C. neoformans prevalente
nos estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul. J4 o C. gattii € endémico no
Para, Maranhdo, Piaui e outros estados nordestinos, provocando doenca em
individuos imunocompetentes (AMARO, 2006; MENDES, 2009).

A meningoencefalite criptocOcica ocorre em nativos das regides norte e
nordeste, incluindo jovens e criangas, com elevada morbidade e letalidade (37 a
49%), revelando padrdes regionais marcadamente distintos da criptococose por C.
neoformans, amplamente predominante nas regides sudeste e sul do pais (BRASIL,
2012).

Em individuos do sexo masculino a infeccdo ocorre com maior frequéncia em
torno de 78% dos casos, principalmente em adultos (PASA, 2011). As criancas
também podem ser infectadas, conforme se encontra demonstrada a ocorréncia em
areas endémicas, como o Norte e Nordeste do Brasil (OLIVEIRA et al., 2004).
Segundo Moretti e colaboradores (2008), a maior casuistica da infec¢cdo ocorre em
criangas imunocompetentes oriundas da regido norte do Estado do Para.

Por ndo ser uma doenca de notificagdo compulsoria, é dificil estabelecer a

real situagéo da doenca no Brasil (BRASIL, 2012).
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2.4 Patogenia

Doenca fungica de carater oportunista, pode apresenta-se de forma localizada
e/ou disseminada, atingindo os pulmdes, tornando-se muitas vezes fatal no homem,
principalmente quando afeta o sistema nervoso central (SNC) (PINTO, 2010).

A criptococose é adquirida, geralmente, pela via aerdgena, através da
inalacdo de propagulos do fungo, que se alojam primariamente nos pulmdes,
podendo espalhar-se através da corrente sanguinea ou linfatica, tendo tropismo pelo
SNC, Cichon et al., (2011), manifestando normalmente meningite devido a
predilecdo do agente por receptores neuronais, tipo dopamina (DARZE et al., 2000).
Porém a incidéncia da meningite criptococica vem diminuindo nos ultimos anos
devido a terapia antirretroviral altamente eficaz. No entanto, a distribuicdo gratuita da
medicacdo é pouco aplicada mundialmente, contribuindo para a severidade dos
casos (DARZE et al., 2000).

Tecidos extrapulmonares, como pele, olhos, miocéardio, ossos, articulagées,
pulmdes, préstata e trato urinario podem ser acometidos, mas em regra o0 SNC € o
local mais atingido pela doenca, sob-forma de meningoencefalite, € a manifestacéo
mais grave da doenca (BAILLY et al., 1991). A criptococose cutanea primaria € rara
e pode ocorrer por inoculagéo transcutanea (SCAIN, 2011).

A meningite causada pelo C. neoformans é uma das formas mais graves da
doenca. A grande gquantidade de antigenos circulantes do fungo muda a
osmolaridade do liquido cefalorraquidiano, alterando a viscosidade e a absorcao,
acarretando um aumento da presséo intracraniana causando dores de cabeca e
diminuicdo da acuidade visual. A producao de manitol pela levedura contribui para o
aumento dessa pressdo (PEREIRA; BARROS, 2012).

A viruléncia de C. neoformans e C. gattii esta associada a producdo de
oxidases e de proteases, bem como a propriedades antifagociticas dos
polissacarideos capsulares. Sdo considerados fatores de viruléncia a capsula, o
crescimento a 37° C, a producéo de melanina e a atividade urease (BUCHANAN;
MURPHY, 1998). A atividade urease tem sido implicada como fator primario na
patogénese da doenca e sua atividade pode ser espécie e/ou sitio de infeccao
especifica (BUCHANAN; MURPHY, 1998).
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Pinto (2010), também relata que, ao longo da ultima década, as doencgas
fungicas tém aumentado devido a expansdo da populacdo de imunodeprimidos,

principalmente em paises em desenvolvimento.

2.5 Aspectos clinicos

Criptococose € uma micose sistémica, causada pela inalacdo de
basidiésporos ou leveduras desidratadas de duas espécies de Cryptococcus: o C.
neoformans e o C. gattii. (BUCHANAN; MURPHY, 1998).

Os sitios mais acometidos pela doenca sdo SNC, pulmdes, pele, préstata e
olho. Por outro lado, em pacientes infectados pelo HIV com doenca avancada e
naqueles com imunodepressdo grave induzida por glicocorticoides podem também
ser afetados adrenais, coracdo, figado, linfonodos, articulacbes e rins
(JUFFERMANS et al., 2003).

Entre as infeccbes fangicas emergentes de significativa morbiletalidade, a
criptococose, principalmente sob a forma de meningoencefalite secundaria ao
processo pulmonar, nem sempre € diagnosticada clinicamente, tanto em individuos
imunodeprimidos como imunocompetentes (EGHWRUDJAKPOR; ALLISON, 2009).

C. ogattii causa infeccbes respiratorias e disseminadas, acometendo
predominantemente individuos imunocompetentes. Classicamente, é limitado aos
tropicos e subtrépicos, sendo comumente isolado a partir de reservatorios
ambientais, como o Eucalyptus camaldulensis e outras espécies de arvores
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

Nos ultimos anos, observa-se 0 aumento da criptococose afetando tanto o
homem como os animais, sendo considerada atualmente a doenga com maior
morbidade e mortalidade entre os pacientes soropositivos (QUEIROZ et al., 2008).

Ainda que a criptococose tenha baixa incidéncia em relagdo a outras
enfermidades fangicas como candidiases, por exemplo, sua importancia € grande
dado suas recidivas e sequelas, além das altas taxas de mortalidade (LIN;
HEITMAN, 2006).
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Ambas causam meningoencefalite, de evolucdo grave e fatal, acompanhada
ou nao de lesédo pulmonar evidente, fungemia e focos secundarios para pele, 0ssos,
rins, supra-renal, entre outros (MORETTI et al., 2008).

Em animais os aspectos clinicos da cryptococose podem apresentar-se em
quatro sindromes: a sindrome respiratéria, sindrome neuroldgica, sindrome ocular e
sindrome cutanea (MARCASSO et al., 2005).

Na sindrome respiratéria incluem estertores respiratorios, corrimento nasal
mucopurulento, seroso ou sanguinolento, dispnéia inspiratéria e espirros. Nessa
sindrome, que ocorre com mais frequéncia nos felinos domésticos, observa-se a
formacdo de massas firmes ou pélipos no tecido subcutaneo, principalmente sobre a
regido nasal, conferindo um aspecto caracteristico de “nariz de palhago”. Caes
podem apresentar tosse (PEREIRA; COUTINHO, 2003).

A sindrome neuroldgica manifesta-se principalmente nos cdes como uma
meningoencefalomielite, estando os sinais clinicos relacionados ao local da leséo
(MARCASSO et al., 2005). Observa-se principalmente depressédo, desorientagéo,
vocalizacdo, diminuicdo da consciéncia, ataxia, espasticidade, andar em circulos,
paresia, paraplegia, convulsdes, anisocoria, dilatacdo pupilar, déficit visual, cegueira,
surdez, perda de olfato dor cervical (PEREIRA; COUTINHO, 2003).

Na sindrome ocular os achados clinicos mais frequentemente observados séo
uveite anterior, coriorretinite granulomatosa, hemorragia de retina, edema papilar,
neurite 6ptica, midriase, fotofobia, blefarospasmo, opacidade de coérnea, edema
inflamatorio da iris e/ou hifema, cegueira (LARSSON et al., 2003).

A sindrome cutanea ocorre preferencialmente nos gatos, sendo pouco comum
em caes. As lesdes estdo localizadas principalmente na pele da cabeca e pescoco
dos gatos. As lesdes cutaneas observadas correspondem a erosodes e ulceracgoes,
as quais podem ser nasais, linguais, palatinas, gengivais, labiais, podais e no leito
ungueal (MARCASSO et al., 2005; LARSSON et al., 2003).

2.6 Tratamento

A criptococose € uma das micoses sistémicas de mais facil diagnéstico por

apresentar marcado tropismo neuroldgico, abundancia de elementos fungicos no

liguor e nas lesbes, presenca de capsula caracteristica, diagnéstico imunolégico e
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coloracdo tecidual especifica. A levedura pode ser vista no escarro, lavado
brénquico, liquido cefalorraquidiano (LCR), pus de abscesso, urina, aspirados de
medula O0ssea e de ganglios e fragmentos de tecidos, com grande sensibilidade
(MORETTI et al., 2008).

Os casos de criptococose diminuiram ao longo dos anos 90, primeiramente
pela introducdo dos azois (antifungicos utilizados no tratamento de infeccdes
fungicas graves) e posteriormente pela introdu¢do da Highly Active Antiretroviral
Therapy (HAART), uma combinacdo de varias drogas antirretrovirais, utilizadas no
tratamento da AIDS, popularmente conhecido como “coquetel antirretroviral” (PINTO,
2010).

O tratamento em humanos, é de acordo com o estado imunitario do paciente,
inicia-se com anfotericina B e prossegue com a fase de consolidacdo e manutencgéo
com fluconazol. Durante o periodo de manutencdo pode ocorrer reativacdo de
células do agente etioldgico, presentes em focos quiescentes como pulmao e
préstata, que poderiam justificar a ocorréncia de recidivas (MITCHELL; PERFECT
1995).

A exposicdo longa a medicacdo, em particular o fluconazol, pode provocar
selecdo de células menos sensiveis ao farmaco, ocasionando o surgimento de
resisténcia secundaria associada a falha terapéutica (PEREA et al., 2002).

Na Medicina Veterinaria o tratamento recomendado consiste de antifiingicos
sistémicos como: anfotericina B, fluocitosina, cetoconazol, itraconazol, fluoconazol,
ministrados de forma isolada ou em associagdo com outras drogas, como:
Cetoconazol-fluocitosina, anfotericina B-fluocitosina (LARSSON et al., 2003).

No entanto, a utilizagdo da anfotericina B, cetoconazol e flucitosina para o
tratamento da criptococose, quando da localizacdo neurologica ndo geram
resultados satisfatorios, por ndo alcangarem concentracbes eficazes sem a
ocorréncia de efeitos adversos. Determinados triazéis, como o itraconazol e o
fluconazol apresentam alta disponibilidade, quando administrados por via oral e com
boa penetracéo no sistema nervoso central, entretanto, a utilizacao desses farmacos
ainda nao foi amplamente testada, sendo desconhecido o tempo de tratamento
necessario, bem como seus efeitos colaterais (PEREIRA; COUTINHO, 2003)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo foi identificar a presenca de microfocos de C. neoformans e C.
gattii, a fim de minimizar a contaminagédo ambiental, a partir de amostras ambientais

da cidade de Penapolis — SP.
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CAPITULO 2 - ISOLAMENTO DE Cryptococcus spp. em AMOSTRAS
AMBIENTAIS DE PENAPOLIS, SP

Resumo - Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii S&o microrganismos com
potencial patogénico que afetam animais silvestres, domésticos e o homem. O
presente estudo teve como objetivo identificar a presenca de microfocos de C.
neoformans e C. gattii. ambientais na cidade de Penapolis-SP. Foram coletadas 100
amostras de arvores localizadas em pracas e vias publicas da regido urbana do
municipio. O cultivo microbiano foi realizado em placas de Agar semente de Niger e
Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol e incubadas a 30°C em estufa
microbiolégica por 5 dias. As colbnias sugestivas para Cryptococcus spp. foram
analisadas microscopicamente por meio de coloragdo com tinta nanquim e lactofenol
azul de algodado e, posteriormente, submetidas aos testes: Hidrélise da ureia,
Termotolerancia e Agar CGC (L-canavanina-glicina-azul de bromotimol). A anélise
dos resultados revelou que 14% (14/100) dos cultivos foram positivos para a espécie
C. gattii. Outras leveduras correlacionadas também foram identificadas, como
Rhodotorula sp. e Candida sp. As espécies de arvores que apresentaram cultivos
positivos foram: Ficus banjamina, Syzygium cumini, Caesalpinia pluviosa, Licania
tomentosa, Bauhinia forficata, Pachira aquética, Artocarpus heterophyllus, Samanea
tubulosa e Lagerstroemia speciosa. O C. gattii encontra-se associado a espécies
vegetais mantendo-se desvinculado do bindmio fungo—ave. A identificacdo de
microfocos ambientais é de extrema importancia para o desenvolvimento de
medidas profilaticas de interesse em Saude Unica.

Palavra-chave: Cryptococcus. Micoses sistémicas. Tronco de arvores.
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ABSTRACT

ISOLATION OF Cryptococcus spp. in ENVIRONMENTAL SAMPLES OF
PENAPOLIS, SP

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are microorganisms with
pathogenic potential that affect wild animals, domestic animals and humans. The
present study had as objective to identify the presence of microfocus of C.
neoformans and C. gattii ambientais in the city of Penapolis-SP. A hundred samples
of trees located in squares and public roads of the urban area of the municipality
were collected. Microbial culture was carried out on Niger and Sabouraud dextrose
agar plates plus chloramphenicol and incubated at 30°C in a microbiological oven for
5 days. The colonies suggestive of Cryptococcus spp. were analyzed microscopically
by staining with nanquim ink and cotton-blue lactophenol, and subsequently
submitted to the tests: urea hydrolysis, thermo-tolerance and CGC agar (L-
canavanine-glycine-bromothymol blue). Analysis of the results revealed that 14%
(14/100) of the cultures were positive for C. gattii species. Other correlated yeasts
were also identified, such as Rhodotorula sp. and Candida sp. The species of trees
that presented positive cultures were Ficus banjamina, Syzygium cumini, Caesalpinia
pluviosa, Licania tomentosa, Bauhinia forficata, aquatic Pachira, Artocarpus
heterophyllus, Samanea tubulosa and Lagerstroemia speciosa. Cryptococcus gattii is
associated with plant species, remaining unlinked from the fungus-bird binomial. The
identification of environmental microfocus is extremely important for the development
of prophylactic measures of interest in One Health concept.

Keywords: Cryptococcus. Systemic mycoses. Tree trunk.
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1 INTRODUCAO

Fungos do género Cryptococcus sao basidiomiceto em forma de levedura,
que apresentam formas arredondadas e ou ovais pertencentes a classe
Blastomycetes e familia Cryptococcaceae (MACHADO, 2015). Embora existam mais
de 70 espécies incluidas no género, as leveduras patogénicas responsaveis pela
criptococose consistem em duas espécies, o Cryptococcus neoformans e o
Cryptococcus gattii (KURTZMAN et al., 2011), as quais diferem entre si em aspectos
bioguimicos, biolégicos, ecoldgicos, antigénicos e genéticos (QUEIROZ et al., 2008).

No Brasil, a doenca ndo € de notificacdo compulséria e estima-se uma
prevaléncia de 12%, principalmente relacionada ao C. neoformans, estando
associado a individuos portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV),
apresentando uma letalidade entre 35 a 40%. Diferentemente do C. neoformans, o
C.gattii apresenta-se distribuido por todo o territério nacional, acometendo
preferencialmente individuos provenientes das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste
do pais, independente do estado imunolégico (BRASIL, 2012).

Tanto o C. neoformans como o C. gattii sdo encontrados em uma variedade
de nichos, incluindo substratos organicos, excretas de pombos (Columbia livia
domestica) outras aves e fezes de morcegos (MARINHO et al., 2010; TENCATE et
al., 2012; ARAUJO JUNIOR et al., 2015). Em diferentes habitats, essas espécies
tem sido isolada em constru¢des antigas, baratas, ninhos de vespa, suco de fruta
fermentado, microbiota intestinal de cavalo, leite, cavidade nasal e pelo de caes,
gatos, coalas, recintos de coelhos, buracos de tatus, solo (LAZERA et al., 1998;
PASSONI, 1999), varias espécies de arvores em decomposicdo (LAZERA et al.,
2000; KIDD et al., 2004).

Segundo o Ministério da Saude, Brasil (2012), apesar das divergéncias entre
essas espécies, ambas podem ocorrer isoladamente ou simultaneamente em um so
habitat natural, estando elas relacionadas com processos de decomposicdo da
madeira.

Em muitos casos, na literatura compulsada o C. neoformans encontra-se
vinculado ao pombo, estabelecendo-se uma complexa interacdo entre o fungo, o
ambiente e 0 hospedeiro (SWINNE, 1979; IDNURM et al., 2005). Entretanto, durante
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0 seu ciclo biolégico, ha de se considerar a eventualidade com que o C. neoformans
€ eliminado com as excretas das aves e, devido a acdo do vento, ha
consequentemente o carreamento de propagulos para outras excretas adjacentes
gue nao necessariamente contaminadas. Assim ocorre a disseminacéo
(CASADEVALL; PERFECT, 1998), ocasionando novos microfocos, ampliando-se 0s
riscos de contaminacdo ambiental (MARINHO et al., 2010).

Por muito tempo a presencga do C. gattii esteve associado ao Eucalyptus spp.,
uma vez que seu primo isolamento ocorreu em restos de vegetais dessa espécie na
Australia (CATTANA et al.,, 2014), porém, atualmente, verifica-se que o fungo
encontra-se presente em muitas espécies de vegetais, estando amplamente
disseminado na natureza (LAZERA et al., 1996). No Brasil, o C. gattii foi encontrado
em arvores tropicais como cassia, oiti, ficus, mulungu e “guetarda” (LAZERA et al.,
1998; LAZERA et al., 2000; FORTES, 2001). Segundo pesquisadores, C. gattii foi
isolado por toda a regido amazonica brasileira e colombiana, a partir de amostras
coletadas de varias espécies de arvores nativas (MITCHELL et al.,, 2011), como
também de madeira em estado de decomposicao, e em outros substratos (LAZERA
et al., 1998; LAZERA et al., 2000; FORTES, 2001).

A maior ocorréncia do C. gattii € observada em regides tropicais e
subtropicais do planeta, diferentemente do C. neoformans, que se encontra
distribuido de forma cosmopolita (SWINNE, 1979; IDNURM et al., 2005). Porém o C.
gattii ja foi isolado em areas frias, como na llha de Vancouver no Canada (KIDD et
al., 2004), area de clima frio e temperado, 0 que sugere que 0 microrganismo pode
se adaptar a diferentes temperaturas, desde 37°C a 10°C negativos (FRANZOT et
al., 1999; GALANIS et al., 2010).

A preocupacdo com a ocorréncia de C. gatti em microfocos ambientais
fundamenta-se no carater de viruléncia do patégeno que, geralmente, atua como
agente primario a criptococose, independente da imunossupressao do individuo
(CATTANA et al.,, 2014; ESCANDON; CASTANEDA, 2015; SMITH et al., 2015),
podendo permanecer quiescente por um longo periodo (CORREA et al., 1999),
manifestando-se em fase tardia da vida do hospedeiro (MACHADO, 2015).

A importancia de se identificar nichos ambientais em areas urbanas, justifica-
se pelo desenvolvimento de medidas profildticas que visem minimizar a
contaminacdo ambiental por propagulos, reduzindo assim a formacdo de novos

nichos e novas areas contaminadas (MARINHO et al.,, 2010). Kobayashi et al.,
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(2005), também relataram a importancia da identificagdo dos microfocos ambientais
de Cryptococcus spp. como investigacdo de fatores de risco a saude publica, uma
vez que a inalacdo do propagulo infectado € a principal via de infeccdo para a
criptococose (CATTANA et al., 2014; ESCANDON; CASTANEDA, 2015; SMITH et
al., 2015).

O presente estudo teve como objetivo identificar a presenca de microfocos de
C. gattii e C. neoformans, a partir de amostras ambientais da cidade de Pendpolis —
SP.

2 METODOLOGIA

As amostras ambientais foram coletadas em perimetro urbano do municipio
de Penépolis, S.P., que se encontra localizado na regido Noroeste do Estado de Sdo
Paulo (Figura 1), com Latitude 21°25°11S e Longitude 50°04'39 W, a margem
esquerda do Tieté (Bacia Hidrografica do Baixo Tieté). O municipio dista 480 Km da
capital, apresentando area total de 710,4 km2 e altitude de 416 m (PREFEITURA
MUNICIPAL DE PENAPOLIS, 2017) (Figura 1). Apresenta clima tropical, com
temperatura média anual de 23°C, composta por 2 estacdes climaticas que estdo
compreendidas durante o periodo de outubro a abril, quando h& ocorréncia de
estacdo quente e chuvosa, e de maio a setembro, com clima seco e frio (ROSSETTI,
1994). Os locais das coletas sdo pontos representativos e equidistantes entre si,
dentro da é&rea total da cidade de Penapolis; escolhidos ao acaso, desde que
apresentassem fluxo significativo de animais domésticos (cdes) e pessoas e

presenca de vegetacao, tais como: pragas, parques, e ruas de atividade de lazer.
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Figura 1 - Mapa do estado de Sao Paulo identificando a cidade de Penéapolis na cor

vermelha.

Fonte: Dominio publico/Google

Foram coletadas 100 amostras ambientais no periodo de Fevereiro a Julho de
2017, em 25 diferentes locais (Tabela 1 e Figura 2), material vegetal proveniente de
22 espécies de arvores, como fragmentos de troncos e putrefato de ocos. As
amostras foram obtidas por raspagem utilizando-se curetas individuais e estéreis e
frascos plasticos com tampa de rosca, tipo coletor, e armazenadas em isopor.
Posteriormente, foram encaminhadas ao Laborat6ério para serem processadas.
Ressalta-se ainda que foram adotadas em todos os momentos do trabalho os
protocolos de biosseguranca, tais como: higienizacdo das maos, uso de EPIs (luva e

mascara descartavel), e jaleco de manga longa.



Figura 2- Mapa com a localizagdo dos pontos de coleta das amostras ambientais
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Tabela 1 - Identificagcdo da localizacdo geogréafica dos pontos de coleta

Identificacdo

Locais publicos

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17

Avenida Anténio Borges Boucinha
Avenida Eduardo de Castilho
Avenida Leopoldino Alves Cardoso
Praca Laonte Rossi Vasconcelos
Clube de Campo Lago Azul
Estrada Municipal Boa Esperanca
Parque Municipal Maria Chica
Praca 9 de julho

Praca Chico Mendes

Praca Daniel Rodrigueiro

Praca Dr. Carlos Sampaio Filho
Praca Frei Cirilo Bergamasca
Praca Igreja Nossa Senhora Aparecida
Praca Igreja Nossa senhora Fatima
Praca Igreja Sagrada Familia
Praca Igreja Santa Terezinha
Praca Jodo Caparoz Peres
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Tabela l- Identificacdo da localizacdo geogréafica dos pontos de coleta

(continua)

Identificagéo Locais publicos

18 Praca Jordano Anhesini

19 Praca Nobuyoshi Obara

20 Praca Orentino Martins

21 Praca Sebastido Rodrigues

22 Praca Sebastidao Nogueira da Silva

23 Rua Adolpho Reche

24 Rua Altino Vaz de Mello

25 Rua Brasil

As amostras ambientais foram processadas em camara de fluxo laminar,
onde 1g do material foi macerado utilizando-se pistilo e gral, sendo posteriormente
acondicionado em frasco Erlenmeyer contendo 50 mL de solucédo salina estéril a
0,9% com cloranfenicol (100 pg/mL). As suspensbes foram homogeneizadas em
vortex por 5 minutos apés a vedacdo do frasco com Parafilm® e posteriormente
deixadas em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente, sendo entao
transferidos 10 mL do sobrenadante para tubos de ensaio, para serem centrifugados
por 5 minutos a 1500 rpm. Da suspenséo resultante foram descartados 9 mL do
sobrenadante sendo o sedimento homogeneizado no volume restante, de onde
foram retiradas amostras que imediatamente foram semeadas em placas de Petri
contendo Agar semente de Niger e tubos de Agar Sabouraud 4% dextrose acrescido
de cloranfenicol. Posteriormente, os cultivos foram incubados a temperatura de
30°C em estufa bacteriologica, em atmosfera de aerobiose por um periodo de cinco
dias (MARINHO et al., 2010; ARAUJO JUNIOR et al., 2015).

Os cultivos foram monitorados diariamente e as colbnias que apresentaram
crescimento sugestivo para levedura foram repicadas em placas contendo agar
semente de Niger, para posterior obtencdo de colbnias puras (SHIELDS; AJELLO,
1966) e novamente incubadas em temperatura, atmosfera e periodo supra descritos.
As colbnias sugestivas para Cryptococcus spp., que expressaram a coloragdo entre
creme e marrom, foram novamente repicadas em Agar Sabouraud dextrose a 4%,
para posteriormente serem submetidas aos testes de hidrélise da ureia,
termotolerancia a 37° e cultivo em &gar CGB (L-canavanina-glicina-azul de
bromotimol) (QUINN et al., 1994).
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Para andlise micromorfologica do fungo, todas as amostras provenientes de
culturas leveduriformes foram submetidas a coloracdo com tinta nanquim e
lactofenol azul de algodéo.

As coldnias que apresentaram crescimento macro e micromorfolégico
caracteristico para Cryptococcus spp. foram semeadas em tubos contendo ureia-
agar-base (CHRISTENSEN, 1946), incubadas a 25° C e observadas diariamente por
um periodo de sete dias. Na prova da ureia, a colénia € hidrolisada pela urease,
enzima produzida pela levedura do género Cryptococcus, resultando em mudanca
de colorag&o do meio de amarelo para rosa intenso (MACHADO, 2015).

As colbnias com crescimento macro e micromorfolégico caracteristico para
Cryptococcus spp. foram semeadas em tubos contendo &gar Sabouraud e
incubados a 37°C (SIDRIM; MOREIRA, 1999), por um periodo de sete dias.

Para diferenciar as espécies de C. neoformans e C. gattii foi utilizado o teste
de CGB (K-WON-CHUNG et al., 1982) e incubados a 30°C por até 5 dias, sendo
monitorados diariamente até a resolucdo do teste. Foram utilizadas duas amostras
de referéncia, ATCC de C. neoformans e C. gattii, obtidas junto ao Laboratério de
Micologia da FIOCRUZ/RJ como controle positivo. O meio CGB foi utilizado para
diferenciacdo do complexo C. neoformans — C. gattii (Figura 3). No caso de C. gattii,
por ser resistente a L-canavanina, o microrganismo cresce alterando a cor do meio
para azul-cobalto, uma vez que o fungo utiliza a glicina como Unica fonte de
carboidrato e nitrogénio, gerando assim amonia, substancia responsavel por
alcalinizar o meio e consequentemente a mudanca da cor verde para azul cobalto.
Diferentemente do C. neoformans, que é inibido pela L-canavanina, ndo sendo
capaz de crescer e/ou utilizar a glicina presente no meio, mantendo a cor original
(MELO et al., 1993).

Figura 3 - Diferenciacéo das variedades do Cryptococcus pelo teste CGB.

Fonte: Laboratério de Bacteriologia e Micologia — FMVA
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Os dados foram submetidos ao Teste de Fisher, sendo adotado o nivel de
significancia de 5% e p=0.0292 havendo diferenca estatistica entre as variaveis

(espécie de arvores). Para as variaveis utilizou-se o programa SAS (SAS, 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 14 amostras com cultivos positivos para o género Cryptococcus, 100%
apresentaram-se positivas para a espécie de C. gattii. Sendo, p=0.0292 havendo
diferenca estatistica entre as variaveis (espécie de arvores).

Ao término dos cultivos ndo foi observada a presenca da espécie de C.
neoformans nas amostras ambientais coletadas, o que pode estar relacionado a
medidas publicas adotadas pela Prefeitura de Pendpolis referente ao corte e poda
de arvores. Durante os meses de janeiro a novembro de 2017, periodo coincidente
ao da coleta de amostras, foram erradicadas 411 arvores de vias publicas da cidade
(MENDONCA, 2018), provocando a diminuicdo do namero de habitats para muitas
aves, acarretando a diminuicdo de excretas nesses locais e possivelmente a
diminuicao de microfocos.

Os fatos expostos poderiam fundamentar nossos resultados de auséncia de
C. neoformans, diferentemente dos relatos de Araujo Junior e colaboradores, (2015),
gue demonstraram a presenca de C. neoformans em 16% (8/50) das amostras
ambientais cultivadas, assim como Destro (2016), que observou 12% (6/50) dos
cultivos positivos.

Os resultados diferem dos obtidos por Baltazar e Ribeiro (2008) na cidade de
Vitoria (ES), quando foram coletadas 168 amostras provenientes de ocos e cascas
de arvores, sendo que apenas 1,2% (2/168) apresentaram isolamento para C. gattii,
sendo concluido pelos autores que as condi¢des climéticas daquela cidade, situada
na regiao litoranea, com temperatura média elevada, ndo favoreceria a presenca do
fungo no ambiente.

Porém estudos realizados em 2009 na Baixada Santista, Ubatuba e Canal de
Sdo Sebastido, regides litoraneas, onde foram coletadas amostras ambientais,

identificaram fungos do género Cryptococcus, confirmando assim a capacidade do
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fungo em adaptar-se em temperaturas variadas, diferem dos estudos em Vitoria (ES)
(RAMALHO, 2009).

Nos estudos a cima com resultados positivos C. Gattii demonstram a
capacidade do fungo em adaptar-se em diversas condi¢des climaticas, sendo elas
em regides litordneas como no interior do estado onde as pressado atmosférica pode
sofrer alteracGes de acordo com a localizacdo: Vitéria (ES) a pressdo atmosférica é

1011hPa, na Baixada Santista 1006hPa, em Ubatuba 1015hPa, no Canal de Sé&o

Sebastido 1001hPa, em Aracatuba 1007hPa, em Penapolis 1007hPa e Bauru
1012hPa.

As espécies de arvores com isolamento positivo da espécie de C. gattii em
ordem decrescente foram: Samanea tubulosa (Sete Cascas) (3/14); Bauhinia
variegata (Pata de Vaca) (2/14); Ficus benjamina (Figueira-benjamim) (2/14); Pachita
aguatica (Munguba) (2/14); Syzygium jambolanum (Jambolédo) (1/14); Caesalpinia
pluviosa (Sibipiruna) (1/14); Licania tomentosa (Oiti) (1/14); Artocarpus heterophyllus
(Jaqueira) (1/14); Lagers troenia speciosal (Reseba gigante) (1/14).

A associacao dos resultados, entre a espécie fungica e a arvore- hospedeira,
revelam similaridades com os encontrados em estudos (DESTRO, 2016), quando a
partir de amostras provenientes da regido de Bauru, isolou-se C. gattii 12% (6/50)
das espécies de Caesalpinia pluviosa sin. C. peltophoroides, C. echinata, Eucalyptus
spp. e Ficus elastica enquanto (ARAUJO JUNIOR et al., 2015), isolou 18% (9/50) a
partir de Sibipiruna, Ficus spp. e Cassia spp.

Segundo resultados obtidos neste estudo, o C. gattii foi isolado em 40% (9/22)
das espécies de arvores pesquisadas, corroborando com a descricdo de seu
isolamento em diferentes espécies de arvores e de diferentes regides geograficas do
mundo, indicando que sua ocorréncia ndo esta estritamente associada a uma
determinada espécie de arvore, mas com um nicho especializado resultante da
biodegradacao natural da madeira (LAZERA et al., 2000).

No presente estudo outros fungos correlacionados, como Candida spp. e
Rhodotorula spp. também foram isolados a partir das amostras ambientais
corroborando com estudos (MARINHO et al., 2010; TENCATE et al., 2012; ARAUJO
JUNIOR et al., 2015), que mostraram que a manutengédo dos fungos no ambiente

depende dos nichos de substratos organicos como madeira em estado de
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degradacgéo, ampliando assim a formacgao de microfocos com consequente riscos de
contaminag¢do humana e ou animal.

Nossos resultados revelaram que ndo houve associagdo do C. gattii a um
nicho especifico, nem vegetal nem animal, descaracterizando assim o bindmio
fungo-hospedeiro, semelhante aos resultados propostos por Passoni (1999).
Demonstra-se assim, a importancia de se identificarem microfocos ambientais de
leveduras com potencial patogénico e de interesse em Saude Unica, ratificando a
importancia de medidas profilaticas em saude publica, a fim de minimizar o risco

ambiental.

4 CONCLUSAO

C. ogattii encontra-se presente em amostras ambientais, microfocos,
provenientes de arvores com material em biodegradacdo de locais publicos da
cidade Pendpolis. Pela analise das amostras processadas nao foi possivel o

isolamento do C. neoformans.
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