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AZEVEDO, Caroline Souza. Potencial de virulência de leveduras dos complexos 
C. neoformans e C. gattii isoladas de excretas de aves da cidade de Londrina, 
Paraná. 2017. 60 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) – Universidade 
Estadual de Londrina, Londrina, 2017. 
 
 

RESUMO 
 
 
A cidade de Londrina, localizada no norte do Paraná, tem uma grande concentração  
de pombos no ambiente urbano, cuja presença está relacionada a transmissão de 
doenças, como a criptococose, infecção causada por leveduras do gênero 
Cryptococcus que podem estar presentes nas excretas de aves. A fim de 
caracterizar os fungos presentes na cidade, este trabalho teve por objetivo isolar, 
identificar e caracterizar os perfis de virulência e sensibilidade aos antifúngicos de 
Cryptococcus spp. isolados de excretas de aves da cidade de Londrina, PR. Foram 
coletadas 100 amostras de excretas de aves, em quatro locais na cidade, que foram 
processadas, inoculadas em  Sabouraud dextrose ágar com cloranfenicol e 
incubadas a 28 ºC por até 7 dias. As colônias leveduriformes foram isoladas e 
identificadas como Cryptococcus spp. por visualização da cápsula através da 
coloração negativa com tinta da China. A identificação da espécie foi realizada 
através de testes fenotípicos e moleculares. Foram realizadas a tipagem molecular 
dos isolados por PCR-RFLP do gene URA5 e identificação do mating type por PCR. 
Foram realizados testes fenotípicos de avaliação das amostras produtoras de 
urease, fosfolipase, melanina e formação de biofilme. Foi avaliado o perfil de 
sensibilidade aos antifúngicos fluconazol e anfotericina B por microdiluição em caldo. 
Foi avaliada a sobrevida de camundongos BALB/c após a infecção por quatro 
isolados de C. neoformans. Das cem amostras coletadas, 47% apresentaram 
crescimento de Cryptococcus spp.. De acordo com a identificação fenotípica, 68% 
dos isolados foram identificados como complexo C. neoformans e 32% como 
complexo C. gattii; já na identificação molecular foram 57,4% complexo C. 
neoformans e 42,6% complexo C. gattii. Essa diferença deve-se a maior 
especificidade dos testes moleculares. A tipagem molecular apresentou 31,9% dos 
isolados tipo VNI, 25,5% VNIII, 40,5% VGI e 2,1% VGII. 82,9% dos isolados foram 
identificados como MATα e 17,1% MATa. A produção de urease foi observada em 
89,4% dos isolados e de melanina em 31,9%. Os isolados apresentaram índice Pz 
médio de 0,61±0,11, classificados como produtores intermediários de fosfolipase. 
Quanto a formação de biofilme, as leituras oscilaram entre 0,02±0,03 e 1,70±0,28. A 
maioria dos isolados foram sensíveis ao fluconazol, 2,1% dos isolados foram 
resistentes (CIM > 8 µg/mL), enquanto 19,1% foram resistentes a anfotericina B 
(CIM > 1 µg/mL). Na avaliação da virulência, os animais foram acompanhados por 
100 dias, e a infecção não foi letal. Este trabalho demonstra que os isolados de 
Cryptococcus spp. encontrados nas excretas de aves de Londrina têm capacidade 
de produzir diversos fatores de virulência, e alguns também apresentaram 
resistência à anfotericina B, um dado importante visto que essa resistência é pouco 
comum. Este trabalho mostrou o isolamento, identificação e a caracterização de 
virulência e do perfil de sensibilidade de Cryptococcus spp. isolados de excretas de 
aves da cidade de Londrina, Paraná, Brasil. 
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neoformans and Cryptococcus gattii complexes isolated from bird excreta in 
the city of Londrina, PR. 2017. 61 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia) – 
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
Londrina is a city located to the Northern of the Paraná State where there are great 
population of pigeons in the urban environment, and its presence is related to the 
disease transmission, such as cryptococcosis, an infection caused by the 
Cryptococcus yeast genus, that can be present in bird excreta. In order to 
characterize the fungi presents in the city, this work aimed to isolate, identify and 
characterize the virulence and anntifungal susceptibility profiles of Cryptococcus spp. 
isolated in bird excreta in four places in the city. It were collected 100 bird excreta, in 
four places of the city, that were diluted in PBS with chloramphenicol 0.4 g/L, 
inoculated in Sabouraud dextrose agar with chloramphenicol and incubated to 28 ºC 
for up to 7 days. The yeast colonies were isolated and identified as Cryptococcus 
spp. by capsule identification with China ink. Specie identification was performed by 
phenotypical and molecular tests. The molecular typing of the strains was realized for 
PCR-RFLP of the URA5 gene, and identification of the mating type by PCR. It were 
made phenotypic tests of evaluation of the strains producers of urease, 
phospholipase, melanin and the ability of biofilm formation. It was measured the 
susceptibility profile to the antifungals fluconazole and amphotericin B by the broth 
microdilution test. It was evaluated the survival of BALB/c mice after the infection by 
four isolates of C. neoformans. Of the 100 collected samples, 47% of them were 
identified to Cryptococcus spp. In according to the phenotypic test, 68% were 
identified to C. neoformans complex, and 32% were C. gattii complex. On the other 
hand, in the molecular typing were 57.4% C. neoformans complex and 42.6% C. 
gattii complex. This difference is due to the superior specificity of molecular tests. 
The molecular typing showed 31.9% of the strains were VNI, 25.5% VNIII, 40.5% 
VGI and 2.1% VGII. 82.9% of the isolates were MATα and 17,1% MATa. Urease 
production were observed in 89.4% of the strains and melanin in 31.9%. The strains 
presented Pz medium of 0.61±0.11, classified such as intermediate productor. As to 
biofilm formation, the reads ranged from 0.02±0.03 to 1.70±0.28. Most of the strains 
were susceptible to fluconazole, only 2.1% were resistant (MIC > 8 µg/mL), while 
19.1% were resistant to amphotericin B (MIC > 1 µg/mL).  In the virulence evaluation, 
the animals were observed for 100 days, the infection are not lethal. This work exibit 
that the Cryptococcus spp. strains founded in bird excreta in Londrina have capacity 
to produce several virulence factors, and some of them presented resistance to 
amphotericin B, that is an important data because this resistance is uncommon. This 
work presented to the isolation, identification and the characterization of the virulence 
and susceptibility profiles of Cryptococcus spp. isolated to the bird excreta of 
Londrina city, Paraná, Brazil. 
 
Keywords: Cryptococcus spp.; bird excreta; antifungals; virulence factors. 
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1 Introdução  
 

A cidade de Londrina localizada na região Norte do estado do Paraná, é uma 

cidade de médio porte, com cerca de 553.393 habitantes, segundo o IBGE (Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística). Apresenta clima subtropical úmido 

mesotérmico, com temperatura média anual de cerca de 20 ºC (Prefeitura de 

Londrina, 2016; IBGE, 2016).  

Estima-se que existam 400.000 pombos na região de Londrina, pertencentes 

a duas espécies: pomba doméstica (Columba livia) e pomba amargosa (Zenaida 

auriculata). C. livia, espécie nativa do mediterrâneo, foi trazida ao Brasil como ave 

doméstica; enquanto Z. auriculata é nativa da região (SARIS, 2016; GIROLDO et al., 

2014). A grande população de pombos no ambiente urbano, principalmente C. livia, 

pode ser considerado um problema de saúde pública por estar relacionada a 

transmissão de diversas doenças, como a criptococose (GIROLDO et al., 2014, 

NUNES, 2003; ROSARIO; ACOSTA; COLOM, 2008; SPINA-TENSINI et al., 2016). 

A criptococose é uma infecção oportunista transmitida por meio da inalação 

de leveduras capsuladas pertencentes ao gênero Cryptococcus, presentes em locais 

com acúmulo de excretas de aves (principalmente pombos), em árvores, poeira e ar 

(ALVES et al., 2016; BRITO-SANTOS et al., 2015; CASTRO E SILVA et al., 2016; 

LEITE Jr. et al., 2012; TAKAHARA et al., 2013; TEODORO et al., 2013; YAMAMURA 

et al., 2013). As leveduras inaladas alcançam primeiramente os pulmões, de onde se 

disseminam por via hematogênica, acometendo diversos sítios anatômicos, como a 

pele, (criptococose cutânea) e o sistema nervoso central, causando meningite 

(COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; KWON-CHUNG; SAIJO, 2015). As 

principais espécies causadoras de criptococose são as pertencentes aos complexos 

C. neoformans e C. gattii; entretanto, outras espécies do gênero, como C. laurentii e 

C. albidus, podem também causar esta infecção (FONSECA; BOEKHOUT; FELL, 

2011; KHAWCHAROENPORN; APISARNTHANARAK; MUNDY, 2007). 

Spina-Tensini e colaboradores (2016) confrontaram os endereços de 

pacientes com criptococose na cidade de Curitiba e os locais onde se encontram os 

pombos na cidade, e observaram que pacientes com criptococose residiam em 

regiões onde haviam pombos. Dada a presença de pombos encontrada no ambiente 
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urbano de Londrina, é importante conhecer os perfis de virulência e sensibilidade 

aos antifúngicos de Cryptococcus spp. presentes nas excretas de aves encontradas 

no ambiente urbano e que estão em contato com a população. 
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2 Revisão Bibliográfica 

2.1 O GÊNERO CRYPTOCOCCUS  

 

O gênero Cryptococcus é composto por mais de setenta espécies de 

leveduras não fermentadoras, esferoidais, ovoides, elipsoidais ou alongadas, 

envoltas por uma cápsula polissacarídica. Os principais patógenos do gênero são as 

espécies atualmente classificadas nos complexos C. neoformans e C. gattii 

(FONSECA; BOEKHOUT; FELL, 2011; HAGEN et al., 2015).  

2.1.1 Histórico das classificações dos complexos C. neoformans e C. gattii  

Em 1894, na Itália, Francesco Sanfelice isolou, a partir de suco de pêssego, 

uma levedura, que foi chamada de Saccharomyces neoformans (SANFELICE, 

1894). Na mesma época, na Alemanha, Otto Busse e Abraham Buschke isolaram 

uma levedura numa lesão de tíbia de uma mulher, com morfologia semelhante a 

Saccharomyces sp.  (BUSSE, 1895; BUSCHKE, 1895). Em 1901, Jean-Paul 

Vuillemin observou que estes fungos não produziam ascósporo, não podendo, 

assim, ser classificados como Saccharomyces e, consequentemente, não sendo 

ascomiceto. Por essa razão foi necessário reclassificá-los, originando, assim, o 

gênero Cryptococcus e a espécie C. neoformans (VUILLEMIN, 1901). 

 Inicialmente, os complexos C. neoformans e C. gattii foram classificados 

em três sorotipos: A, B e C (EVANS, 1950). Posteriormente, foi descrito um quarto 

sorotipo, o sorotipo D (WILSON; BENNETT; BAILEY, 1968). Em 1970, observou-se 

que os sorotipos B e C diferenciavam-se dos demais por produzir formas alongadas 

in vivo. Assim, foram classificados como C. neoformans var. gattii (GATTI; 

EECKELS, 1970; VANBREUSEGHEM; TAKASHIO, 1970). Em 1999, observou-se 

que os sorotipos A e D apresentavam diferenças genéticas significantes entre si, 

dividindo os entre duas variedades: o sorotipo A foi nomeado C. neoformans var. 

grubii e o sorotipo D C. neoformans var. neoformans (FRANZOT; SALKIN; 

CASADEVALL, 1999). Posteriormente, devido a diferenças genéticas, C. 

neoformans var. gattii foi então reclassificado como espécie C. gattii (KWON-

CHUNG et al., 2002). 
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 Com o desenvolvimento da biologia molecular, várias técnicas têm sido 

utilizadas para estudar as diferenças genéticas entre as espécies do gênero 

Cryptococcus, estabelecer relações filogenéticas entre diferentes cepas, permitindo 

um maior conhecimento sobre semelhanças e diferenças entres os microrganismos 

do gênero (SIDRIM et al., 2010). 

 A técnica de PCR fingerprinting consiste na amplificação de sequências de 

DNA hipervariáveis. Utiliza como oligonucleotídeo iniciador a sequência minissatélite 

específica do core do tipo selvagem do fago M13 ou sequências microssatélite 

(GACA)4 ou (GTG)3 que após a separação por eletroforese produz um padrão de 

bandas específico. Esta foi uma das primeiras técnicas desenvolvidas para avaliar 

variabilidade genética entre diferentes cepas (CASTRO E SILVA et al., 2016; 

FREIRE et al., 2012; KIDD et al., 2004; MATSUMOTO et al., 2007; MEYER et al., 

1993; 1999; MORA et al., 2010). A técnica de RAPD (Random Amplification of 

Polymorphic DNA) consiste na amplificação aleatória do DNA genômico, e permite 

avaliar a diversidade genética entre as cepas (SORRELL et al., 1996; MEYER et al., 

1999). Ambas as técnicas separam C. neoformans em quatro tipos moleculares: 

VNI, VNII, VNIII e VNIV (MEYER et al., 1999; RIBEIRO et al., 2006); e C. gattii em: 

VGI, VGII, VGIII e seus subtipos (CHEN et al., 1997; RUMA et al., 1996; SORRELL 

et al., 1996).  

 A técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction – Restriction Fragment 

Lenght Polymorphism) consiste em amplificar um fragmento de DNA e depois clivá-

lo com enzimas de restrição, produzindo também um padrão de banda específico na 

eletroforese (SIDRIM et al., 2010).  As sequências normalmente amplificadas para 

Cryptococcus são: genes URA5 (codifica orotidina monofosfato pirofosforilase, 

enzima responsável por converter ribonucleosídeos em desoxirribonucleosídeos) 

(CASTRO E SILVA et al., 2016; MEYER et al., 2003); PLB1 (codifica fosfolipase B1) 

(LATOUCHE et al., 2003), CAP59 (gene capsular) (ENACHE-ANGOLVANT et al., 

2007; RAIMONDI et al., 2007). Diferencia C. neoformans e C. gattii em quatro tipos 

moleculares cada: VNI, VNII, VNIII e VNIV; e VGI, VGII, VGIII e VGIV (ENACHE-

ANGOLVANT et al., 2007; LATOUCHE et al., 2003; MEYER et al., 2003). 
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 AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) é uma técnica de tipagem 

molecular composta por quatro fases: clivagem do DNA genômico com enzimas de 

restrição, ligação de adaptadores às extremidades coesivas dos fragmentos 

clivados, amplificação dos fragmentos por PCR utilizando iniciadores específicos 

que reconhecem a sequência dos adaptadores e eletroforese em gel de alta 

resolução (BOEKHOUT et al., 2001). É uma técnica com alto poder discriminatório, 

que classifica os tipos moleculares de Cryptococcus spp. da seguinte forma: os tipos 

AFLP1, AFLP1A, AFLP1B, AFLP2 e AFLP3 e seus subtipos C. neoformans; os tipos 

AFLP4, AFLP5, AFLP6, AFLP7 e AFLP10 C. gattii (HAGEN et al., 2010). Além 

desses tipos, já foram descritos alguns híbridos entre C. neoformans e C. gattii: O 

híbrido entre C. neoformans AFLP2 x C. gattii AFLP4 é o tipo AFLP8; o híbrido entre 

C. neoformans AFLP1 x C. gattii AFLP4 é o tipo AFLP9 e o híbrido entre C. 

neoformans AFLP1 x C. gattii AFLP6 é o AFLP11 (AMINNEJAD et al., 2010; 

BOVERS et al., 2006; 2008).  

 MLST (Muiti Locus Sequence Typing) é a técnica de tipagem molecular que 

apresenta maior reprodutibilidade entre laboratórios. Consiste na análise de variação 

das sequências de genes “housekeeping”, ou seja, genes que mantém funções 

básicas da célula e são constantemente expressos pelo organismo. Para C. 

neoformans e C. gattii foram padronizados os seguintes genes: CAP59, GPD1, 

LAC1, PLB1, SOD1, URA5 e a região IGS1, e a classificação por essa técnica 

confirma a classificação obtida por RFLP e AFLP (Tabela 1) (MEYER et al., 2009). 

Com base na análise das diferenças fenotípicas e genéticas entre os tipos 

moleculares observada através dessas diferentes técnicas, em 2015 foi proposta 

uma nova classificação, na qual cada tipo é considerado uma espécie. O complexo 

C. neoformans foi dividido em duas espécies: C. neoformans (sorotipo A, VNI e VNII, 

AFLP 1, AFLP 1 A e AFLP 1B) e C. deneoformans (sorotipo D, VNII e AFLP2) e o 

híbrido C. neoformans x C. deneoformans (sorotipo AD, AFLP3, VNIII) Já o 

complexo C. gattii foi dividido em cinco espécies: C. gattii (sorotipo B, VGI e AFLP4), 

C. deuterogattii (sorotipo B, VGII, AFLP6), C. decagattii (sorotipo B, VGIV, AFLP10), 

C. bacillisporus (sorotipo C, VGIII, AFLP5) e C. tetragattii (sorotipo C, VGIV, AFLP7); 

e três híbridos: C. deneoformans x C. gattii (AFLP8), C. neoformans x C. gattii 
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(AFLP9) e C. neoformans x C. deuterogattii (AFLP11) (Tabela 1) (HAGEN et al., 

2015). 

 

 

 

Tabela 1: Nova proposta de nomenclatura para os complexos C. neoformans e C. 
gattii 

Nomenclatura 
conhecida 

MLST AFLP 
PCR fingerprinting 

e RFLP 
Nomenclatura 

proposta 

C. neoformans var. grubii 

Clado F AFLP1 VNI 

C. neoformans Clado G AFLP1A VNII 

Clado H AFLP1B VNII 

C. neoformans var. 
neoformans 

Clado I AFLP2 VNIV C. deneoformans 

C. neoformans híbrido 
intervariedades 

- AFLP3 VNIII 
Híbrido C. neoformans 

x C. deneoformans 

C. gattii 

Clado D AFLP4 VGI C. gattii 

Clado C AFLP5 VGIII C. bacillisporus 

Clado A AFLP6 VGII C. deuterogattii 

Clado E AFLP7 VGIV C. tetragattii 

Clado B AFLP10 VGIV/VGIIIc C. decagattii 

Híbrido C. neoformans 
var. neoformans x C. gattii 

AFLP4/VGI 
- AFLP8 - 

Híbrido C. 
deneoformans x C. 

gattii 

Híbrido C.neoformans var. 
grubii x C. gattii 

AFLP4/VGI 
- AFLP9 - 

Híbrido C. neoformans 
x C. gattii 

Híbrido C. neoformans 
var. grubii x C. gattii 

AFLP6/VGII 
 AFLP11  

Híbrido C. neoformans 
x C. deuterogattii 

Fonte: adaptado de Hagen e colaboradores (2015) 

2.1.2 Ciclo de vida dos complexos C. neoformans e C. gattii  
 

Os complexos C. neoformans e C. gattii podem se reproduzir por duas 

formas: assexuadamente por brotamento (KWON-CHUNG, 2011), ou por 

reprodução sexuada bipolar, onde dois mating types diferentes,  MATα e MATa, 
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fundem-se, gerando uma nova linhagem, diferente dos seus parentais (KWON-

CHUNG, 1975; 1976). O ciclo sexuado do complexo C. neoformans foi 

primeiramente descrito por Kwon-Chung em 1975, e a forma sexuada foi chamada 

Filobasidiella neoformans, e do complexo C. gattii, descrita também por Kwon-

Chung no ano seguinte, foi chamada F. bacillispora (KWON-CHUNG, 1975; 1976). 

Células haplóides de mating type opostos se conjugam, formando hifas dicarióticas. 

Posteriormente ocorre a fusão nuclear (cariogamia), recombinação genética e 

meiose, produzindo basidiósporos haploides, que germinam formando leveduras 

haploides (BULTER, 2010; KWON-CHUNG, 2011). 

O ciclo sexuado é semelhante entre os dois complexos; as diferenças entre 

eles estão na morfologia dos basidiósporos formados. Os de F. neoformans são 

levemente rugosos, elipsóides ou globosos, enquanto os de F. bacillispora são lisos 

e baciliformes (KWON-CHUNG, 2011).  

Tem sido observada elevada frequência do mating type MATα em relação ao 

MATa, tanto em isolados clínicos quanto ambientais. Entre 90 – 100% dos isolados 

encontrados nos trabalhos realizados no país são MATα (BRITO-SANTOS et al., 

2015; CARVALHO et al., 2007; CASTRO E SILVA et al., 2016; FERREIRA-PAIM et 

al., 2010; LUGARINI et al., 2008; REIMÃO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2008; 

TRILLES et al., 2008). Acredita-se que o ciclo unipolar, que é a reprodução sexuada 

entre o mesmo mating type, tenha se desenvolvido por causa da elevada 

prevalência de isolados MATα (FU et al., 2015; PHADKE et al., 2014).  

Alguns dados mostram que isolados MATα seriam mais virulentos que os 

isolados MATa. Por essa razão foram realizados estudos com cepas congênicas 

(cepas com perfil genético idêntico, no qual a única diferença seria o mating type) 

para avaliar seu efeito sobre a virulência em infecções experimentais em modelo 

murino (NIELSEN et al., 2005; ZHU et al., 2013). Para o complexo C. neoformans, 

observou-se que isolados MATα são mais virulentos que os isolados MATa. 

Entretanto, foi observado que a virulência dos congênicos difere das cepas 

parentais. Isso indica que outros fatores não diretamente relacionados ao mating 

type podem estar relacionados com a virulência destas cepas (NIELSEN et al., 2005; 

LIN et al., 2006; 2008). Já para o complexo C. gattii, não foi observada diferença de 
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virulência nem entre os diferentes mating types MATα e MATa, e nem entre as 

congênicas e a cepa parental (ZHU et al., 2013). 

2.2 ECOLOGIA DOS COMPLEXOS C. NEOFORMANS E C. GATTII 
 

C. neoformans e C. gattii estão presentes no ambiente, no solo, em excretas 

de aves e em árvores. Em 1951, Emmons encontrou pela primeira vez isolados de 

C. neoformans no solo (EMMONS, 1951). Nos anos seguintes, observou que as 

leveduras do complexo C. neoformans eram encontradas em locais em que haviam 

excretas de pombos Columba livia (EMMONS, 1951; 1955; 1960). 

No Brasil, o primeiro relato de isolamento do complexo C. neoformans a partir 

de excretas de pombos foi em Salvador, Bahia (SILVA; PAULA, 1963). Desde então, 

diversos trabalhos têm relatado a presença do fungo em diversas regiões do país 

em excretas desta e  de outras aves (ALVES et al., 2016; ANDRADE-SILVA et al., 

2010; CONTIN et al., 2011; FARIA et al., 2010; FERREIRA-PAIM et al., 2010; 

LUGARINI et al., 2008; PEDROSO; FERREIRA; CANDIDO, 2009; RIBEIRO; 

NGANSKULRUNGROJ, 2008; SOUZA et al., 2009; TAKAHARA et al., 2013; 

TEODORO et al., 2013). Sua presença também já foi encontrada em outras fontes, 

como ar, poeira, em Eucalyptus spp. e em material vegetal oriundo de diversas 

espécies de árvores (CASTRO E SILVA et al., 2016; LEITE Jr. et al., 2012; 

PEDROSO; FERREIRA; CANDIDO, 2009; REIMÃO et al., 2007; YAMAMURA et al., 

2013). 

  

Em 1984 foi observado que havia uma elevada incidência do complexo C. 

gattii em regiões tropicais e subtropicais do mundo, especialmente no norte da 

Austrália, mesmo nicho ecológico de Eucalyptus camaldulensis. Assim, concluiu-se à 

época que havia uma associação espécie-específica entre C. gattii e E. 

camaldulensis (KWON-CHUNG; BENNETT, 1984; ELLIS, 1987; ELLIS; PFEIFER, 

1990). No entanto, essa relação não tem sido observada no Brasil, em que o 

complexo C. gattii tem sido isolado de diversas fontes ambientais, como em árvores 

nativas da Mata Atlântica (BALTASAR; RIBEIRO, 2008) além de poeira, ar e 

excretas de aves (ABEGG et al., 2006; BRITO-SANTOS et al., 2015; LEITE Jr. et al., 

2012; TEODORO et al., 2013). 
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2.3 FATORES DE VIRULÊNCIA DE CRYPTOCOCCUS SPP. 

2.3.1 Cápsula 
 

Uma das principais características do gênero Cryptococcus é a presença de 

uma cápsula polissacarídica ao redor da célula. Essa cápsula é composta 

majoritariamente por glucuronoxilomanana (GXM), polissacarídeo formado por ácido 

glucurônico, manose e xilose; em menor quantidade contém galactoxilomanana 

(GalXM), polissacarídeo formado por galactose, manose e xilose; e manoproteínas. 

O modo como os polissacarídeos se ligam à manose na GXM é que possibilita a 

distinção dos complexos C. neoformans e C. gatti em quatro sorotipos (DOERING, 

2000; O’MEARA; ALSPAUGH, 2012; ZARAGOZA et al., 2009). 

A cápsula de Cryptococcus spp. é composta por uma matriz polimérica 

polissacarídica com densidade e porosidade variáveis. Sua densidade é maior na 

região mais próxima à parede celular, e decai gradualmente em direção à borda 

(GATES; THORKILDSON; KOZEL, 2004). Além disso, o seu volume pode variar 

bastante de acordo com a força iônica do ambiente aquoso ao redor, visto que 90% 

do volume total é de água (MAXSON et al., 2007). Sua plasticidade é inversamente 

proporcional à concentração de cálcio, assim, na presença desse íon há a formação 

de ligações iônicas que estabilizam a cápsula (FRASES et al., 2009). 

A cápsula é uma estrutura que serve para a proteção do fungo contra a 

dessecação e contra a fagocitose por amebas, no ambiente. No hospedeiro serve 

como defesa contra a fagocitose por macrófagos (ARAUJO et al., 2012; GERSTEIN, 

NIELSEN, 2017). A GXM confere carga eletrostática negativa às células, o que inibe 

a migração de leucócitos para o local da infecção e repele as células fagocitárias. 

Como a carga é proporcional ao tamanho da cápsula, quanto maior a cápsula, maior 

a resistência à fagocitose. Na natureza, as leveduras podem apresentar cápsula 

pequena, no entanto, no decorrer da infecção sua espessura aumenta (ARAUJO et 

al., 2012; COELHO, BOCCA, CASADEVALL, 2014). 
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2.3.2 Produção de melanina 

A síntese da melanina por Cryptococcus spp. é realizada por uma lacase, e 

utiliza como substrato compostos fenólicos de origem exógena, como L ou D-DOPA, 

monofenóis, difenóis e esculina (CHASKES; TYNDALL, 1975; EDBERG et al., 1980; 

EISENMAN et al., 2007; MENEZES; PENATTI; PEDROSO, 2011; PALIWAL; 

RANDHAWA, 1978; POLACHEK; PLATT; ARONOVITCH, 1990). Ela é realizada 

dentro de vesículas localizadas na parede celular que seriam análogas ao 

melanossoma dos mamíferos (EISENMAN et al., 2009). No complexo C. 

neoformans, a melanina é encontrada não somente na parede celular, mas também 

em sua membrana plasmática (NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003). 

A produção de melanina é um mecanismo de defesa do fungo contra os 

danos oxidativos causados pelo calor (ROSAS; CASADEVALL, 1997), contra 

moléculas oxidantes produzidas pelo sistema imune do hospedeiro durante a 

infecção (WILLIAMSON, 1997) e ainda reduz sua sensibilidade aos antifúngicos 

anfotericina B e caspofungina, dada a capacidade destes antifúngicos ligarem-se a 

melanina (DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002; IKEDA et al., 2003).  

A inibição da síntese de melanina levam a redução da disseminação e morte 

da levedura em modelos murinos, reduzindo a carga fúngica e aumentando a 

sobrevida dos animais (NOSANCHUK; OVALLE; CASADEVALL, 2001; NOVERR et 

al., 2004; ROSAS; NOSANCHUK; CASADEVALL, 2001; SALAS et al., 1996). Dada 

a sua importância na patogênese do fungo, a via de síntese da melanina é um 

possível alvo para o desenvolvimento de novos antifúngicos (NOSANCHUK; STARK; 

CASADEVALL, 2015). 

2.3.3 Produção de enzimas hidrolíticas 

2.3.3.1 Fosfolipases 

 As fosfolipases são um grupo de enzimas que degradam fosfolipídeos de 

membrana celular, fornecendo nutrientes para a levedura e favorecendo a adesão 

do fungo às células do hospedeiro. A principal fosfolipase envolvidas na patogênese 

do gênero Cryptococcus é a fosfolipases B (PLB). É uma enzima localizada na 

parede celular do fungo e está relacionada com a adesão do parasito à célula 



20 
 

 
 

hospedeira e a degradação de fosfolipídios da membrana plasmática (ALMEIDA; 

WOLF; CASADEVALL, 2015). 

  A PLB1 é a fosfolipase mais estudada como fator de virulência de 

Cryptococcus spp.. Promove a invasão do fungo no tecido hospedeiro e hidrolisa os 

fosfolipídios do surfactante pulmonar e da membrana plasmática, promovendo a 

disseminação do fungo pela corrente sanguínea (CHEN et al., 1997; CHEN et al., 

2000; NOVERR et al., 2003; SANTANGELO et al., 2004; WRIGHT et al., 2007). A 

PLB1 está presente em diversos fungos não patogênicos, entretanto, em fungos 

patogênicos como Candida spp. e Cryptococcus spp. a enzima apresenta maior 

afinidade sobre fosfolipídeos presentes em membranas celulares e no surfactante 

pulmonar, como fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina e fosfatidilglicerol (CHEN et al., 

2000; DJORDJEVIC, 2010; GERSTEIN; NIELSEN, 2017). 

2.3.3.2 Urease 

 A urease catalisa a hidrólise da uréia em amônia e CO2. Como citado 

anteriormente, Cryptococcus spp. é comumente encontrado em excretas de aves, 

ambiente rico em creatinina, uréia e ácido úrico; e para se beneficiar nesse ambiente 

o fungo utiliza a enzima (KWON-CHUNG et al., 1987; ROSARIO; ACOSTA; COLOM, 

2008; RUTHERFORD, 2014; ZIMMER; ROBERTS, 1979).  

 A urease é considerada um fator de virulência em Cryptococcus spp..  

Observou-se que cepas knockout para o gene que codifica a urease são menos 

virulentas que as cepas congênicas originais em modelo murino, e que ela atua na 

transposição da barreira hemato-encefálica. Acredita-se que isso ocorra devido ao 

acúmulo de amônia nos capilares, que é tóxica ao endotélio cerebral, levando ao 

aumento da permeabilidade e facilitando a transmigração da levedura (OLSZEWSKI 

et al., 2004; SHI et al., 2010; GRIFFITHS, KRETSCHMER, KRONSTAD, 2012). 

2.3.4 Formação de Biofilme 

Biofilme é uma comunidade de células microbianas aderidas sobre uma 

superfície e envolta por uma matriz extracelular polimérica (COSTERTON; GEESEY; 

CHENG, 1978). Várias espécies de fungos patogênicos são capazes de formar 

biofilmes, dentre elas, o gênero Candida, os complexos C. neoformans e C. gattii, 

Rhodotorula sp., Aspergillus fumigatus, Malassezia pachydermatis, Histoplasma 
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capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Pneumocystis sp., Coccidioides immitis, 

Trichosporon asahii (SARDI et al., 2014). 

Em C. neoformans, a formação de biofilme torna a levedura menos sensível 

ao calor (aquecimento a 47 ºC), frio (-20 ºC e -80 ºC) e a exposição à luz ultravioleta, 

sendo, portanto, mais resistente que as células planctônicas às intempéries 

ambientais (MARTINEZ; CASADEVALL, 2007). A formação de biofilme também 

reduz a sensibilidade de C. neoformans aos antifúngicos, como fluconazol, 

voriconazol, anfotericina B e caspofungina (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006b) e ao 

estresse oxidativo (MARTINEZ; CASADEVALL, 2006a), em relação às células 

planctônicas.  

Benaducci e colaboradores (2016) observou que C. neoformans e C. gattii em 

biofilme apresentaram-se mais virulentos que na forma planctônica. Observou-se 

também um aumento na expressão de genes relacionados a fatores de virulência, 

como cápsula, melanina e urease (BENADUCCI et al., 2016).  

2.3.5 Alterações no tamanho celular 

Quando a levedura está no organismo, ela consegue alterar seu tamanho 

para uma melhor adaptação ao ambiente hostil do organismo hospedeiro 

(FELDMESSER; KRESS; CASADEVALL, 2001). A célula titã, que pode estar até 30 

vezes maior que o seu tamanho normal (que é entre 4-8 µm), caracteriza-se por 

apresentar parede celular espessa (a parede de uma célula normal mede até 100 

nm de espessura, enquanto a parede de uma célula titã pode chegar a 2 µm), 

cápsula mais densa na região mais próxima à parede celular e presença de grande 

quantidade de melanina na parede celular, tornando-a resistente aos radicais livres 

produzidos pelo sistema imune do hospedeiro (ZARAGOZA et al., 2010).   

Enquanto as células normais de Cryptococcus spp. são haploides 

(apresentam um único conjunto de cromossomos), as células titã são poliploides, ou 

seja, apresentam vários pares de cromossomos, e geram células-filhas haploides e 

aneuploides (com número de cromossomos diferente do normal da espécie, que é 

14 para os complexos C. neoformans e C. gattii). As células-filhas das células titã 

são mais resistentes ao estresse que as células-filhas das células normais, 

facilitando, assim, sua proliferação pelo organismo hospedeiro (GERSTEIN et al., 
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2015; MORROW; FRASER, 2013). Como esse fenótipo melhora a sobrevivência e 

facilita a disseminação do fungo pelo organismo do hospedeiro, a produção de 

células titã pode ser considerada um fator de virulência (CRABTREE et al., 2012). 

Outra mudança morfológica que pode ser encontrada é a redução do 

tamanho celular. Ainda há poucos estudos sobre essa alteração, mas sabe-se que 

ela tem a capacidade de ficar latente no organismo hospedeiro, visto que ela 

permanece metabolicamente inativa por longos períodos (ALANIO et al., 2015). 

2.4 A CRIPTOCOCOSE 

2.4.1 Distribuição mundial da doença 
 

A criptococose é a principal causa de meningite fúngica no mundo. O 

complexo C. neoformans acomete principalmente indivíduos imunossuprimidos, mas 

também existem casos em pacientes sem comprometimento prévio do sistema 

imune (SCHMIEDEL; ZIMMERLI, 2016; SIFUENTES-OSORIO et al., 2012). A 

principal população acometida pela doença é a de pacientes portadores do HIV, 

embora, pacientes transplantados e com câncer também sejam acometidos pela 

doença (HENAO-MARTÍNEZ; BECKHAM, 2015; LOMES et al., 2016; SCHMALZLE 

et al., 2016).   

O complexo C. gattii destacou-se mundialmente após o surto ocorrido em 

Vancouver, Canadá, entre 1999-2002, com vários casos de criptococose em 

pacientes aparentemente imunocompetentes causada por C. deuterogattii (HOANG 

et al., 2004; KIDD et al., 2004). Entretanto, é questionável a hipótese de o complexo 

C. gattii ser um patógeno primário, pois em muitos casos os pacientes podem 

apresentar imunocomprometimento leve, facilitando a infecção (KWON-CHUNG; 

SAIJO, 2015).  

Kwon-Chung e Saijo (2015) defendem que C. gattii não é um patógeno 

primário, pois foram encontrados anticorpos anti-GM-CSF (anticorpos anti-fator 

estimulador de colônia de granulócitos e macrófagos) em pacientes com 

criptococose por C. gattii. A presença desse anticorpo inativa esse fator de 

crescimento de células do sistema imune, predispondo, assim, o paciente a 

apresentar infecção por C. gattii (KWON-CHUNG; SAIJO, 2015). 
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Dentre os indivíduos infectados pelo HIV, estima-se que ocorram anualmente 

cerca de um milhão de novos casos, dos quais 650 000 vão a óbito pela doença 

(CDC, 2015). A maior prevalência de infecção por HIV no mundo está na África Sub-

Saariana; por essa razão, esta região também apresenta a maior taxa de 

criptococose, com aproximadamente 720 000 casos por ano, levando a 504 000 

mortes. Nas Américas e no Caribe, estima-se que ocorram 54 400 casos de 

criptococose anualmente, dos quais quase 30 000 vão a óbito (PARK et al., 2009; 

CDC, 2015).  

Mundialmente, a espécie mais prevalente é C. neoformans, exceto na 

Austrália e em Papua Nova Guiné, onde C. gattii se destaca. Na América Latina, os 

mais prevalentes são C. neoformans e C. deuterogattii (COGLIATI, 2013). No Brasil, 

C. neoformans é predominante na macrorregião Sul e C. deuterogattii é 

predominante na macrorregião norte, onde é responsável por 89% das infecções 

(TRILLES et al., 2008). Dada a elevada prevalência de C. deuterogattii no Brasil, o 

país é considerado um reservatório natural desta espécie (COGLIATI, 2013; HAGEN 

et al., 2013; SOUTO et al., 2016).  

2.4.2 Patogênese 
 

A infecção tem início pela inalação de leveduras dessecadas ou esporos 

presentes no ambiente. Assim, o trato respiratório é a principal porta de entrada do 

organismo, alojando-se nos pulmões (MAZIAZ; PERFECT, 2016; MAY et al., 2016). 

A colonização pulmonar pode ser assintomática, ou pode apresentar sintomas de 

pneumonia grave, podendo até a causar a síndrome da angústia respiratória, 

principalmente em pacientes imunossuprimidos (GARCIA-HERMOSO et al., 1999; 

BRIZENDINE et al., 2011).  

A primeira linha de defesa do hospedeiro é a fagocitose pelos macrófagos 

alveolares. Para evitar a fagocitose, as leveduras dispõe de alguns mecanismos, 

como a formação de células titã, que são células gigantes, e a repulsão provocada 

pela cápsula (ARAUJO et al., 2012; ZARAGOZA et al., 2010). Entretanto, se a 

levedura for fagocitada, ela é capaz de sobreviver dentro do fagolisossomo 

utilizando fatores de virulência como urease e melanina, que neutralizam os radicais 

livres e aumentam o pH; e sair de dentro dele por um processo denominado 

vomocitose, em que é induzida a fusão da membrana do fagolisossomo com a 
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membrana plasmática, causando a extrusão do fungo. O mecanismo pelo qual isso 

ocorre ainda é desconhecido (MAY et al., 2016). 

A partir daí ocorre a disseminação pela corrente sanguínea, até alcançar o 

sistema nervoso central, que é o principal órgão acometido pelo microrganismo. No 

entanto, também pode infectar outros órgãos, como pele, próstata, olho e ossos 

(LIU; PERLIN; XUE, 2012; MAY et al., 2016).  

Para alcançar o sistema nervoso central é necessário que o fungo consiga 

atravessar a barreira hematoencefálica, cuja função é manter a homeostase do 

sistema nervosos central, regulando a entrada de moléculas da corrente sanguínea 

e bloqueando a entrada de toxinas e microrganismos (LIU; PERLIN; XUE, 2012; 

TAJES et al., 2014). Cryptococcus spp. utiliza-se de três mecanismos para cruzar 

essa barreira: transcelular, passando por dentro das células endoteliais; paracelular, 

passando entre as células; e o mecanismo de “Cavalo de Tróia”, no qual o 

microrganismo transpõe a barreira dentro de macrófagos (LIU; PERLIN; XUE, 2012; 

MAY et al., 2016). 

2.4.3 Diagnóstico Laboratorial 

O diagnóstico da criptococose é relativamente fácil e pode ser realizado por 

várias técnicas, como: exame direto da amostra clínica (líquor, sangue, lavado 

broncoalveolar) por microscopia, com coloração negativa com tinta da China, cultura 

e testes sorológicos (Consenso de Criptococose, 2008; NALINTYA; KIGGUNDU; 

MEYA, 2016; WILLIAMSON et al., 2017).  

A técnica de coloração negativa com tinta da China evidencia o fungo, pois a 

cápsula polissacarídica ao redor da célula não permite que a tinta entre na célula, 

permitindo a visualização do fungo. Essa técnica apresenta 70-90% de 

sensibilidade, e identifica o apenas gênero Cryptococcus (Consenso de 

Criptococose, 2008; NALINTYA; KIGGUNDU; MEYA, 2016; WILLIAMSON et al., 

2017).  

O cultivo do fungo pode ser realizado em diversos meios de cultura sem ciclo-

heximida, como: ágar Sabouraud, ágar sangue e ágar BHI (Brain Heart Infusion). 

Cryptococcus spp. cresce entre 25-37 ºC (NALINTYA; KIGGUNDU; MEYA, 2016). 

Para diferenciar entre complexo C. neoformans e complexo C. gattii, pode-se fazer o 
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cultivo da levedura em ágar L-Canavanina, Glicina, Azul de Bromotimol (ágar CGB), 

que é seletivo para o complexo C. gattii, pois este tem habilidade de utilizar glicina 

como única fonte de carbono e nitrogênio (alcalinizando o pH do meio, alteração 

visível pela mudança da cor do meio de verde para azul promovida pelo indicador de 

pH azul de bromotimol) e é resistente à L-canavanina. Assim, o complexo C. gattii 

cresce nesse meio, e o complexo C. neoformans não (MIN; KWON-CHUNG, 1986). 

A detecção do antígeno capsular (GXM) pode ser realizada por aglutinação 

em látex, ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) ou por 

imunocromatografia, como o Lateral Flow Assay (LFA). A técnica de aglutinação em 

látex é uma técnica que gera resultado rápido (10-30 minutos), entretanto, pode ter 

reação cruzada com fator reumatoide (para evitar falso positivo recomenda-se pré-

tratamento da amostra com pronase), apresenta baixa sensibilidade para o sorotipo 

C e o seu custo é intermediário (NALINTYA; KIGGUNDU; MEYA, 2016; VIDAL, 

BOULWARE, 2015). O imunoensaio enzimático (ELISA) não requer pré-tratamento 

da amostra, entretanto, apresenta sensibilidade reduzida para os sorotipos C e D, 

além de a sua realização ser mais trabalhosa e demorada, e seu custo, maior 

(VIDAL, BOULWARE, 2015). 

Atualmente, a técnica que vem se destacando no diagnóstico da criptococose 

é o LFA (Lateral Flow Assay), que é um teste imunocromatográfico, realizado da 

seguinte forma: a fita de teste é impregnada com anticorpos monoclonais que 

detectam todos os sorotipos com alta sensibilidade e especificidade. A amostra (que 

pode ser líquor, soro ou plasma), é aplicada na fita e se o antígeno estiver presente, 

se ligará ao anticorpo, que produzirá uma linha vermelha. Por ser de execução 

rápida, baixo custo, e não exigir condições especiais de armazenamento (o kit pode 

ser armazenado à temperatura ambiente por até dois anos), pode ser facilmente 

realizada em locais com poucos recursos (KOZEL; BAUMAN, 2012; NALINTYA; 

KIGGUNDU; MEYA, 2016; VIDAL, BOULWARE, 2015). 

Embora o diagnóstico laboratorial seja simples, a criptococose é conhecida 

por apresentar sintomas inespecíficos. Quando não há um fator predisponente para 

a infecção os médicos demoram a chegar ao diagnóstico correto, dificultando, assim, 

o tratamento (PERFECT; BICANIC, 2015). 
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2.4.4 Tratamento  

 

O tratamento da criptococose é longo e dividido em três fases: fase de 

indução, consolidação e manutenção. A fase de indução tem por objetivo a 

negativação da carga fúngica, e dura no mínimo duas semanas. Utiliza-se 

normalmente anfotericina B, em monoterapia ou associada à flucitosina, sendo que 

a associação apresenta efeito sinérgico e reduz o índice de resistência ao 

tratamento (HATIPOGLU; HATIPOGLU, 2013; SCHWARZ et al., 2007).  

A fase de consolidação objetiva manter a negatividade do líquor e normalizar 

outros parâmetros clínicos e laboratoriais, durando no mínimo oito semanas. Nessa 

fase utilizam-se azóis, principalmente o fluconazol. A fase de manutenção é 

preconizada por conta do risco de recidiva. Utiliza-se fluconazol ou itraconazol em 

dosagem menor à etapa anterior. As dosagens e duração do tratamento varia de 

acordo com a gravidade da infecção e com o estado imune do paciente (KON et al., 

2008; PERFECT et al., 2010). 

Anfotericina B é um antifúngico da classe dos polienos, que interage com o 

ergosterol, esterol da membrana celular fúngica, levando à formação de poros que 

alteram a permeabilidade da membrana, causando a perda de conteúdo celular. 

Embora tenha maior afinidade ao ergosterol, a anfotericina B também pode se ligar 

ao colesterol, esterol de membrana dos mamíferos, e sua nefrotoxicidade está 

relacionada com este efeito (FILLIPIN; SOUZA, 2006; RUIZ-CAMPOS; CUENCA-

ESTRELLA, 2009).  

Em sua formulação convencional, a anfotericina B está complexada ao 

deoxicolato de sódio. Entretanto, foram desenvolvidas formulações lipídicas, como a 

lipossomal, complexo lipídico e dispersão coloidal, que são menos tóxicas e tão 

efetivas quanto a convencional. Essas formulações podem ser utilizadas se o 

paciente apresentar previamente disfunção renal, ou se tiver alguma predisposição a 

desenvolver esse quadro clínico (FILLIPIN; SOUZA, 2006). Tentando melhorar a 

segurança no uso desse antifúngico, Antillón e colaboradores produziram um 

derivado da anfotericina B (L-histidina-metil-éster de anfotericina B) que é tão efetivo 

quanto o precursor e mais seletivo para o fungo, o que implicou numa menor 
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toxicidade. Entretanto, estudos clínicos são necessários para comprovar sua 

segurança e eficácia em humanos (ANTILLÓN et al., 2016). 

A flucitosina é um antifúngico da classe das pirimidinas que, na célula fúngica, 

é convertido em 5-fluorouracil, que será ligado a cadeia de RNA, produzindo RNAs 

inativos. Apresenta atividade somente contra leveduras, como Candida spp. e 

Cryptococcus spp., das quais muitas cepas apresentam-se resistentes. Por essa 

razão, utiliza-se a flucitosina sempre combinada com a anfotericina B (KON et al., 

2008; PERFECT et al., 2010; RUIZ-CAMPOS; CUENCA-ESTRELLA, 2009; 

SCHWARZ et al., 2007). 

Os azóis são uma classe de antifúngicos que atuam bloqueando a síntese de 

ergosterol por inibição da enzima 14-lanosterol-demetilase, impedindo, assim, o 

crescimento celular (ZERVOS; MEUNIER, 1993). Existem duas família de azóis: os 

imidazóis e os triazóis. Os imidazóis foram os primeiros azóis desenvolvidos; 

entretanto, devido a sua toxicidade são utilizados somente em formulações tópicas 

(como o cetoconazol). Os triazóis são menos tóxicos e, portanto, têm sido utilizados 

como alternativas no tratamento de micoses sistêmicas. Estão inclusos nessa classe 

o fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol (RUIZ-CAMPOS; CUENCA-

ESTRELLA, 2009). 

A mais nova classe de antifúngicos disponível para tratamento das micoses 

sistêmicas são as equinocandinas. Pertencem a essa classe: caspofungina, 

micafungina e anidulafungina. Elas agem inibindo a enzima β (1,3) - glucana sintase, 

impedindo a síntese de β-glucana, carboidrato da parede celular do fungo (GROLL 

et al, 2005; JOHNSON; PERFECT, 2003; MAZUELOS; RODRÍGUEZ-TUDELA, 

2008) Entretanto, estudos tem demonstrado que Cryptococcus spp. apresenta 

resistência intrínseca a essa classe, por mecanismo ainda desconhecido. Nesses 

estudos foi demonstrado que, in vitro, a enzima β (1,3) - glucana sintase, sintetizada 

por Cryptococcus spp., apresentou sensibilidade à inibição (MALIGIE; 

SELITRENNIKOFF, 2005; QUINDÓS; ERASO, 2008).  
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3 Objetivos 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Isolamento, identificação e caracterização das leveduras dos complexos 

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii isolados de excretas de aves da 

cidade de Londrina, PR quanto aos fatores de virulência e perfil de sensibilidade aos 

antifúngicos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Isolamento de Cryptococcus spp. a partir de excretas de aves em diversos 

locais na cidade de Londrina, PR, Brasil 

• Identificação a nível de espécie das leveduras pertencentes aos complexos C. 

neoformans e C. gattii isoladas de excretas de aves em Londrina, PR  

• Avaliação da produção de fosfolipase pelos isolados de Cryptococcus spp.; 

• Avaliação da produção de melanina pelos isolados de Cryptococcus spp.  

• Avaliação da capacidade de formação de biofilme desses isolados; 

• Identificação do mating type dos isolados de Cryptococcus spp.; 

• Avaliação do perfil de sensibilidade dos isolados de Cryptococcus spp. à 

anfotericina B e ao fluconazol; 
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4 Artigo 
 

Potencial de virulência de leveduras dos complexos Cryptococcus neoformans 

e Cryptococcus gattii isoladas de excretas de aves da cidade de Londrina, 

Paraná. 

Resumo 

A cidade de Londrina, localizada no norte do Paraná, tem um problema com a 
população de pombos no ambiente urbano. As excretas acumuladas no ambiente 
tornam o local favorável para a presença de leveduras do gênero Cryptococcus, 
causadoras de doença pulmonar e meningite. Essa infecção afeta principalmente 
indivíduos imunossuprimidos, como os portadores de HIV. Para entender os fatores 
relacionados a virulência e patogenicidade dos fungos ambientais, este trabalho teve 
por objetivo isolar, identificar e caracterizar os perfis de virulência e sensibilidade aos 
antifúngicos de Cryptococcus spp. isolados de excretas de aves da cidade de 
Londrina, PR. Foram coletadas 100 amostras de excretas de aves, em quatro locais, 
que foram processadas e inoculadas em Sabouraud dextrose ágar com 
cloranfenicol. As colônias leveduriformes foram isoladas e identificadas como 
Cryptococcus spp. através de métodos fenotípicos e moleculares. Foram realizadas 
a genotipagem dos isolados, a identificação do mating type por PCR e testes 
fenotípicos que incluem a análise se as amostras são produtoras de urease, 
fosfolipase, melanina e capacidade de formação de biofilme. Foi avaliado o perfil de 
sensibilidade aos antifúngicos fluconazol e anfotericina B por microdiluição em caldo; 
e o potencial de virulência destes isolados em camundongos BALB/c. Das cem 
amostras coletadas, 47% apresentaram crescimento de Cryptococcus spp. 
identificadas fenotipicamente da seguinte forma: 68% dos isolados foram 
identificados como complexo C. neoformans e 32% como complexo C. gattii; já a 
identificação molecular teve 57,4% complexo C. neoformans e 42,6% complexo C. 
gattii. A tipagem molecular apresentou 31,9% dos isolados tipo VNI, 25,5% VNII, 
40,5% VGI e 2,1% VGII. 82,9% dos isolados foram identificados como MATα e 
17,1% MATa. A produção de urease foi observada em 89,4% dos isolados e de 
melanina em 31,9%. Os isolados apresentaram índice Pz médio de 0,61±0,11, 
classificados como produtores intermediários de fosfolipase. Quanto a formação de 
biofilme, as leituras oscilaram entre 0,02±0,03 e 1,70±0,28. 2,1% dos isolados foram 
resistentes (CIM > 8 µg/mL), enquanto 19,1% foram resistentes a anfotericina B 
(CIM > 1 µg/mL). Os animais foram acompanhados por 100 dias, e a infecção não foi 
letal. Este trabalho mostra que os isolados de Cryptococcus spp. encontrados nas 
excretas de aves de Londrina têm capacidade de produzir diversos fatores de 
virulência, e alguns apresentaram também resistência à anfotericina B. Este trabalho 
mostrou o isolamento, identificação e a caracterização de virulência e do perfil de 
sensibilidade de Cryptococcus spp. isolados de excretas de aves da cidade de 
Londrina, Paraná, Brasil. 
 
Palavras-chaves: Cryptococcus spp.; excretas de aves; antifúngicos; virulência 
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Introdução 

 A criptococose é uma infecção oportunista causada por leveduras do gênero 

Cryptococcus, que é adquirida a partir da inalação de propágulos presentes no 

ambiente, em excretas de aves (principalmente pombos) em diversas árvores e 

material vegetal em decomposição (MAY et al., 2016; MAZIARZ; PERFECT, 2016). 

O fungo inalado instala-se nos pulmões, de onde podem disseminar-se pela corrente 

sanguínea, alcançando diversos órgãos, principalmente o sistema nervoso central, 

onde causará meningite (LIU; PERLIN; XUE, 2012; MAY et al., 2016).  

A taxonomia destes fungos está em constante revisão desde a descoberta do 

fungo em 1894 por Francesco Sanfelice, Otto Busse e Abraham Buschke 

(BARNETT, 2010). De acordo com a mais recente proposta de nomenclatura 

(HAGEN et al., 2015), os complexos C. neoformans e C. gattii são divididos em sete 

espécies e três híbridos classificados como: complexo C. neoformans, composto por 

C. neoformans (sorotipo A, VNI e VNII, AFLP 1 A e AFLP 1B) C. deneoformans 

(sorotipo D, VNII e AFLP2) e um híbrido C. neoformans x C. deneoformans (VNIII). 

Já o complexo C. gattii foi dividido em cinco espécies: C. gattii (sorotipo B, VGI e 

AFLP4), C. deuterogattii (sorotipo B, VGII, AFLP6), C. decagattii (sorotipo B, VGIV, 

AFLP10), C. bacillisporus (sorotipo C, VGIII, AFLP5) e C. tetragattii (sorotipo C, 

VGIV, AFLP7); e três híbridos: C. deneoformans x C. gattii (AFLP8), C. neoformans x 

C. gattii (AFLP9) e C. neoformans x C. deuterogattii (AFLP11). 

O complexo C. neoformans acomete principalmente pacientes 

imunossuprimidos, dentre os quais destacam-se os portadores de HIV. No entanto, 

pacientes que fazem uso de corticosteroides ou outros imunosupressores, 

transplantados e diabéticos também são acometidos por essa infecção (HENAO-

MARTÍNEZ; BECKHAM, 2015; LOMES et al., 2016; SCHMALZLE et al., 2016).  C. 

gattii é um patógeno emergente, que começou a despertar maior atenção após o 

surto de Vancouver, em 1999, devido à capacidade apresentada pelo tipo molecular 

VGII  (C. deuterogattii) em causar doença em indivíduos aparentemente 

imunocompetentes (KIDD et al., 2004; KWON-CHUNG; SAIJO, 2015).  
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Diversos fatores contribuem para a virulência de Cryptococcus spp.. A 

cápsula polissacarídica, composta por glucuronoxilomanana (GXM), 

galactoxilomanana (GalXM) e manoproteínas tem por função proteger as leveduras 

de fagocitose (ARAUJO et al., 2012; COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014). A 

melanina, pigmento produzido a partir de compostos fenólicos como a L-DOPA, 

protege o fungo contra os radicais livres produzidos durante o estresse oxidativo 

(ALSPAUGH, 2014; EISENMAN et al., 2007; SABIITI; MAY, 2012). Algumas 

enzimas hidrolíticas também atuam como fator de virulência, como as fosfolipases e 

a urease. As fosfolipases são enzimas que hidrolisam fosfolipídeos presentes nas 

membranas celulares, desestabilizando-as (ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL, 

2015); e a urease hidrolisa a ureia em amônia e carbamato, lesionando a barreira 

hemato-encefálica, facilitando a transmigração do microrganismo (ALSPAUGH, 

2014; OLSZEWSKI et al., 2004; SINGH et al., 2013). A formação de biofilme torna a 

levedura mais resistente aos extremos de temperatura, a exposição à luz 

ultravioleta, aos antifúngicos e ao estresse oxidativo em relação às células 

planctônicas, tornando este fenótipo mais virulento que o planctônico (BENADUCCI 

et al., 2016; MARTINEZ; CASADEVALL, 2006a, 2006b, 2007). 

No tratamento da criptococose são utilizado antifúngicos como anfotericina B, 

flucitosina e fluconazol (PERFECT et al., 2010). A anfotericina B é usada na primeira 

fase do tratamento, que é chamada fase de ataque, cujo objetivo é negativar a 

cultura. Pode ser utilizada sozinha ou em associação com a flucitosina 

(HATIPOGLU; HATIPOGLU, 2013; SCHWARZ et al., 2007). Nas fases posteriores, 

são utilizados azóis, principalmente o fluconazol (PERFECT et al., 2010). 

A cidade de Londrina é uma cidade de médio porte localizada no norte do 

Paraná, com 553.393 habitantes (IBGE, 2016). Apresenta um problema comum a 

várias cidades de médio e grande porte: a presença de pombos na área urbana, que 

está relacionada à transmissão de criptococose (SPINA-TENSINI et al., 2017). Com 

o intuito de compreender melhor a patogênese das leveduras do gênero 

Cryptococcus presentes nas excretas dessas aves, este trabalho teve como objetivo 

avaliar seus perfis de virulência e sensibilidade aos antifúngicos. 
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Metodologias 

Coleta e isolamento de Cryptococcus spp. 

As excretas de aves foram coletadas entre julho/2012 e fevereiro/2013, no 

período da manhã, na cidade de Londrina, Paraná, Brasil. Foram realizadas 5 

coletas em 4 locais: Bosque Central, Praça da Bandeira, pombal do cemitério São 

Pedro e um pombal doméstico. Em cada coleta foram obtidas 20 amostras, 

transportadas e processadas no Laboratório de Biologia Molecular de 

Microrganismos, da Universidade Estadual de Londrina. As amostras foram diluídas 

em PBS 1x com 0,4 g/L de cloranfenicol (Inlab, Brasil), inoculadas em Sabouraud 

dextrose ágar (Himedia, Índia) com 0,4 g/L de cloranfenicol e incubadas a 28 ºC por 

até 7 dias, com o crescimento monitorado diariamente. 

Cultivo e manutenção dos microrganismos 

Os microrganismos isolados foram armazenados sob refrigeração a 4 ºC e 

estocados em freezer -80 ºC. Para a realização dos experimentos, os 

microrganismos foram cultivados em Sabouraud Dextrose Caldo e incubados a 37 

ºC sob agitação por 48 h. 

Identificação fenotípica dos isolados de Cryptococcus sp. 

 As colônias que apresentavam características de levedura foram isoladas e 

identificadas à partir da visualização da cápsula polissacarídica por microscopia 

óptica após coloração negativa com tinta da China (WILLIAMSON et al., 2016). 

Aqueles que apresentaram cápsula foram semeados em ágar CGB (L-canavanina, 

glicina e azul de bromofenol) e incubados por 48 h a 28 ºC (KWON-CHUNG; 

POLACHECK; BENNETT, 1982). 

Extração de DNA de Cryptococcus spp. 

O DNA genômico foi extraído conforme Jain e colaboradores (2001). As 

leveduras foram cultivadas em 5 mL de Sabouraud Dextrose Caldo a 37 ºC por 48 

horas sob agitação e coletadas por centrifugação a 6000 x g. As células foram 

rompidas em tampão de lise (10 mM Tris-HCl pH 8; 1 mM EDTA; 100 mM cloreto de 

sódio; 2% Triton X-100; 1% SDS) sob agitação com pérolas de vidro. A suspensão 



45 
 

 
 

foi homogeneizada mecanicamente e extraída duas vezes com 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1, v/v). O DNA foi precipitado em 2,5 

volumes de etanol (J. T. Baker, USA), lavado com etanol 70%, seco à temperatura 

ambiente e ressuspendido em água ultrapura. A concentração do DNA foi 

determinada por absorbância (λ 260 nm) medida por espectrofotômetro (Synergy 

HT, Biotek, USA) e ajustado a 50 ng/µL.  

Identificação molecular dos isolados de Cryptococcus spp. 

A diferenciação entre os complexos C. neoformans e C. gattii foi realizada por 

amplificação da região IGS1 do DNA ribossomal por PCR (Polymerase Chain 

Reaction), segundo Tavares e colaboradores (2016). As amostras foram incubadas 

em um termociclador (Veriti 96-well Thermal Cycler, Applied Biosystems, USA) por: 2 

min a 95 ºC, 30 s a 95 ºC, 30 s a 70 ºC, 30 s a 72 ºC (sendo as três últimas etapas 

repetidas por 30 ciclos), e 5 min a 72 ºC. O fragmento correspondente a cada 

espécie foi visualizado por eletroforese em gel de agarose 1%. 

Tipagem molecular de Cryptococcus spp. 

A tipagem molecular foi realizada por amplificação do gene URA5 seguido de 

digestão com enzimas de restrição, conforme Meyer e colaboradores (2003). Assim, 

a PCR foi realizada da seguinte forma: foram utilizados 100 ng de DNA de cada 

isolado, 0,25 mM dNTPs, 1 µM de cada oligonucleotídeo iniciador, tampão de PCR 

1x, MgCl2 2,5 mM e 0,65 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, USA). As amostras 

foram incubadas em um termociclador (Veriti 96-well Thermal Cycler, Applied 

Biosystems, USA) por: 2 min a 95 ºC, 45 s a 95 ºC, 2 min a 61 ºC, 1 min a 72 ºC 

(sendo as três últimas etapas repetidas por 35 ciclos), e uma incubação final de 1 

min a 72 ºC. O produto de PCR foi digerido pelas enzimas de restrição Sau 96T e 

HhaI (Biolabs, USA) por 3 h a 37 ºC, e os fragmentos de DNA foram separados por 

eletroforese em gel de agarose 1,5%.  

Identificação do mating type de Cryptococcus spp. por PCR 

A identificação do mating type foi realizada por PCR, conforme Chaturvedi e 

colaboradores (2000) foram utilizados 100 ng de DNA, 0,25 mM de dNTPs, 1 µM de 

cada oligonucleotídeo iniciador específico para identificação de MAT-α ou para MAT-

a, tampão de PCR 1x, MgCl2 2,5 mM e 0,65 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, 
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USA). As amostras foram incubadas em termociclador (Veriti 96-well Thermal Cycler, 

Applied Biosystems, USA) por: 3 min a 95 ºC, 1 min a 95 ºC, 1 min a 60 ºC, 1 min a 

72 ºC (sendo que as três últimas etapas foram repetidas por 30 ciclos), e uma 

incubação final de 7 min a 72 ºC. O fragmento correspondente a cada mating type foi 

visualizado por eletroforese em gel de agarose 1%. 

Avaliação das amostras de Cryptococcus spp. produtoras de urease 

Os isolados foram semeados em ágar ureia de Christensen (Himedia, Índia), 

e incubadas por 48 h a 30 ºC. A produção de urease foi verificada através da 

mudança de cor do meio de cultura pelo aumento do pH. 

Avaliação das amostras de Cryptococcus spp. produtoras de fosfolipase 

O ensaio foi realizado conforme Chen e colaboradores (1997). O inóculo foi 

ajustado da seguinte forma: foi preparada uma suspensão celular em solução salina 

0,85% e ajustada à densidade óptica de 0,075 ±0,025 (λ= 590 nm). Dessa 

suspensão celular 10 µL foram inoculados sobre a superfície do meio Sabouraud 

Dextrose Ágar suplementado com NaCl 1 M (Synth, Brasil), CaCl2 0,005 M (Synth, 

Brasil), 8% de gema de ovo, e incubados a 28 ºC por 72 h. O Índice Pz foi calculado 

através da razão entre o diâmetro da colônia e o diâmetro do halo. Valores de Pz=1 

foram considerados não produtores de fosfolipase, Pz entre 0,64 e 0,99 

considerados fracamente produtores, Pz entre 0,3 e 0,63 considerados produtores 

intermediários e Pz menor que 0,3 fortes produtores de fosfolipase (PRICE; 

WILKINSON; GENTRY, 1982). 

Avaliação da produção de melanina por Cryptococcus spp. 

Para a análise da produção de melanina foi utilizado o seguinte meio de 

cultura: 5% de extrato de semente de Guizotia abyssinica, 1% de glicose (Synth, 

Brasil), 0,1% de KH2PO4 (Synth, Brasil), 0,1% de creatinina (Sigma-Aldrich, USA), 

0,1% de bifenil (Sigma-Aldrich, USA) e 1,5% de ágar (Difco, BD, USA). A produção 

de melanina foi observada pelo crescimento de colônias marrom escura após 

incubação a 28 ºC por até 15 dias (PALIWAL; RANDHAWA, 1978). 

Avaliação da capacidade de formação de biofilme 

Para a formação do biofilme, 107 células/poço foram inoculados em placa de 

poliestireno de 96 poços, em meio Sabouraud Dextrose caldo, e incubadas a 37 ºC 
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por 48 h sem agitação (MARTINEZ; CASADEVALL, 2007). Após esse período, as 

células não aderidas foram lavadas com PBS (Tampão Fosfato-Salino) e a massa 

do biofilme formado foi determinada indiretamente pela coloração com cristal violeta 

da seguinte forma: o biofilme foi corado com solução de cristal violeta 0,4% por 45 

min, lavado com água destilada e descorado com etanol 95% por 45 min. A solução 

descorante foi transferida para uma nova placa e analisada por espectrofotometria a 

595 nm (Synergy HT, Biotek, USA) (MELO et al., 2011). 

Avaliação do perfil de sensibilidade de Cryptococcus spp. ao fluconazol e à 

anfotericina B 

O teste de microdiluição em caldo de fluconazol e anfotericina B para 

determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi realizado segundo as 

normas do documento CLSI M27-S4 (2012). Foi utilizado como controle positivo o 

meio de cultivo com microrganismo e como controle negativo somente o meio de 

cultivo. A amostra referência utilizada para a validação dos testes foi C. parapsilosis 

ATCC 22019 (FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil). 

Para a realização do teste, as leveduras foram previamente cultivadas em 

Sabouraud Dextrose Caldo por 48 h a 37 ºC, sob agitação. A densidade celular foi 

ajustada de acordo com a turvação da escala 0,5 de McFarland (1x106 a 5x106 

células/ mL) em 1 mL de cloreto de sódio 0.9%(v/v) e essa suspensão foi diluída 

1:1000 em meio RPMI 1640 (Invitrogen, USA) pH 7,0 tamponado com 0,165 M de 

ácido morfolinopropanosulfônico (MOPS). O teste foi realizado em placas de 

poliestireno de 96 poços com fundo em “u” e as concentrações de antifúngicos 

testadas foram de 0,125 - 64 µg/mL para fluconazol, entre 0,06 – 16 µg/mL para 

anfotericina B. As amostras foram incubadas a 37 ºC e a leitura visual dos resultados 

foi realizada após 72 h. A CIM foi determinada pela menor concentração capaz de 

inibir o crescimento das leveduras (CLSI, 2012). Foram considerados sensíveis à 

anfotericina B os isolados que apresentaram CIM até 1 µg/mL e ao fluconazol os 

isolados que apresentaram CIM até 8 µg/mL (ESPINEL-INGROFF et al., 2012a, 

2012b). 

Resultados 

Isolamento e identificação de Cryptococcus spp. a partir de excretas de aves 
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Neste trabalho, foram realizadas coletas de 100 amostras de excretas de 

aves em praças e pombais da cidade de Londrina. Inicialmente foi observada a 

presença da cápsula por microscopia óptica após coloração negativa com tinta da 

China em 47 amostras, sugerindo serem leveduras do gênero Cryptococcus (Tabela 

1). A maior incidência de Cryptococcus spp. foi encontrada nos pombais, tanto no 

pombal doméstico quanto no pombal localizado no cemitério (Tabela 1).  

Quando estes isolados foram cultivados em ágar CGB, verificou-se que 32 

isolados (68%) das amostras foram indicadas como pertencentes ao complexo C. 

neoformans e 15 (32%) ao complexo C. gattii. Já a identificação molecular dos 

complexos exibiu resultado diferente: 27 isolados (57,4%) pertencem ao complexo 

C. neoformans e 20 isolados (42,6%) fazem parte do complexo C. gattii (Tabela 2). 

De acordo com a classificação proposta por Hagen e colaboradores (2015), foram 

encontrados 15 isolados de C. neoformans (VNI), 12 híbridos C. neoformans x C. 

deneoformans (VNIII), 19 C. gattii (VGI) e 1 C. deuterogattii (VGII) (Tabela 2). 

Determinação do mating type de Cryptococcus spp. isolados de excretas de aves 

 O mating type dos isolados determinado por amplificação dos genes MATa e 

MATα classificou 39 (82,9%) como MATα e 8 (17,1%) como MATa (Tabela 3). 

Dentre os 27 isolados pertencentes ao complexo C. neoformans, 21 (80,8%) foram 

MAT α e 6 (19,2%) MAT a. Dos 20 isolados do complexo C. gattii, 18 (85,7%) foram 

MAT α e 2 (14,3%) MAT a (Tabela 3). 

Avaliação dos fatores de virulência de Cryptococcus spp. isolados de excretas de 

aves 

A produção de urease foi observada em 42 (89,4%) isolados, sendo 22 

(84,6%) do complexo C. neoformans e 20 (95,2%) do complexo C. gattii. A avaliação 

da produção de fosfolipase resultou em um índice Pz médio de 0,61±0,11, 

classificados como produtores intermediários (Tabela 3).  

A avaliação da produção de melanina mostrou que dos 47 isolados, 15 

(31,9%) foram considerados produtores, sendo 11 pertencentes ao complexo C. 

neoformans, e 4 ao complexo C. gattii (Tabela 3). Com relação à capacidade de 

formação de biofilme, para o complexo C. gattii a leitura média obtida foi de 
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0,47±0,40, variando entre 0,02±0,03 e 1,70±0,28; e para o complexo C. neoformans 

a média foi de 0,46±0,3, variando entre 0,08±0,03 e 1,31±0,24 (Tabela 3). 

Perfil de sensibilidade de Cryptococcus spp. aos antifúngicos 

Para o fluconazol, todos os isolados pertencentes ao complexo C. 

neoformans apresentaram CIM ≤ 8 µg/mL, variando entre 0,5 - 8 µg/ml, sendo 

considerados sensíveis. Os isolados do complexo C. gattii exibiram valores entre 

0,125 - 16 µg/mL, com um dos isolados apresentando CIM de 16 µg/mL, sendo, 

portanto, considerado resistente (ESPINEL-INGROFF et al., 2012a) (Tabela 4). 

O perfil de sensibilidade à anfotericina B para ambos os complexos variou 

entre 0,06 - 8 µg/mL, sendo que 4 (15,4%) isolados de C. neoformans e 5 (23,8%) C. 

gattii foram classificados como resistentes, com CIM > 1 µg/mL (Tabela 4). 

 

Discussão 

Os resultados obtidos mostram uma elevada prevalência de Cryptococcus sp. 

em excretas de aves em Londrina, com 47% das excretas coletadas positivas para o 

gênero, dos quais os principais tipos moleculares encontrados foram C. neoformans 

VNI e C. gattii VGII, e mating type α. Estes isolados apresentaram, em sua maioria, 

capacidade de produzir in vitro diversos fatores de virulência, como urease, 

fosfolipase, melanina e biofilme; e sensibilidade aos antifúngicos.  

Como observado em outros trabalhos no país, o complexo prevalente foi C. 

neoformans, tipo molecular VNI (ALVES et al., 2016; COGLIATI, 2013; TAKAHARA 

et al., 2013; TEODORO et al., 2013). Foi observada divergência entre os resultados 

da identificação fenotípica e molecular de alguns isolados. Essa diferença deve-se a 

maior especificidade e sensibilidade das metodologias moleculares quando 

comparadas com os testes fenotípicos (MCTAGGART et al., 2011; TAVARES et al., 

2016). 

Dentre os dados obtidos, destaca-se o achado de C. gattii nas excretas, uma 

vez que normalmente ele é fortemente relacionado a outras fontes ambientais, 

principalmente com árvores (ANZAI et al., 2014; HAGEN et al., 2013). Alguns 

trabalhos têm mostrado o isolamento de complexo C. gattii em poeira. Por essa 
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razão, acredita-se que o fungo pode ter sido trazido pelo ar para o local de onde foi 

isolado (BRITO-SANTOS et al., 2015; LEITE et al., 2012).  

A maioria dos isolados apresentaram-se produtores de urease, entretanto 

houveram alguns urease negativos. Embora seja incomum, há relatos na literatura 

de isolados urease negativos, como os encontrados neste trabalho, causando 

infecção, indicando que o fungo pode causar infecção sem este fator de virulência 

(BAVA; NEGRONI; BIANCHI, 1993; LI; GUO; WU, 1993; RUANE; WALKER; 

GEORGE, 1988).  

Quanto à produção de fosfolipase, nossos isolados foram classificados como 

moderadamente produtores. Souza e colaboradores (2010) compararam a produção 

de fosfolipase em isolados clínicos e ambientais, e observaram que os isolados 

clínicos apresentaram maior produção de fosfolipase que os de origem ambiental, 

indicando que a capacidade de produzir essas enzimas é um fator importante para a 

sobrevivência do fungo no hospedeiro. 

O mating type prevalente foi MATα, considerado o mais comum e mais 

virulento. Estes resultados foram similares a outros trabalhos, em que a maioria dos 

isolados ambientais também foram MATα (ALVES et al., 2016; BRITO-SANTOS et 

al., 2015; CASTRO E SILVA et al., 2016).  

No nosso trabalho observamos que o tipo molecular VNIII foi quem 

apresentou maior capacidade de formação de biofilme, e o tipo VNI foi quem 

apresentou menor capacidade de formação. Benaducci e colaboradores (2016) 

observaram que há um aumento na expressão de genes relacionados à expressão 

de fatores de virulência, como urease, lacase e cápsula nas células em biofilme, 

tornando estes fungos mais virulentos. 

O perfil de sensibilidade aos antifúngicos mostrou apenas um isolado de C. 

gattii resistente ao fluconazol; entretanto, observou-se resistência à anfotericina B 

em isolados de C. neoformans (VNI) e C. gattii (VGI). Existem relatos de isolados 

ambientais resistentes ao fluconazol, entretanto, não há relatos de nenhum isolado 

ambiental resistente a anfotericina B, embora este perfil em Cryptococcus spp. já 

tenha sido relatado em isolados clínicos  (CASTRO E SILVA et al., 2016; MATOS et 

al., 2012; SOUZA et al., 2010; TEODORO et al., 2013). A resistência à anfotericina B 
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é preocupante por ser este o antifúngico mais utilizado na fase de ataque do 

tratamento da criptococose, e em caso de falha terapêutica, poucas são as opções 

alternativas disponíveis (GRUPO DE CONSENSO DE CRIPTOCOCOSE, 2008; 

PERFECT et al., 2010). 

Este trabalho caracterizou os isolados de Cryptococcus spp. presente nas 

excretas de aves na cidade de Londrina quanto a sua virulência e sensibilidade aos 

antifúngicos. Os dados encontrados mostraram que esses isolados possuem 

capacidade de produzir diversos fatores de virulência in vitro, o que podem ser 

considerados como potencialmente patogênicos. A maioria dos isolados foram 

sensíveis aos antifúngicos, alguns deles foram resistentes a anfotericina B, um dado 

importante, visto que a resistência a este antifúngico é pouco comum.  
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Tabela 1: Incidência de Cryptococcus spp. em excretas de aves por local de coleta 
Local de coleta Amostras excretas Isolados obtidos 

Bosque Central (23/07/2012) 20 6 

Bosque Central (25/08/2012) 20 5 

Pombal do Cemitério (06/10/2012) 20 11 

Praça da Bandeira (13/12/2012) 20 9 

Pombal doméstico (07/02/2013) 20 16 

Total 100 47 
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Tabela 2: Identificação fenotípica e molecular dos isolados de Cryptococcus spp. de 

excretas de aves 

Isolado 

Identificação 
Fenotípica 

 
Identificação molecular 

CGB1 
 

Espécie² Tipo 
molecular Espécie (Hagen et al., 2015)³ 

1A1 C. neoformans  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

1B4 C. neoformans  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

1C5 C. neoformans  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

1D4 C. neoformans  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

1D5 C. neoformans  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

2B1 C. neoformans  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

2C3 C. neoformans  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

2C4 C. neoformans  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

2C5 C. neoformans  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

5A2 C. neoformans  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

5C5 C. neoformans  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

5D1 C. gattii  C. neoformans VNIII Híbrido C.neoformans x C.deneoformans 

3B1 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

3B2 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

3B4 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

3D5 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

4B3 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

4C5 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

4D2 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

4D4 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

5A3 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

5A4 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

5B3 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

5B5 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

5C1 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

5D4 C. neoformans  C. neoformans VNI C. neoformans 

1A2 C. gattii  C. gattii VGI C. gattii 

3A1 C.gattii  C. gattii VGI C. gattii 

3A4 C. gattii  C. gattii VGI C. gattii 

3C1 C. gattii  C. gattii VGI C. gattii 

3C3 C. neoformans  C. gattii VGI C. gattii 

3C5 C. gattii  C. gattii VGI C. gattii 

3D1 C. gattii  C. gattii VGI C. gattii 

3D2 C. neoformans  C. gattii VGI C. gattii 

4B2 C. neoformans  C. gattii VGI C. gattii 

4B5 C. neoformans  C. gattii VGI C. gattii 

4D1 C. neoformans  C. gattii VGI C. gattii 

4D5 C. neoformans  C. gattii VGI C. gattii 

5A1 C. gattii  C. gattii VGI C. gattii 

5A5 C. gattii  C. gattii VGI C. gattii 

5B4 C. neoformans  C. gattii VGI C. gattii 

5C3 C. gattii  C. gattii VGI C. gattii 

5D2 C. gattii  C. gattii VGI C. gattii 

5D3 C. gattii  C. gattii VGI C. gattii 

5D5 C. gattii  C. gattii VGI C. gattii 

2B4 C. gattii  C. gattii VGII C. deuterogattii 

1- CGB: Cultivo em Ágar contendo L-Canavanina, Glicina, Azul de bromotimol. 2- Espécie: Determinada por amplificação da 
região IGS1 com iniciadores específicos (TAVARES et al., 2016). 3- Espécie de acordo com Hagen e colaboradores (2015).
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Tabela 3: Mating type e fatores de virulência de Cryptococcus sp. isolados de 
excretas de aves 

Isolado Espécie 
Mating 

type 
Urease Fosfolipase1 Melanina Biofilme2 

1A1 C. neoformans Α + 0,64 ± 0,02 + 0,28 ± 0,08 

1B4 C. neoformans Α + 0,65 ± 0,11 - 0,92 ± 0,39 

1C5 C. neoformans Α + 0,65 ± 0,03 + 1,32 ± 0,24 

1D4 C. neoformans Α - 0,34 ± 0,05 - 0,95 ± 0,22 

1D5 C. neoformans Α + 0,60 ± 0,00 - 0,63 ± 0,32 

2B1 C. neoformans Α - 0,67 ± 0,01 - 1,22 ± 0,26 

2C3 C. neoformans Α + 0,64 ± 0,00  - 0,84 ± 0,18 

2C4 C. neoformans Α + 0,49 ± 0,01 + 0,46 ± 0,39 

2C5 C. neoformans Α + 0,44 ± 0,03 - 0,47 ± 0,10 

5A2 C. neoformans Α + 0,65 ± 0,07 - 0,10 ± 0,11 

5C5 C. neoformans Α + 0,79 ± 0,01 + 0,36 ± 0,14 

5D1 C. neoformans A + 0,63 ± 0,10 - 0,30 ± 0,14 

3B1 C. neoformans Α + 0,56 ± 0,08 + 0,21 ± 0,11 

3B1 C. neoformans Α + 0,56 ± 0,08 + 0,21 ± 0,11 

3B2 C. neoformans Α + 0,47 ± 0,07 - 0,29 ± 0,12 

3B4 C. neoformans Α + 0,66 ± 0,08 + 0,33 ± 0,07 

3D5 C. neoformans Α + 0,69 ± 0,11 + 0,56 ± 0,09 

4B3 C. neoformans Α + 0,67 ± 0,08 - 0,13 ± 0,05 

4C5 C. neoformans Α + 0,59 ± 0,00 - 0,26 ± 0,12 

4D2 C. neoformans A + 0,53 ± 0,01 + 0,47 ± 0,38 

4D4 C. neoformans Α - 0,60 ± 0,00 - 1,08 ± 0,23 

5A3 C. neoformans A + 0,44 ± 0,01 - 0,08 ± 0,12 

5A4 C. neoformans Α + 0,73 ± 0,04 + 0,36 ± 0,13 

5B3 C. neoformans A + 0,56 ± 0,05 + 0,13 ± 0,06 

5B5 C. neoformans Α + 0,62 ± 0,01  - 0,08 ± 0,03 

5C1 C. neoformans A - 0,74 ± 0,05 + 0,27 ± 0,07 

5D4 C. neoformans Α + 0,74 ± 0,06 - 0,26 ± 0,07 

1A2 C. gattii Α + 0,61 ± 0,04 - 0,96 ± 0,73  

3A1 C. gattii Α + 0,67 ± 0,05 - 0,46 ± 0,12 

3A4 C. gattii Α + 0,48 ± 0,03 - 0,18± 0,08 

3C1 C. gattii Α + 0,61 ± 0,00 + 0,46 ± 0,40 

3C3 C. gattii Α + 0,40 ± 0,06 - 0,46 ± 0,08 

3C5 C. gattii Α + 0,48 ± 0,03 - 0,60 ± 0,08 

3D1 C. gattii Α + 0,49 ±0,01 + 0,78 ± 0,07 

3D2 C. gattii Α + 0,82 ± 0,10 - 0,83 ± 0,13 

4B2 C. gattii Α - 0,43 ± 0,07 - 1,70 ± 0,28 

4B5 C. gattii Α + 0,73 ± 0,01 - 0,07 ± 0,03 

4C4 C. gattii Α + 0,48 ± 0,13 + 0,11 ± 0,10 

4D1 C. gattii Α + 0,84 ± 0,00 - 0,41 ± 0,12 

4D5 C. gattii A + 0,66 ± 0,04 - 0,30 ± 0,15 

5A1 C. gattii Α + 0,55 ± 0,15 - 0,36 ± 0,16 

5A5 C. gattii Α + 0,60 ± 0,11 - 0,41 ± 0,19 

5B4 C. gattii A + 0,65 ± 0,05 - 0,11 ± 0,06 

5C3 C. gattii A + 0,83 ± 0,04 + 0,20 ± 0,08 

5D2 C. gattii Α + 0,79 ± 0,04 - 0,15 ± 0,05 

5D3 C. gattii Α + 0,74 ± 0,02 - 0,14 ± 0,03 

5D5 C. gattii Α + 0,73 ± 0,08 - 0,32 ± 0,05 

2B4 C. gattii Α + 0,66 ± 0,07 - 0,84 ± 0,12 

1-Atividade de fosfolipase calculada pelo índice Pz médio ± desvio padrão (PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982). 2-
Capacidade de formação de biofilme calculada pela DO média de leitura da técnica de Cristal Violeta (MELO et al, 2011). 



59 
 

 
 

 

Tabela 4: Perfil de sensibilidade de Cryptococcus spp. aos antifúngicos fluconazol e 
anfotericina B 

Isolado Espécie 
CIM fluconazol 

(µg/mL) 
Classificação1 CIM anfotericina B 

(µg/mL) 
Classificação2 

1A1 C. neoformans 0,5 Sensível 0,5 Sensível 

1B4 C. neoformans 8 Sensível 0,5 Sensível 

1C5 C. neoformans 4 Sensível 1 Sensível 

1D4 C. neoformans 8 Sensível 0,25 Sensível 

1D5 C. neoformans 2 Sensível 0,5 Sensível 

2B1 C. neoformans 4 Sensível 0,25 Sensível 

2C3 C. neoformans 8 Sensível 0,25 Sensível 

2C4 C. neoformans 4 Sensível 0,5 Sensível 

2C5 C. neoformans 8 Sensível 0,125 Sensível 

5A2 C. neoformans 8 Sensível 1 Sensível 

5C5 C. neoformans 8 Sensível 0,125 Sensível 

5D1 C. neoformans 2 Sensível 1 Sensível 

3B1 C. neoformans 2 Sensível 0,5 Sensível 

3B2 C. neoformans 4 Sensível 2 Resistente 

3B4 C. neoformans 8 Sensível 2 Resistente 

3D5 C. neoformans 4 Sensível 0,06 Sensível 

4B3 C. neoformans 0,5 Sensível 0,5 Sensível 

4C5 C. neoformans 4 Sensível 0,125 Sensível 

4D2 C. neoformans 8 Sensível 0,25 Sensível 

4D4 C. neoformans 2 Sensível 2 Resistente 

5A3 C. neoformans 4 Sensível 8 Resistente 

5A4 C. neoformans 2 Sensível 1 Sensível 

5B3 C. neoformans 2 Sensível 1 Sensível 

5B5 C. neoformans 4 Sensível 2 Resistente 

5C1 C. neoformans 8 Sensível 1 Sensível 

5D4 C. neoformans 4 Sensível 1 Sensível 

1A2 C. gattii 1 Sensível 0,5 Sensível 

3A1 C. gattii 2 Sensível 0,125 Sensível 

3A4 C. gattii 16 Resistente 0,06 Sensível 

3C1 C. gattii 4 Sensível 0,25 Sensível 

3C3 C. gattii 0,5 Sensível 0,5 Sensível 

3C5 C. gattii 0,25 Sensível 0,25 Sensível 

3D1 C. gattii 4 Sensível 0,25 Sensível 

3D2 C. gattii 2 Sensível 4 Resistente 

4B2 C. gattii 4 Sensível 0,5 Sensível 

4B5 C. gattii 2 Sensível 0,25 Sensível 

4C4 C. gattii 2 Sensível 0,125 Sensível 

4D1 C. gattii 8 Sensível 1 Sensível 

4D5 C. gattii 8 Sensível 1 Sensível 

5A1 C. gattii 0,5 Sensível 0,25 Sensível 

5A5 C. gattii 2 Sensível 1 Sensível 

5B4 C. gattii 0,125 Sensível 1 Sensível 

5C3 C. gattii 0,125 Sensível 2 Resistente 

5D2 C. gattii 0,25 Sensível 8 Resistente 

5D3 C. gattii 0,25 Sensível 2 Resistente 

5D5 C. gattii 2 Sensível 8 Resistente 

2B4 C. gattii 1 Sensível 0,5 Sensível 

1-Classificação de acordo com Espinel-Ingroff e colaboradores (2012a). 2-Classificação de acordo 
com Espinel-Ingroff e colaboradores (2012b). 
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5 Conclusão 
 

Os resultados apresentados neste trabalho mostram o perfil de isolados dos 

complexos C. neoformans e C. gattii presentes na cidade de Londrina. Este 

percentual elevado de Cryptococcus (47% das amostras positivas) pode ser 

explicado pelo acúmulo de excretas dessas aves, tornando o ambiente favorável 

para o fungo. O tipo molecular prevalente foi VNI (C. neoformans). Os isolados 

apresentaram capacidade de produzir diversos fatores de virulência in vitro, como: 

urease, melanina, fosfolipase e biofilme. A maioria dos isolados foi sensível aos dois 

antifúngicos testados. Alguns dos isolados foram considerados resistentes a 

anfotericina B, um antifúngico muito utilizado no tratamento da criptococose, e que 

tem poucos casos de resistência descritos. 

 


