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RESUMO

A incidéncia de micoses tem aumentado drasticamente, representando a
maioria de infeccdes oportunistas. As leveduras vém se destacando pelo modo
ao qual infectam o hospedeiro, por suas defesas contra o sistema imune dos
hospedeiros e por serem amplamente distribuidas no ambiente. A criptococose
€ a terceira mais frequente infeccdo em individuos HIV-positivos e atualmente o
numero de casos em pessoas ditas “aparentemente imunocompetentes” vem
aumentando drasticamente. Os agentes etioldégicos sdo ambas as leveduras
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. A infecgdo humana se da pela
inalacdo de propagulos infectivos de um sitio ambiental. Nesse estudo, nés
relatamos um caso de criptococose disseminada em um individuo de 66 anos,
do sexo masculino, HIV-negativo, o qual residia e trabalhava em uma
Madeireira na cidade de Cachoeira do Sul — RS. O diagnéstico inicial foi
realizado por bidpsia de um nédulo subcutaneo e posteriormente foi realizada a
confirmacdo da disseminagcdo da doenga através de Raio-X pulmonar e
Ressonancia Magnética Cerebral. Com base nesse caso clinico, foi proposto
isolar os agentes causais da criptococose e outras leveduras dessa Madeireira.
As leveduras foram isoladas para caracterizar a microbiota leveduriforme desse
local e avaliar a que outras micoses emergentes os trabalhadores dessa
Madeireira estdo expostos. Foram coletadas amostras de monitoramento do ar,
excretas de pombos e galinhas, serragem, pé de madeira, poeira, cascas e
folhas de arvores do género Eucaliptus. As amostras foram coletas das quatro
vezes no periodo de um ano (2005), sendo realizadas uma coleta por estagéo
do ano. As amostras coletadas totalizaram 40 sitios amostrais do ar interno da
madeireira, 40 amostras de excretas (pombos e galinhas) e 63 amostras no
interior da madeireira (serragem, pé de madeira, poeira, casca de eucalipto e
folna de eucalipto). De alguns desses sitios amostrais foram obtidos trés
isolados de C. neoformans var. grubii, um isolado de C. gattii e 180 leveduras.
Dentre as leveduras, foram identificados 7 diferentes géneros do Filo
Basidiomycota e 10 pertencentes ao Filo Ascomycota. Dentre as espécies de
leveduras identificadas, algumas séo patégenos, porém a maioria € saprofitica.
Os géneros prevalentes sao: Candida, Cryptococcus, Debaryomyces e Pichia.
Estudos no ambiente domeéstico de individuos infectados podem sugerir
medidas profilaticas pelo conhecimento dos patégenos aos quais eles estao
expostos.



JUSTIFICATIVA

A familia de um homem HIV-negativo, aparentemente imunocompetente,
com quadro clinico avangado de meningoencefalite por Cryptococcus, procurou
auxilio no Laboratério de Fungos de Importancia Médica e Biotecnolégica —
UFRGS para posteriores investigagdes a cerca do caso. O paciente residia e
trabalhava no interior de uma Madeireira, na cidade de Cachoeira do Sul - RS,
um nicho sugestivo para ambas as espécies C. neoformans e C. gattii. Como a
forma de infecgcdo da doenga se da por inalagao de propagulos infectivos do
fungo, a preocupacdo da familia era de uma possivel infeccdo de outro
trabalhador nesse local.

A criptococose ¢é a terceira mais frequente infeccdo em individuos HIV -
positivos (DEL VALLE & PINA-OVIEDO, 2006) e atualmente o numero de
casos em individuos ditos “aparentemente imunocompetentes” vem
aumentando drasticamente (LUl et al., 2006). A doencga é caracterizada por
quadros brandos de infecgdo pulmonar, que se nao tratados evoluem para
quadros de meningoencefalite. A infecgdo se da por inalagdo de propagulos
infectivos, os quais chegam aos pulmdes e iniciam o ciclo infeccioso (LIN &
HEITMAN, 2006). As espécies C. neoformans e C. gatti sdo agentes
etiologicos da criptococose, apresentando particularidades no estabelecimento
da doenca e na escolha dos individuos acometidos. C. neoformans var. grubii e
var. neoformans sao considerados patdégenos oportunistas, pois infectam
preferencialmente pacientes imunocomprometidos; ja C. gattii € considerado
patdgeno primario, por infectar principalmente individuos imunocompetentes.

Atualmente sabe-se que essas espécies fungicas apresentam
distribuicao universal, com nichos preferenciais, porém nao especificos. A
espécie C. neoformans é mais frequentemente isolada em excretas de pombos
e de outras aves como galinhas, papagaios, codornas, e outras; ja C. gattii
geralmente é isolado de arvores do género Eucaliptus e outras ornamentais,
como Ipe, Hibiscus, Cassia, Ficus (LAZERA et al., 2000; NISHIKAWA et al.,
2003; KOBAYASHI et al., 2005; ABEGG et al., 2006).

Este trabalho foi desenvolvido com base em um caso clinico de

criptococose em individuo imunocompetente, visando obter dados sobre a



origem da infec¢ao da criptococose e sobre outras doengas fungicas as quais

os trabalhadores dessa Madeireira estao expostos.
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Abstract

We report a case study of an apparently immunocompetent patient who has
developed meningoencephalitis caused by Cryptococcus sp. The patient
worked and lived in a timber factory, a natural niche for Cryptococcus spp that

naturally inhabits trees trunks and leaves.
Key words: cryptococcosis; immunocompetent hosts; C. neoformans; C. gattii
Introduction

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are etiological agents
of cryptococcosis, a systemic and opportunistic fungal infection, which if not

treated may lead to the patient's death (1). C. neoformans is cosmopolitan

yeast found in soil, house dust, and from the excrements of a variety of avian



species. It is commonly associated with infections in immunocompromised
patients, such as HIV-infected, cancer treated and organ transplanted
individuals. C. gattii has been isolated from a variety of tree species and is a
primary pathogen affecting predominantly immunocompetent hosts, but it has
also been increasingly associated with immunocompromised patients (2-6).

Cryptococcosis is thought to be acquired by inhalation of airborne
propagules, basidiospores or desiccated yeasts that colonize the host
respiratory tract without producing any disease. The pulmonary infection is
commonly asymptomatic and can be disseminated hematogenously to cause
systemic infection. Meningoencephalitis is the most common clinical form of this
disease and the host immune status may affect disease dissemination (7). With
the increasing use of immunosuppressant worldwide and with the highly active
antiretroviral therapy (HAART) era, non-HIV-infected individuals may become
the predominant infected group, including the “apparently immunocompetent”
patients (without predisposing factors) (8,9). The treatment of cryptococcosis is
based in alternates doses of amphotericin B, with or without the addition of 5-
flucytosine (depending upon the patient’s history), tracked by a following up with
fluconazole until the patient is cured, or for unlimited time, in cases of HIV-
infected patients.

We report a case of disseminated cryptococcosis in an apparently
immunocompetent patient, who worked and lives in a timber factory. In addition,
we present review over the current topics evolving cryptococcosis in

immunocompetent patients holding both fungal species.

Case Report

A 66-year-old male was admitted in the Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM) in March 2005 with a two month history of shaking, sensorial
alterations, walking difficulties and dribbling. In addition he had a cutaneous
nodule in his scalp, which by biopsy confirmed diagnosis for cutaneous
cryptococcosis and was initially given fluconazole therapy (400mg a day) for 12
weeks, but in 5 weeks with theraphy, brain and lungs cryptococcoma were

found by magnetic resonance (Figure 1) and chest x-ray respectively. The



patient was diagnosed with disseminated cryptococcosis in the HUSM and the
antifungal therapy was initiated.

On questioning, the patient denied smoking or alcohol abuse. Examinations
reported that the patient was non-HIV-infected, did not react for hepatitis B and
C or neurosifilis, but indicated relatively high levels of protein C in his organism,
suggesting an active infection process. He was initially given intravenous
amphotericin B therapy for 4 weeks (0,7mg/kg/day a final dose of 2000mg).
Twelve months” oral fluconazole therapy (400mg a day) was planned. The
patient was re-examined two months after amphotericin B therapy and a
reduction on the brain lesions was observed. After one year, the persistent brain
nodule lesion did not disappear and treatment with fluconazole (400mg a day)

was reinstituted.

Discussion

Cryptococcosis is the most common fungal infection of the central
nervous system (CNS) and the third most frequent neurological complication in
HIV-infected patients (10). With the emergence of HAART era and the
increasing use of immunosuppressants, cryptococcosis in apparently
immunocompetent individuals may become predominant. Apparently
immunocompetent individuals do not present apparent predisposing factors,
which generally lead to a delayed diagnosis. They present more intense
inflammation, fungaemia is infrequent, and clinical outcomes are more
satisfactory (9). The case reported in this work illustrates this real of situation,
where initially the patient revealed no predisposing factors, such AIDS, cancer
treatment, smoke or alcoholism. Before admitted in the HUSM, he was given
fluconazole therapy for 5 weeks because of a diagnosis for cutaneous
cryptococcosis, which in immunocompetent patients is a rare manifestation of
the disease, and may be one of the first manifestations of disseminated
cryptococcosis (11).

The treatment for cryptococcosis involving apparently immunocompetent
individuals has not yet been fully identified. The protocol for
immunocompromised host HIV-negative or HIV-infected and apparently

immunocompetent is identical, with amphotericin B, with or without 5-



flucytosine, followed by prolonged oral fluconazole for the complete cure (12). In
this report, the patient remains in therapy with fluconazole after twelve months,
but chest computed tomography revealed a persistent brain lesion (data not
show). Amphotericin B therapy again will be administrated for disappears this
lesion.

The patient worked and lived in a timber factory, a natural niche for the
species C. neoformans or C. gattii. This fungal species have been sampled
worldwide in recent years. C. neoformans has been isolated commonly from
drooping of various avian species, air, soil, swabs from trees and in some cases
in dust of houses (13,14). Most of the isolates C. gattii are from eucalyptus
trees, but they have been found in several new species of trees and in some
cases excreta of birds (15-18). Thus, C. neoformans and C. gattii could share
the same natural niche (13).

New studies will be necessary at the work and living sites of the patient
to evaluate the potential risk people are being exposed and propose preventive

ways for the disease.
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Figure 1. Magnetic resonance imaging scan. Coronal view (left) and axial view (right)
of the brain showing cryptococcal lesions.
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CAPITULO Il — ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE C. neoformans
E/OU C. gattii

1 INTRODUGAO

O género Cryptococcus compreende atualmente 34 espécies
caracterizadas como leveduras com brotamento, variavelmente encapsuladas.
Dessas, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sdo consideradas de
maior interesse clinico, pois s&o agentes etioldégicos da criptococose, uma
doenca sistémica e oportunista que se ndo tratada leva a ébito. As espécies
possuem uma capsula polissacaridica, a qual possui antigenos em sua
superficie. Esses antigenos dividem as espécies em sorotipos, que sao:
sorotipo A (C. neoformans var. grubii), sorotipo D (C. neoformans var.
neoformans), sorotipo B (C. gattii), sorotipo C (C. gattii) e o sorotipo hibrido AD.
Essa divisao é importante para diferenciacdo das variedades da espécie C.
neoformans, as quais possuem particularidades tanto na distribuicdo, como na
doenga que causam. C. gattii possui distintos sorotipos sem divisdo em
variedades, apesar dos mesmos apresentarem diferencas na distribuicdo e na
doenca (CASADEVALL & PERFECT, 1998; LIN & HEITMAN, 2006).

1.1 Morfologia e Identificagao

C. neoformans e C. gattii caracterizam-se por serem leveduras
encapsuladas, ovoéides ou arredondadas, que apresentam brotamento. Podem
medir de 4 a 10 um, e sua capsula polissacaridica pode alcangar o tamanho de
30 um ou mais quando cultivada em laboratério; no ambiente natural séo
pequenos e pobres de capsula podendo vir a serem acapsulados
(CASADEVALL & PERFECT, 1998).

A identificagcdo das espécies se da primeiramente pela confirmacao da
producao de melanina (LI & WU, 1995), geralmente avaliada no cultivo em

Agar Niger, o qual possui compostos fendlicos que sdo convertidos a melanina
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pela acdo da enzima lacase, produzida pelo fungo. Uma prova fisiolégica da
presenca da enzima urease, em Agar uréia de Christensen é necessaria para
confirmagdo, juntamente com a Vvisualizagdo microscépica da capsula
polissacaridica, por coloragdo negativa em tinta nanquim (CASADEVALL &
PERFECT, 1998).

Figura 1. Caracteristicas avaliadas na identificagao de C. neoformans e C. gattii.
A: Visualizagdo da capsula polissacaridica por coloragédo negativa; B: Colbnias
pigmentadas pela producdo de melanina no cultivo em Agar Niger (IDNURM et al,
2005).

Para diferenciagdo bioquimica das espécies utiliza-se o cultivo em Agar
CGB (canavanina, glicina e azul de bromotimol) (KWON-CHUNG et al., 1982).
O aminoacido L-canavanina é toxico para C. neoformans, impedindo seu
crescimento no meio; ja C. gattii é resistente, e uma vez semeado utiliza glicina
como fonte de carbono liberando amdnia, alterando dessa forma o pH do meio
que passa da cor amarelo esverdeado para azul cobalto. Em 2003, Khan e
colaboradores descreveram uma linhagem de C. neoformans var. grubii,
resistente a L-canavanina, mostrando a necessidade de testes adicionais na
identificacéo de C. gattii.

A diferenciacdo molecular das espécies pode ser realizada por varias
técnicas, incluindo: PCR com primers especificos para diferenciagdo das
espécies (AOKI et al., 1999; LEAL, 2006), PCR fingerprinting (MEYER et al.,
1999), padrao de RAPD (RUMA et al., 1996; SORRELL et al., 1996), padrao de
RFLP (LATOUCHE et al., 2003), AFLP fingerprinting (BOEKHOUT et al., 2001),
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entre outras. O PCR com primers especificos para diferenciacédo das espécies
€ uma técnica que utiliza quatro pares de primers: CNa 70S e CNa 70a; CNb
49S e CNb 49a, que originam produtos de amplificacdo de 695 pb e 448 pb, os
quais sao capazes de diferenciar C. neoformans de C. gattii, respectivamente
(AOKI et al., 1999). O PCR fingerprinting € uma técnica amplamente utilizada
para epidemiologia molecular de isolados de C. neoformans ou C. gattii.
Utilizando uma sequéncia de microssatélite (GACA)4, é capaz de enquadrar
isolados de ambas as espécies em 8 padrdes utilizados mundialmente como
referéncia, baseado no padrao de bandas: VNI (sorotipo A), VNII (sorotipo A),
VNIII (sorotipo AD) e VNIV (sorotipo D), referentes a C. neoformans; VGI
(sorotipo B), VGIl (sorotipo B), VGIII (sorotipo B) e VGIV (sorotipo C),
referentes a C. gattii (MEYER et al., 1999).

1.2 Ecologia e Epidemiologia

C. neoformans € uma espécie cosmopolita e seu nicho caracteristico sdo
as excretas de pombos, sendo isolado com mais facilidade em excretas secas.
Pesquisas mais recente tém demonstrado que seu nicho nao é restrito, sendo
isolado de excretas de diversas aves domésticas (ABEGG et al., 2006), de
poeira de casas e de arvores de diversas espécies (KOBAYASHI et al., 2005;
MEDEIROS RIBEIRO et al., 2006). C. neoformans var. neoformans € isolado
em menor escala se comparado a var. grubii, que tem distribuicdo mundial,
sendo a mais associada aos casos existentes de criptococose. Os pacientes
comumente infectados por C. neoformans sido HIV - positivos, pacientes
transplantados ou ainda pacientes com cancer, que estejam em quimioterapia,
portanto esse fungo é considerado um patégeno oportunista (DROMER et al.,
1996; AKAMATSU et al., 2004; TINTELNOT et al., 2004; BARONI et al., 2006).

C. gattii mostra-se mais relacionado a arvores de diversas espécies, mas
ha relatos de isolamento em excretas de aves e outros sitios ambientais (KIDD
et al., 2004; ABEGG et al, 2006; MACDOUGALL & FYFE, 2006).
Costumeiramente era descrito por habitar regides tropicais e subtropicais,
porém depois da descricdo de uma epidemia nas ilhas Vancouver, no Canada
(KIDD et al., 2004) e também por relatos de isolados na Italia (MONTAGNA et
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al., 1997), na Espanha (COLOM et al., 2005) e outros paises, atualmente
assume-se que ele exista também em climas temperados. Essa espécie
acomete principalmente individuos imunocompetentes e por esse motivo é
considerado um patégeno primario, porém ha relatos, em menor escala, de
imunocomprometidos infectados, na maioria dos casos pacientes HIV -
positivos (MUYEMBE TAMFUM et al., 1992; BODASING et al., 2004).

Estudos realizados por Nishikawa et al., (2003) e Lazera et al., (2000)
descrevem o isolamento de ambas as espécies habitando o mesmo nicho.
Trabalhos, focando um nicho comum para ambas as espécies e sua dispersao
ja foram realizados, mostrando que a distribuicdo nao esta relacionada a
espécie em particular ou ao padrdo climatico (GRANADOS & CASTANEDA,
2006; RANDHAWA et al., 2006).

1.3 Criptococose

A criptococose é a terceira mais frequente infecgdo neurolégica causada
em pacientes HIV-positivos e também a mais comum infec¢gdo fungica do
sistema nervoso central (LIN & HEITMAN, 2006). E caracterizada como uma
doenca sistémica e na maioria dos casos oportunista, na qual devido ao
diagndstico tardio, resulta em uma disseminag¢ao do fungo e consequente obito
do paciente pela debilidade e posterior toxicidade dos antifungicos
empregados. Os agentes etiolégicos sdo ambas as espécies C. neoformans e
C. gattii, os quais se diferenciam na habilidade de causar a doenca.

A forma de infecgcdo ndo esta totalmente descrita, mas acredita-se que
ocorra apos a inalagdo de propagulos infectivos do fungo, sendo estes os
basidiosporos de sua fase sexual, ou leveduras dissecadas, dispersas no
ambiente. Esses propagulos chegariam aos pulmdes e produziriam ou n&o
alguma doenga, dependendo do estado imunolégico do hospedeiro (LIN &
HEITMAN, 2006). As infeccbes pulmonares por Cryptococcus sao brandas e
sem graves manifestagdes, por esse motivo geralmente ndo sao tratadas,
resultando em uma disseminagdo do fungo. Uma vez no pulméo, C.
neoformans ou C. gattii por via hematogénica chegam ao sistema nervoso

central, ocasionando meningoencefalites ou meningites.
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Figura 2. Ciclo infeccioso da criptococose. Propagulos infectivos do fungo
presentes em sitios ambientais podem se dispersar por carreadores naturais, ou
infectar diversos animais, permanecer internalizados em hospedeiros heterélogos ou
ainda interagir com outros microrganismos presentes no ambiente. Na infeccao
humana esses propagulos sido inalados e alojam-se inicialmente nos pulmoes,
seguindo por uma disseminacdo hematogénica, ocasionam meningite criptocdcica
(LIN & HEITMAN, 2006).

Na forma disseminada, observa-se o desenvolvimento de infeccdes
cutdneas na forma de papulas, pustulas ou ainda ndédulos subcutaneos
(WEATHERHEAD et al., 2006). Ha casos raros de infecgdo cutanea primaria,
sem disseminacdo e ainda de infecgées em outros 6rgéos (SICO & HUGHES,
2005; SEO et al., 2006; SOUZA et al., 2006).

O tratamento utilizado para criptococose baseia-se na administragcao do
antifungico anfotericina B em casos disseminados da doenga, com tratamento
de manutengao utilizando fluconazol. Em casos iniciais, de doenga pulmonar
ou local, sem disseminacdo, recomenda-se o uso de fluconazol ou outro
azolico, como por exemplo, itraconazol. Antes do inicio do tratamento, devem
ser avaliados o estado imunologico do paciente (imunocomprometido/
imunocompetente) e o quadro da doenga (sistémica ou localizada) (SAAG et
al., 2000).
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1.4 Fatores de Patogenicidade

Os principais fatores de patogenicidade citados para C. neoformans e C.
gattii incluem a capsula polissacaridica, a producéo de melanina e a habilidade
de crescimento em temperatura corpérea humana. A capsula € composta por
dois polissacarideos, glicuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana
(GalXM), sendo a GXM envolvida diretamente as respostas do sistema imune
do hospedeiro (MACFADDEN et al., 2006). Apesar da descrigdao de isolados
clinicos acapsulados (TORRES et al., 2005; CHANTRANUWAT & SITTIPUNT,
2005; SIGIURA et al.,, 2005; CHEON et al., 2006), em geral nos isolados
clinicos a capsula normalmente apresenta-se bastante proeminente, atuando
fortemente na defesa do fungo contra o sistema imune hospedeiro. Nos
isolados ambientais, a capsula esta presente em alguns casos e pode proteger
o fungo contra a desidratacéo (IDNURM et al., 2005).

A melanina é um pigmento marrom, o qual protege o fungo da radiagao
ultravioleta e de predadores naturais quando no ambiente (HILL, 1992;
STEENBERGEN et al., 2001). Durante a infec¢ao é formada pela oxidagéao de
catecolaminas do hospedeiro, protegendo o fungo da agao de radicais livres
téxicos produzidos pelo sistema imune hospedeiro (POLACHECK et al., 1982).
O gene LAC1 codifica para uma lacase (LAC1) envolvida na producédo de
melanina através da polimerizagdo de substratos difendlicos (WILLIAMSON,
1994; SALAS et al., 1996). Recentes estudos moleculares identificaram outra
lacase, LAC2, envolvida na polimerizacdo de compostos fendlicos para
formagao da melanina, porém € menos eficiente se comparada a LAC1 (ZHU &
WILLIAMSON, 2004). Outros genes ja foram descritos por atuarem na
maquinaria de produgéo da melanina, como por exemplo, VPH1 e CLC1 (ZHU
& WILLIAMSON, 2003; IDNURM et al.,, 2004), VAD1 (PANEPINTO et al.,
2005), CCC2, ATX1, VPH1, CLC1 e SNF5 (WALTON et al., 2005). Esses
genes auxiliam a produgédo de melanina juntamente com a enzima lacase.

Outro fator de patogenicidade das espécies C. neoformans e C. gattii, é
a capacidade de desenvolvimento a 37°C. Isso os capacita a se desenvolverem
inicialmente no interior do hospedeiro possibilitando o estabelecimento da
doencga. Alguns estudos moleculares envolvendo o desenvolvimento a 37°C,

identificaram genes que sao diferencialmente expressos a essa temperatura se
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comparado a temperatura do ambiente de 25°C (MISSALL et al., 2004; KRAUS
et al., 2004; ROSA E SILVA, 2006).

1.5 Ciclo sexual

As espécies C. neoformans e C. gattii sdo isoladas de amostras clinicas
e ambientais sob a forma leveduriforme. O ciclo sexual envolve uma transicao
dimorfica de uma levedura unicelular para o crescimento de uma hifa
filamentosa por mating e pela frutificagdo monocariética. O ciclo por mating,
envolve células de ambos mating type “a” e “a”. Essas células hapldides
opostas, por limitacdo de nutrientes, liberam ferombnios e quando se
encontram sofrem fusdo e produzem filamentos dicaridticos. Na formacéo do
basidio, os nucleos se fusionam e ocorre a meiose, formando quatro produtos
meidticos. Os produtos meiodticos passam por mitose e brotam na superficie do
basidio, formando basidiésporos de diferentes mating para serem dispersos no
ambiente (IDNURM et al., 2005). O mating type é considerado um fator de
viruléncia das espécies e variedades, uma vez que estudos realizados com C.
neoformans var. neoformans mostram que a maioria dos isolados € MAT a e
que as cepas MAT a sdo menos virulentas. C. neoformans var. grubii também
apresenta uma contagem maior de cepas MAT a distribuidas no mundo, mas
com padrao de viruléncia semelhante para ambos “a” e “a”, porém em infeccao
com ambos os mating type, o MAT a mostra-se mais virulento (NIELSEN et al.,
2003; NIELSEN et al., 2005). A espécie C. gattii possui ambos os mating
distribuidos pelo mundo e quando isolados, apresentam infertilidade em
laboratdrio. Entretanto, as cepas altamente virulentas isoladas da epidemia nas
ilhas Vancouver — Canada possuiam MAT a e passavam pelo ciclo de mating
frequentemente (FRASER et al., 2003).

A frutificagdo monocariética € uma forma modificada da reproducao
sexual que envolve células do mesmo mating type, mais comumente o tipo “a”,
€ 0 mating type predominante em ambos os isolados clinicos e ambientais.
Porém, alguns isolados MAT a podem passar pela frutificagdo monocaridtica
(LIN et al., 2006). As células tornam-se diploides, por endoduplicacéo ou fusao

nuclear e formam uma hifa monocariética. No desenvolvimento do basidio, um
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evento de meiose ocorre e os basididsporos hapldides sao formados para
liberagdo no ambiente (IDNURM et al.,, 2005). Essa forma de reproducéo
somente foi comprovada na espécie C. neoformans var. neoformans (LIN et al.,
2005).

1.6 Aspectos moleculares

Recentemente o sequenciamento do genoma de duas linhagens (JEC21
e B-3501A) de C. neoformans var. neoformans foi completado. Trata-se de um
genoma de ~20 Mb, com 14 cromossomos, contendo ~6500 genes, ricos em
introns. O transcriptoma desse eucarioto possui varios eventos de splicing
alternativos e transcritos antisenso (LOFTUS et al.,, 2005). Projetos de
sequenciamento em fase de finalizagdo incluem a analise de uma linhagem de
C. neoformans var. grubii (H99), de um linhagem clinica (R265) e de uma
linhagem ambiental (WM276) de C. gattii (IDNURM et al., 2005). Com dados
disponiveis do sequenciamento, aumenta a oportunidade de desenvolvimento
de técnicas envolvendo expressao génica global, comparagcdao de genes e
proteinas diferencialmente expressos sob determinadas condi¢des, auxiliando
na busca de alvos especificos para formulagdo de novas drogas e terapias no
combate a essas espécies patogénicas (JIANG et al., 2002; RUDE et al., 2002;
SCHEIN et al., 2002; KRAUS et al., 2004; MISSALL et al., 2004; MISSAL et al.,
2006; ROSA E SILVA, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Baseado em um relato de caso clinico de criptococose, isolar

Cryptococcus neoformans e/ou Cryptococcus gatti de uma Madeireira

localizada na cidade de Cachoeira do Sul — RS.

2.2 Objetivos Especificos

e |solar C. neoformans e/ou C. gattii de substratos existentes interna e

externamente a Madeireira;

e Comparar e caracterizar os isolados de C. neoformans e/ou C. gattii por

métodos bioquimicos tradicionais e por métodos moleculares;

e Testar o padréo de suscetibilidade a antifungicos dos isolados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

Foram realizadas 4 coletas, uma em cada estacdo do ano, em uma
Madeireira na cidade de Cachoeira do Sul — RS. As coletas foram realizadas
nos meses de maio (outono), julho (inverno), outubro (primavera) e dezembro
(verao), respectivamente, no ano de 2005.

Foram coletadas amostras de serragem, p6 de madeira e poeira do
interior da Madeireira, de casca e folhas de troncos de eucalipto localizados na
area externa da Madeireira e de excretas secas de pombos e galinhas
encontradas proximas a Madeireira. Todas as amostras foram coletadas com o
auxilio de espatulas estéreis e acondicionadas em placas de Petri estéreis para
o transporte ao laboratorio.

Em cada coleta foi realizado o monitoramento do ar, conforme descrito
por Wojcik-Stopczynska et al. (2003) com modificagcbes. O monitoramento foi
realizado no interior da Madeireira utilizando - se 10 placas de Petri contendo
Agar Niger (Tabela 1), adicionado de cloranfenicol (34ug/mL), por coleta. As
placas eram dispostas em locais demarcados, a um metro de distédncia da
parede, do chdao e do teto, e permaneciam abertas por uma hora. Apds a
exposicao eram fechadas, lacradas e transportadas ao laboratério, onde eram
mantidas em estufa bacteriolégica a 30°C e examinadas diariamente por até 10

dias para o aparecimento de colbnias.

3.2 Processamento das amostras

O processamento das amostras foi realizado segundo o protocolo
descrito por Passoni et al. (1998) com modificacbes. Das amostras de
serragem, p6 de madeira, poeira, folhas e cascas de eucalipto foram pesados
0,3g de material e transferidas para 15mL de solucado salina a 0,9% (Tabela 1).
Das amostras de excretas de aves foram pesados 0,1g e também transferidas

para cada 15mL de solugdo salina a 0,9%. Todas as amostras foram colocadas
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em frascos Erlenmeyers e submetidas a agitagao (150rpm) em shaker por 1 h.
Apoés esse periodo foram mantidas sem agitagdo por 15 min para ocorrer a
sedimentagao e 100uL do sobrenadante foram coletados para semeadura em
placas de Petri contendo Agar Niger acrescido de cloranfenicol (34mg/mL). As
placas foram incubadas em estufa bacterioléogica a 30°C e examinadas

diariamente por 10 dias para o aparecimento de coldnias.

3.3 Isolamento e Caracterizagao de C. neoformans e C. gattii

3.3.1 Isolamento de C. neoformans e C. gattii

As colbnias marrons crescidas em Agar Niger foram repicadas
isoladamente para placas de Petri contendo Agar Niger para a obtengao de
coloénias puras. Colbnias isoladas eram repicadas para tubos de ensaio
contendo Agar YEPG (Tabela 1) para posterior identificagdo. Para todos os

isolados foram preparados dois tubos de Agar YEPG e mantidos a 4°C.

3.3.2 Caracterizacdo Bioquimica

Foram realizados os testes bioquimicos padronizados para a
identificacdo de C. neoformans e C. gattii, tais como: pigmentagdo em Agar
Niger (observada no isolamento), teste da presenca da enzima urease em Agar
Uréia de Christensen e a visualizagdo microscépica da presenca de capsula
por coloracdo negativa utilizando tinta nanquim. Para a diferenciagao
bioquimica das espécies foi realizado o teste com o meio CGB (canavanina —
glicina e azul de bromotimol). Para cada teste foram utilizados controles
positivos (isolados clinicos de C. neoformans e/ou C. gattii — linhagem HC6 e

AL33, respectivamente) e negativos (meios sem inéculo).

3.3.2.1 Atividade de Urease
Para esse teste foi utilizado o Agar Uréia de Christensen (Tabela 1),
onde a atividade da enzima urease pode ser observada pela mudanca de

coloracédo do indicador de pH vermelho de fenol de laranja para rosa, com a
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mudanca do pH de acido para basico, sendo este o resultado positivo
(NEUFELD, 1999; BARNETT et al., 2000). As culturas foram inoculadas sobre
o Agar Uréia de Christensen e incubadas a 30°C por seis dias, sendo

examinadas diariamente.

3.3.2.2 Visualizagao da presencga de capsula

Para visualizacdo microscopica da capsula polissacaridica foram
preparadas laminas com uma gota de tinta nanquim e uma gota de agua
destilada. Uma algada da colbnia foi misturada ao nanquim e coberta com
laminula. A visualizagao foi realizada em microscopio 6ptico (Zeiss - Axiostar)
em magnificacao de 1000X (CASADEVALL & PERFECT, 1998).

3.3.2.3 Agar CGB

O Agar CGB (Tabela 1) é utilizado para diferenciar fenotipicamente C.
neoformans de C. gatti. O teste se baseia em parametros metabdlicos
observados para C. gattii, que sdo: a assimilagado de glicina como unica fonte
de carbono e a resisténcia ao aminoacido L-canavanina. O teste positivo é
observado quando a cor amarela esverdeada do meio torna-se azul-cobalto
como resultado da alcalinizagdo através da amoénia liberada durante a
degradagdo da glicina (KWON-CHUNG et al.,, 1982). Os isolados foram

inoculados em meio Agar CGB em tubos e incubados a 30°C por sete dias.

3.3.3 Caracterizagéo Molecular

3.3.3.1 Extragao de DNA

O DNA foi extraido conforme protocolo descrito por Zhang et al. (1996),
com modificagdes. Colbnias dos isolados foram semeadas em placas contendo
Agar YEPG e incubadas a 30°C por 2 dias. Retirou-se 3 a 4 algadas da cultura,
que foram maceradas até pé em gral com pistilo e adigdo de nitrogénio liquido,
ressuspendidas em 500uL de tampéao de lise (Tris-HCI pH 7,5 0,2M / NaCl
0,5M / EDTA 0,01M / SDS 1%) e 500uL de fenol-cloroférmio (1:1) e agitadas
em vortex por 15 min. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi novamente
extraido com 300uL de fenol-cloroférmio (1:1), agitado em vortex por 5 min e

centrifugado. O sobrenadante final foi coletado e os acidos nucléicos foram
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precipitados com 2V de etanol absoluto por 1 h, centrifugados, lavados com
etanol 70% e secos a temperatura ambiente. Os acidos nucléicos foram
ressuspendidos em 80uL de TE (Tris pH 8,2 10 mM / EDTA pH 8 1mM) e
tratados com 2uL de RNAse A (20pg/mL) por incubagdo em banho-maria por
30 minutos a 37°C. O DNA foi migrado em gel de agarose 0,8% a 100 volts por
1 h, visualizado em luz UV para a quantificagdo e estocado a -20°C para

posteriores testes.

3.3.3.2 PCR para diferenciagao das espécies

A diferenciacdo molecular das espécies foi realizada utilizando os pares
de primers: CNa 70S (5-ATTGCGTCCACCAAGGAGCTC-3’); CNa 70A (5'-
ATTGCGTCCATGTTACGTGGC-3’) e CNb 49S (5-
ATTGCGTCCAAGGTGTTGTTG-3); CNb 49A (5-
ATTGCGTGGAACCGTTATC-3’), descritos por Aoki et al. (1999). As reacdes
de amplificagao foram realizadas em um volume final de 25uL contendo: 2uL
de DNA genbémico (50ng/pL); 2,5uL de tamp&o 10X (10 mM Tris HCI pH 8,3/ 50
mM KCI/ 1,5 mM MgCly); 1,15uL de MgCl, (50mM); 2,5uL de ANTP (1mM);
0,5uL de cada primer (CNa 70A/ CNa 70S/ CNb 49A/ CNb 49S) e 0,5uL de
Tag-polimerase (5U/uL - CenBiot Enzimas). Todas as reagdes foram realizadas
em um termociclador (MiniCycler™, MJ Research), por um aquecimento inicial
a 94°C/10 min e 35 ciclos compreendendo 94°C/1 min de desnaturacéo, 65°C/1
min de anelamento, 72°C/2 min de extensao. Apds os ciclos, foi realizada uma
extensao final a 72°C/10 min (LEAL, 2006). Os produtos da amplificacdo foram
analisados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, apos
migragédo por 1 h a 100 volts. Foram utilizados controles negativos (reagbes
completas sem adicdo de DNA genbmico) e controles positivos (reagdes
completas com DNA de C. neoformans e C. gattii — linhagens HC6 e AL33,
respectivamente). As rea¢cdes de amplificacdo foram realizadas em duplicata

para confirmacao do resultado.

3.3.3.3 PCR fingerprinting
Esta técnica foi utilizada conforme descrito por Meyer et al. (1999). O
primer utilizado foi a sequéncia de microssatélite (GACA)s. As reagbes de

amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25uL contendo: 1uL de
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DNA gendmico (50ng/uL); 2,5uL de ANTP (1mM); 1,5uL de primer (GACA)4
(20pmol/uL); 2,5uL de tampao Tag-polimerase 10X (10 mM Tris HCI pH 8,3/ 50
mM KCI); 1,25uL de MgCl, (50mM); 0,15uL de Mg(C,H303),; 0,5uL de Tag-
polimerase (5U/uL - CenBiot Enzimas). As reag¢des de PCR foram realizadas
em termociclador (MiniCycler™, MJ Research) com 40 ciclos de: 94°C/20 seg
para desnaturacao, 50°C/1 min para o anelamento, 72°C/20 seg para extensao
e apos os 40 ciclos, uma extensao final de 72°C/6 min. Os produtos de
amplificagdo foram visualizados apés eletroforese por 6h a 60 volts em gel de
agarose 1,4% corado com brometo de etidio. Os padrdes utilizados foram
fornecidos por Wieland Meyer (Center for Infections Disease and Microbiology,
Molecular Micology Laboratory, The University of Sydney, Department of
Medicine at Westmead Hospital, Westmead, Australia): WM148 (VNI — sorotipo
A), WM626 (VNII — sorotipo A), WM628 (VNIII — sorotipo AD), WM629 (VNIV —
sorotipo D), WM179 (VGI - sorotipo B), WM178 (VGII — sorotipo B), WM161
(VGIIIl — sorotipo B), WM779 (VGIV — sorotipo C). As reagdes de amplificacao

foram realizadas em duplicata para confirmag¢ao do resultado.

3.3.3.4 PCR para determinagao dos mating type “a” e “a”

Os ensaios para determinagdo dos mating type dos isolados foram
realizados no Laboratorio de Micologia Clinica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, UNESP — SP. Foram utilizados os seguintes pares de primers
para MAT a: 5-CTTCACTGCCATCTTCACCA-3’ e 5'-
GACACAAAGGGTCATGCCA-3"; e para MAT a: 5-
CGCCTTCACTGCTACCTTCT-3° e 5-AACGCAAGAGTAAGTCGGGC-3’
(CHATURVEDI et al, 2000). As reagdes foram realizadas em um volume final
de 25uL contendo: 1uL de DNA genbmico (25ng/uL); 1uL de cada primer
(25pmol/uL), misturados com deoxiribonucleotideos (0,22mM de cada dNTP),
tampao (1,65mM MgCl,, 55mM KCI, 22mM Tris-HCI — pH 8,4) e Tag-
polimerase fornecidos pelo Kit PCR Supermix (Invitrogen-life technologies). A
amplificacao foi realizada através de um ciclo inicial de desnaturacao a 95°C/ 3
min, seguidos por 30 ciclos de 94°C/ 1 min, 57,5°C/ 1 min, 72°C/ 1 min e um
ciclo final de 72°C/ 7 min. As reacdes foram realizadas utilizando um
termociclador Perkin Elmer modelo GeneAmp PCR System 9700. Os produtos

de amplificacdo foram separados em gel de agarose 2%, por 2h a 100 volts,
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corado com brometo de etidio e visualizado a luz UV. Como controles positivos
foram utilizadas as linhagens ATCC 28957 (sorotipo D, MATa) e ATCC 28958
(sorotipo D, MATa) e como controles negativos, reagbes completas sem adi¢cao
de DNA gendmico. As reagdes de amplificagcdo foram realizadas em duplicata

para confirmacao do resultado.

3.3.4 Suscetibilidade a antifungicos

3.3.4.1 Antifangicos e técnica utilizada

Os perfis de sensibilidade dos isolados foram estudados frente a
anfotericina B, 5-fluorocitosina, fluconazol e itraconazol, segundo o documento
M27-A2 (2002) do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) com
modificagdes. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micologia
Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP — SP. Foi utilizado o
meio RPMI 1640 (com glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho
de fenol), tamponado com MOPS (acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico) pH
7,0 acrescido de 2% de glicose (Tabela 1) e incubagédo a 35°C, sob agitagédo
constante, durante 72 h, utilizando placas estéreis de fundo plano com 96
pocos. A leitura dos resultados foi realizada por espectrofotometria em 490nm.
A interpretacdo foi baseada em 50% de inibicdo para os azois e 5-fluorocitosina
e 90% de inibicao para anfotericina B. Foi utilizada como controle dos testes

uma cepa padrao ATCC 90012 de C. neoformans.

3.3.4.2 Diluigoes das drogas e inéculos

As drogas antifungicas foram obtidas diretamente dos fabricantes na
forma de po e calculadas, quanto as suas poténcias seguindo recomendacgoes
do documento. Anfotericina B e itraconazol foram dissolvidas, cada uma, em
dimetilsulféxido para obtencdo de uma solugdo estoque a 3200pg/mL. As
solucdes-estoque de fluconazol e 5-fluorocitosina foram preparadas, cada uma,
em agua destilada estéril e ajustadas para 10240ug/mL. A partir destas
concentracbes foram preparadas 10 solugdes intermediarias seguindo o
esquema de diluicdo do anexo 1. As concentragdes intermediarias variaram de
3200 a 6,25ug/mL (diluicdo 1/2) para anfotericina B e itraconazol e de 1280 a

2,5ug/mL (diluicdo 1/2) para fluconazol e 5-fluorocitosina.
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O meio liquido utilizado para a diluicdo das drogas e para ajuste de
inoculo foi o RPMI 1640 (com L-glutamina, sem bicarbonato e com indicador
vermelho de fenol) na concentragdo de 10,4g/L acrescido de 2% de glicose e
tampao MOPS 0,165M, pH 7,0, esterilizado através de filtracdo e conservado
em refrigerador a 4°C.

As solugdes intermediarias das drogas foram diluidas 1:100 para
anfotericina B e itraconazol e 1:10 para fluconazol e 5-fluorocitosina para se
obter uma solugdo de trabalho de 32 a 0,0625ug/mL para anfotericina B e
itraconazol e de 128 a 0,25ug/mL para as drogas 5-fluorocitosina e fluconazol
que foram dispensadas (volume de 100uL) nos pogos da coluna 2 a 11. A fileira
2 contendo a maior e a 11 a menor concentragdo da droga, respectivamente.
As placas foram estocadas a -70°C ou quando utilizadas no dia seguinte,
permaneceram entre 4 a 6°C.

Foram utilizadas culturas recentes de 48 h de crescimento em meio Agar
YEPG a 30°C. Col6nias isoladas foram suspensas em 5mL de solug&o salina
estéril 0,85% e homogeneizadas em vortex por 15 seg. A concentragao dos
inoculos foi ajustada até se obter uma transmiténcia equivalente ao tudo da
escala de 0,5 de McFarland, correspondente a uma concentragao na ordem de
1,0 x 10°UFC/mL. Posteriormente, os indculos foram diluidos (1/100) em meio
RPMI 1640, para obtencéo de 1,0 x 10*°UFC/mL. Esta Gltima foi dispensada nos
pocos de 2 a 11 (volume de 100uL) comegando da fileira 2 que continha 100uL
da maior concentracéo de droga até a fileira 11 com a menor concentragao.
Este passo diluiu o inoculo (0,5 x 10*UFC/mL) e a concentragdo das drogas
metade (16 a 0,0313ug/mL para anfotericina B e itraconazol e de 64 a
0,125ug/mL para as drogas 5-fluorocitosina e fluconazol). O controle de
crescimento consistiu de 100uL de meio livre da droga (C+), e 100uL da
suspensao da levedura (poco 12). O poco da fileira 1 ndo continha suspenséao
de leveduras, apenas meio livre de droga (200uL), funcionando como controle
de esterilidade ou branco para leitura espectrofotométrica (C-).

As placas foram incubadas a 35°C, sob agitagdo constante, e a leitura foi
realizada apds 72 h, através de leitor automatizado para placas de
microdiluicdo a 490nm.

A determinagcdo da CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) para

anfotericina B foi feita pela inibicdo de 90% do crescimento, quando comparada
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ao controle positivo e para 5-fluorocitosina e os azéis, leituras com 50% de

inibicao.

3.3.4.3 Critérios para Leitura

De acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute), para fluconazol: cepas com ClIMsy < 8,0ug/mL
foram consideradas sensiveis, entre 16-32ug/mL sensiveis dependente da
dose e = 64pg/mL resistentes. Para itraconazol CIMsy = 1,0ug/mL foram
consideradas resistentes, < 0,125ug/mL sensiveis e entre 0,25-0,5ug/mL
sensiveis dependente de dose; ja para 5-fluorocitosina, cepas com ClIMsg 2
32ug/mL resistentes, entre 8-16ug/mL intermediario e < 4,0ug/mL sensiveis.
Por fim, a norma M27-A2, ndo define claramente os limites para identificacao
de isolados sensiveis e resistentes a anfotericina B. Dados da literatura
assumem um perfil de resisténcia para CIM > 1ug/mL (ESPINEL-INGROFF et
al., 1998).

3.4 Meios de Cultivo e Solugoes

Os meios utilizados para o desenvolvimento dos testes estéo listados na

tabela 1.

Tabela 1. Meios de cultivo e solugdes empregados para realizagdo dos testes.

Agar CGB 10% glicina; 1% fosfato de potassio monobasico;
1% sulfato de magnésio; 0,01% cloridrato de
tiamina; 0,3% sulfato de L-canavanina, 0,4% azul
de bromotimol sddico, 2% Agar.

Agar Niger 20% semente de Niger, 2% Agar.

Agar Uréia de Christensen 1% peptona, 1% Glicose, 5% NaCl, 2% Fosfato
monopotassico, 0,012% Vermelho de Fenol, 3%
Uréia.

Agar YEPG 2% glicose; 1% de peptona; 0,5% de extrato de
levedura; 2% Agar.

Meio para testes de RPMI 1640 (com L-glutamina, sem bicarbonato e

suscetibilidade a antifungicos com indicador vermelho de fenol), 2% glicose,

tampao MOPS 0,165M, pH 7,0.

Solucao Salina NaCl 0,9% ou 0,85%.
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4 RESULTADOS

Das quatro coletas realizadas, totalizando 40 sitios amostrais do ar
interno da Madeireira, 40 amostras de excretas de pombos e galinhas e 63
amostras no interior da Madeireira (entre serragem, pé de madeira, poeira,
folha e casca de eucalipto), foram obtidos trés isolados de C. neoformans var.
grubii, sorotipo A e um isolado de C. gattii, sorotipo B. C. neoformans foi
isolado de uma amostra de p6 de madeira, no més de maio (cepa JC1) e de
excreta seca de galinha e de pombo no més de dezembro (cepas JC2 e JC3).
C. gattii foi isolado de excreta seca de pombo, no més de dezembro (cepa
JC4).

4.1 Caracterizagao Morfolégica e Bioquimica

Os quatro isolados apresentaram produgdo de melanina em meio Agar
Niger e atividade de urease em meio Agar Uréia de Christensen. Todos se
mostraram encapsulados em tinta nanquim, porém foram observadas
diferengcas entre o tamanho capsular dos isolados JC1, JC2 e JC3 em
comparagao com o isolado JC4.

No teste com o meio Agar CGB o isolado JC4 foi caracterizado como C.
gattii e os demais como C. neoformans. Os resultados dos testes morfoldgicos

e bioquimicos realizados estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Resultados obtidos pela caracterizagcdo bioquimica e morfolégica dos
isolados no estudo.

Isolados Origem Producao Atividade Capsula* Agar CGB
de de Urease
melanina

JC1 P6 de + + pequena -
madeira

JC2 Excreta de + + pequena -
galinha

JC3 Excreta de + + pequena -
pombo

JC4 Excreta de + + grande +
pombo

*O tamanho da capsula varia entre 4 a 30um (CASADEVALL & PERFECT, 1998)
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4.2 Caracterizagao Molecular

No teste para a diferenciagcao das espécies, os isolados JC1, JC2 e JC3
apresentaram produtos de amplificagcdo de 695pb, correspondentes ao controle
positivo da espécie C. neoformans (linhagem HCG6). O isolado JC4 néo

apresentou amplificacdo. Os resultados estdo apresentados na figura 3.

Figura 3. Diferenciagao molecular das espécies C.neoformans/ C.gattii. M:
marcador de tamanho molecular (1Kb DNA Ladder - Invitrogen); Canaletas 1 e 2:
Amplificagdo dos controles positivos para C. neoformans (linhagem HC6) e C. gattii
(linhagem AL33), respectivamente; Canaletas 3, 4 e 5: isolados JC1, JC2 e JC3;
Canaleta 6: isolado JC4; Canaleta 7: controle negativo da reacao, sem DNA.

Os tipos moleculares com os sorotipos correspondentes dos isolados
foram identificados por PCR fingerprinting. O padréo de bandas obtido pelos
isolados foi comparado aos oito padrbes existentes, os quais caracterizam os
sorotipos A, B, C, D e AD (MEYER et al., 1999). Os isolados JC1, JC2 e JC3
apresentaram-se idénticos ao padrdao VNI, correspondente ao sorotipo A,
espécie C.neoformans var. grubii. Ja para JC4, o padrao de bandas
apresentado foi semelhante ao padrao VGI relacionado a C. gattii, sorotipo B
(Figura 4).

Foram determinados os mating type dos isolados por PCR. Todos se

apresentaram como MAT “a” (dados nao apresentados).
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M VNI VNIl VNIIIVNN VGI VGII VGIIIVGNV M JC1JC2 JC3 JC4 C-

Figura 4: PCR fingerprinting para identificagcdo dos tipos moleculares das
espécies C. neoformans e C. gattii. M: marcador de tamanho molecular
(AEcoRIHindlIll); VNI (WM148 — sorotipo A), VNIl (WM626 — sorotipo A), VNI
(WM628 — sorotipo AD) e VNIV (WM629 — sorotipo D): padroes da espécie C.
neoformans; VGI (WM170 — sorotipo B), VGII (WM178 — sorotipo B), VGIII (WM161 —
sorotipo B) e VGIV (WM779 — sorotipo C): padroes da espécie C. gattii; JC1, JC2 e
JC3: isolados positivos para C. neoformans padrao VNI; JC4: isolado positivo para C.
gattii padrao VGI; C-: controle negativo da reagao, sem DNA.

4.3 Suscetibilidade a Antifungicos

Os resultados dos testes de suscetibilidade a antifungicos estao

apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Padrdao de suscetibilidade a antifungicos apresentado pelos isolados do
estudo.

Antifungicos CIM (pg/mL)

Testados JC1 JC2 JC3 JC4
Anfotericina B 0,125(S) 0,125 (S) 0,125 (S) 0,25 (S)
Fluconazol 4(S) 4(S) 8 (S) 16 (SDD)
5-fluorocitosina 8 (I) 8(l) 4 (S) 2(S)
Itraconazol 0,0625 (S) 0,0625 (S) 0,0625 (S) 0,25 (SDD)

S= sensivel; SDD= sensivel dependente de dose; |= intermediario; R= resistente.

Em relacdo aos valores de referéncia estabelecidos para cada
antifangico testado, os isolados JC1 e JC2 apresentaram sensibilidade
intermediaria para 5-fluorocitosina e sensibilidades para os demais

antifungicos. O isolado JC3 se mostrou sensivel a todos antifungicos. Ja o
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isolado JC4 se demonstrou sensivel dependente da dose para os antifungicos

fluconazol e itraconazol e sensivel para anfotericina B e 5-fluorocitosina.
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5 DISCUSSAO

Esse estudo teve por base, um caso clinico de criptococose em um
individuo aparentemente imunocompetente (descrito no Capitulo ). Esse
individuo residia e trabalhava em uma Madeireira na cidade de Cachoeira do
Sul - RS, local das coletas. Trata-se de um ambiente rico em pé de madeira no
seu interior e com aves (pombos e galinhas) e troncos de eucalipto na parte
externa. Varios trabalhadores frequentam o local diariamente. O objetivo inicial
era confirmar o possivel foco da infec¢ao, através de comparagdes moleculares
entre o isolado clinico e os isolados ambientais. Isso ndo foi possivel pela
auséncia do isolado clinico, o qual foi descartado apdés o diagnostico de
criptococose. Partindo desse ponto, um isolamento de C. neoformans e/ou C.
gattii foi iniciado nessa Madeireira, visando um provavel sitio de infec¢do para
outros individuos. A ecologia de ambas as espécies esta bem caracterizada,
mostrando nichos caracteristicos, porém nao especificos. C. neoformans
possui uma tendéncia a habitar excreta, principalmente de pombos, porém
varios estudos mostram o isolamento desse fungo de excreta de outras aves
(TAY et al., 2005; ABEGG et al.,, 2006), de arvores (ERGIN et al., 2004;
GUGNANI et al.,, 2005; MEDEIROS RIBEIRO et al.,, 2006) e de poeira de
ambientes domeésticos (SWINNE et al., 1989; PASSONI et al.,, 1998). Os
isolados do complexo C. neoformans da Madeireira de Cachoeira do Sul
corroboram com esses achados, sendo dois isolados de excretas (pombo e
galinha) e um isolado de p6 de madeira coletado no interior da Madeireira. Em
relacéo a espécie C. gattii, esta é isolada frequentemente de arvores, porém ja
foi descrito seu isolamento em outros nichos (ABEGG et al., 2006; KIDD et al.,
2006). Nesse estudo, foi obtido um isolado dessa espécie proveniente de
excreta de pombo. Esses achados indicam a existéncia desses patégenos no
local de estudo, o que era esperado, pois s&o nichos naturais ja descritos para
0S Mesmos.

A identificacdo dos quatro isolados foi realizada pelos métodos
tradicionais e todos foram submetidos a métodos moleculares para uma
completa caracterizacdo. As espécies foram diferenciadas utilizando o meio

CGB (canavanina - glicina e azul de bromotimol) e a confirmagdo desse
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resultado foi realizada pela PCR para diferenciagao das espécies (AOKI et al.,
1999; LEAL, 2006). Os isolados JC1, JC2 e JC3, que apresentaram resultado
negativo em CGB e geraram um produto de amplificagcdo de 695pb na PCR,
correspondente a espécie C. neoformans, confirmando a espécie. Para o
isolado JC4, o qual foi positivo em meio CGB, ndo houve amplificacao
correspondente a espécie esperada, C. gattii, talvez por alguma alteracao
molecular da linhagem isolada. Outra técnica molecular utilizada foi a PCR
fingerprinting, a qual possibilita a determinagédo tipos moleculares com seus
respectivos sorotipos e consequentemente, a confirmacdo das variedades e
espécies (MEYER et al., 1999). Os padrbes apresentados pelos isolados
utilizando essa técnica foram satisfatérios e possibilitaram a conclusdo da
identificacdo. O mating type de cada isolado foi determinado por PCR. Os trés
isolados de C. neoformans sdo pertencentes a variedade grubii, sorotipo A,
MAT a. O isolado de C. gattii pertence ao sorotipo B, MAT a.

Segundo dados de epidemiologia molecular de isolados do Brasil, os
isolados da madeireira concordam quanto ao padréo epidemiolégico assumido
nesse pais para sorotipos e mating type (CASALI et al., 2003; NISHIKAWA et
al., 2003; MATSUMOTO, 2006). Alguns estudos apresentam a existéncia de
outros sorotipos e de MAT a, porém em menor escala (TRILLES et al., 2003;
BARRETO DE OLIVEIRA et al., 2004; MEDEIROS RIBEIRO et al., 2006).
Dados epidemiolégicos globais desses patdégenos, tanto clinicos como
ambientais, indicam uma prevaléncia de C. neoformans var. grubii, MAT a. Um
estudo realizado por Tortorano e colaboradores (1997) na Italia, mostrou um
quadro diferenciado, com prevaléncia de isolados do sorotipo D em 71% se
comparado ao sorotipo A, 24,6% e o hibrido AD com 3,4%. Porém, estudos
mais recentes realizados na Europa apresentam numeros semelhantes aos
encontrados em outros paises, como Colémbia, india, Argentina, Chile, México,
Peru, Venezuela e Brasil, com predominio de C. neoformans var. grubii, MAT a
(MEYER et al., 2003; TINTELNOT et al., 2004; JAIN et al., 2005; ESCADON et
al., 2006; VIVIANI et al., 2006). Escadon et al. (2006) em seus estudos na
Colémbia, encontraram uma prevaléncia de MAT a nos isolados de C. gattii
sorotipo B um dado ainda ndo observado em outros locais.

Ambas as espécies fungicas sdo agentes etiolégicos da mesma doenga,

a criptococose. Essa doenga apresenta diferentes formas clinicas durante sua
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evolugdo, porém a fase mais grave € a meningite ou a meningoencefalite, pois
o fungo ja esta disseminado no organismo (CASADEVALL & PERFECT, 1998).
Para a escolha do tratamento utilizado deve se levar em conta o estado
imunoldgico do paciente e o sitio da doenca. Para casos de individuos
imunocompetentes, com doenga pulmonar ou cutanea, com garantia de
nenhuma disseminag¢ao do fungo pelo sangue e sistema nervoso central (SNC)
o tratamento indicado é fluconazol com doses entre 200 - 400mg/dia de 3 a 6
meses. Nos casos disseminados em individuos imunocompetentes, ou
imunocomprometidos HIV-negativos, emprega-se o uso de anfotericina B (0,7 —
1mg/kg/dia) combinado ou ndo com 5-fluorocitosina (100mg/kg/dia) por 6 — 10
semanas. Em individuos HIV-positivos com doenga n&o disseminada é
sugerido o tratamento com fluconazol (200 — 400 mg/dia), mantendo esse
tratamento por toda vida; ja em casos disseminados, emprega-se 0 uso de
anfotericina B (0,7 — 1mg/kg/dia), fluorocitosina (100mg/kg/dia por 2 semanas),
seguido por fluconazol (400mg/dia por 10 meses — 200mg/dia por toda vida)
(SAAG et al, 2000). Entretanto, graves indices de letalidade (~9,4%), associado
as altas taxas de persisténcia e frequentes recidivas da doenca tém aumentado
a preocupacado de clinicos em relagdo ao surgimento de linhagens com
resisténcia a antifungicos (BRANDT et al., 1996; VAN DER HOST et al., 1997;
BERG et al., 1998). Por esse motivo, uma analise do perfil de sensibilidade a
antifangicos comumente usados no tratamento da criptococose, foi tragcada nos
isolados da madeireira. Para os isolados da espécie C. neoformans, JC1 e JC2
mostraram perfis idénticos, com suscetibilidade intermediaria para o antifungico
5-fluorocitosina e sensibilidade para os demais; JC3 apresentou sensibilidade a
todos os antifungicos testados. O isolado JC4, correspondente a espécie C.
gattii, apresentou-se sensivel dependente da dose para os antifungicos
fluconazol e itraconazol e sensivel para os demais. A literatura apresenta que
isolados clinicos e ambientais possuem padrbes idénticos de sensibilidade a
antifungicos (DELGADO et al., 2005; SOUZA et al., 2005). Estudos realizados
com isolados brasileiros, mostram perfis de sensibilidade semelhantes aos
obtidos por nossos isolados, ndao havendo registros de resisténcia entre os
isolados analisados (TRILLES et al., 2004; SOUZA et al., 2005; MATSUMOTO,
2006). Moraes e colaboradores (2003) em seus estudos comparativos entre

dois diferentes protocolos para testes de suscetibilidade verificaram resisténcia



34

a anfotericina B de 40% das cepas de C. gattii avaliadas, o que nao foi
confirmado quando as cepas foram submetidas ao teste com o protocolo M27-
A2 do CLSI, utilizado nesse estudo. Apesar de nao haver diferencas
significantes, C. gattii apresentou-se menos sensivel se comparado a C.
neoformans.

A criptococose cresceu em proporgdes alarmantes com o surgimento da
Aids, o avango nos transplantes de 6rgaos, os tratamentos com corticosterodide
e outras drogas capazes de deprimir o status imune. Na década de 90
assumia-se que somente individuos imunocomprometidos adquiriam essa
doenga, com alguns casos raros de infeccdo em imunocomprometidos
(MITCHELL & PERFECT, 1995). Atualmente o numero de casos em individuos
ditos “aparentemente imunocompetentes” vem crescendo constantemente. Isso
€ atribuido ao uso de terapias anti-retrovirais, que diminuem o risco de infeccéo
em HIV-positivos e também ao surgimento de imunossupressores, que
deprimem o estado imunoldégico de individuos imunocompetentes (DROMER et
al., 2004; CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). Como descrito
anteriormente, a infeccdo por Cryptococcus se da por inalagdo de propagulos
infectivos do fungo dispersos no ambiente. Nesse estudo na Madeireira, um
dos isolados é proveniente de pé de madeira, que é frequentemente inalado
pelos trabalhadores ali presentes. Sabendo da existéncia desses potenciais
patdbgenos nessa Madeireira e assumindo o quadro atual de disseminagao
dessa micose sistémica, medidas profilaticas devem ser tomadas nesse local
para evitar novas contaminagdes. Uma sugestdo seria adotar o uso de
mascaras nasais pelos trabalhadores: € um método higiénico, de baixo custo e
eficaz na prevencédo da criptococose e de outras doencgas sistémicas com

semelhante modo de infecgao.
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6 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos no estudo, pode-se concluir que:

Foram obtidos trés isolados de C. neoformans provenientes de p6 de
madeira, excreta de pombo e excreta de galinha. Um isolado da espécie

C. gattii foi obtido, proveniente de excreta de pombo.

Os métodos bioquimicos e moleculares utilizados possibilitaram a
identificacdo e caracterizacdo dos isolados. Os trés isolados de C.
neoformans pertencem ao tipo molecular VNI, sorotipo A, var. grubii e
sdao MATa. O isolado da espécie C. gattii € de tipo molecular VGI,
sorotipo B, MATa.

Foram realizados testes de sensibilidade nos isolados do estudo
utilizando os antifungicos: anfotericina B, fluconazol, itraconazol e 5-
fluorocitosina. Todos apresentaram sensibilidade, ou sensibilidade
intermediaria ou dependente da dose em relagdo aos antifungicos
testados. Nao houve registro de resisténcia a essas drogas no presente

estudo.

Estudos no ambiente de pacientes com criptococose sio validos para se
avaliar um possivel foco de infeccdo e assim evitar novos casos ou

recidivas da doenca.
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ANEXOS

Anexo 1. Esquema de diluicdo das drogas soluveis e insoluveis em agua. M27-

A2, 2002 — CLSI.
Drogas sollveis em agua (fluconazol e 5-fluorocitosina)
Passo | Concentragdo | Fonte | Volume Meio Concentragcio Concentragcao
(Mg/mL) (mL) Intermediaria Final (1:10)
(pg/mL) (pg/mL)
1 10240 Estoque 1,0 7,0 1280 128
2 1280 Passo 1 1,0 1,0 640 64
3 1280 Passo 1 1,0 3,0 320 32
4 320 Passo 3 1,0 1,0 160 16
5 320 Passo 3 0,5 1,5 80 8
6 320 Passo 3 0,5 3,5 40 4
7 40 Passo 6 1,0 1,0 20 2
8 40 Passo 6 0,5 1,5 10 1
9 40 Passo 6 0,5 3,5 5 0,5
10 5 Passo 9 1,0 1,0 2,5 0,25
A concentracao da placa sera a metade da concentracao final (1:10), devido a adigao
do inoculo.
Drogas insoluveis em agua (anfotericina B e itraconazol)
Passo | Concentragdo | Fonte | Volume Meio Concentragio Concentragcao
(ug/mL) (mL) Intermediaria Final (1:10)
(ng/mL) (ng/mL)
1 3200 Estoque 3200 32
2 3200 Estoque 0,5 0,5 1600 16
3 3200 Estoque 0,5 1,5 800 8
4 3200 Estoque 0,5 3,5 400 4
5 400 Passo 4 0,5 0,5 200 2
6 400 Passo 4 0,5 1,5 100 1
7 400 Passo 4 0,5 3,5 50 0,5
8 50 Passo 7 0,5 0,5 25 0,25
9 50 Passo 7 0,5 1,5 12,5 0,125
10 50 Passo 7 0,5 3,5 6,25 0,0625

A concentracdo da placa sera a metade da concentragao final (1

do inoculo.

:10), devido a adicao
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CAPITULO Il — ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DE OUTRAS
LEVEDURAS

1 INTRODUGAO

1.1 Leveduras

As leveduras sdo microrganismos pertencentes ao reino Fungi, as quais
possuem parede celular rigida, nucleo individualizado, reprodugao sexuada
através de células denominadas esporos, nutricdo heterotrofica por absorcao,
auséncia de motilidade, entre outras. Possuem um talo predominantemente
unicelular, realizam reprodugao assexuada por brotamento ou fissdo e nao
formam corpos de frutificagdo, o que as diferencia dos demais fungos
(KURTZMANN & FELL, 1998). As leveduras estdo amplamente distribuidas na
natureza, podendo ser encontradas em varios substratos. Sdo classificadas
entre os filos Ascomycota e Basidiomycota (CAVALIER-SMITH, 1998;
BARNETT et al., 2000). Os basidiomicetos sdo capazes de utilizar uma grande
variedade de compostos se comparados aos ascomicetos. Isso se deve ao
amplo perfil assimilativo de fontes de carbono que os basidiomicetos possuem,
diferente dos ascomicetos, que se restringem a poucas fontes de carbono
(KURTZMANN & FELL, 1998). Atualmente sabe-se que espécies de ambos os
filos sdo amplamente distribuidas, habitando desde solos, rios, lagoas, arvores,
frutos até o interior do corpo humano e de animais (SOARES et al., 1997; XU et
al., 1999; KAM & XU, 2002; HONG et al., 2006; CAFARCHIA et al., 2006).

As leveduras sao utilizadas na industria quimica, farmacéutica, téxtil e
alimenticia, em processos de fermentagdes, produgdes de enzimas e ainda na
producdo de substancias que servem como antimicrobianos (KOENIG & DAY,
1989; SANTOS et al.,, 2002; FUENTEFRIA, 2004; LAITJILA et al., 2006;
LOPANDICK et al., 2006). Porém com o aumento de micoses oportunistas
envolvendo leveduras, esses microrganismos passaram a ter uma atencéo

diferenciada. Leveduras que sdo comumente usadas na producio de alimento
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e fermentacdo, como Saccharomyces e Pichia spp., agora possuem casos
clinicos relatados na literatura (HOFMEYR & SLAVIN, 2006).

1.2 Micoses emergentes

Com a possibilidade de transplantes de 6rgaos, tratamentos oncoldgicos
intensos e tratamentos utilizando corticéides a sobrevida de muitos pacientes
tém aumentado, juntamente com uma prolongada permanéncia em unidades
de saude. Esses tratamentos promovem a baixa do sistema imune do paciente,
deixando-o suscetivel a diversos patdgenos oportunistas, principalmente os
fungos. Por esse motivo, as infecgbes fungicas tém se tornado um grande
problema de saude publica. Varias espécies fungicas, que antes eram
consideradas inofensivas ao homem vém tornando-se potenciais patogenos,
causando as chamadas micoses emergentes. As leveduras vém se destacando
nesse quadro pelo modo ao qual infectam o hospedeiro, por suas defesas
contra o sistema imune dos hospedeiros e por serem amplamente distribuidas
no ambiente.

Do filo Basidiomycota, os géneros Cryptococcus, Rhodotorula e
Trichosporon sdao os mais citados em micoses oportunistas (PASQUALOTTO
et al., 2005; THANOS et al., 2006; KOYANAGI et al., 2006; KIKEN et al., 2006;
KHAWCHAROENPOM et al.,, 2006; GIL et al., 2006). As espécies do filo
Ascomycota possuem varias descrigdes de envolvimento em casos de
infeccbes oportunistas, principalmente as do género Candida, as quais
possuem inumeros casos clinicos relatados (LUZZATI et al., 2005; BASSETTI
et al., 2006; YAPAR et al., 2006). Outros géneros com descricdo de caso
clinico na literatura sdo: Pichia, Kodamaea, Metschnikowia, Debaryomyces,
Hansenula, entre outros (MOHL et al., 1998; WONG et al., 2000; WAGNER et
al., 2005; PAULA et al., 2006; TAJ-ALDEEN et al., 2006). Essas micoses
variam de cutdneas a sistémicas, dependendo do estado imunoldgico do
hospedeiro. Atualmente a espécie C. neoformans, que antes era citada como
oportunista, vém acometendo individuos aparentemente higidos (LUl et al.,
2006). Isso se deve a linhagens resistentes aos antifungicos e a diversos

estresses ambientais. Essas linhagens desenvolvem mecanismos internos que
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atuam como potenciais fatores de viruléncia antes néo existentes (ALTAMURA
et al., 2001).

O modo de infecgdo n&o esta descrito para todos os fungos. Os eventos
que levam a uma infecgao fungica geralmente incluem a entrada do patégeno
no organismo hospedeiro, 0 que geralmente ocorre por inalagdo de esporos ou
de leveduras dissecadas, ou ainda por feridas cutaneas. Apds a entrada, o
ataque do fungo ao tecido hospedeiro, para estabelecimento e, em muitos
casos, a disseminagdo pelo organismo hospedeiro, que ocorre Vvia
hematogénica (ALTAMURA et al.,, 2001). Como citado anteriormente, as
leveduras estdo dispersas pelo ambiente estando em contato direto com

humanos e animais, causando preocupacao a area da saude.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Baseado em um relato de caso clinico de criptococose, isolar leveduras

de uma Madeireira localizada na cidade de Cachoeira do Sul — RS.

2.2 Objetivos Especificos

e Isolar leveduras de substratos da Madeireira e identifica-las

fenotipicamente;

e Caracterizar a microbiota leveduriforme existente na Madeireira e avaliar

a quais outras micoses os trabalhadores desse local estao sujeitos.

e Utilizar o sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade 26S do rDNA
para confirmar a identificacdo fenotipica das espécies com caso clinico
descrito na literatura e para identificar as leveduras que ndo puderam

ser identificadas pelos métodos tradicionais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

Foram realizadas 4 coletas, uma em cada estacdo do ano, em uma
Madeireira na cidade de Cachoeira do Sul — RS. As coletas foram realizadas
nos meses de maio (outono), julho (inverno), outubro (primavera) e dezembro
(verao), respectivamente, no ano de 2005.

Foram coletadas amostras de serragem, p6 de madeira e poeira do
interior da Madeireira, de casca e folhas de troncos de eucalipto localizados na
area externa da Madeireira e de excretas secas de pombos e galinhas
encontradas proximas a Madeireira. Todas as amostras foram coletadas com o
auxilio de espatulas estéreis e acondicionadas em placas de Petri estéreis para
o transporte ao laboratorio.

Em cada coleta foi realizado o monitoramento do ar, conforme descrito
por Wojcik-Stopczynska et al. (2003) com modificagcbes. O monitoramento foi
realizado no interior da Madeireira utilizando - se 10 placas de Petri contendo
Agar YEPG (Tabela 1), adicionado de cloranfenicol (34ug/mL), por coleta. As
placas eram dispostas em locais demarcados, a um metro de distédncia da
parede, do chdao e do teto, e permaneciam abertas por uma hora. Apds a
exposicao eram fechadas, lacradas e transportadas ao laboratério, onde eram
mantidas em estufa bacteriolégica a 30°C e examinadas diariamente por até 10

dias para o aparecimento de colbnias.

3.2 Processamento das amostras

O processamento das amostras foi realizado segundo o protocolo
descrito por Passoni et al. (1998) com modificacbes. Das amostras de
serragem, p6 de madeira, poeira, folhas e cascas de eucalipto foram pesados
0,3g de material e transferidas para 15mL de solu¢do salina a 0,9%. Das
amostras de excretas de aves foram pesados 0,1g e também transferidas para

cada 15mL de solugao salina a 0,9%. Todas as amostras foram colocadas em
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frascos Erlenmeyers e submetidas a agitacdo (150rpm) em shaker por 1 h.
Apos esse periodo foram mantidas sem agitagdo por 15 min para ocorrer a
sedimentagao e 100uL do sobrenadante foram coletados para semeadura em
placas de Petri contendo Agar YEPG acrescido de cloranfenicol (34ug/mL). As
placas foram incubadas em estufa bacterioléogica a 30°C e examinadas

diariamente por 10 dias para o aparecimento de coldnias.

3.3 Isolamento e identificagao das leveduras ambientais

Todas as leveduras isoladas neste estudo foram fenotipicamente
caracterizadas por testes morfologicos e fisiologicos (YARROW, 1998). A
identificacdo das leveduras foi realizada conforme Barnett et al. (2000) e pelo
software YEASTCOMPARE (C. Ciriello & M.A. Lachance, Copyright ® 1999 —
2001), que compara as caracteristicas fenotipicas das leveduras com espécies

conhecidas, aprimorando o trabalho de identificagao.

3.3.1 Isolamento e Manutenc¢éo das culturas

O isolamento das leveduras foi realizado mediante o crescimento
de colonias sobre o meio, as quais eram selecionadas por diferencas
macromorfolégicas na mesma placa. Apds a selegao visual, cada levedura era
semeada em outra placa contendo Agar YEPG, para eliminar qualquer
contaminante (fungos filamentosos ou bactérias). As culturas puras foram
estocadas em Agar GYMP com 6leo mineral a 4°C.

Obtidas as colbnias puras, cada uma foi repicada para 2 tubos, um
contendo Agar Gymp (Tabela 1), onde apds o crescimento de 3 dias foi
adicionado 6leo mineral estéril e mantido a 4°C, sendo esse o tubo estoque; e
o outro contendo Agar YEPG, para ser utilizado nos posteriores testes

fenotipicos. Foram efetuados repiques sucessivos a cada 8 meses.
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3.3.2 Caracterizacdo morfologica

A identificacdo morfologica foi realizada por analise macro e
micromorfolégica de cada levedura isolada. A analise macromorfologica foi feita
mediante observacao de caracteristicas especificas das colbnias, tais como:
textura, superficie, coloracdo, borda, elevagcdo e forma. Ja a analise
micromorfolégica foi realizada em microscopio 6ptico (Zeiis — Axiostar), com
magnificagdo de 1000X. Analisou-se microscopicamente o padrédo e a forma
apresentada, tipo de reprodugao vegetativa (por brotamento multilateral, bipolar
ou unipolar, por fissdo, por formagao de filamentos), e a formacao e estrutura
de ascosporos, se estes fossem encontrados (BARNETT et al., 2000).

Para a analise macromorfoldgica, as leveduras eram cultivadas em Agar
YEPG por 4 dias; ja na analise micromorfolégica as leveduras foram crescidas
em Agar YM (Tabela 1), por 2 a 4 dias. Para a andlise da formagao dos
ascosporos, as leveduras foram crescidas em Agar Acetato de Sodio (Tabela
1) e visualizadas em 6, 15 e 30 dias de crescimento, dependendo do resultado

observado em cada visualizagéo.

3.3.3 Caracterizacdo Bioquimica

Para identificacdo bioquimica, foram realizados testes de Fermentacao
de acucares, testes de Assimilacdo de Fontes de Carbono e Fontes de
Nitrogénio, conforme descrito por Barnett et al. (2000).

Tradicionalmente, trés principais métodos sao utilizados para a
inoculacdo e posterior leitura dos testes bioquimicos e também em outros
testes de identificacdo: o método com meio liquido, sendo a leitura pelo cartao
de Wickerham, auxanograma em placas com Agar base nitrogenado e, por fim,
o método de réplica em placas (BARNETT et al., 2000). No presente trabalho,
foi utilizado o método de meio liquido para os testes de Assimilacdo de Fontes
de Carbono e para os in6culos preparados anteriormente aos testes. Para os
testes de Assimilacdo de Fontes de Nitrogénio utilizou-se o0 método de réplica
em placas.

O método de meio liquido, utilizando o cartdo de Wickerham estima a

densidade celular através da turvagao da suspensido onde foi inoculada a



54

levedura. O grau 1 da escala de Wickerham equivale a uma concentragao entre
10° e 10° células/mL; o grau 2 equivale a 10" e 10® células/mL e o grau 3 é
equivalente acima de 10® células/mL (PFALLER et al., 1988).

O método de réplica em placas consiste em avaliar o crescimento da
levedura na superficie de um Agar contendo uma fonte de nitrogénio ou
carbono. As inoculagcbes sao feitas com um padrdo sobre o Agar, sendo
idénticas para todas as fontes testadas e controles utilizados. O resultado é
dado comparando-se visualmente o crescimento da fonte de nitrogénio ou
carbono desejada com o crescimento obtido nos controles positivo e negativo
(LEDERBERG & LEDERBERG, 1952; SHIFRINE et al., 1954; BEECH et al.,
1955).

3.3.3.1 Testes de Fermentagao

Os testes para verificar a capacidade de cada levedura fermentar
agucares foram realizados conforme descrito por Yarrow (1998) e Barnett et al.
(2000). Foram testados os acgucares D-glicose (Acros), galactose (Acros) e
maltose (Sigma). As leveduras foram inoculadas em Agar YEPG e incubadas
por 48 h a 30°C antes da realizacdo dos testes para obtencdo de cultura
metabolicamente ativa. Apds esse periodo foi realizado um inéculo abaixo do
grau 1 do cartdo de Wickerham em tubos com agua destilada estéril e deste, foi
retirado 30uL os quais foram inoculados em tubos de ensaio contendo o meio
para fermentagcédo (Tabela 1) e tubos de Durham invertidos no seu interior. A
leitura foi realizada regularmente em 1, 2, 3, 4, 5, 7, 14 e 21 dias apo6s a
inoculagédo. O teste foi considerado negativo quando ndo houve acumulo de
gas no interior do tubo Durham ou quando eram observadas apenas pequenas
bolhas. Quando 1/3 do tubo Durham estava ocupado por gas foi considerado
+1, quando ocupado por 2/3 de gas considerou-se +2 e quando o tubo Durham
estava completo de gas, +3. As cepas cujas leituras registraram-se +2 ou +3
foram consideradas fermentadoras, ja as que tiveram leitura +1 foram
consideradas fermentadoras fracas.

Como controle positivo para o teste de fermentagao, foi utilizado uma
linhagem de Candida albicans para o agucar glicose e uma linhagem de
Candida tropicalis para os demais agucares (linhagens pertencentes a colegéo

do Laboratério de Fungos de Importancia Médica e Biotecnoldgica).
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3.3.3.2 Testes de Assimilagao de Fontes de Carbono

Esse teste avalia a capacidade da levedura assimilar determinada fonte
de carbono anaerobicamente e foi realizado conforme descrito por Yarrow
(1998). Foram testadas 13 fontes de carbono (D-glicose [Acros], N-acetil-
glicosamina [Sigmal], D-trealose [Sigmal], galactose [Acros], D-raffinose [Sigmal],
celobiose [Sigma] amido [Sigmal], lactose [Merck], Myo-inositol [Sigma], D-
mannitol [Synth], maltose [Sigma], D-arabinose [Merck], xilose [Sigma]) para
cada levedura. O inoculo foi preparado em agua destilada estéril abaixo da
escala 1 de Wickerham, com culturas de 48 h em Agar YEPG, o qual era
incubado por 48 h a 30°C para que esgotassem as fontes energéticas
endogenas. Apos esse periodo, uma aliquota de 30uL era inoculada em tubos,
cada qual com uma fonte de carbono e incubados a 30°C por 21 dias. A leitura
foi realizada em 7, 14 e 21 dias, através do cartdo de Wickerham, comparando
a turbidez obtida para cada fonte de carbono, a apresentada pelos controles
positivo e negativo (PFALLER et al., 1988). Para a realizagcao dos testes foram
utilizados tubos com 2mL contendo 0,67% do meio YNB (Yeast Nitrogen Base
— Difco) e 0,5% da fonte de carbono (1% para D-raffinose).

Os controles, positivo e negativo deste teste, foram os tubos contendo
YNB + glicose e o tubo contendo YNB sem nenhuma fonte de carbono,

respectivamente.

3.3.3.3 Testes de Assimilagao de Fontes de Nitrogénio

Semelhante ao teste de assimilacdo de fontes de carbono, esse teste
visa testar aerobicamente a habilidade da levedura crescer utilizando nitrato, ou
outros compostos nitrogenados, como unica fonte de nitrogénio, conforme
descrito por Yarrow (1998). Aproximadamente 2 de todas as espécies de
leveduras utilizam nitrato e essa habilidade é importante para identificagao das
mesmas. Foram testadas 4 fontes de nitrogénio (nitrato de potassio [Quimex],
nitrito de sédio [Reagen], L-lisina [Sigma], etilamina [Sigma]) para cada
levedura isolada. O inéculo era preparado em agua destilada estéril abaixo da
escala 1 de Wickerham, com culturas de 48 h em Agar YEPG, o qual era
incubado por 48 h a 30°C para que esgotassem as fontes energéticas. Pelo
método de replica em placas, foram preparadas placas de Petri contendo
1,17% de YCB (Yeast Carbon Base - Difco), 0,5% da fonte de nitrogénio
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desejada (com excegao da Etilamina, a qual foi utilizada na concentragdo de
0,064%) e 2% de Agar Ultra Puro [Sigma] (Tabela 1). Por placa, eram
inoculadas na superficie 20 leveduras, a partir do pré-inéculo descrito
anteriormente, de maneira uniforme e idéntica para todas as placas. De cada
levedura era depositado 4uL na superficie do Agar, e apo6s total absorgéo, as
placas eram incubadas por 6 dias a 30°C. A leitura foi feita visualmente através
do crescimento, comparado com os controles.

Para controle positivo foi utilizada uma placa contendo YCB + Peptona e

como controle negativo, somente YCB.

3.3.3.4 Atividade de Urease

Para esse teste foi utilizado o Agar Uréia de Christensen (Tabela 1),
onde a atividade da enzima urease pode ser observada pela mudanca de
coloracédo do indicador de pH vermelho de fenol de laranja para rosa, com a
mudanga do pH de acido para basico, sendo este o resultado positivo
(NEUFELD, 1999; BARNETT et al., 2000). As culturas foram inoculadas sobre
o Agar Uréia de Christensen e incubadas a 30°C por seis dias, sendo

examinadas diariamente.

3.3.3.5 Producao de Caseinase

Algumas leveduras tém a habilidade de produzir enzimas especificas; a
habilidade de producdo de caseinase foi testada para todas as leveduras
isoladas. O teste foi feito em placas de Petri grande contendo 0,67% de YNB
acrescido de 0,5% de glicose, 0,5% de caseina [Sigma] e 2% de Agar [Merck],
ajustado para o pH 7,0 com KOH (Tabela 1). Foi realizado um inéculo de cada
levedura abaixo do grau 1 da escala de Wickerham e desse foi tirado 4uL e
depositado sobre o meio, com distancias equidistantes entre os indculos. Apos
sete dias de incubacdo a 30°C, era realizada a revelagdo, com adicdo de HCI
1N na superficie do meio, deixando agir com a caseina por 1 h. O resultado foi
considerado positivo quando ao redor do inoculo surgiu um halo transparente,
resultado da hidrélise de caseina (YARROW, 1998).
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3.3.4 Caracterizacgao Fisiologica

3.3.4.1 Teste de Crescimento em Diferentes Temperaturas

As leveduras crescem em uma ampla faixa de variagao térmica, a qual
vai de 0° a 47°C, portanto este teste contribui para a identificagcdo de algumas
leveduras. Foi realizado o teste com as temperaturas de 37°C e 42°C, pois as
leveduras deste trabalho foram isoladas a 30°C. Foi preparado um inéculo de
cada levedura abaixo do grau 1 da escala de Wickerham e desse foram
retirados 30uL, que foram inoculados em caldo YEPG e submetidos em banho-
maria, as temperaturas citadas anteriormente. A leitura era realizada
diariamente por quatro dias e medida pelo grau de turvagdo com a escala de
Wickerham (KREGER-VAN RIJ, 1984; YARROW, 1998; BARNETT et al.,
2000).

3.3.4.2 Teste de Crescimento a Alta Pressdao Osmaética

Algumas espécies de leveduras sdo tolerantes de crescimento a
solucdes hipertonicas, sendo esta outra prova importante para a identificacdo
fisiologica. Para realizar esse teste foram feitos duas solugdes salinas
hiperténicas: NaCl 10 e 16% [Merck]; e uma solugéo glicosilada hiperténica:
Glicose 50%. Foi preparado um indculo de cada levedura abaixo do grau 1 da
escala de Wickerham e desse foram retirados 30uL os quais foram inoculados
em caldo YEPG acrescido de 10% e 16% de NaCl e na solucao de glicose 50%
(0,67% de YNB, 50% de glicose) (Tabela 1). Apds a inoculagao os tubos foram
incubados em banho-maria por 4 dias. A leitura foi realizada pelo grau de
turvacdo medida pela escala de Wickerham (BARNETT et al., 2000).

3.3.5 Identificagdo Molecular

A identificacdo molecular, por sequenciamento da regido D1/D2 da
subunidade 26S do rDNA, foi realizada conforme descrito por Kurtzman &
Robnett (1998) e Fell et al. (2000). Essa regidao é altamente conservada e
encontra-se sequenciada em praticamente todas as espécies de leveduras

conhecidas, capacitando estudos de taxonomia.
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3.3.5.1 Extragao de DNA e Amplificagao da regiao D1/D2

A extracdo de DNA e a amplificacao da regiao D1/D2 do 26S do rDNA
foram feitas conforme protocolo descrito por Ramos et al. (2001), utilizando os
primers NL-1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) e NL-4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG) (O'DONNELL, 1993). As leveduras foram
cultivadas em Agar YEPG por 4 dias. Foram retiradas 4 algadas e colocadas
em eppendorf (2mL) contendo 500uL de tampéao de lise celular (0,15M NaCl /
50mM Tris-HCI / 10mM EDTA/ 2% SDS / pH = 8,0) e colocadas em banho-
maria a 65°C por 1 h. Foram realizadas uma extracdo com fenol/ cloroférmio
(1:1) e 3 extragbes sucessivas com cloroformio (400uL). O sobrenadante final
foi precipitado com isopropanol (200uL) por 5 min a temperatura ambiente. O
pellet foi lavado com etanol 70% e apds secagem os acidos nucléicos foram
ressuspendidos em 50uL de TE (10mM Tris-HCI [pH = 7,6]; 1mM EDTA [pH =
8,0]) e tratados com RNase A (20ug/mL) por incubagédo em banho-maria por 30
minutos a 37°C. O DNA foi migrado em gel de agarose 0,8% a 100 volts por 1
h e visualizado em luz UV para a quantificacio.

As reacgdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25
ML contendo: 3uL de DNA gendmico (50ng/uL); 2,5uL de tampé&o 10X (10 mM
Tris HCI pH 8,3/ 50 mM KCI/ 1,5 mM MgCl,); 1,25uL de MgCl, (50mM); 2,5 uL
de dNTP (1mM); 1uL de cada primer (NL1/ NL4) e 0,5uL de Tag-polimerase
(5U/uL - CenBiot Enzimas). Todas as reacgbes foram realizadas em um
termociclador (MiniCycler™, MJ Research). A amplificagdo foi realizada em 33
ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 min, anelamento a 52°C por 30 seg,
extensdo a 72°C por 1 min. O DNA amplificado foi purificado com tRNA

(Invitrogen) de acordo com instru¢des do fabricante.

3.3.5.2 Sequenciamento da regiao D1/D2 do rDNA

O DNA purificado foi usado para sequenciamento com os primers NL-1 e
NL-4. As reagdes de sequenciamento foram realizadas em triplicata para cada
primer. Foram analisadas 4, 5 ou 6 seqUéncias de cada isolado, sendo no
minimo 2 sequéncias para cada primer. As reagdes do sequenciamento foram
realizadas utilizando o kit DYEnamic ET dye Terminator cycle sequencing
(Amersham) e analisadas em sequenciador automatico MegaBACE 1000

(Amersham). A qualidade das sequéncias foi verificada pela inspe¢céo dos
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cromatogramas utilizando os programas STADEN (STADEN et al., 2000). A
sequéncia consenso gerada foi comparada com o banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando o programa BLASTn para a
identificacdo das espécies (ALTSCHUL et al.,, 1990). A significancia do
resultado foi baseada em valores de E value 0.0 e de Score maiores que 800
bits.

3.4 Meios de Cultivo e Solugoes

Os meios utilizados para o desenvolvimento dos testes estao listados na

tabela 1.

Tabela 1. Meios de cultivo e solugdes empregados para realizagido dos testes.

Agar GYMP 2% dglicose; 2% de extrato de malte; 0,5% de
extrato de levedura; 0,2% de fosfato de sddio
monobasico; 2% Agar

Agar Uréia de Christensen 1% peptona, 1% Glicose, 5% NaCl, 2% Fosfato
monopotassico, 0,012% Vermelho de Fenol, 3%
Uréia.

Agar YM 0,3% extrato de levedura; 0,3% extrato de malte;
0,5% peptona; 1% glicose; 2% Agar; 0,003% azul
de metileno

Agar YEPG 2% dglicose; 1% de peptona; 0,5% de extrato de
levedura; 2% Agar.

Caldo YEPG 2% dglicose; 1% de peptona; 0,5% de extrato de
levedura

Meio para fermentacdo de 0,75% peptona; 0,45% de extrato de levedura; 2%

agucares de cada acucar (glicose / galactose / maltose)

Meio para a assimilagéo de fontes 0,67% Yeast Nitrogen Base (YNB); 2% Agar Difco;

de carbono 0,5% fonte de carbono (1% para rafinose)

Meio para a assimilagéo de fontes 1,17% de Yeast Carbon Base (YCB); 0,5% Fonte

de nitrogénio de nitrogenio (0,064% ethilamina); 2% Agar Ultra-
puro

Meio para a observagcdo de 0,5% acetato de sédio trihidratado; 2% Agar
ascosporos

Meio para producao de caseinase 0,67% de YNB; 0,5% de glicose; 0,5% de caseina;
2% Agar, ajustado para o pH 7,0 com KOH

Solucgao Salina NaCl 0,9% ou 0,85%.

Teste de resisténcia a NaCl 10 e 2% glicose; 1% de peptona; 0,5% extrato de

15% levedura; 2% Agar; 10 ou 15% de NaCl

Teste de resisténcia a 50% de 0,67% de YNB; 50% glicose
glicose
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4 RESULTADOS

4.1 Isolamento e purificagao das culturas

Das quatro coletas realizadas foram isoladas 180 leveduras a partir de
caracteristicas macromorfologicas distintas por placa. As amostras coletadas
totalizaram 40 sitios amostrais do ar interno da madeireira, 40 amostras de
excretas coletadas (pombos e galinhas) e 63 amostras no interior da
madeireira, entre serragem, p6 de madeira, poeira, casca de eucalipto e folha
de eucalipto. A maioria das leveduras foi isolada a partir do monitoramento do
ar, realizado no interior da Madeireira. Outro sitio amostral com grande numero
de isolados foram das excretas de aves existentes no local. Dos demais sitios

avaliados foram obtidos poucos isolados (Tabela 2).

Tabela 2. Descricdo do numero amostral em relagao ao numero de leveduras isoladas
em cada sitio.

Sitio amostral Amostragem total em NUmero de leveduras
cada sitio amostral isoladas em cada sitio
amostral

Monitoramento do ar 40 76
Excreta de pombo 20 36
Excreta de galinha 20 9
Serragem 15 22
P6 de madeira 13 16
Poeira 12 10
Casca de eucalipto 22 8
Folha de eucalipto 1 3

Foi realizada uma coleta por estacdo do ano, para avaliar a prevaléncia
de géneros e espécies de leveduras por estacdo. A maioria das leveduras foi
isolada na primavera como esperado, seguida pelo inverno, verao e o outono.
No outono foi obtido um menor numero de isolados possivelmente devido a
falta de experiéncia na coleta e isolamento. A relagdo de géneros isolados em
cada estagcdo do ano esta representada na tabela 3. Espécies dos géneros
Cryptococcus, Candida e Pichia foram isoladas em todas as estagdes. O

género Debaryomyces foi isolado em todas as estagdes, exceto no outono. Os
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demais géneros foram isolados com menor frequéncia se comparado aos
citados anteriormente. Essa avaliagdo se refere somente aos isolados que

foram identificados ao nivel minimo de género com a identificagédo fenotipica.

Tabela 3. Freqiéncia dos géneros isolados em cada estagédo do ano.

Géneros Primavera Verao Outono Inverno
Basidiomicetos 34% (10)*  42% (12)* 3% (1)* 21% (6)*
2 2 1 4
Cryptococcus spp.
Kockovaella sp. i i i 1
4 8 - -
Rhodotorula spp.
Pseudozyma sp. i i i
Sporobolomyces spp. i 1 i 1
. 3 1 - -
Trichosporon spp.
o * 0, * o, * o, *
Ascomicetos 39% (44) 20% (23) 6% (7) 35% (40)
Candida spp. 9 5 9
11 - 15
Debaryomyces spp.
. 3 - - -
Hanseniaspora spp.
2 1 - -
Kluyveromyces spp.
Kodamaea spp. 1 i i 1
. 1 - - 1
Lipomyces spp.
. 13 1 2 14
Pichia spp.
Saccharomyces spp. i i i
- 1 - -
Torulaspora sp.
Williopsis sp. 1 i i i
1 - - -
Zygozyma sp.

*Numero de leveduras isoladas em cada estacdo do ano.

4.2 Identificagao Fenotipica das leveduras isoladas

As caracteristicas macromorfolégicas e micromorfoldgicas das leveduras
isoladas neste estudo podem ser avaliadas no apéndice 1. Os resultados dos
testes bioquimicos e fisioldgicos realizados para a identificagdo fenotipica das

leveduras isoladas estao disponiveis nos apéndices 2 e 3, respectivamente.
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Das 180 leveduras isoladas, 28 foram classificadas como pertencentes
ao Filo Basidiomycota, 115 pertencentes ao Filo Ascomycota e 37 nao se
enquadraram em nenhum género pelos métodos convencionais de
identificacdo. As listagens com a identificagao presuntiva das leveduras, assim
como a origem de onde foram isoladas estdo apresentadas nos apéndices 4 e
5. Os basidiomicetos isolados estao enquadrados em 6 diferentes géneros e 16
diferentes espécies (Figura 1). Ja os ascomicetos englobam 11 distintos

géneros e 32 espécies diferentes (Figura 2).

14%

. 7% o Cryptococcus spp.

49, m Kockovaella sp.
()

O Rhodotorula spp.

O Pseudozyma sp.

W Sporobolomyces spp.
@ Trichosporon spp.

11
39%

Figura 1. Representacao dos isolados pertencentes ao Filo Basidiomycota.

2 111 o Candida spp.

2% 1%1% % 32 m Debaryomyces spp.
O Hanseniaspora spp.

O Kluyveromyces spp.

m Kodamaea spp.

@ Lipomyces spp.
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0O Saccharomyces spp.

m Williopsis sp.
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| Zygozyma sp.

O Torulaspora sp.
24%

3
2% 2% 3%
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Figura 2. Representacao dos isolados pertencentes ao Filo Ascomycota.
Para alguns isolados, so foi possivel chegar a identificagcdo de género

com os testes tradicionais e estes estdo seguidos pelo sufixo “sp.”. O sufixo “-?”

indica que o isolado é semelhante a determinada espécie, porém difere da
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descrigao da linhagem tipo desta espécie e devem ser repetidos os testes para

confirmacéo.

4.3 Espécies de leveduras com caso clinico descrito

Apos a identificagdo fenotipica das leveduras isoladas, foi realizada uma

busca no Pubmed (www.pubmed.gov), para verificar o envolvimento dessas

espécies isoladas da Madeireira em casos clinicos. Essa busca nos possibilitou
o conhecimento das demais doengas a que os trabalhadores dessa Madeireira
estdo sujeitos por estarem expostos a essas espécies. Os resultados da busca

estdo dispostos na tabela 3, apresentando dois artigos por espécie.

Tabela 4. Espécies com relato de caso clinico na literatura.

Espécie Caso Clinico

Candida intermedia e Oral Candida flora from Brazilian human
immunodeficiency virus-infected patients in the
highly active antiretroviral therapy era. Mem Inst
Oswaldo Cruz, v. 99, p. 425 — 431, 2004.

e Chronic lymphatic leukemia resistant to
radiotherapy and chemotherapy associated with
pulmonary mycosis (by Candida intermedia).
Riforma Med, v. 13, p. 171 — 174, 1954.

Candida sake e Significance of oral Candida infections in children
with cancer. Pathol Oncol Res, v. 12, p. 237 —
241, 2006.

e Candida sake: a relevant species in the context of
HIV-associated oropharyngeal candidosis? J Mol
Med, v. 76, p. 70 — 73, 1998.
Cryptococcus laurentii* e Evaluation of Cryptococcus laurentii meningitis in
a patient with HIV infection: a case report and
review of the literature. Hawaii Med J, v. 65, p.
260 — 263, 2006.
¢ Cutaneous infection by Cryptococcus laurentii. Br
J Dermatol, v. 97, p. 221 — 223, 1977.
Cryptococcus luteolus o Diffuse infiltration of the lungs associated with
Cryptococcus luteolus. Lancet, v. 270, p. 1043 —
1045, 1956.
e Cryptococcus luteolus as a cause of pulmonary
mycosis. Orv Heti, v. 96, p. 687 — 691, 1955.
Debaryomyces hansenii e Breakthrough invasive infection due to
Debaryomyces hansenii (teleomorph Candida
famata) and Scopulariopsis brevicaulis in a stem
cell transplant patient receiving liposomal
amphotericin B and caspofungin for suspected



Kodamaea ohmeri** °
Pichia fabianii** o
Rhodotorula mucilaginosa o

[ )
Trichosporon asahii* o
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aspergillosis. Infection, v. 33, p. 397 — 400, 2005.
Bone infection caused by Debaryomyces hansenii
in a normal host: a case report. J Clin Microbiol, v.
16, p. 545 — 548, 1982.

Kodamaea (Pichia) ohmeri fungaemia in a
premature neonate. J Med Microbiol, v. 55, p. 237
— 239, 2006.

Infection in a neonate caused by Pichia fabianii:
importance of molecular identification. Med Mycol,
v. 44, p. 185 - 187, 2006.

Rhodotorula mucilaginosa outbreak in neonatal
intensive care unit: microbiological features,
clinical presentation, and analysis of related
variables. Eur J Clin Microbiol Infect Dis, v. 25, p.
193 — 196, 2006.

Fungemia caused by Rhodotorula mucilaginosa in
relation to total parenteral nutrition. Enferm Infecc
Microbiol Clin, v. 10, p. 543 — 546, 1992.
Trichosporon asahii. Blood-stream infection in a
non-cancer patient receiving  combination
antifungal therapy. Ulster Med J, v. 75, p. 226 —
227, 2006.

Disseminated infection with Trichosporon asabhii.
Mycoses., v. 39, p. 195 — 199, 1996.

*mais de 10 artigos de caso clinico relatados para tal espécie.

**Unica descri¢cao de caso clinico.

4.4 Identificacao Molecular

Com base na busca realizada no Pubmed e nos resultados da

identificagcao fenotipica, foram submetidas ao sequenciamento da regidao D1/D2

da subunidade 26S do rDNA 25 espécies identificadas no presente estudo,

com relato clinico na literatura e 37 leveduras ndo identificadas pelos testes

fenotipicos realizados. Até o momento foram sequenciadas e analisadas 27

leveduras, as quais estao apresentadas na tabela 4. As linhagens 62b, 45c,

MA28a, Ep1b, MA21a e MAG68d apresentaram homologia com sequéncias

depositadas no banco de dados referentes a géneros, sem espécie descrita até

o momento, sendo possiveis candidatos a novas espécies.
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Linhagem Identificagao fenotipica Identificagdo molecular Score
(bits)
62b Sem identificagcao Aureobasidium sp. CECT 1130
11965*
45¢ Sem identificacado Basidiomycete yeast sp.* 1086
MA30c Sem identificagao Candida fennica 896
E15c Sem identificagcao Candida pararugosa 940
MA12d Sem identificacéo Candida pomicola 1074
MAS5d Sem identificacéo Candida pomicola 1090
MA27b Sem identificagao Candida railenensis 1059
50b Sem identificagao Candida railenensis 1090
MA28a Sem identificagao Cryptococcus sp. CBS 8368* 1158
MAG68d Sem identificagao Cryptococcus sp. CBS 8368* 1067
MA28b Sem identificagao Debaryomyces hansenii 1084
MA30a Sem identificagao Debaryomyces nepalensis 993
Ep1b Sem identificacédo Debaryomyces sp. YS DN2* 1041
MA21a Cryptococcus sp. Debaryomyces sp. YS DN2* 1110
278 Sem identificacédo Pichia anomala 1019
432 Sem identificagao Pichia anomala 1065
MA42d Sem identificacédo Pichia burtonii 894
202 Sem identificagcao Pichia myanmaensis 1031
Ep4b Sem identificagao Rhodosporidium toruloides 971
MA44b Sem identificagcao Rhodosporidium toruloides 1061
302 Sem identificagcao Rhodosporidium toruloides 997
Epic Sem identificagcado Rhodotorula mucilaginosa 1108
Ep17b Rhodotorula mucilaginosa Rhodotorula mucilaginosa 1102
45b Cryptococcus ater Rhodotorula mucilaginosa 999
MA50c Sem identificacao Rhodotorula nothofagi 1160
33c Sem identificagcao Sporidiobolus pararoseus 1037
MA48b Sem identificagao Sporidiobolus ruineniae 1172

* Possiveis espécies novas.
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5 DISCUSSAO

Este estudo foi desenvolvido a partir do caso clinico descrito no capitulo
I. Procurou-se tragar um perfil epidemiolégico das leveduras existentes na
Madeireira onde esse individuo residia e trabalhava e com isso, poder definir a
que outras micoses os trabalhadores desse local estavam expostos. Para
tanto, foram realizadas coletas nessa Madeireira, uma em cada estacdo do
ano. Diferentes amostras foram coletadas na Madeireira, incluindo: excretas de
pombos e galinhas, serragem, pé de madeira, poeira, casca de eucalipto, folha
de eucalipto e foi realizado o monitoramento do ar interno. Foram isoladas 180
leveduras, sendo 28 pertencentes ao Filo Basidiomycota e 115 pertencentes ao
Filo Ascomycota. Para 37 leveduras, nao foi possivel chegar a uma espécie ou
um género especifico com os testes fenotipicos utilizados. Alguns estudos
apontam o isolamento de um numero maior de basidiomicetos em relagdo a
ascomicetos. Nos estudos de Hong e colaboradores (2006), de 34 isolados, 26
foram identificados como basidiomicetos e 8 ascomicetos; Cafarchia et al.
(2006) também identificaram mais espécies basidiomicéticas, diferente dos
resultados do presente estudo, onde foram isoladas 3 vezes mais espécies de
ascomicetos. Em relacdo aos sitios amostrais, obteve-se mais isolados de
amostras do monitoramento do ar interno (76 leveduras - 42%), seguido por
amostras de excretas (45 leveduras - 25%) e serragem (22 leveduras - 12%), ja
das amostras de pé de madeira (16 leveduras - 9%), poeira (10 leveduras -
6%), casca (8 leveduras - 4%) e folha de eucalipto (3 leveduras - 1%) foi obtido
um numero menor de isolados. Um maior isolamento do ar provavelmente se
deve a dispersdo das particulas leveduriformes pelo ambiente, o que ocorre
naturalmente. Espécies de ambos os filos ja foram descritas por habitar
amostras semelhantes as coletadas em nosso estudo (POLIAKOVA et al.,
2001; SNIEGOWSKI et al., 2002; PETER et al., 2003; MIDDELHOVEN, 2004;
NAKASE et al., 2005; VADKERTIOVA & SLAVIKOVA, 2006). A influéncia do
clima e das estacdes na prevaléncia de géneros e espécies ja foi estudada,
mostrando que ha uma prevaléncia de determinadas espécies em cada
estacdo (CHAUDHURY et al., 1996; GLUSHAKOVA & CHERNOV, 2004; DE

ANA et al.,, 2006). Nesse estudo as coletas foram realizadas uma em cada
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estacdo do ano e obtivemos um maior numero de isolados na primavera (62
leveduras - 34%), seguida pelo inverno (58 leveduras - 32%), veréo (41
leveduras - 23%) e outono (19 leveduras - 11%). Na primavera ha uma ampla
variedade de substratos e o clima ¢é favoravel a inumeras espécies
leveduriformes. Nessa estacdo obtivemos a maior diversidade de géneros e
espécies, seguida pelo verdo, onde foram isoladas diferentes espécies,
conforme esperado. No inverno houve pouca diversidade, mas um grande
numero de isolados, diferentemente do outono, onde foram obtidos poucos
isolados de apenas trés géneros diferentes. Os géneros prevalentes em todas
as estacbes sao o Cryptococcus, Pichia e Candida, seguido pelo género
Debaryomyces que foi amplamente isolado em todas as estagdes, exceto no
outono.

Dos basidiomicetos, o género Rhodotorula foi o mais isolado nesse
estudo. Esse género possui varias espécies envolvidas em micoses
emergentes e é isolado de excretas de aves, plantas, frutas, agua e outros
(BOGUSLAWSKA-WAS & DABROWSKI, 2001; ZAAS et al., 2003; COMBINA
et al., 2005; PASQUALOTTO et al., 2005; CAFARCHIA et al., 2006). A maioria
dos isolados desse género sédo provenientes do monitoramento do ar e de
amostras de excreta. O género Cryptococcus é frequentemente isolado de
amostras de arvores e excretas de aves, e possui varias espécies emergentes,
incluindo C. laurentii, com inumeros relatos de caso clinico (SUGITA et al.,
2003; KHAWCHAROENPOM et al., 2006). Os isolados desse género foram
obtidos do monitoramento do ar, de excretas e p6é de madeira nao diferindo da
literatura. Outros basidiomicetos isolados nesse estudo, porém em menor
numero de espécies incluem os géneros Kockovaella, Pseudozyma,
Sporobolomyces e Trichosporon. Desses, Trichosporon € um comprovado
patogeno emergente, isolado do ar, de excretas de aves e de outros
exemplares ambientais (SUGITA et al., 2000; MLINARIC-MISSONI et al., 2005;
SUGITA et al., 2005; CAFARCHIA et al., 2006). As espécies desse género
foram mais comumente isoladas de excreta, concordando com outros estudos.
Os demais géneros sao frequientemente encontrados em solos, poeira de
casas e outros, concordando com os resultados obtidos nesse estudo
(POLIAKOVA et al., 2001; GLUHAKOVA et al., 2004).
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Dentre os isolados do filo Ascomycota, os géneros prevalentes foram
Pichia, Candida e Debaryomyces, respectivamente, tendo sido isolados de
todos os sitios amostrais testados. Poucas espécies do género Pichia séo
consideradas emergentes (KRCMERY et al., 1999; HOFMEYR & SLAVIN,
2006; OSTRONOFF et al., 2006). Sao isoladas de diversos sitios, incluindo
alimentos, solos, ar, agua, entre outros. O género Candida, amplamente citado
em infec¢gbes nosocomiais (RUIZ et al., 2005; PAULA et al., 2006), foi o
segundo género mais isolado nesse estudo, seguido pelo género
Debaryomyces. Ambos sdo amplamente distribuidos pelo ambiente, tendo sido
isolados desde exemplares de agua, alimentos até poeira no interior de
ambientes domeésticos (SOARES et al., 1997; POLIAKOVA et al.,, 2001;
GLUSHAKOVA et al.,, 2004; MOUNIER et al., 2005; ANCASI et al., 2006;
LOPANDIC et al, 2006; SENSES-ERGUL & OZBAS, 2006). O género
Debaryomyces possui uma Uunica espécie citada como emergente
Debaryomyces hansenii, porém os artigos que citam essa espécie chamam a
atencao para a espécie correspondente a sua fase anamoarfica, Candida famata
(WAGNER et al.,, 2005). Outros ascomicetos isolados, porém com menor
frequéncia, compreendem aos géneros Hanseniaspora, Kluyveromyces,
Kodamaea, Lipomyces, Saccharomyces, Torulaspora, Williopsis e Zygozyma.
S&o comumente encontrados no solo, na agua, em plantas, frutos, alimentos,
entre outros (PRADA & PAGNOCCA, 1997; ROSA et al., 1999; LACHANCE et
al., 2001; POLIAKOVA et al.,, 2001; HONG et al,, 2002; MAKSIMOVA &
CHERNOV, 2004; LOPANDIC et al., 2006). No presente estudo foram isolados
de varios sitios amostrais, concordando com a literatura. Os géneros
Kodamaea, Hanseniaspora e Saccharomyces possuem espécies patogénicas,
com algumas descri¢des clinicas na literatura (GARCIA-MARTOS et al., 1999;
BELLET et al., 2005; DE LLANOS et al., 2006; TAJ-ALDEEN et al., 2006; LEE
et al. 2007). Algumas espécies dos géneros Saccharomyces, Hanseniaspora,
Kluyveromyces, Lipomyces e Zygozyma sdo amplamente utilizadas pela
industria em processos fermentativos, na producdo de toxinas, no
processamento de produtos derivados do leite, na produgdo de enzimas e em
biodegradagao (KOENIG & DAY, 1989; RADLER et al., 1990; NISHIMURA et
al., 2002; CAPECE et al., 2005; LAITJILA et al., 2006; LOPANDIC et al., 2006;
VALLES et al., 2007).
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Para confirmar a identificagcdo fenotipica das espécies emergentes
isoladas e para identificar as 37 linhagens, as quais nao foi possivel chegar a
uma espécie ou um género especifico com os testes fenotipicos utilizados, foi
empregada a técnica de sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade 26S
do rDNA, conforme descrito por Kurtzman & Robnett (1998). Essa regido
D1/D2 é altamente conservada e encontra-se seqlienciada em praticamente
todas as espécies de leveduras conhecidas. Até o momento foram
identificadas por essa técnica 27 leveduras, que estao dispostas na Tabela 4.
Pelos testes fenotipicos utilizados foram isoladas as seguintes espécies
emergentes: Cryptococcus laurentii, C. luteolus, Rhodotorula mucilaginosa,
Trichosporon asahii, Candida intermedia, C. sake-like, Debaryomyces hansenii,
Kodamaea ohmeri e Pichia fabianii (Tabela 3). Dessas, somente trés linhagens
foram identificadas pelo sequenciamento da regido D1/D2 até o momento, que
sdo: MA21a, Ep17b e 45b. A linhagem MA21a foi caracterizada como
Cryptococcus sp. pelos testes fenotipicos, o que nao se confirmou pela
identificacdo molecular, que teve por resultado Debaryomyces sp.. Como
resultou em um género na analise molecular, pode se tratar de uma possivel
espécie nova, isso justifica a dificuldade na identificacdo fenotipica. Para o
isolado 45b a linhagem da espécie Rhodotorula mucilaginosa descrita nas
chaves de identificacdo utilizadas neste estudo, apresenta perfis de
metabdlicos diferentes do isolado 45b, o qual se enquadra aos perfis descritos
para a espécie Cryptococcus ater, resultante da identificagdo bioquimica
(BARNETT et al., 2000). Ja para a linhagem Ep17b, a identificacdo molecular
validou a identificagdo fenotipica para a espécie Rhodotorula mucilaginosa.
Das 37 linhagens sem identificacdo pelos métodos fenotipicos utilizados, 24
foram identificadas pelo sequenciamento da regido D1/D2 até o presente
momento (Tabela 4). Para essas espécies, foi realizada uma comparagao entre
o resultado obtido na identificacdo fenotipica e o pefil existente nas chaves de
identificacdo utilizadas no estudo, utilizando como referéncia a identificacao
molecular. As linhagens MA27b (Candida railenensis), 50b (Candida
railenensis), MAS5d (Candida pomicola) e MA12d (Candida pomicola)
apresentaram entre cinco e sete resultados diferentes entre os perfis
bioquimicos e fisiolégicos descritos para as linhagens das chaves de

identificacdo. As demais linhagens identificadas também apresentaram
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algumas diferengas, porém entre um ou trés testes. Isso pode ser explicado
pelo mecanismo de selecdo ambiental e/ou pela existéncia de associacdes
entre a levedura e seu substrato, gerando caracteristicas bioquimicas e
fisiologicas diferentes em uma mesma espécie (ROHM et al., 1992;
LOPANDICK et al., 2006). Nesse estudo, a identificagao fenotipica foi realizada
com base em dados fornecidos pelo software YEASTCOMPARE (C. Ciriello &
M.A. Lachance, Copyright ® 1999 — 2001), que compara as caracteristicas
fenotipicas das leveduras com espécies conhecidas, aprimorando o trabalho de
identificacdo. No caso dessas 24 linhagens, o programa nao as incluiu na
analise parcial, impossibilitando a correta identificacdo da espécie. O resultado
da identificagdo molecular realizada até o momento, mostrou espécies dos
géneros mais descritos na identificagdo fenotipica, como Candida,
Debaryomyces, Pichia, Cryptococcus e Rhodotorula, com excegao dos géneros
Sporidiobolus e Rhodosporidium, que nao foram identificados anteriormente
nesse estudo. Algumas linhagens apresentaram-se somente como géneros na
identificagcdo molecular (62b, 45c, MA28a, Ep1b, MA21a e MAG68d), sendo
possiveis candidatos a novas espécies. Estudos posteriores deverao ser
realizados para confirmar e identificar as linhagens restantes utilizando o
sequenciamento da regido D1/D2 do rDNA.

Varias espécies de leveduras tém emergido como patégenos em
potencial, causando preocupacdo na area de saude publica. Tradicionalmente
Candida albicans tem sido considerada a espécie de leveduras mais importante
na causa de infecgdbes nosocomiais, porém outras espécies tém emergido,
incluindo espécies do género Trichosporon, Debaryomyces, Pichia,
Cryptococcus, Rhodotorula entre outras (RUIZ et al., 2005; PASQUALOTTO et
al., 2005; PAULA et al., 2006). As micoses oportunistas, como o nome ja diz,
atingem individuos com deficiéncias no status imune, se aproveitando da falta
de defesa para alojar-se e estabelecer doenga. Porém, algumas espécies antes
ditas oportunistas, atualmente apresentam quadros diferenciados, vindo a
infectar individuos ditos “aparentemente imunocompetentes”. Cryptococcus
neoformans € um exemplo dessa nova visdao. Nesse estudo, espécies dos
quatro géneros mais isolados possuem relatos na literatura por causarem
infeccbes fungicas. Essas espécies possuem relatos por causarem micoses

cutaneas, orais e sistémicas, principalmente em individuos
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imunocomprometidos (Tabela 3). Conhecendo esse perfil epidemiolégico de
leveduras emergentes e saprofiticas existentes na Madeireira, medidas
profilaticas podem ser tomadas para evitar casos de micoses emergentes nos
trabalhadores e frequentadores desse local. Como sugerido no capitulo Il, o
uso de mascaras nasais evitaria a inalagdo continua desses propagulos
infectivos dispersos no ambiente. Para as leveduras com descricdo de micoses
cutaneas, € necessario evitar a exposicdo de feridas abertas, utilizando
curativos. Uma higienizagdo no interior da Madeireira também é importante
para evitar a permanéncia de propagulos infectivos, ndo somente leveduras,
mas também esporos de fungos filamentosos e bactérias. Esses propagulos
podem ser carregados para o ambiente doméstico dos trabalhadores, vindo a
ocasionar micoses em familiares. Com essas medidas pode-se evitar um
grande numero de doengas, como o caso descrito no capitulo I. Nao podemos
afirmar o local da infeccdo pela falta do isolado clinico de C. neoformans,
porém o individuo residia e trabalhava nessa Madeireira e possivelmente

contaminou-se nesse local.
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6 CONCLUSOES

Com o estudo realizado podemos concluir:

e A importancia do estudo acerca das espécies leveduriformes nesse local
deve-se ao caso clinico relatado no capitulo | e ao numero crescente de

micoses emergentes.

e Das 180 leveduras isoladas no estudo, 143 foram identificadas no
minimo ao nivel de género com os testes fenotipicos, mostrando um
bom aproveitamento dos métodos utilizados. Dessas, 28 sé&o
pertencentes ao Filo Basidiomycota e 115 pertencentes ao Filo

Ascomycota.

e Foi verificada uma variagdo sazonal dos géneros isolados em cada
coleta. Os géneros prevalentes foram: Candida, Cryptococcus,
Debaryomyces e Pichia. Espécies desses géneros foram isoladas em

todas as estagdes do ano.

e O ambiente da Madeireira é propicio para o estabelecimento de
leveduras pelos substratos de madeira existentes. O perfil leveduriforme
desse ambiente apresenta espécies patogénicas e saprofiticas. Algumas
espécies isoladas e identificadas no estudo possuem relatos de
envolvimento em micoses oportunistas. Porém a maioria dos isolados

sao ambientais e até o momento ndo possuem relato clinico.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Como perspectivas para futuros estudos, podemos citar:

Continuar a utilizar o sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade
26S do rDNA para confirmar a identificacdo fenotipica das espécies com
caso clinico descrito na literatura e para identificar as leveduras que nao

puderam ser identificadas pelos métodos tradicionais.
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APENDICES

Apéndice 1. Caracteristicas morfologicas das leveduras isoladas neste estudo
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Basidiomicetos

Cryptococcus ater 45b salmdo  brilhosa lisa mucoide oval média ausente ausente
Cryptococcus laurentii Ep1ic creme brilhosa lisa mucoide oval média ausente ausente
Cryptococcus luteolus - ? MA27c bege brilhosa lisa mucoide oval grande ausente ausente
Cryptococcus luteolus 56e salmdo  brilhosa lisa mucdide oval grande ausente ausente
Cryptococcus sp. MASa branca  brilhosa lisa cremosa bacilar  grande ausente ausente
MA21a  branca opaca lisa cremosa oval média ausente ausente

82



Apéndice 1. Continuagao - Caracteristicas morfologicas das leveduras isoladas neste estudo

Cryptococcus sp.

Kockovaella thailandica
Rhodotorula futronensis
Rhodotorula marina
Rhodotorula minuta

Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula sp.

Pseudozyma rugulosa

Sporobolomyces roseus

MAG62g péssego
Ep8d salméo
36a branca
MA27a  creme
62a péssego
Ep13a laranja
MA45d  salméo
MA42c laranja
MAG8b  salméo
MAG69a vermelha
E15a salmao
Ep17b laranja
55a salmao
MAG64c laranja
MAG5d  salméo
MA45c  salméo

Ep4d vermelha
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oval
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média
média
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média
grande
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Sporobolomyces sp. MAG67b vermelha brilhosa lisa cremosa oval grande ausente ausente
Trichosporon asabhii E15d amarela opaca rugosa esfarelada bacilar média ausente ausente
Trichosporon sp. MA43a amarelo opaca rugosa seca bacilar média ausente ausente
Trichosporon sp. E15e amarelo opaca rugosa seca oval média ausente ausente
Ep17c creme opaca rugosa seca redonda grande ausente ausente
Ascomicetos
Candida auringiensis 38b branca brilhosa lisa cremosa oval pequena ausente ausente
Candida intermedia MA26a branca opaca lisa cremosa redonda média ausente ausente
Ep6a branca opaca lisa cremosa redonda média ausente ausente
Candida ontarioensis MA12¢c  branca opaca lisa cremosa oval média ausente ausente
Candida litsaeae MA23d  branca opaca lisa cremosa redonda grande ausente ausente
Ep6b branca  brilhosa lisa cremosa oval média ausente ausente
6b branca  brilhosa lisa cremosa redonda  média ausente ausente
20c branca brilhosa lisa cremosa oval média ausente ausente
21d branca opaca lisa cremosa oval grande ausente ausente
Candida sake - ? 33e branca  brilhosa lisa cremosa oval grande ausente ausente
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Candida silvanorum - ? MA30b

Candida sorbophila E14a

Candida sp. MA24a
MA43b
MA46¢c
MA49a
MAS50a
MA50b
MAG2e
MAB7c
MAG8a
Ep13c
18a
41b
44b
46a

54a
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Candida sp.

Debaryomyces hansenii var. fabryi

Debaryomyces hansenii var.

hansenii

54b
54c
56b
57a
58a
MA44a
MA46a
MAGB8c
Ep1a
Ep8c
Ep13b
51a

MA41c

MA42e
Ep3a

Ep5b
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Debaryomyces yamadae

Debaryomyces maramus

Debaryomyces castelli
Debaryomyces robertisiae

Debaryomyces sp.

MA41a
MA49b
44a
Ep1d
Ep4c
39a
MA23b
MA23a
MA23c
MA45a
MA48a
MAB5b
Ep7c
Ep8a
Ep9a
Ep9c
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Hanseniaspora occidentalis

Hanseniaspora sp.

Kluyveromyces lactis

Kodamaea ohmeri

Lipomyces starkeyi

Lipomyces sp.

Pichia scolity

48b
50a
MA47b
MA44c
MABS5f
45a
Ep11d
Ep17a
37a
51b
MA12e
MA24b
MA42b
MAG4b
E9a
Ep7a

Ep8b
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Pichia scolity Ep9b branca  brilhosa lisa cremosa oval média ascosporos ausente
Ep10a branca brilhosa lisa cremosa oval média ascosporos ausente
Ep11a branca  brilhosa lisa cremosa oval média ascosporos ausente
38a branca  brilhosa lisa cremosa redonda  média ascosporos ausente
48a branca  brilhosa lisa cremosa oval média ascosporos ausente
48d branca brilhosa lisa cremosa oval média ascosporos ausente
Pichia scolity - ? Epb5a branca  brilhosa lisa cremosa redonda  média ascosporos ausente
Pichia acaciae 39b branca opaca rugosa seca oval grande  ascdésporos ausente
Pichia fabianii MA70a branca  brilhosa lisa cremosa oval média ascosporos ausente
Pichia jadinii MAG2f branca  brilhosa lisa cremosa  bacilar grande  ascoésporos ausente
Pichia nakazawae MA45b  branca  brilhosa rugosa cremosa bacilar grande  ascésporos ausente
Pichia philogaea 33a branca  brilhosa lisa cremosa redonda  média ascosporos ausente
Pichia subpelliculosa Ep11b branca opaca lisa cremosa redonda média ascosporos ausente
43c branca brilhosa lisa cremosa redonda média ascosporos ausente
48c branca opaca lisa cremosa redonda média ascosporos ausente
Pichia sydowiorum 40a bege opaca lisa cremosa oval médio ascosporos ausente

Pichia xylosa 56d bege brilhosa lisa cremosa oval média ascosporos ausente
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Pichia sp.

Torulaspora pretoriensis

MA41b
MA42a
MA46b
MA44d
MA49d
MAB1a
MA62d
MA70b
Epda
Ep7a
41a
48e
55b
56b
56¢
58b

Ep17d

branca
branca
branca
bege
bege
branca
branca
branca
bege
branca
branca
branca
branca
bege
bege
bege

bege

brilhosa
brilhosa
brilhosa
brilhosa
opaca
brilhosa
brilhosa
brilhosa
opaca
brilhosa
brilhosa
opaca
brilhosa
brilhosa
brilhosa
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lisa

lisa
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cremosa

cremosa

cremosa

seca

cremosa

cremosa

cremosa

cremosa

cremosa

cremosa

cremosa

cremosa

cremosa

cremosa

mucoéide

cremosa

oval

redonda
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redonda

oval
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redonda
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redonda

oval
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média
média
média
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média
média
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média
média
pequena
média
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média
média
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média

média

ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos
ascosporos

ausente

ausente
ausente
ausente
ausente
pseudohifa
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente

ausente
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Saccharomyces sp. E15b creme brilhosa lisa mucodide oval grande  ascésporos ausente
E12a creme brilhosa lisa mucoide oval grande  ascoésporos ausente
Williopsis californica Ep15b bege brilhosa lisa cremosa oval grande  ascdésporos ausente
Zygozyma sp. MA47a  branca brilhosa lisa cremosa redonda grande  ascésporos ausente
Nao identificadas
MA4a branca  brilhosa lisa mucdide oval pequena ausente ausente
MASd branca  brilhosa lisa cremosa oval média ausente ausente
MA12d branca  brilhosa lisa cremosa oval média ausente ausente
MA27b  creme brilhosa lisa cremosa oval média ausente pseudohifa
MA28a bege opaca rugosa seca oval grande ausente ausente
MA28b  branca brilhosa lisa cremosa redonda grande ausente ausente
MA30a branca opaca lisa cremosa redonda grande ausente ausente
MA30c  creme opaca rugosa seca oval grande ausente pseudohifa
MA42d  branca opaca rugosa esfarelada oval média ausente pseudohifa
MA44b salmdo  brilhosa lisa cremosa bacilar pequena ausente ausente
MA48b salmdo  brilhosa rugosa cremosa bacilar grande ausente ausente
MA49c vermelho brilhosa lisa mucoide oval grande ausente ausente
MA50c salmdo  brilhosa lisa cremosa  bacilar média ausente ausente
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MAG5a

MAGSc

MAG5e

MAG8d

E15¢
Ep1b
Epic
Ep4b
Ep8e
6d
6e
18b
19d
20a
21e
27a

30a

degradé
creme
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branca
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cremosa

redonda

bacilar

redonda

redonda

oval

redonda

oval

bacilar

oval

oval

oval

oval

redonda

oval

oval

oval

redonda

pequena
média

pequena
grande
grande
média
média
grande
média
média
média
grande
média
média
media
grande

grande

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente
pseudohifa
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
pseudohifas
ausente
ausente
ausente

ausente
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Apéndice 1. Continuagao - Caracteristicas morfologicas das leveduras isoladas neste estudo

33c laranja  brilhosa lisa cremosa bacilar  grande
33d branca  brilhosa rugosa cremosa redonda grande
43a branca  brilhosa lisa cremosa oval média
43b branca  brilhosa lisa mucoide oval pequena
45¢ amarela  brilhosa lisa cremosa redonda  média
50b branca  brilhosa lisa cremosa redonda  média

62b preta opaca rugosa cremosa bacilar média

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente

ausente
ausente
ausente
ausente
ausente
pseudohifa

pseudohifa
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Apéndice 2. Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

o 2
g 3
£ g E
) E ©
@ (18 &
10 o o0
[0} () Q Q
g o O S o 9 8 5 9 s 2% 2
tE 238 0o = 2 38 @ £ o 9 2 2 o 2 2 32 g &
@ 8§ @€ 2 € 8 ®8 8 & 9 9o o £ F @ o @ P E 8o & £ %
£ &2 § & = £ § & ®8 0 5 v ® & o £ 9 s = 0O c =
E5 85225 8% 85§ 232 8c2EL Qv EEsE s s
Leveduras Cepa 3 P 99 @ 9 2 P2 X @ 8 ¢ E § @ § 8 T % o &2 =2 == = 2
L OO =2 4« 00002 F OO0 axK 2 24 Z2 Z2 a0 W
Basidiomicetos
Cryptococcus ater 45b - - - + - -+ o+ + + + + + + W - - W -
Cryptococcus laurentii Ep1ic - - - + o+ o+ + o+ + 4+ o+ o+ - - -+ -
Cryptococcus luteolus - ? MA27c + - - -+ o+ + W + + + + 0+ + - W -
Cryptococcus luteolus 56e - - - + + 4+ o+ o+ o+ -+ o+ + o+ - - -+ 4+
Cryptococcus sp. MA5a - - - + + o+ + - -+ o+ o+ o+ - - - -
MA21a - - - + o+ o+ + o+ + + + o+ o+ W - + -
MA62g - - - + + + - W + - - - - W - - + -+ -
Ep8d - - - + o+ o+ w -+ o+ - - - - -+
36a + o+ - + o+ o+ + + o+ o+ o+ - + - + W
Kockovaella thailandica MA27a + - - + o+ o+ + o+ + o+ o+ -+ - -+ -
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Apéndice 2. Continuagéo - Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

Rhodotorula futronensis 62a - - - + + + W - -+ W W -
Rhodotorula marina Ep13a - - - + o+ o+ + + -+ o+ o+ o+ -
Rhodotorula minuta MA45d - - - + o+ -+ - - -+ o+ o+ -
Rhodotorula mucilaginosa MA42c - - - + + + + + -+ o+ o+ o+ -
MAG68b - - - + O+ o+ o+ o+ o+ -+ o+ + -
MAG69a - - - + + + o+ -+ + o+ -
E15a - - - + o+ o+ -+ W + + + + W W
Ep17b - - - + + + o+ o+ -+ + + - W
55a - - - + + + o+ o+ -+ + o+ -
Rhodotorula sp. MAG4c - - - + + o+ 4+ o+ -+ + o+ -
MAG65d - - - + + + + + + W + o+ o+ o+ -
Pseudozyma rugulosa MA45c - - - + + + + + + + + + o+ o+ o+
Sporobolomyces roseus Ep4d - - - + o+ o+ + - - W o+ -
Sporobolomyces sp. MAG7b - - - + + o+ o+ - -+ + o+ -
Trichosporon asabhii E15d - - - + + W + W -+ W + W -
Trichosporon sp. MA43a - - - + + + o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+

E15e - - - + O+ o+ -+ o+ - -+ o+ -



Apéndice 2. Continuagéo - Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

Trichosporon sp. Ep17c - - - + + - + W W o+ + o+ - 4+
Ascomicetos
Candida auringiensis 38b + + - + + o+ + + 4+ -+
Candida intermedia MA26a + - - + o+ o+ - + o+ -+
Epb6a + - - + o+ o+ w + o+ -+
Candida ontarioensis MA12¢c + - - + o+ o+ + + o+ -+
Candida litsaeae MA23d + - - + o+ o+ W + o+ -+
Ep6b + + - + o+ o+ W + + W o+
6b + o+ - + + 4+ w W + - W
20c + o+ - + + o+ + + o+ - W
21d + + - + o+ o+ W + o+ -+
Candida sake - ? 33e + - - + + W w W - - o+
Candida silvanorum - ? MA30b + o+ - + + 4+ + + + - W
Candida sorbophila E14a - - - + + + W - -+ + - - -
Candida sp. MA24a + - - + o+ o+ - + + W o+



Apéndice 2. Continuagéo - Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

Candida sp.

MA43b
MA46¢c
MA49a
MA50a
MA50b
MAGB2e
MA67c
MAG68a
Ep13c
18a
41b
44b
46a
54a
54b
54¢

56b

+

+

-+

+

-+

+

+

+

+

+

-+

+

+

+

-+

-+

+

+

+

W

+

+

-+

+
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Apéndice 2. Continuagéo - Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

Candida sp.

Debaryomyces hansenii var. fabryi

Debaryomyces hansenii var.

hansenii

Debaryomyces yamadae

57a
58a
MA44a
MA46a
MAG68c
Ep1a
Ep8c
Ep13b
51a

MA41¢c

MA42e
Ep3a
Ep5b
MA41a
MA49b

44a

+

+

-+

-+

-+

-+

+

+

+

+

-+

-+

+

+

-+

+

+

+

+

-+

-+
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Apéndice 2. Continuagéo - Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

Debaryomyces maramus

Debaryomyces castelli

Debaryomyces robertisiae

Debaryomyces sp.

Hanseniaspora occidentalis

Hanseniaspora sp.

Ep1d
Ep4c
39a
MA23b
MA23a
MA23c
MA45a
MA48a
MAB5b
Ep7c
Ep8a
Ep9a
Ep9c
36b
48b
50a

MA47b

+

+

-+

+

W

+

+

+

+

w

+

+

+

+

= =

=

+

-+

W

W

+

+

= =

=
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Apéndice 2. Continuagéo - Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

Kluyveromyces lactis

Kodamaea ohmeri

Lipomyces starkeyi
Lipomyces sp.

Pichia scolyti

MA44c
MAB5f
45a
Ep11d
Ep17a
37a
51b
MA12e
MA24b
MA42b
MAB4b
EQa
Ep7b
Ep8b
Ep9b
Ep10a

Ep11a

+

+

+

-+

+

+

w

+

w
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Apéndice 2. Continuagéo - Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

Pichia scolyti

Pichia scolyti - ?
Pichia acaciae
Pichia fabianii
Pichia jadinii
Pichia nakazawae
Pichia philogaea

Pichia subpelliculosa

Pichia sydowiorum
Pichia xylosa

Pichia sp.

38a
48a
48d
Epb5a
39b
MA70a
MAB2f
MA45b
33a
Ep11b
43c
48c
40a
56d
MA41b
MA42a

MA46b

+

+

-+

-+

+

+

+

+

+

+

W

+

+

+

+

<+

-+

=
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Apéndice 2. Continuagéo - Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

Pichia sp.

Torulaspora pretoriensis

Saccharomyces sp.

Williopsis californica

Zygozyma sp.

MA44d
MA49d
MA61a
MA62d
MA70b
Ep4a
Ep7a
41a
48e
55b
56a
56¢
58b
Ep17d
E15b

E12a
Ep15b
MA47a

-+

-+

-+

+

-+

= = =

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
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Apéndice 2. Continuagéo - Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

Nao identificadas

MA4a

MAS5d

MA12d

MA27b

MA28a

MA28b

MA30a

MA30c

MA42d

MA44b

MA48b

MA49c

MA50c

MAG5a

MAG5c

MAGSe

=
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Apéndice 2. Continuagéo - Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

Nao identificadas

MAG68d + - - + + + + o+ + o+ + o+ o+ o+ - - W -
E15¢c - - - + + + - - - + + - - _ _ + _
Ep1b - - - + + o+ + o+ + + o+ -+ - -+ -
Ep1c - - - + + o+ + - + + + + o+ - - W W
Ep4b - - - + -+ + -+ o+ - - + -+ o+
Ep8e - - - + + + + + + + o+ o+ - -+ -

6d + - - + -+ + + + + o+ o+ - -+ + -+ -

6e + - - + -+ + + + + o+ o+ o+ - - - -+ -

18b - - - + + o+ + + + + W + + W - + W W -

19d + + O+ + o+ o+ + o+ + + o+ - + - - + +
20a + + o+ + o+ o+ + + W + + + + + - + - o+ o+

21e + - - + o+ o+ + + + + + + + + o+ + - + -

27a + + - + o+ o+ + + + + W + + - + + - + W
30a - - - + o+ o+ + o+ + o+ o+ o+ - + - W -

33c - - - + + W + o+ + o+ o+ - - - - -

33d + + - + + + + W + + + - o+ - -+ o+



Apéndice 2. Continuagéo - Caracteristicas bioquimicas demonstradas pelas leveduras isoladas neste trabalho.

Nao identificadas

43a

43b

45¢

50b

62b

+: positivo/ -: negativo/ W: fraco
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Apéndice 3. Perfil Fisiolégico demonstrado pelas leveduras isoladas no estudo.

X R
o © (]
T - % 9
] % % g g (8} (&)
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T (7] n (] © [} [}
Leveduras Cepa c ¢ ¢ ¢ o 9 ¢
o (&] (&] (&] o (&) (&]
Basidiomicetos
Cryptococcus ater 45b + - - - + - -
Cryptococcus laurentii Ep11c + - - - - W -
Cryptococcus luteolus - ? MA27¢c + - - - - - -
Cryptococcus luteolus 56e + - - - - - -
Cryptococcus sp. MAba + W - W o+ + +
MA21a + W - - - + -
MA62g + - - - - - -
Ep8d + W - - + W -
36a + - - - - + -
Kockovaella thailandica MA27a + - - w - - -
Rhodotorula futronensis 62a + - - - - - -
Rhodotorula marina Ep13a + - - W+ W -
Rhodotorula minuta MA45d + - - - - - -
Rhdootorula mucilaginosa MA42c + - - - + - -
MAG68b + W - - + W -
MAG69a + - - w o+ + -
E15a + - - - - W -
Ep17b + - - + + W -
55a + - - W+ W -
Rhodotorula sp. MAG4c + - - W o+ + -
MA65d + - - - + W -
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Apéndice 3. Continuagao - Perfil Fisiolégico demonstrado pelas leveduras isoladas no

+

W

W

estudo.
Pseudozyma rugulosa MA45c
Sporobolomyces roseus Ep4d
Sporobolomyces sp. MAG7b
Trichosporon asabhii E15d
Thichosporon sp. MA43a
E15e
Ep17c
Ascomicetos
Candida auringiensis 38b
Candida intermedia MA26a
Ep6a
Candida ontarioensis MA12¢c
Candida litsaeae MA23d
Ep6b
6b
20c
21d
Candida sake - ? 33e
Candida silvanorum - ? MA30b
Candida sorbophila E14a
Candida sp. MA24a
MA43b
MA46¢c
MA49a
MA50a
MA50b

MAG2e

=

= = = =
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Apéndice 3. Continuagao - Perfil Fisiolégico demonstrado pelas leveduras isoladas no

estudo.
Candida sp.

Debaryomyces hansenii var. fabryi

Debaryomyces hansenii var. hansenii

Debaryomyces yamadae

Debaryomyces maramus

MAG67c
MAG8a
Ep13c
18a
41b
44b
46a
54a
54b
54c
56b
57a
58a
MA44a
MA46a
MAGB8c
Ep1a
Ep8c
Ep13b
51a
MA41c
MA42e
Ep3a
Ep5b
MA41a
MA49b
44a
Ep1d

Ep4dc

+

W

+

=
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Apéndice 3. Continuagao - Perfil Fisiolégico demonstrado pelas leveduras isoladas no
estudo.

Debaryomyces castelli 39a - + - + - + W
Debaryomyces robertsiae MA23b - + - + - W W
Debaryomyces sp. MA23a - - - + - W -
MA23c - W - + - W -
MA45a - + - + - + o+
MA48a - - - - - - -
MA65b - + - + - + ¥
Ep7c - - - + - W -
Ep8a -+ - W - - -
Ep9a - + W - - W -
Ep9c - + - W - W -
36b - + - + - + .
Hanseniaspora occidentalis 48b - W - - - - -
50a - W - - - - -
Hanseniaspora sp. MA47b - - - - - - -
Kluyveromyces lactis MA44c - W - + - + -
MABS5f - - - + - + .
45a - - - - + - -
Kodamaea ohmeri Ep11d -+ W+ o+ o+
Ep17a - - - + o+ ¥ .
Lipomyces starkeyi 37a - W - W - -
Lipomyces sp. 51b - + - - - - -
Pichia scolyti MA12e - W - W - + -
MA24b - + - - - + .
MA42b - + - + - + -
MA64b - - - + - + -
E9a - + - W - + -
Ep7b - - - + - + .

Ep8b - - - - - + -
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Apéndice 3. Continuagao - Perfil Fisiolégico demonstrado pelas leveduras isoladas no

estudo.
Pichia scolyti

Pichia scolyti - ?
Pichia acaciae
Pichia fabianii
Pichia jadinii
Pichia nakazawae
Pichia philogaea

Pichia subpelliculosa

Pichia sydowiorum
Pchia xylosa

Pichia sp.

Ep9b
Ep10a
Ep11a
38a
48a
48d
Ep5a
39b
MA70a
MAB2f
MA45b
33a
Ep11b
43c
48c
40a
56d
MA41b
MA42a
MA46b
MA44d
MA49d
MAG61a
MA62d
MA70b
Ep4da
Ep7a
41a

48e

+

+
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Apéndice 3. Continuagao - Perfil Fisiolégico demonstrado pelas leveduras isoladas no
estudo.

Pichia sp. 55b - - - + - + -
56a - - - W - + -
56¢ - - - W - + -
58b - - - + - - -

Torulaspora pretoriensis Ep17d - W - + + + -

Saccharomyces sp. E15b - - - - - + o+
E12a - - - - - o+

Williopsis californica Ep15b - - - - - W -

Zygozyma sp. MA47a - - - - - - -

Nao Identificadas

MA4a - - - - - + W
MASd - - - + - W -
MA12d - - - W - - -
MA27b - - - - - - -
MA28a + W - W - - -
MA28b - + - - - W -
MA30a - - - + - + -
MA30c - + W - - - -
MA42d - + - + o+ o+ -
MA44b + - - W+ 4+ -
MA48b + - - - - - -
MA49c + - - - + - -
MA50c + - - - - - -
MAG5a + - - - - + -
MAB5c + - - - - + o+
MAGSe + - - - - + -
MAG8d + - - W - + -
E15¢c - - - - - + W

+
=

Ep1b
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Apéndice 3. Continuagao - Perfil Fisiolégico demonstrado pelas leveduras isoladas no

estudo.

Epic
Ep4b
Ep8e
6d
6e
18b
19d
20a
21e
27a
30a
33¢c
33d
43a
43b
45¢
50b

62b

+

+

W

+

+: positivo/ -: negativo/ W: fraco
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Apéndice 4. Listagem com a identificacdo presuntiva das leveduras basidiomicéticas
isoladas no trabalho e a respectiva origem.

Basidiomicetos

Isolado

Origem

Basidiomicetos

Isolado

Origem

Cryptococcus ater

Cryptococcus
laurentii
Cryptococcus

luteolus

Cryptococcus sp.

Kockovaella
thailandica
Rhodotorula
futronensis
Rhodotorula marina
Rhodotorula minuta
Rhodotorula

mucilaginosa

45b

Ep11c

MA27c

56e
MA5a
MA21a
MA62g
Ep8d
36a
MA27a

62a
Ep13a
MA45d

MA42c

MAG8b

P6 de madeira

Excreta pombo

Monitor. do ar

Serragem
Monitor. do ar
Monitor. do ar
Monitor. do ar
Excreta pombo
P6 de madeira

Monitor. do ar
Casca eucalipto
Excreta pombo

Monitor. do ar

Monitor. do ar

Monitor. do ar

Rhodotorula

mucilaginosa

Rhodotorula sp.

Pseudozyma rugulosa
Sporobolomyces roseus
Sporobolomyces sp.

Trichosporon asabhii

Trichosporon sp.

MAG9a

E15a

Ep17b

55a
MA64c
MA65d
MA45c
Ep4d
MAG67b
E15d

MA43a

E15e
Ep17c

Monitor. do ar

Excreta galinha

Excreta pombo

Poeira
Monitor. do ar
Monitor. do ar
Monitor. do ar
Excreta pombo
Monitor. do ar

Excreta galinha

Monitor. do ar

Excreta galinha

Excreta pombo

*Monitor.: Monitoramento
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Apéndice 5. Listagem com a identificacdo presuntiva das leveduras ascomicéticas
isoladas no trabalho e a respectiva origem.

Ascomicetos Isolado Origem Ascomicetos Isolado Origem
Candida auringiensis 38b Poeira Candida sp. 54a P& de madeira
Candida intermedia MA26a  Monitor. do ar 54b P46 de madeira

Epb6a Excreta Pombo 54c P6 de Madeira
Candida litsaeae MA12c  Monitor. do ar 56b Serragem
MA23d  Monitor. do ar 57a Serragem
MA30b  Monitor. do ar 58a Poeira
E14a Excreta galinha]Debaryomyces castelli  39a Serragem

Ep6b Excreta pombo |Debaryomyces hansenii MA44a  Monitor. do ar

var. fabryii
6b Casca eucalipto MA46a  Monitor. do ar
20c Serragem MA68c  Monitor. do ar
21d Serragem Ep1a Excreta pombo
Candida sake - ? 33e Folhas Ep8c Excreta pombo
eucalipto
Candida sp. MA24a  Monitor. do ar Ep13b  Excreta pombo
MA43b  Monitor. do ar 51a Poeira
MA46¢c  Monitor. do ar |[Debaryomyces hansenii MA41c  Monitor. do ar
var. hansenii
MA49a  Monitor. do ar MA42e  Monitor. do ar
MAS50a  Monitor. do ar Ep3a Excreta pombo
MAS50b  Monitor. do ar Ep5b Excreta pombo
MAG62e  Monitor. do ar |Debaryomyces yamadae MA41a  Monitor. do ar
MAG67c  Monitor. do ar MA49b  Monitor. do ar
MAG68a  Monitor. do ar 44a Serragem
Ep13c  Excreta pombo |[Debaryomyces maramus Ep1d Excreta pombo
18a P6 de madeira Ep4c Excreta pombo
41b P6 de madeira |Debaryomyces robertsiae MA23b ~ Monitor. do ar
44b Serragem |Debaryomyces sp. MA23a  Monitor. do ar

46a Poeira MA23c Monitor. do ar
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Apéndice 5. Continuagdo - Listagem com a identificacdo presuntiva das leveduras
ascomicéticas isoladas no trabalho e a respectiva origem.

Ascomicetos Isolado Origem Ascomicetos Isolado Origem
Debaryomyces sp. MA45a  Monitor. do ar |Pichia jadinii MAG2f Monitor. do ar
MA48a  Monitor. do ar |Pichia nakazawae MA45b Monitor. do ar
MAG65b  Monitor. do ar |Pichia philogaea 33a Folhas eucalipto
Ep7c Excreta pombo |Pichia Ep1ic Excreta pombo
subpelliculosa
Ep8a Excreta pombo 43c Serragem
Ep9a Excreta pombo 48¢c Serragem
Ep9c Excreta pombo |Pichia sydowiorum 40a Casca eucalipto
36b P6 de madeira |Pichia xylosa 56d Serragem
Hanseniaspora 48b Serragem |Pichia sp. MA41b Monitor. do ar
occidentalis
50a Serragem MA42a Monitor. do ar
Hanseniaspora sp. MA47b  Monitor. do ar MA44d Monitor. do ar
Kluyveromyces lactis MA44c  Monitor. do ar MA46b Monitor. do ar
MABS5f Monitor. do ar MA49d Monitor. do ar
45a P6 de madeira MA61a Monitor. do ar
Kodamaea ohmeri Ep11d  Excreta pombo MA62d Monitor. do ar
Ep17a  Excreta pombo MA70b Monitor. do ar
Lipomyces starkeyi 37a Casca eucalipto Ep4a Excreta pombo
Lipomyces sp. 51b Poeira Ep7a Excreta pombo
Pichia acaciae 39b Serragem 41a P6 de madeira
Pichia scolyti MA12e  Monitor. do ar 48e Serragem
MA24b  Monitor. do ar 55b Poeira
MA42b  Monitor. do ar 56a P6 de madeira
MAGB4b  Monitor. do ar 56¢ P6 de madeira
E9a Excreta galinha 58b Poeira
Epb5a Excreta pombo |Torulaspora Ep17d Excreta pombo
pretoriensis
Ep7b Excreta pombo |Saccharomyces sp. E12a Excreta galinha
Ep8b Excreta pombo |Williopsis californica Ep15b Excreta pombo
Ep9b Excreta pombo |Zygozyma sp. MA47a Monitor. do ar
Ep10a Excreta pombo
Ep11a Excreta Pombo
38a Poeira
48a Serragem
48d Serragem
Pichia fabianii MA70a  Monitor. do ar

*Monitor.: Monitoramento



