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Resumo

A levedura Cryptococcus neoformans € o agente etiolégico da criptococose,
uma doencga infecciosa cosmopolita que acomete o homem. Embora rara, esta
doenca € potencialmente fatal, principalmente para o0s hospedeiros
imunocomprometidos. Este patdgeno é frequentemente isolado de excrementos de
pombos e psitacideos, possuindo inimeras fontes ambientais como aves, excretas
de pombos, folhas de Eucalipto, arvores em decomposicéo, torres de igrejas e locais
de armazenagem de gréos (areas portudrias). O isolamento desse microrganismo ja
foi obtido também a partir do ambiente aquatico marinho. A identificacdo de fontes
ambientais se faz necesséria para proteger a saide humana e, principalmente as
populagBes suscetiveis como o0s imunodeprimidos. Sendo assim, o0 presente
trabalho pesquisou a presenca de Cryptococcus neoformans em isolados de
leveduras obtidas de amostras de 4gua de mar e areia de trés regifes costeiras do
Estado de S&o Paulo: Canal de Sao Sebastido, Baixada Santista e Ubatuba. Os
isolados foram analisados de acordo com caracteristicas micro e macroscépicas e
testes bioquimicos: microcultivo, urease, tinta nankin, auxanograma, zimograma e
fenoloxidase. Foram analisados 199 isolados, dos quais 175 apresentaram
caracteristicas sugestivas para Cryptococcus spp. no teste de microcultivo. Todos
esses 175 isolados foram semeados no meio Uréia de Christensen para verificagéo
da producdo de urease e submetidos a técnica com tinta nankin para visualiza¢do da
capsula. Desses, somente 24 foram selecionados para o teste seguinte que foi o
Auxanograma (assimilacdo de carboidrato e nitrogénio). Dos 24, 10 foram
submetidos ao teste de Zimograma (fermentagdo de acucares), a partir do qual 4
foram selecionados para a realizagéo do teste de Fenoloxidase em meio contendo
Dopamina. Nenhum dos 4 isolados testados apresentaram coloragdo negra ou
marrom caracteristico de Cryptococcus neoformans. De acordo com esses testes,
chegamos a 4 isolados identificados como sendo do género Cryptococcus, mas néo

foi encontrada a espécie neoformans.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans; agua de mar; areia; leveduras; regiao

costeira do Estado de Sao Paulo.



Abstract

The yeast Cryptococcus neoformans is the etiologic agent of cryptococcosis,
an infectious cosmopolitan disease that affects humans. Although rare, this disease
is potentially fatal, especially for immunocompromised hosts. This pathogen is
frequently isolated from excrements of pigeons and parrots, with many environmental
sources such as birds, pigeon droppings, eucalyptus leaves, decaying trees, towers,
churches and places of storage of grain (the port area). The isolation of this
microorganism has been obtained also from the aquatic environment. The
identification of environmental sources is needed to protect human health, especially
susceptible populations such as immunocompromised. Therefore, this study
investigated the presence of Cryptococcus neoformans in yeast isolates obtained
from samples of sea water and sand from three regions of S&do Paulo: Sédo Sebastido
Channel, Santos and Ubatuba. Isolates were analyzed according to micro-and
macroscopic characteristics and biochemical tests: microculture, urease, ink nankin,
auxanograma, zymogram and phenol. We analyzed 199 isolates, 175 of which had
features suggestive for Cryptococcus spp. in microculture. All these 175 isolates
were sown in the Christensen urea middle to verify the production of urease and
submitted to the technique nankin ink to visualize the capsule. Of these, only 24 were
selected for the next test that was the auxanograma (assimilation of carbohydrate
and nitrogen). Of the 24, 10 were tested in zymograms (fermented sugar), from which
5 were selected for the phenoloxidase test in medium containing dopamine. None of
the 5 isolates tested had black or brown color characteristic of Cryptococcus
neoformans. According to these tests, we arrived at 5 isolates identified to the genus

Cryptococcus, but not the neoformans specie.

Keywords: Cryptococcus neoformans; sea water; sand; yeast; S&o Paulo state

coastal region.



1. Introducgéo

Os oceanos constituem mais de 70% da superficie terrestre. No entanto, este
ecossistema é o menos explorado do ponto de vista microbiologico, considerando
sua diversidade e o impacto antropogénico. Nos Ultimos anos, em razdo da
expansao das atividades humanas na regiao costeira marinha, tornou-se imperativa
a necessidade de uma avaliagdo continua da qualidade das &guas litoraneas.
Considerando que a balneabilidade constitui a qualidade da &gua para fins de
recreacdo, os corpos de dgua contaminados por esgotos domeésticos, ao atingirem
as aguas das praias, podem expor os banhistas a bactérias, fungos, virus e
protozoarios, podendo levar ao desenvolvimento de doencas ou infeccdes apds o
banho em aguas contaminadas (RIVERA et al., 2008). Sabe-se que a riqueza
conhecida e estimada da diversidade microbiana esta representada por 75 mil e 1,5
milhdes de espécies de fungos, 4.900 mil e 1 milhdo de bactérias e 4 mil e 400 mil
de virus, respectivamente. Esses dados sugerem que o numero de espécies
descritas de fungos, bactérias e virus sdo 5%, 0,5% e 1%, respectivamente, do
namero total de espécies existentes (HAMMOND, 1995; HAWKSWORTH, 2001;
FROESE e BISBY, 2002).

Dentre esses microrganismos, os fungos estdo emergindo como uma ameaga
comum a saude humana, principalmente devido a imunossupressdo causada pela
AIDS e aos tratamentos médicos incluindo altas doses de terapias com esterdides e
quimioterapia (OSIEWACZ, 2002).

Leveduras s&o fungos unicelulares cujas ceélulas séo frequentemente
esféricas, ovais ou cilindricas. Geralmente, a reproducdo é por brotamento, porém,
algumas leveduras podem formar, em alguma fase de seu ciclo, filamentos que
sejam necessarios para a expressao de certas caracteristicas, como por exemplo, a
patogenicidade (MADIGAN et al.,1997). Existem aproximadamente 100 géneros e
800 espécies descritas de leveduras (KURTZMAN e FELL, 1998) e é possivel que
esse numero represente apenas 1% das espécies que existem na natureza (FELL,
2001).

Existem, pelo menos, 38 espécies de leveduras do género Cryptococcus e a
espécie neoformans é dividida em duas variedades (neoformans e gatti), de acordo

com critérios fenotipicos, sorolégicos, genéticos, bioquimicos e epidemioldgicos,
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sendo ambas patogénicas para o homem. Os antigenos da cépsula determinam
cinco tipos de C. neoformans: A, B, C, D e AD (CICHON, 2006). Os sorotipos A e D
Sao0 0s que mais comumente causam infecgdo no homem e 90% delas ocorrem em
hospedeiros imunodeprimidos (MOREIRA et al.,, 2006). Além do acometimento
meningoenceféalico, responsavel por significativos indices de morbidade e
mortalidade, C. neoformans pode também causar manifestagBes clinicas como:
pulmonares, cuténeas, Osteo-articulares, renais, prostaticas e no sistema
hematopoiético (LAZERA et al., 1993).

O Cryptococcus neoformans recebe este nome em sua fase assexuada e é
chamado de Filobasidiella neoformans em sua fase sexuada (CASADEVALL e
PERFECT, 1998). E um microrganismo pertencente ao Dominio Eucarya e ao Filo
Basidiomycota que se apresenta na forma tecidual como levedura encapsulada
(CASADEVALL e PERFECT, 1998).

A variedade gatti € encontrada em climas tropicais e subtropicais, associada
com arvores de Eucalipto e raramente causa infeccdo em pacientes HIV positivo,
mesmo nas areas endémicas (CASADEVALL e PERFECT, 1998).

Ja a variedade neoformans é representada por microrganismos saprofitas
(REOLLON et al., 2004) e amplamente distribuida no ambiente e representa a
maioria dos isolados obtidos de pacientes com AIDS (CASADEVALL e
PERFECT,1998).

A levedura Cryptococcus neoformans ja foi encontrada em diversas fontes:
arvores em decomposicao, ovos e pescoco de pombos e insetos, poeira domiciliar,
torres de igreja, solos contaminados com fezes de pombos e areas de
armazenamento de grédos em &reas portuarias (CASADEVALL e PERFECT,1998;
LAZERA, 1998; REOLLON et al., 2004; BARONI, 2006).

Pal, em 1989, trabalhando em viveiros isolou Cryptococcus neoformans de
excretas, madeiras das gaiolas e dos ninhos e a partir dos bicos, penas e pés de
algumas aves como: Amandava amandava (Bengalim-da-india) e Lonchura malacca
(Tricolored Munia) entre outras. Passoni et al. (1988) isolaram Cryptococcus
neoformans de Paroaria dominicana (Galo-da-campina), Psittacidae (Familia do
Papagaio), Serinus canarius (Canério), Sicalis flaveola (Canério-da-terra),

Sporophila caerulescens (Coleirinho) de material colhido em ambiente doméstico na
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cidade do Rio de Janeiro. Contudo, hoje, as fontes mais conhecidas sé&o excretas de
pombos (SWINNE-DESGAIN, 1975; ELLIS e PFEIFFER, 1990; LEVITZ, 1991;
PASSONI, 1999; BARONI et al., 2006).

Além disso, a presenca de Cryptococcus neoformans também foi
demonstrada na cidade de Santos em areas urbanas e préximas as praias por
Soares et al. (2005).

Trabalhos pioneiros de Emmons, no inicio dos anos 50, fazem referéncia ao
acumulo de excretas secas e envelhecidas de pombos (Columba livia) em solos
contaminados, como fontes saprobioticas de C. neoformans em ambientes urbanos
(CICHON, 2006). Esta é uma ave sinantrépica e de grande importancia e interesse
para a saude publica, tendo em vista que & encontrada em grande numero nos
centros urbanos devido a diversos fatores como a facilidade de encontrar alimento e
abrigo. A alimentacdo est4d baseada em grédos e sementes ou em restos de
alimentos e lixo.

Além da grande capacidade de adaptacdo e de sua prolificidade, o principal
problema é que o C. neoformans permanece viavel nas fezes secas dessa ave
durante muitos anos, tornando-se um reservatorio de particulas infectantes passiveis
de inalagdo (BARONI et al., 2006).

Além do acometimento meningoencefalico, responsével por significativos
indices de morbidade e mortalidade, C. neoformans pode também causar
manifestacbes clinicas como: pulmonares, cutaneas, Osteo-articulares, renais,
prostaticas e no sistema hematopoiético (LAZERA et al., 1993).

Sendo assim, a identificagc&o de isolados de leveduras provenientes de fontes
ambientais se faz necessaria para minimizar a possibilidade de imunodeprimidos

entrarem em contato com o fungo potencialmente patogénico (CICHON, 2006).

2. Revisao da literatura
2.1 Ecologia e Distribuigao

A natureza esporadica de criptococose humana, a extrema raridade da
transmisséo entre humanos (BEYT e WALTMAN, 1978; GLASER e GARDEN, 1985)
e a alta prevaléncia de Cryptococcus neoformans no ambiente indicam que a

infeccdo humana é adquirida de fontes ambientais.



Cryptococcus neoformans foi primeiramente isolado por Sanfelice em 1984 de
suco de péra fermentado. Desde que Emmons descreveu essa levedura em solos
contaminados com excreta de aves em 1951, dezenas de estudos relataram o
isolamento do C. neoformans var. neoformans de excreta de aves, principalmente
de pombos (Columba livia) ao redor do mundo. Essa espécie e variedade ja foi e
vem sendo isolada, com menos frequéncia, de outras fontes como arvores, solos,
poeira e aves.

C. neoformans foi isolado de madeira em decomposi¢cédo de cavidades de
arvores vivas no Brasil (LAZERA et al., 1996). Relatos na literatura mostram que
essa levedura é capaz de produzir a enzima lacase (WILLIAMSON, 1994), além de
descrever que, em fungos, a atividade fenoloxidase tem sido associada com a
habilidade de degradar a lignina da madeira (EGGERT et al.; LAZERA et al., 1996).

Embora a var. gatti seja classicamente associada com arvores de Eucalipto, é
notavel que a var. neoformans também tem sido ocasionalmente isolada dessa
arvore (DUARTE et al.,, 1994). O isolamento de Cryptococcus neoformans de
madeira (MCDONOUGH et al., 1961; LAZERA et al., 1993; LAZERA et al., 1996)
pode refletir a habilidade desse fungo de usar esse material em decomposi¢cdo como
habitat. Os trabalhos que associam a var. neoformans com &rvores, juntamente com
a associagao estabelecida da var. gatti com arvores de Eucalipto e a proximidade
genética entre essas duas variedades, sugerem que C. neoformans var. neoformans
pode ter um nicho arbéreo que ainda nédo foi descoberto. Ndo hd uma relacéo firme
entre var. neoformans e arvores ou espécies vegetais. Mais pesquisas precisam ser
realizadas para clarificar a relacdo dessa espécie com fontes arbéreas
(CASADEVAL e PERFECT, 1998).

O solo é frequentemente descrito como um sitio ecoldgico para Cryptococcus
neoformans (AJELLO, 1956; AJELLO, 1958; MCDONOUGH et al., 1961; SOTGIU et
al., 1966). A maioria dos trabalhos foi realizada em celeiros, aviarios ou areas
potencialmente contaminadas com fezes de aves (EMMONS, 1955; AJELLO, 1956;
AJELLO, 1958; DENTON e DI SALVO,1968). Nao é claro se C. neoformans em
excreta de aves é originado do solo ou se esse microrganismo no solo reflete uma

contaminagdo com fezes de aves.



Um estudo epidemioldgico realizado em Burundi reportou o isolamento de C.
neoformans de poeira domiciliar em 54% das casas recentemente ocupadas por
pacientes com HIV que relataram a criptococose e em 20% de casas escolhidas
aleatoriamente (SWINNE et al., 1991).

A associacdo de C. neoformans var. neoformans com excreta de aves,
particularmente de pombos, é conhecida desde os anos 50 e tem sido confirmada
repetidamente por inUmeros estudos (GUGNAMI et al.,, 1972; RUIZ et al., 1989;
ANSHENG et al., 1993; CASTANON-OLIVARES e LOPEZ-MARTINEZ, 1994). As
fezes dos pombos permitem que essa levedura sobreviva por muito tempo, e
estudos tém demonstrado, através de testes com cultura que esse microrganismo
permanece viavel por quase 2 anos quando mantido nessas excretas desidratadas
(LITTMAN e BOROK, 1968).

Foram obtidas evidéncias de que a associagdo desse microrganismo com
esse substrato pode ser a Unica forma desse microrganismo assimilar creatinina
como fonte de nitrogénio (STAIB, 1962; STAIB et al., 1976). Como a creatinina
deiminase € produzida pelas duas variedades, a inabilidade de C. neoformans var.
gatti de colonizar excreta de aves pode refletir diferengcas na regulacdo do
mecanismo enzimético dessa enzima responsavel pelo metabolismo da creatinina
(POLACHECK e KWON-CHUNG, 1980; KWON-CHUNG, 1991).

O mecanismo pelo qual as fezes se tornam infectadas n&o € bem conhecido,
mas estudos sugerem que a contaminac¢éo pode ocorrer pelo contato das fezes com
o ar contaminado (SWINNE-DESGAIN, 1975). Contudo, pombos podem contribuir
para a propagacdo dessa levedura através de suas fezes, que constituem um meio
rico para C. neoformans e poderiam disseminar o fungo no ambiente carregando-o

em seus bicos e patas.

2.1.1 Ambiente marinho

Leveduras estédo distribuidas em quase todas as partes do ambiente aquatico:
mares, oceanos, estuérios, rios e lagos (FELL, 2001). Quando encontradas nesse
ambiente geralmente sdo asporogénicas e oxidativas ou fracamente fermentativas
(PITT e MILLER, 1970).



Nesse ecossistema tém papel na biodegradacdo de 6leo e compostos
recalcitrantes, no parasitismo de animais marinhos, na reciclagem de nutrientes e
decomposicéo de substratos organicos (KUTTY e PHILIPP, 2008).

Leveduras marinhas isoladas de diferentes fontes, como agua do mar,
sedimentos, peixe, aves e mamiferos marinhos ja foram encontradas (HUNTER,
1920; BHAT et al., 1955a; BHAT et al., 1955b; SUEHIRO, 1960; VAN UDEN e FELL,
1968). Algumas espécies frequentemente coletadas de agua do mar foram obtidas
em alta quantidade em &reas altamente poluidas (FELL e VAN UDEN, 1963).
Yamasato et al. (1974) conduziram um estudo sobre leveduras no Oceano Pacifico
numa profundidade de 4000m e conseguiram isolar, entre outros, o género
Cryptococcus.

Hagler e Mendonga (1981) estudaram leveduras de &guas marinhas e
estuarios com diferentes niveis de poluicdo no Estado do Rio de Janeiro e
encontraram baixas concentracdes de células por litro dessas leveduras em aguas
limpas, mas, em contrapartida, em aguas poluidas e com florescimento de algas o
ndmero alcancou milhdes de células por litro. Bhat e Kachwalla (1955) também em
amostras de agua do mar, porém na costa de Bombay, na india, conseguiram isolar
leveduras do género Cryptococcus. Paula et al. (1983) a partir de amostras
coletadas em praias poluidas e ndo poluidas da Baixada Santista também isolaram
leveduras do género Cryptococcus. Loureiro et al. (2005) isolaram leveduras em
amostras de areia e 4gua do mar coletadas em duas praias de Olinda, onde 4
géneros e 31 espécies foram identificadas, sendo o género Candida o mais
encontrado.

Em relagdo & sedimentos marinhos, Fell et al. (1960) isolaram da Baia de
Biscayne, na Fldorida e nas Bahamas Cryptococcus neoformans, entre outras
leveduras. Esse estudo relatou que as leveduras sé&o mais abundantes em lama do
que em sedimentos arenosos. E, a partir de estudos, Fell e van Uden (1963)
concluiram que a disponibilidade de oxigénio é um fator limitante para o crescimento
de leveduras dentro de sedimentos. E ainda, Hagler e Mendonga (1981) sugerem
que sedimentos de litorais poluidos ndo sdo favoraveis para leveduras estritamente
oxidativas como Cryptococcus e Rhodotorula, as quais sdo mais comuns em

ambientes menos poluidos.



2.1.2 Patogenicidade e Epidemiologia

C. neoformans é uma levedura de distribuicdo mundial e a exposicdo de
humanos a ele é presumivelmente um evento comum, visto que a prevaléncia de
infeccBes por esta levedura na populagé@o parece estar relacionada ao niumero de
individuos com o sistema imune comprometido e a exposicdo deles a ambientes
com esse microrganismo (CASADEVALL e PERFECT, 1998).

Em pessoas sadias essa infeccdo ndo € comum, por isso, a prevaléncia de
criptococose numa populacédo pode ser um indicador para a porcentagem total de
individuos com deficiéncia no sistema imune. Por outro lado, em pacientes
transplantados e/ou com AIDS, cujo sistema imune possui problemas severos, estdo
mais predispostos a adquirir a criptococose (DIAMOND e BENNETT, 1974;
DUPERVAL et al.,, 1977; KOVACS et al., 1985; ENG et al., 1986; CLARK et al.,
1990).

A infecgéo por Cryptococcus neoformans quase sempre ocorre em um estado
avancado da AIDS (CROWE et al.,, 1991). A meningoencefalite é a doenca mais
comum causada por essa levedura nesse grupo de pacientes. A criptococose em
pacientes com AIDS é geralmente incuravel e individuos que sobrevivem a doenca
inicialmente precisam de terapia de longa duragdo para prevenir a recorréncia da
mesma (ZUGER et al., 1986).

As diferencas na apresentacéo clinica e nas consequéncias de criptococose
causada por cepas var. neoformans e gatti foram relatadas por Fisher et al. (1993)
e Speed e Dunt (1995). Um estudo na Australia revelou maior mortalidade em
pessoas com infec¢des causadas pela var. neoformans. Por outro lado, infecgdes
causadas pela var. gatti ttm pouca mortalidade, mas frequentemente apresentam
complicagbes como sequelas neurolégicas que requerem cirurgias e terapia
prolongada (SPEED e DUNT, 1995).

Em relagé@o a ocorréncia da criptococose ao redor do mundo, a maior parte da
literatura relata casos em paises do hemisfério Norte, como os Estados Unidos. Mas
essa doenca é um problema em muitas regifes.

Na Africa, onde os isolamentos de Cryptococcus neoformans predominam,

relatos sugerem que a infecgdo por essa levedura foi muito maior do que nos



Estados Unidos (CLUMECK et al., 1984; KATLAMA et al., 1984; PIOT et al., 1984;
VAN DE PERRE et al., 1984; FRIEDMAN et al., 1994).

No Zaire, 6 de 7 isolados foram classificados como C. neoformans var.
neoformans dentre amostras ambientais e clinicas (SWINNE et al., 1986a; SWINNE
et al.,, 1986b). Em Burundi todos os isolados clinicos e ambientais foram
classificados da mesma forma (SWINNE et al., 1991).

Na Asia, estudos indicam a presenca de Cryptococcus neofomans var.
neoformans de amostras ambientais e clinicas, incluindo pacientes HIV positivos, em
paises como Tailandia (IMWIDTHAYA, 1994), india (ABRAHAN et al., 1997), Taiwan
(HSU et al., 1994) e China (ASHENG et al., 1993). Um caso de infec¢cdo causada
por C. neoformans var. gatti foi relatada em pacientes com AIDS na india
(ABRAHAN et al., 1997).

A incidéncia de criptococose na Australia talvez seja maior do que em outras
areas do mundo (EDWARDS et al., 1970). Dentro da Australia, a incidéncia na era
pré-AIDS era significantemente maior no Norte (4,7 por 100.000) do que no Sul do
pais (1,8 por 100.000). Nesse pais, a criptococose € causada por ambas as
variedades de Cryptococcus neoformans.

Na América Central, América do Sul e Caribe, estudos mostram a presenca
de Cryptococcus neoformans associado a criptococose no Brasil (var. neoformans e
gatti) (ROZENBAUM e GONCALVES, 1994; ROZENBAUM et al., 1992), Venezuela
(var. neoformans e gatti) (VILANUEVA, 1989), Porto Rico (var. neoformans) (RUIZ et
al., 1989) e Cuba (var. neoformans) (ANDREU et al., 1990).

No Brasil, foi verificada a presenga dessa levedura na cidade de Campo
Grande (MS) relacionada a habitat de aves em cativeiro. Entre outubro de 1994 e
fevereiro de 1998 foram registrados 23 casos de meningoencefalite criptococécica
no Hospital Universitario da UFMS, na cidade citada. Destes, 18 pacientes estavam
com AIDS e 5 néo tinham condigéo predisponente evidente. A absoluta maioria era
de area urbana (FILIU, 2002). Em Uberlandia, um estudo realizado no Hospital da
Universidade Federal entre margo de 1998 e novembro de 2003 relatou 96 pacientes
com diagnéstico de criptococose, sendo 81,3% portadores de AIDS. Em 89 casos a

var. era neoformans e em 7 era gatti (MOREIRA et al., 2006).



Montenegro e Paula (2000) comprovaram a ocorréncia do C. neoformans
variedade neoformans em fontes ambientais na Cidade de Sao Paulo, onde foram
coletadas amostras de fezes de pombos dos 38 sitios analisados. O resultado
mostrou que dez (26,3%) apresentaram positividade para o isolamento do fungo, e
ainda duas amostras do fungo foram obtidas de materiais vegetais de eucaliptos
provenientes do parque Ibirapuera e da Aclimacao.

Na Franca, a infec¢do por HIV é a predisposi¢cdo para 86% dos casos de
criptococose (DROMER et al., 1996). Entre os pacientes sem HIV, as condi¢des que
favoreciam essa infeccdo eram neoplasias, transplante de 6rgdos e terapia com
corticosteroide.

Nos Estados Unidos, a cidade de Nova lorque € um epicentro para a
epidemia da AIDS. E dois estudos realizados ha trés décadas documentaram que
sitios contaminados com fezes de pombos eram positivos para C. neoformans
(LITTMAN e SCHNEIERSON, 1959 e CURRIE et al., 1994). Um levantamento geral
nos hospitais de Nova lorque mostrou mais de 1200 casos de criptococose em 1991.
A infeccdo por Cryptococcus neoformans associada a individuos com HIV é
conhecida desde os anos 80 (CURRIE e CASADEVALL, 1994).

Excluindo C. neoformans e exceto pelos poucos casos clinicos de C. albidus,
C. curvatus e C. laurentti, outras espécies nao causam criptococose (CASADEVALL
e PERFECT, 1998).

Na ultima década, técnicas moleculares tém sido aplicadas para investigar a
epidemiologia da infeccdo (PERFECT et al., 1989; POLACHECK e LEBENS, 1989;
VARMA e KWON-CHUNG, 1989). Todas as analises moleculares realizadas em
isolados de C. neoformans mostraram uma significante variedade genética. Hunter e
Fraser (1990) interpretaram a diversidade genética de acordo com a teoria do
polimorfismo adaptativo, o qual sugere que a diversidade de espécies é proporcional

a diversidade de nichos ecoldgicos ocupados.

2.1.3 Método de Isolamento e Identificacdo
As caracteristicas gerais de espécies do género Cryptococcus incluem a
auséncia de hifa verdadeira ou pseudohifas, balitosporos, a inabilidade de fermentar

acucares, a capacidade de assimilar inositol e produzir Urease.



Em tubos contendo Agar Sabouraud Dextrose ou Agar Extrato de Malte
inclinados, a 25 °C, a levedura cresce facilmente, formando colbnias brilhantes,
viscosas, Umidas e com tonalidade creme. Apdés um més podem acumular-se no
fundo do tubo de ensaio, devido a sua textura mucéide. Algumas amostras, apés
sucessivos repiques perdem o aspecto mucoso tornando-se secas.

C. neoformans é parecido em algumas caracteristicas com as outras
espécies. Em sua identificagdo a presenca de capsula, crescimento a 37 °C,
produgcéo de colonias marrons em Agar Semente de Niger vao identificar essa
levedura (CASADEVALL e PERFECT, 1998).

O tamanho e espessura da capsula podem aumentar significantemente com a
maturacdo da coldnia que, consequentemente, ir4 apresentar-se com bastante muco
(CASADEVALL e PERFECT, 1998). Segundo Lacaz (2002) as células de culturas
que perdem a viscosidade mostram pequeno envoltério capsular. Além disso, esse
microrganismo também produz grande quantidade de Urease extracelular
(CASADEVALL e PERFECT, 1998).

Cryptococcus neoformans é um patdgeno para os mamiferos em grande parte
porque de todas as espécies € a Unica que cresce a 37 °C. Algumas leveduras da
espécie Cryptococcus albidus e C. laurentii podem crescer a essa temperatura, mas
ndo € comum para essas espécies. De fato, o crescimento de C. neoformans é
significantemente reduzido a temperaturas entre 39 e 40 °C. A var. gatti parece ser
mais sensivel a essas temperaturas do que a var. neoformans e morrem
rapidamente quando exposto a essas condigdes. C. neoformans possui outros
fatores que influenciam em seu crescimento, como por exemplo, o pH, condi¢cdes
anaerobias, concentragdo de CO; e concentracdo de ferro. Essa levedura cresce
bem em meio acido (pH 5-7) e ndo tolera condi¢Bes alcalinas de pH acima de 7,6 e
também néo cresce em condi¢des anaerdbicas. O crescimento de C. neoformans ira
ser detectado na maioria dos meios padrao contendo Agar para fungos e bactérias,
esse microrganismo ndo € uma levedura fastidiosa e col6nias podem ser geralmente
observadas em 48 ou 72 horas. Apesar de crescer a 24 °C, para amostras clinicas é
recomendado a incubagdo de 30 a 35 °C. O isolamento de Cryptococcus

neoformans de fontes ambientais oferece maior chance de sucesso se as amostras
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forem coletadas em locais protegidos da incidéncia solar (CASADEVALL e
PERFECT, 1998).

A radiagéo direta pode esterilizar amostras de solo contendo Cryptococcus
neoformans (DENTON e DI SALVO; ISHAQ et al., 1968), pois a umidade aumenta a

sobrevivéncia de C. neoformans nesse substrato (ISHAQ et al., 1968).

2.1.4 Fatores associados a viruléncia

As taxas de crescimento e 0s genes que as controlam s&o extremamente
importantes para compor a viruléncia de cepas de Cryptococcus neoformans.
Apenas 250 a 300 espécies de fungos ja foram descritas como a causa de doengas
humanas, dentre as 20.000 espécies (CASADEVALL e PERFECT, 1998)
conhecidas.

Apenas algumas espécies de Cryptococcus sdo capazes de crescer a 37 °C,
0 que possibilita a infeccdo em mamiferos. Mesmo C. neoformans é sensivel a
temperaturas ambientais acima de 39 °C e demonstra uma queda significante na
taxa de crescimento, com incomum padrdo de brotamento, crescimento de
pesudohifas e vacuolizagdo proeminente dentro da levedura. Essas mudancas
estruturais demonstram uma série de reacbes de stress na maquinaria de
replicacdo. Apesar desse conhecimento, essa levedura pode se adaptar ao
hospedeiro mamifero e causar doengas em animais como coelhos, que possuem
temperatura corporal de 39,5 °C e em humanos com febre acima de 39 °C em certas
condi¢des de imussupressao.(CASADEVALL e PERFECT, 1998)

A potencial importancia da Urease como fator de viruléncia poderia envolver a
habilidade de modificar o pH em determinado local do hospedeiro, como por
exemplo, quando as leveduras estdo em um fagolisossomo (RUANE et al., 1988;
BAVA et al., 1993).

Em relag@o a cépsula, ocorre liberagdo extracelular do maior polissacarideo
capsular, glucoronoxilomannan (GXM), durante a infeccao e induz efeitos deletérios
no hospedeiro, como interferéncia na fagocitose, inibicdo da migragéo de leucécitos
para tecidos infectados e na modulagdo da producéo de citocina (RODRIGUEZ et
al., 2008).
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O inositol € um metabdlito celular que participa na formacdo da membrana
lipidica e em mecanismos de transducgdo de sinais. Pode também atuar como um
dos maiores osmdlitos celulares durante situagbes de stress e tem papel no
desenvolvimento e crescimento celular. C. neoformans tem a capacidade de
catabolizar esse aguUcar e utiliza-lo como fonte de energia e carbono, mas também é
capaz de sintetizar esse composto (VINCENT e KLIG, 1995). Esses dois fatos
sugerem o potencial que ele tem de ser um importante fator na regulacdo e
crescimento balanceado dessa levedura e poderia ser particularmente importante no
sistema nervoso central dos hospedeiros rico em inositol (CASADEVALL e
PERFECT, 1998).

Chen et al. (1997) identificaram atividade da enzima fosfolipase em
Cryptococcus neoformans. A producdo dessa enzima parece ser extracelular.
Fosfolipase pode ser importante na infecgdo pulmonar inicial, quando altas
concentracdes de fosfolipideos estao presentes no substrato.

Outros testes tradicionais aplicados a caracterizagdo de leveduras sé&o
proteinase, lipase e DNAse, 0s quais estdo associados ao processo de infecgéao de
leveduras, entretanto, podem estar associados, também, ao processo de

sobrevivéncia das mesmas.

2.1.5 Origem Ambiental da Infecgéo

A evidéncia de que o ambiente é uma fonte de Cryptococcus neoformans é
muito forte, mas circunstancial. Alguns motivos para isso sdo: esse organismo €
comumente encontrado em areas urbanas, casos de transmissdo da infec¢do entre
humanos s&o muito raros, casos de transmissdo da infec¢cdo de animais para
humanos nunca foi documentado e Cryptococcus neoformans raramente é um
comensal humano (CASADEVALL e PERFECT, 1998). O Unico caso de transmisséo
de um humano para outro foi devido a um transplante com tecidos infectados (OOl
et al.,, 1971; BEYT e WALTMAN, 1978) e acidentes com instrumento infectado com
sangue (GLASER e GARDEN, 1985).

Segundo Casadevall e Perfect (1998), C. neoformans proveniente de fontes

ambientais e clinicas séo indistinguiveis do ponto de vista molecular. Essa
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observacdo suporta a idéia de que a criptococose € adquirida de reservatorios

ambientais.

2.1.6 Rota de infecg&do humana

Acredita-se que a infeccdo humana é resultado da inalacdo de células
dissecadas, formas da levedura pobremente encapsulada ou de basidiésporos. A
infeccdo inicial ocorre nos pulmdes, com disseminagdo extrapulmonar ocorrendo
primeiramente em pacientes imunocomprometidos que ndo conseguem conter a
infeccdo no primeiro sitio. Apesar da aceitacdo quase universal de que os pulmdes
sdo a primeira rota de infeccdo, ha poucas evidéncias diretas sobre isso
(CASADEVALL e PERFECT, 1998).

O consenso para a rota pulmonar surgiu nos anos 50 e 60 depois da
identificag@o de excreta de aves como um significante reservatério ambiental com a
potencial disseminacdo por aerossol, o reconhecimento da pneumonia criptocécica
como uma sindrome distinta e a descricdo de nédulos subpleurais e nddulos
linfaticos pulmonares primarios por Baker e colaboradores (HAUGEN e BAKER,
1954; SALYER et al., 1974; BAKER, 1976).

H& muitas evidéncias para se acreditar que a criptococose € resultado de
inalacdo de particulas infectantes. Em primeiro lugar essas particulas possuem um
tamanho compativel com a deposicdo alveolar e ja foram isoladas do ar acima de
sitios contaminados (POWELL et al., 1972; RUIZ e BULMER, 1981).

Em segundo lugar, lesdes pulmonares, muitas vezes na forma de granuloma
cicatrizado foram encontrados em pacientes com meningite causada por C.
neoformans (HAUGEN e BAKER, 1954; SALYER et al., 1974; BAKER, 1976).

Terceiro, a pneumonia criptococica € reconhecida clinicamente como uma
precursora da meningite criptococica (DRIVER et al.,, 1995). Quarto e ultimo,
infeccdo pulmonar primaria em ratos e camundongos pode resultar em
disseminacao extrapulmonar (HUFFNAGLE et al.,, 1991; GOLDMAN et al., 1994;
FELDMESSER e CASADEVALL, 1997). Contudo, esta faltando uma evidéncia

inequivoca de que o pulmao é o sitio inicial de infeccéo.
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2.1.7 Outras rotas de infeccgdao inicial

Existem outras possiveis rotas e sitios iniciais de infec¢&o. A possibilidade de
uma rota gastrointestinal é sugerida pelo fato de haver isolamento de C. neoformans
de alimentos, como frutas e leite. Infeccdo humana na nasofaringe foi relatada
(JONES, 1927). C. neoformans foi isolado de Ulceras de pacientes com AIDS
(FRIEDMAN et al., 1994). Macacos que receberam alimento infectado com C.
neoformans desenvolveram infeccdo disseminada (TAKOS, 1956). Similarmente,
esse tipo de infeccdo ocorreu devido & administragdo oral de células de leveduras
em camundongos e C. neoformans encapsulado pode aderir a células epiteliais do
sistema gastrico (SALKOWSKI et al., 1987). Ulcera retal foi sugerida como uma
porta de entrada em um paciente com infecgao disseminada (ALLEN e LOWBEER,
1945).

2.1.8 Diferencas sexuais e susceptibilidade & Cryptococcus neoformans
Inimeros estudos tém relatado a predominancia de pacientes masculinos
entre individuos com criptococose, tanto antes (GENDEL et al., 1950; LITTMAN,
1968; LEWIS e RABINOVICH, 1972) como depois da era da AIDS. Em um estudo
realizado em Goiania por Fernandes et al. (2000), de 50 pacientes com criptococose
associada a AIDS, 78% era do sexo masculino. Ndo ha explicagdo bioldgica
satisfatoria para este fato. E dificil atribuir essa diferenga nas taxas de criptococose
a exposicado ao patdgeno, ja que a rota exata de infecgcdo ndo é bem conhecida.
Uma explicacdo mais provavel seriam as diferencas entre o sistema imune de um
hospedeiro do sexo masculino e feminnino e suas respectivas respostas
imunoldgicas. Hormdnios sexuais humanos podem estimular o crescimento e a
maturacdo de outros fungos patogénicos, como Coccidioides immitis (DRUTZ et al.,
1981). Estrogeno pode inibir a transformagdo de micélio para levedura em
Paracocidioides brasiliensis, uma descoberta que pode ajudar a encontrar uma
explicacdo para a aparente resisténcia de mulheres a paracoccidioidomycosis
(RESTREPO et al., 1984). No caso de criptococose, pode ser que mulheres tenham
simplesmente uma base genética que oferece maior resisténcia. Em camundongos,
a susceptibilidade a criptococose esta sobre controle multigénico e é influenciado

pelo l6cus xid no cromossomo X (MARQUIS et al., 1985).
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2.1.9 Populagdes suscetiveis

Criptococose pode ocorrer em qualquer idade, no entanto, muitos estudos
relatam que a maioria dos casos ocorre entre as idades de 20 a 50 anos (LITTMAN,
1968; DEWYTT et al., 1982). Algumas populagdes podem ter um risco maior de
adquirir criptococose devido a suscetibilidade genética ou maior exposicdo a
particulas infectantes. Apesar de alguns estudos sugerirem que a aquisicdo da
doenca ocorre com mais freqiiéncia em algumas etnias, ndo ha estudos controlados
para indicar diferencas verdadeiras na suscetibilidade étnica (CASADEVALL e
PERFECT, 1998).

Essa infeccdo ndo € comum em criangas. E os riscos de criptococose séo
semelhantes aqueles dos adultos e incluem infeccdo por HIV, desordem
linfoproliferativa e terapia imunossupressiva (LEGGIADRO et al., 1992).

No Brasil, Corréa (1999) estudou no Paré o caso de 79 pacientes, dos quais
19 eram criangas infectadas com Cryprococcus neoformans, sendo que em nove a
infeccdo era ela var. gatti. A média da idade era 7,8 anos. No entanto, infec¢des por

Cryptococcus neoformans sao mais raras do que em adultos.

2.1.10 Criptococose humana

Os principais sitios de infec¢do incluem o cérebro, pulmdes, pele, olhos e
prostata. No entanto glandulas adrenais, 0ssos, coracao, figado, nédulos linfaticos,
articulagdes, musculos e rins também foram relatados como sendo sitio de infec¢ao
(CASADEVALL e PERFECT, 1998).

C. neoformans possui uma Unica e ainda inexplicavel predisposi¢do para
estabelecer a infec¢@o no sistema nervoso central. O quadro clinico dessa doenca
pode ser variavel. A maioria dos pacientes (70 a 90%) apresenta sintomas como dor
de cabeca, febre, letargia, nausea e vémito, alteragdo na personalidade, perda de
memoria, diminuicdo da sensibilidade e/ou coma (CASADEVALL e PERFECT,
1998).

No Brasil, no estudo de Fernandes et al. 2000 os pacientes estudados
apresentaram dor de cabeca, vomito e ocasionalmente febre. Ao contrario da

meningite bacteriana, esse sintomas ocorrem de 2 a 4 semanas, e apesar de poder
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ocorrer rigidez da nuca, isso ndo é regra na meningite causada por C. neoformans
(CASADEVALL e PERFECT, 1998).

Tendo em vista 0 exposto, este projeto visa a caracterizacdo fenotipica de
leveduras com énfase em C. neoformans isoladas de amostras de agua do mar e de

areia das regides do canal de Sao Sebastido, Baixada Santista e Ubatuba.

3. Objetivos

Caracterizacao morfoldgica e fenotipica de leveduras do género Cryptococcus
com énfase em Cryptococcus neoformans isoladas a partir de amostras de agua do
mar e de areia de trés ambientes costeiros de Sdo Paulo (Canal de Sdo Sebastido,
Baixada Santista e Ubatuba) sdo os objetivos desse estudo, o qual possibilitara

analisar o perigo da presenga de Cryptococcus neoformans nessas amostras.

4. Material e Métodos
4.1 Periodo de amostragem e pontos de coleta
As coletas de amostras de 4gua do mar e areia foram realizadas no Canal de

Sao Sebastido, Ubatuba e na Baixada Santista no litoral do estado de Sao Paulo.

Canal de Séao Sebastido: As amostras de agua foram coletadas mensalmente, no
periodo de agosto de 2005 a margo de 2007, em dois pontos: (i) Ponto 1 - em frente
a Praia do Segredo (Latitude 23° 49’ 50” S / Longitude 45° 25’ 20" W), (ii) Ponto 2 -
na regiao norte da Praia de Barequecgaba (Latitude 23° 49’ 56” S / Longitude 45° 25’
51" W) (Figura 1). As amostras de areia foram coletadas no mesmo periodo, em dois
pontos: (iii) Ponto 1 — Praia do Cabelo Gordo (Latitude 23° 49' 50" S / Longitude 45°
25' 20" W), (iv) Ponto 2 — Praia do Segredo (Latitude 23° 49' 56" S / Longitude 45°
25' 51" W).

Ubatuba: Foram selecionados dois pontos de coleta: (i) Ponto 1 — (Latitude 23° 30
02" S / Longitude 45° 07' 07" W) e (ii) Ponto 2 - (Latitude 23° 30' 41" S / Longitude
45° 06' 04" W) e as amostras foram coletadas nos meses de fevereiro a maio de

2006 e janeiro a margo de 2007 (Figura 1). As amostras de areia foram coletadas no
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mesmo periodo, em apenas um ponto: (iii) Ponto 1 — Praia Lamberto (Latitude 23°
30 00" S/ Longitude 45° 07’ 00" W).

Baixada Santista: As coletas de amostras foram realizadas nos meses de fevereiro
a maio de 2006 e janeiro a mar¢co de 2007 em trés pontos de coleta: (i) Ponto 1 -
entrada da cidade de S&o Vicente (Latitude 23° 59’ 13" S/ Longitude 46° 22’ 26" W),
(i) Ponto 2 - Boca da Barra, depois da llha das Palmas (Latitude 24° 02’ 25" S /
Longitude 46° 19’ 20” W) e (iii) Ponto 3 — proximo a Marina Asturias (Latitude 23° 59’
57" S/ Longitude 46° 18’ 39" W) (Figura 1) . As amostras de areia foram coletadas
no mesmo periodo, em apenas um ponto: (iii) Ponto 1 — Praia José Menino (Latitude
23°59'13” S/ Longitude 46° 22’ 26" W).

eqniedn

ik
v

oenseqas oes

Ubatuba

sojues

Figura 1 — Localizacdo dos pontos de coleta de amostras de agua do mar em Ubatuba, Canal de S&o Sebastido
e Baixada Santista
FONTE: Google Earth.

Agua do mar: Em cada ponto, foram coletados 5 litros de agua do mar, a dez

centimetros abaixo da superficie, em frascos previamente esterilizados.

Areia: aproximadamente 200 gramas de amostras de areia, seca e umida, foram

coletadas e, em seguida, foram armazenadas em sacos plésticos.
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As amostras foram transportadas sob refrigeracdo para o Laborat6rio de

Microbiologia Ambiental/ICB II/USP e analisadas no prazo maximo de 24 horas.

4.2 Isolamento de leveduras
O numero de leveduras isoladas em cada local, assim como em cada tipo de

amostra e os meios utilizados para o isolamento estdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1 - Namero de isolados de amostras de agua e areia nos trés ecossistemas

estudados, de acordo com os meios de cultura utilizados para o isolamento.

Local Tipo de Amostra SDA CHROMOagar Total
Canal de S#o Agua 38 33 71
Sebasti&o Areia o5 16 41

Agua 42 25 67
Baixada Santista

Areia 5 3 8

Agua 7 4 11
Ubatuba

Areia 1 0 1
Total 118 81 199

Legenda: SDA = Agar Sabouraud Dextrose

4.3 ldentificagdo de Cryptococcus spp.

Para inicio dos testes de verificagdo da presenca de Cryptococcus
neoformans foi feito, primeiramente, uma suspenséo dos isolados em solugéo salina
0,8% e, pela técnica de esgotamento de alca, o reisolamento em Placa de Petri
contendo o meio Agar Sabouraud Dextrose (Difco) (Anexo la), para assegurar a
pureza das colbnias.

As leveduras isoladas foram analisadas quanto as suas caracteristicas
macroscopicas, microscopicas e fisiolégicas, de acordo com os métodos
preconizados por Lodder (1970), Kreger Van Rij (1984) e Kurtzman e Fell (1998).
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4.3.1 Microcultivo
Esse teste tem como finalidade observar caracteristicas microscopicas dos

isolados. O procedimento foi realizado do seguinte modo:

- Preparac&o do meio Agar Fuba acrescido de Tween 80 (Anexo 1b).

- Dentro de uma placa de Petri, laminas no sentido vertical foram colocadas
sobre outras no sentido horizontal, a fim de deixar um espaco para que possa
ser colocada uma quantidade de &gua para manter a umidade dentro da

placa.

- Uma pequena quantidade do meio Agar Fuba acrescido de Tween 80
fundido foi colocada com ajuda de uma pipeta, em cada uma das laminas que

ficaram por cima.

- Apos a solidificagéo deste meio, 3 estrias contendo o indculo dos isolados

foram semeados utilizando uma alga em ponta de agulha estéril.

- As laminulas foram colocadas sobre o meio deixando as extremidades das
estrias descobertas para que haja maior oxigenacdo dessa regido e,

consequentemente, maior crescimento da levedura cultivada.

- Agua destilada estéril foi colocada dentro da Placa de Petri para manter a

umidade necessaria para o crescimento dos isolados.

- As placas de microcultivo foram incubadas a 26 °C por 48 horas e, apos
esse periodo, as mesmas foram analisadas quanto as caracteristicas
morfoldgicas (forma e tamanho das células, presenca de pseudomicélio,

micélio verdadeiro e blastosporos).
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4.3.2 Teste com Nankin ou Tinta da China

O teste tem como finalidade identificar a levedura Cryptococcus pela
presenca de capsula, uma estrutura bem nitida em prepara¢cdes com tinta da China
ou Nanquin para indicagdo desse microrganismo.

A técnica foi realizada do seguinte modo: uma al¢cada contendo a amostra,
uma gota de tinta Nankin e duas gotas de agua foram colocadas em uma lamina. A
partir disso, foi colocada uma laminula e a 1amina foi passada na chama do Bico de
Bunsen para fixacdo. A presenca ou auséncia de capsula foram observadas no
microscopio. Como controle positivo foi utilizada a cepa padrdo de Cryptococcus
neoformans ATCC 90112.

4.3.3 Teste de Urease

O objetivo desse teste é a verificagdo da producdo da enzima Urease
responséavel pela degradacdo da uréia. A partir desse processo ha producédo de
amonia que alcaliniza o meio, o que causa a viragem do indicador.

As leveduras submetidas ao teste de Tinta Nankin foram também semeadas
na superficie do meio inclinado Urease (Anexo 1d) e incubadas a 37 °C por 7 dias. A
mudanca de coloracdo, devido a hidrélise da uréia, foi verificada apds 24 horas.
Para controle positivo foi utilizada a cepa padrdo de Cryptococcus neoformans
ATCC 90112.

4.3.4 Auxanograma (Assimilagcéo de Carboidratos e Nitrogénio)
4.3.4.1 Assimilacao de Carboidratos

E baseado na capacidade que as leveduras possuem de utilizar determinado
carboidrato como Unica fonte de carbono para sua viabilidade celular. Para isso, um
meio basal destituido de qualquer fonte de carbono (sem o qual a célula fungica n&o
pode crescer), foi utilizado e a levedura que se deseja identificar foi semeada. Apos
a semeadura foi adicionado ao cultivo alguns carboidratos e foi observada a
capacidade de utilizacdo deste como fonte de carbono. Quando o carboidrato é
assimilado pela levedura observa-se o crescimento desta ao redor da fonte de
carbono.

A técnica foi preparada de acordo com 0s seguintes passos:
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- preparacao do meio contendo Nitrogénio (Anexo)

- Para cada isolado foi preparado 1 mL de suspenséo de leveduras com turbidez
equivalente a 9 x 10® células/mL. O in6culo foi semeado utilizando a técnica de Pour
Plate e, apds a solidificacdo, 9 tipos de agUcares em po (Mio-Inositol, Lactose,
Maltose, sacarose, Melibiose, rafinose, Rhaminose, L-arabinose, Melizitose - Merck)
foram adicionados em posi¢cdes previamente demarcadas na base das placas de
Petri.

- As placas foram incubadas a 37 °C por 24 a 48 horas e, apo0s este periodo as
leituras para a observacao de regides opacas ao redor dos acucares adicionados

foram feitas.

4.3.4.2 Assimilacao de nitrogénio

A assimilacdo do referido nutriente demonstra a capacidade que algumas
leveduras apresentam de assimilar nitrato de potéssio (nitrogénio inorganico), como
Unica fonte de nitrogénio utilizado em seus processos fisiolégicos.

A técnica foi preparada de acordo com 0s seguintes passos:
- Preparacéo do meio contendo Carbono (Anexo)

- Para cada isolado foi preparado 1 mL de suspensédo de leveduras com turbidez
equivalente a 9 x 10°® células/mL. O inoculo foi semeado utilizando a técnica de Pour
Plate e, ap6s a solidificacdo, pequenas quantidades de compostos nitrogenados em
pé (nitrato de potdssio e peptona - Merck) foram adicionadas em posicdes
previamente demarcadas na base das placas de Petri. A peptona foi aqui
empregada como controle da viabilidade do inéculo, visto que todas as leveduras a

utilizam como fonte nitrogenada.
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- As placas foram incubadas a 37 °C por 24 a 48 horas e, ap0s esse periodo, as
leituras para a observacéo de regides opacas ao redor dos compostos nitrogenados

adicionados, indicando assimilacéo dos mesmos, foram feitos.

4.3.5 Zimograma (Fermentacéo de agUcares)

E baseado na capacidade que as leveduras tém de fermentar acglcares
presentes no meio basal (Anexo) contendo extrato de levedura e peptona. Os 6
acucares utilizados (Glicose, Lactose, Maltose, Rafinose, Sacarose e Trealose -
Merck) foram adicionados numa concentragédo de 2%.

Seis meios diferentes foram preparados, onde em cada um havia um tipo de
acucar e um volume de 4 mL de cada meio foi distribuido em tubos de ensaio
contendo Tubos de Durham. Nesses tubos, foram distribuidos, com o auxilio de uma
pipeta, 1 mL de suspensodes de leveduras, as quais estavam a uma concentracéo de
15 x 108 células/mL, de acordo com a escala de MacFarland. Para cada isolado a
ser identificado foram feitas 6 suspensdes de leveduras, uma para cada tipo de
acucar e foram incubadas a 37 °C. Leituras diarias foram realizadas por um periodo

de 15 dias para visualizar a presenca de bolhas indicativas de fermentagéo.

4.3.6. Fenoloxidase

Para este teste os isolados que assimilarem o acgucar Inositol no teste de
Auxanograma foram repicados em meio Agar Sabouraud Dextrose (Difco) e com 48
horas de crescimento foram semeados em meio Dopamina (Anexo) através da
técnica de esgotamento de alca e incubados a 37 °C. As leituras foram realizadas

durante 7 dias. Cepa padrao de Cryptococcus neoformans ATCC 90112 foi utilizada.

4.3.7 Caracterizagéo de fatores associados a viruléncia

4.3.7.1 DNAse

Os isolados foram semeados em placas de petri contendo DNAse-Test-Agar
modificado (Anexo) e incubadas por 15 dias a 37 °C. A leitura foi feita mediante
visualizacdo de halo de precipitagdo formado pela adicdo de HCI (Merck) 5N
(LOPEZ-MARTINEZ et al., 1994).
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4.3.7.2 Lipase

Os isolados foram semeados em meio para deteccdo de Lipase (Anexo). As
placas feitas em duplicidade foram mantidas em estufa a 37 °C durante 15 dias. O
teste foi considerado positivo apds visualizacdo de um halo de precipitagdo ao redor
da col6nia (MUHSIN et al., 1997).

4.3.7.3 Proteinase

Os isolados de leveduras foram repicados com alga de platina no centro da
placa de petri contendo o meio agar-proteinase (Anexo), bem como o controle
positivo (cepa padrdo de Candida albicans, ICB-12A). As placas feitas em
duplicidade foram, entdo, incubadas & 37 °C, seguindo com leituras de quatro a
quinze dias. A presenca da enzima foi observada pela formacdo de um halo
translicido de degradacgdo da proteina ao redor da colonia da levedura (RUCHEL et
al., 1982).

4.3.7.4 Fosfolipase

Os isolados de leveduras foram repicados com alca de platina no centro da
placa de petri contendo o meio de agar-fosfolipase (Anexo), bem como, também a
cepa padrdo de Candida albicans, (ICB-12A) empregada como controle positivo. As
placas feitas em duplicidade foram, entdo, incubadas a 37 °C e as leituras feitas no
periodo de quatro a quinze dias. A presenca da enzima foi observada pela formacéo
de uma zona opaca de precipitagédo ao redor da colonia da levedura e a atividade foi
medida da mesma forma que para a proteinase (PRICE et al., 1982).

Os resultados dos testes de Lipase, Proteinase e Fosfolipase foram dados de
acordo com o valor de Pz (dc/dcd), que é a relagdo entre o valor do didametro da
colénia pelo valor do didmetro do halo formado. Se Pz é igual a 1, o resultado é
negativo, se Pz esta entre 0,64 e 1 & positivo e se Pz for menor que 0,64 é

fortemente positivo.
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5. Resultados
5.1 Isolamento de leveduras

Foram selecionadas 199 colbnias que apresentaram caracteristicas como
coloragéo creme e textura mucosa. Em seguida foram semeadas em placas de Petri
contendo o meio Agar Sabouraud Dextrose para verificagdo da pureza e depois
colénias isoladas foram semeadas em tubo inclinado contando o mesmo meio de

cultura para a realizac&o dos testes futuros.

5.2 Microcultivo

De um total de 199 leveduras isoladas tanto de agua do mar (n = 149) como
de areia (n = 50), 175 foram selecionadas como sugestivas para Cryptococcus spp.
no teste de Microcultivo, por apresentarem caracteristicas microscépicas como

auséncia de hifas e blastoconideos.

5.2.1 Teste de Urease

Dos 175 isolados selecionados, 24 foram identificados como Cryptococcus
spp. pelo teste de urease (Tabela 2).

O teste de Urease (Figura 2) foi decisivo para a selecdo dos isolados a serem
submetidos ao teste de Auxanograma, ja que a capsula pode variar de tamanho e
dificultar sua visualizac&o, o que poderia levar a um falso resultado negativo.

Figura 2: Teste de Urease (a)
Cryptococcus  neoformans  ATCC
90112, (b) Candida albicans ICB 12A
e (c) Isolado Urease Positivo
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Tabela 2: Isolados presuntivos de Cryptococcus spp. identificados pelo teste de

Urease, de acordo com o local de coleta e tipo de amostra.

Local Amostra N° de Isolados

Agua 10
Canal de Sao Sebastiao

Areia 7

_ _ Agua 4

Baixada Santista

Areia 2

Agua 0
Ubatuba

Areia 1
Total 24

5.2.2 Tinta Nankin

Foram realizados testes com Tinta Nankin com os 175 isolados para a
visualizacdo da cépsula. Essa estrutura foi observada em apenas 8 isolados (33,3%)
(Figura 3).

Figura 3: Visualizacdo da capsula de
ATCC de Cryptococcus neoformans
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5.2.3 Auxanograma

A partir do teste de Assimilacdo de Carboidratos e Nitrogénio (Auxanograma)
foram selecionados 10 (41,7%) isolados que apresentaram formacdo de halo
caracterizando a assimilacdo do acUcar Inositol, indicativo de Cryptococcus
neoformans (Figura 4). Outros acucares foram também testados e houve 8 (33,3%)
isolados que assimilaram a lactose, 16 (66,7%) isolados que assimilaram maltose,
19 (45,6%) que assimilaram sacarose, 11 (45,8%) que assimilaram melibiose, 15
(62,5%) que assimilaram rafinose, 6 (25%) que assimilaram rhaminose, 20 (83,3%)
que assimilaram L.arabinose e 17 (70,8%) que assimilaram melizitose. Nenhum
isolado foi positivo para a assimilacdo do KNO3; como fonte de nitrogénio. Dos 24
isolados, 22 (91,7%) apresentaram halo indicativo de assimilacdo da Peptona
(Figura 5). Os dois isolados que ndo assimilaram esse composto foram submetidos

pela segunda vez ao teste, porém continuaram a dar resultado negativo.

Halo Halo

Figura 4: Teste de assimilacao de carbono

Figura 5: Teste de assimilacao de nitrogénio
(peptona)

5.2.4 Zimograma (Fermentacédo de Acucares)

Os 10 isolados foram submetidos ao teste de Fermentacdo de acgucares
(glicose, lactose, maltose, rafinose, sacarose e trealose) e somente quatro isolados
nao fermentaram nenhum dos acucares testados (auséncia de bolhas indicativas da
fermentacédo, caracteristico de Cryptococcus spp.) (Figura 6).
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Figura 6: fermentacédo positiva de
acucares (presenca de bolhas)

5.2.5 Fenoloxidase

Os quatro isolados foram semeados no meio contendo dopamina para
visualizagdo da coloracdo das colbénias e para que a espécie Cryptococcus
neoformans fosse identificada. Porém, nenhum dos isolados apresentaram
coloragdo marrom a negra, apresentando resultado negativo. Portanto, néo

pertencem a espécie citada, de acordo com os testes efetuados.

5.2.6 Caracterizacado de fatores associados a viruléncia
Os testes de DNAse, Lipase, Proteinase e Fosofolipase foram realizados com

9 isolados. A seguir estédo os resultados:

DNAse: a leitura do teste se fez através da observacdo da presenca ou
auséncia de halo ao redor da colbnia semeada. Nesse teste ndo houve formacéo de

halo em 3 isolados.

Lipase: os testes foram feitos em duplicata e dos 9 isolados testados, 4
(44,4%) apresentaram resultado “fortemente positivo” nas duas duplicatas; 1 (11,1%)
apresentou resultado “positivo” nas duas duplicatas e 4 (44,4%) apresentaram
resultado “positivo” em uma das duplicatas e “fortemente positivo” na outra.

Proteinase: dos 9 isolados testados em duplicata, 2 (22,2%) nao
apresentaram formacédo de halo e 7 (77,8%) apresentaram resultado “fortemente

positivo” para as duas duplicatas.
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Fosfolipase: Neste teste, dos 9 isolados, 4 (44,4%) deram resultado “positivo”
para as duas duplicatas, 1 (11,1%) isolado teve uma das duplicatas como “positivo”
e a outra como “fortemente positivo” e 3 (33,3%) isolados n&do apresentaram

formagao de halo ao redor da col6nia para cada duplicata.

6. Discusséao
6.1 Reisolamento dos isolados de leveduras

A técnica do esgotamento de alga a partir da suspensédo salina 0,8% foi
eficiente, pois permitiu maior separagédo das coldnias e, em alguns casos, col6nias
diferentes cresceram e aquelas mais sugestivas para Cryptococcus spp. foram
selecionadas por apresentarem aspecto mais mucoso e coloragdo creme e

estocados em Agar Sabouraud Dextrose inclinado para posterior identificagao.

6.1.2 Identificagdo de Cryptococcus spp.

As caracteristicas gerais de espécies do género Cryptococcus incluem a
auséncia de hifa verdadeira ou pseudohifas, balitosporos, a inabilidade de fermentar
acucares, a capacidade de assimilar inositol e produzir Urease. Os nossos isolados
apresentaram essas caracteristicas quando foram identificados. A seguir

explicaremos cada teste realizado.

6.1.2.1 Microcultivo

O uso desta técnica teve como objetivo a observacdo de estruturas
microscopicas caracteristicas de leveduras do género Cryptococcus, como auséncia
de hifas e pseudohifas, presenca de blastoconideos e células arredondadas. E
importante que as estrias feitas no Agar Fuba ndo sejam feitas com quantidades
grandes do material a ser analisado, ja que isso associado a um grande crescimento
da levedura pode prejudicar na observagdo ao microscopio Optico, pois, nessas
condi¢gbes, as estruturas ficam muito proximas e em camadas espessas, 0 que
dificulta a diferenciagdo das mesmas. Todos o0s isolados que apresentaram essas

caracteristicas foram selecionados para os testes posteriores.
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6.1.2.2 Observacédo da capsula (Teste com Tinta Nankin) e Teste de Urease

A observacgéo da capsula polissacaridica de Cryptococcus spp. € melhor se
esse teste for realizado com Nankin diluido em &gua, pois com o Nankin puro a
lAmina fica muito escura e ndo d& o contraste com aquela estrutura. As mesmas
amostras que passaram pelo teste de observacdo da capsula, também foram
submetidas ao teste de Urease. Este Ultimo complementa o primeiro, pois alguns
isolados ndo apresentaram a capsula, mas causaram a viragem do indicador no
teste de Urease, indicando producdo dessa enzima. Isso pode ser explicado pelo
fato de que o tamanho da capsula pode variar.

A estrutura da capsula é tdo dindmica que pode mudar de composi¢éo dentro
de uma unica cepa durante a infeccdo (CHERNIAK et al., 1995). Em algumas
amostras, o tamanho da cépsula poderia estar tdo pequeno que impossibilitou a
observacdo da mesma. A producao dessa estrutura é regulada pela exposicdo a
fatores como alta concentracdo de CO, e baixa concentragdo de ferro
(VARTIVARIAN et al., 1993) no meio ou no hospedeiro.

Kobaiashy et al. (2005) e Jain et al. (2005) também utilizaram essa técnica
para identificacdo de Cryptococcus neoformans. Garcia-Rivera et al. (2004),
utilizaram esta técnica juntamente com imunofluorescéncia e uma cepa de
Cryptococcus neoformans com uma mutagdo no gene relacionado a sintese da
capsula foi negativo no teste com tinta Nankin, mas positivo para a presenca dessa
estrutura no teste realizado com imunofluorescéncia.

Jé a verificagdo da producéo de Urease foi utilizada por Cox et al. (1999), Filid
et al. (2002), Kobaiashy et al. (2005) e Baroni et al. (2006), e foi observado que n&o
h& diferencas significativas entre a quantidade de urease produzida em isolados
ambientais e clinicos (CANTEROS et al., 1996) e é conhecido apenas um isolado
ambiental urease-negativa (LI e WU, 1992).

Aqueles isolados que apresentaram producdo de Urease foram selecionados
para a realizagdo de outros testes, mesmo que ndo tivesse sido observada a

capsula.
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6.1.2.3 Auxanograma (Assimilagéo de Carboidratos e Nitrogénio)

Esse teste foi realizado utilizando véarios agUcares, porém o mais importante
deles € o Inositol. Este € um metabdlito celular que participa na formacdo da
membrana lipidica e em mecanismos de transducdo de sinais. Pode também atuar
como um dos maiores osmdlitos celular durante situacdes de stress e tem papel no
desenvolvimento e crescimento celular.

Cryptococcus neoformans tem a capacidade de catabolizar esse agucar e
utilizé-lo como fonte de energia e carbono, mas também é capaz de sintetizar esse
composto (VINCENT e KLIG, 1995). Esses dois fatos sugerem o potencial que ele
tem de ser um importante fator na regulagcdo e crescimento balanceado dessa
levedura e poderia ser particularmente importante no sistema nervoso central dos
hospedeiros rico em inositol. Esse teste é também relatado por Filit et al. (2002) e
Kobaiashy et al. (2005), porém neste ultimo néo foi realizado o teste de assimilagédo
de nitrato. A observacéo do halo indicativo de assimilacdo dos agucares € melhor se
estes forem colocados em quantidade média. Em relagédo as fontes de nitrogénio,
Cryptococcus neoformans ndo assimila nitrato (CASADEVALL e PERFECT, 1998) e

a peptona serve como controle positivo.

6.1.2.4 Zimograma (Fermentacdo de Agucares)

O uso de 1 mL da suspenséo salina na turbidez de 15 x 10® células/mL de
acordo com a escala de MacFarland permitiu a observacédo correta dos resultados,
porém ao longo dos 15 dias de incubacéo o crescimento das leveduras compromete
a visualizagao das bolhas nos tubos de Dhuram, pois 0 meio se torna muito turvo.
Por isso, é importante fazer leituras diarias para que as observacdes possam ser
feitas ainda com o meio mais transparente.

A auséncia de bolhas de fermentag&o € uma das caracteristicas de leveduras
do género Cryptococcus. Huppert et al. (1975) em um estudo comparativo relataram
a ausénica de fermentagdo por véarias espécies de leveduras, incluindo
Cryptococcus neoformans. Campos et al. (2009) utlizaram esta técnica para
identificar microrganismos do género Cryptococcus neoformans de amostras de

cées e gatos.
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6.1.2.5 Producgéo de Fenoloxidase

Dentre as espécies de Cryptococcus, Cryptococcus neoformans € o Unico a
possuir a enzima lacase que permite a mobilizagdo de precursores de catecol a
melanina, como o dopa, dopamina, noraepinefrina e epinefrina (POLACHECK,
1991).

A estrutura da melanina e sua fungdo permanecem pouco compreendidas.
Uma série de estudos celulares suportam a hipétese de que a melanina possa ter
seu papel na protecdo da levedura contra danos causados por reagdes de oxidagéo
causadas pelo hospedeiro (WANG e CASADEVALL, 1994a; WANG et al., 1995).
Células melanizadas também protegem a levedura da acdo de macrofagos. Outra
possivel funcdo da melanina seria a acdo como suporte estrutural para a célula
(WANG et al., 1996).

E provavel que no meio ambiente, Cryptococcus neoformas use a melanina
para proteger-se da radiacdo UV (WANG e CASADEVALL, 1994b), temperaturas
extremas (ROSAS e CASADEVALL, 1997) e/ou para manter a integridade da parede
celular contra a pressdo osmética no ambiente.

Kobaiashy et al. (2005), Baroni et al. (2006) (amostras de excretas de aves,
arvores e fontes ambientais urbanas) e Rodriguez et al. (2007) (isolados clinicos)
realizaram esse teste para identificacdo de Cryptococcus neoformans. Baroni et al.
(2006) nao fez pela técnica do esgotamento de alga diretamente dos isolados, e sim
por semeadura de uma suspenséo salina em ponto Unico.

Pela auséncia da producgdo da fenoloxidase, concluimos que nenhum dos

nossos isolados foi identificado como Cryptococcus neoformans.

6.1.2.6 Caracterizacdo de fatores associados a viruléncia

Quanto aos fatores associados a viruléncia, durante o estagio, foi realizado
um treinamento nos testes de proteinase, DNAase, lipase e fosfolipase e foi
observado que as leveduras em forma geral podem ou ndo expressar as enzimas

testadas de acordo as condigdes oferecidas.
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6.1.8 Consideragdes finais

O fato de Cryptococcus neoformans jé ter sido isolado de penas, patas e
bicos de aves por Pal (1985), juntamente com o fato de essa levedura ter sido
isolada na cidade de Santos a partir de amostras de ar atmosférico e excretas de
pombos coletadas em torres de igrejas, constru¢des antigas préximo as praias e no
centro da cidade por Soares et al. (2005), indicam um possivel risco da presenca
desse microrganismo nas praias, onde as aves v&o a procura de alimento. E
possivel que isso também ocorra nas outras cidades estudadas e por isso, mais
estudos com uma amostragem maior da que foi utilizada aqui sé&o necessarios para
verificar se esses microrganismos realmente apresentam risco nessas areas.

Patogenos ambientais que atingem milhdes de pessoas todos 0s anos
certamente podem nos prejudicar, especialmente se permanecermos sem
conhecimento sobre seu numero e padrbes de infeccdo. Pesquisas sobre a
incidéncia e epidemiologia de doencas cujos agentes etioldgicos sdo de origem
ambiental s@o necessérias para entender 0s organismos e mecanismos que
perpetuam doencas e para avaliar melhor o alcance da ameaca representada por
patégenos ambientais. Esses dados podem ser utilizados para a realizacdo de um
estudo de analise de riscos para desenvolver respostas apropriadas no combate do
patégeno no ambiente (Cangelosi et al., 2004).

Em estudos com patégenos ambientais as diferencas intraespecificas podem
acarretar consequéncias criticas na viruléncia, transmissao, persisténcia ambiental e
padrbes de distribuicdo ambiental. Pesquisas com esses microrganismos precisam
considerar essa diversidade intraespecifica, objetivando entender a ecologia dessas

doencas para desenvolver estratégias para o seu controle (Cangelosi et al., 2004).
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7. Conclusdes
1- Dos 175 isolados que foram selecionados a partir da técnica de microcultivo, 4
(2,3%) foram identificados como pertencente as género Cryptococcus, mas ndo da

espécie neoformans.

2- Destes cinco, 2 foram provenientes da Baixada Santista e 2 do Canal de Séo

Sebastiao .

3- Dos 63 isolados de leveduras de amostras de agua de mar na Baixada Santista
somente 1 (1,6%) foi identificado como Cryptococcus spp. e dos 9 provenientes de

amostras de areia 1 (11,1%) foi identificado como Cryptococcus spp.
4- Dos 46 isolados de leveduras de amostras de 4gua do mar no Canal de S&o
Sebastido somente 1 (2,2%) foi identificado como Cryptococcus spp. e dos 46

provenientes de amostras de areia 1 (2,2%) foi identificado como Cryptococcus spp.

5- Nao foram encontradas leveduras do género Cryptococcus em amostras de agua

e de areia coletadas em Ubatuba.
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ANEXO - Meios de Cultura
Meio Agar Sabouraud Dextrose - SDA

Agar SDA (Difco) — 65g

Agua Destilada — 1000 mL

Autoclavar a 121 °C por 15 minutos
Acrescentar 0,1g de Cloranfenicol (Inlab)

Agar Fuba acrescido de Tween 80
Agar fub4 + Tween 80

Tween 80 (Inlab) — 10 g

Fubé (Yoki) — 40 g

Agar (Difco) — 20 g

Agua destilada — 1000 mL

Em um bal@o colocar 500 mL de &gua destilada acrescida do fuba. Aquecer até
engrossar. Filtrar (com gaze) até obter o minimo de residuo. Completar o volume
com 500 mL de &gua destilada.

Em outro baldo, fundir o Agar com 500 mL de &gua juntar o fub4 filtrado e o Agar
fundido, homogeneizar e colocar o tween 80.

Meio Uréia de Christensen
Solugéo Basal:

Peptona (Difco) — 1g

Glicose (Difco) — 1g

Cloreto de Sodio (Merck) — 59

Fosfato Potassio Monobésico (Merck) — 2g
Vermelho de Fenol (Merck) — 0,012g

Agar Bacto (Difco) — 20g

Agua Destilada — 1000 mL

Filtrado:

Uréia (Carlo Erba) — 2g
Agua Destilada — 10 mL

Esterilizar em membrana de 0,22 pym de poro, 4,7 mm de diametro (Millipore) e
distribuir 0,5 mL em cada tubo. A filtragem foi feita usando-se bomba de vacuo.

Dissolver a peptona, o cloreto de sédio, o fosfato monobésico e o vermelho de fenol
em 1000 mL de agua destilada e ajustar o pH para 6,8.
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Posteriormente adicionar o Agar e aquecer até dissolver completamente.

Com o Agar j& dissolvido acrescentar a glicose.

Distribuir 4,5 mL em cada tubo e autoclavar a 115 °C por 15 minutos.

Colocar os tubos em banho Maria a 65 °C e distribuir a Uréia filtrada (0,5 mL em
cada tubo). Tomar cuidado para ndo colocar a uréia no meio basal muito quente,
pois pode desnaturar.

Meio contendo Nitrogénio

Sulfato de Amonio (NH4).SO,4 — 5,0g

Fosfato de Potassio Monobasico KH,PO, — 1,09
Sulfato de Magnésio MgSO, . 7H,0O — 0,59

Agar Bacto — 20g

Agua Destilada — 1000 mL

Autoclavar por 15 minutos a 121°C

Meio contendo Carbono

Dextrose — 20g

Fosfato de Potassio Monobasico KH,PO,4 — 1,09
Sulfato de Magnésio MgSO, . 7H,0O — 0,59

Agar — 20g

Agua Destilada — 1000 mL

Autoclavar por 15 minutos a 121 °C

Meio Basal para Zimograma

Extrato de Levedura (Difco) — 0,259

Peptona (Difco) — 0,259

Agua Destilada — 100 mL

Acucares (Merck) a 2% (Glicose, Lactose, Maltose, Rafinose, Sacarose e Trealose)

Meio contendo Dopamina
Solugéo Basal:

Fosfato Potassio Monobésico (Merck) 0,49
Sulfato de Magnésio (Merck) — 0,25g
Tiamina (Sigma) — 1mg

Glicose (Difco)- 0,59

Agar Bacto (Difco) — 2,59

Agua Destilada — 80 mL

Acertar o pH para 5,5 com K;HPO,4 1M
Autoclavar a 121°C por 15 minutos
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Filtrado:

Dopa — 0,0049g

Asparagina (Sigma)- 0,1g

L. Glutamina (Sigma) — 0,1g

Glicina (Sigma) — 0,19

Agua Destilada — 20 mL

Misturar & solucéo base resfriada (+ou- 55 °C)

Lipase
Meio para deteccédo da atividade lipolitica
Solugéo A:

Peptona (Difco) 10g
NaCl (Merck) 5g
CacCl, (Merck) 0,1g

Solugéo B:

Tween 20 (Research Fine Chemical-Becto)

A solugéo A deve ser ajustada para o pH de 5,5. As solugdes A e B devem ser
autoclavadas p6 15 minutos a 120 °C, misturadas e distribuidas assepticamente em
placas de Petri.

DNAses

DNAse Test Agar (Difco) 429

Quemicetina (Inlab) 0,19

Cicloheximida (Sigma) 0,5g

Agua destilada 1000 mL

O meio deve ser autoclavado por 15 minutos a 120 °C e distribuido assepticamente
em placas de Petri.

Proteinase

Meio Agar-proteinase

Meio A (meio basico)

Agar (Difco) 18,09

Agua destilada 900 mL

O meio foi esterilizado por autoclavagéo a 121 °C por 15 minutos.

Meio B (meio albumina para pesquisa de proteinase):

Yeast carbon base (Difco) 11,79
Albumina bovina fracéo V (Sigma) 2,09
Protovit (Roche) 2,59
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Agua destilada 100 mL

O meio B foi esterilizado por filtragao (filtro 0,22um — Millipore) e, apés resfriado a
55/56 °C, misturado com o meio A e distribuido em placas de Petri estéreis, em
volume de 20 mL.

Fosfolipase
Meio de emulsdo de ovo:

Gema de ovo 80g
Solucéao fisiologica (ADV) 80 mL

Os ovos foram colocados em éalcool iodado 70% durante uma hora. Em seguida as
gemas foram separadas e colocadas em recipiente previamente esterilizado. Foi
adicionado volume de solucgéo fisioldgica estéril correspondente ao peso das gemas,
sendo a solugéo agitada vigorasamente.

Meio Agar-fosfolipase:

Peptona (Difco) 10g

Glicose (Difco) 20g

Cloreto de sodio (Reagen) 57,39
Cloreto de célcio (Reagen) 0,55¢g
Agar (Difco) 20g

Agua destilada 1000 mL

O meio foi esterilizado por autoclavagéo (121 °C/por 15minutos), resfriado a 55

°C/56 °C e a emulséo de ovo foi adicionada ao mesmo. Em seguida a mistura foi
distribuida em placas de Petri estéreis com volume de 20 mL.
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