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DELGADO, A.C.N. — Tipagem molecular e perfil de suscetibilidade aos
antifungicos de isolados ambientais e clinicos na cidade e regido de Campinas,
Sao Paulo. Tese (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Médicas — Universidade
Estadual de Campinas.

A criptococose representa importante micose oportunista de ocorréncia frequente
e grave nos pacientes atendidos no HC-UNICAMP, em especial nos pacientes
com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids). O presente estudo foi
proposto para aprimorar o conhecimento de C. neoformans isolados de pacientes
com criptococose e sua correlagcdo com o meio ambiente. Foram estudadas 52
cepas clinicas e 55 cepas ambientais (excretas de pombos) de C. neoformans
procedentes da cidade e regiao de Campinas, Sao Paulo, Brasil. As cepas de
C. neoformans foram isoladas em meio agar “cornmeal” com acido cafeico e as
variedades e sorotipos foram identificados, respectivamente, pelo meio de
canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) e pelo teste de aglutinacao em
lamina utilizando o kit “Crypto Check latron Co. Japao®. Foi realizado estudo do
perfil gendmico através da eletroforese em campo pulsatil (PFGE), utilizando o
sistema “Counter-Clamped Homogeneus Electric Field” (CHEF). O estudo da
suscetibilidade de C. neoformans frente a anfotericina B, 5-fluorocitosina,
fluconazol e itraconazol foi realizado pelo método da microdiluicdo em caldo,
segundo o National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).

Nosso estudo demonstrou o predominio de C. neoformans var. neoformans
sorotipo A em 86% das cepas clinicas, sendo a maioria presente em pacientes
com infecgdo pelo HIV (75,5%) e C. neoformans var. gattii sorotipo B em 14% das
cepas clinicas, sendo a maioria presente em pacientes imunocompetentes
(71,4%). Todas as cepas ambientais foram C. neoformans var. neoformans
sorotipo A. A analise da cariotipagem eletroforética (CE) diferenciou 14 perfis
gendmicos entre as cepas clinicas e 5 perfis entre as cepas ambientais de
C. neoformans var. neoformans sorotipo A, e mostrou similaridade de 100% entre
dois perfis ambientais (I e II) com dois perfis clinicos (E e F), obtidos de duas

unicas cepas. O perfil de suscetibilidade mostrou a variagdo da concentracdo

Resumo
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inibitéria minima (CIM) de 0,5 a 1 pg/mL para AMB e de 0,125 a 0,25 ug/mL para
ITCZ, para ambas as cepas de C. neoformans estudadas. As cepas ambientais
apresentaram CIM variando de 1 a 16 pg/mL para 5-FC e 2 a 8 uyg/mL para FLCZ.
As cepas clinicas apresentaram CIM variando de 0,25 a 8 pg/mL para 5-FC e de
0,25 a 16 pg/mL para FLCZ. A CIMsg e CIMgy para AMB foi de 1 ug/mL para
ambas as cepas estudadas. A 5-FC apresentou CIMsp de 1 pg/mL e CIMy, de 2
ug/mL, para as cepas clinicas, e CIMsp € CIMgy de 2 pg/mL para as cepas
ambientais. O FLCZ apresentou CIMsp € CIMgy de 4 pg/mL para as cepas
ambientais, e CIMsy de 2 ug/mL e CIMgy de 8 pug/mL para as cepas clinicas. O
ITCZ apresentou CIMsg e CIMgy de 0,25 ug/mL para ambas as cepas estudadas.
Esses dados apontam a necessidade de estudos continuados do perfil genémico e
de sensibilidade aos antifingicos em relacdo as cepas clinicas e ambientais de
C. neoformans, bem como a correlagao entre a evolugao clinica da criptococose
com os dados laboratoriais moleculares e de sensibilidade, para melhor
caracterizacdo de amostras de C. neoformans na cidade e regiao de Campinas,
SP.

Resumo
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Cryptococcosis represents an important opportunistic mycosis with frequent and
serious occurance in patients hospitalized at the Hospital and Clinics of UNICAMP,
specially in immunocompromised patients. The present study was proposed to
perfect the knowledge of C. neoformans isolated from patients with cryptococcosis
and its correlation with the environment. Fifty-two clinical isolates and 55
environmental (pigeon droppings) isolates of C. neoformans were investigated,
from Campinas, which is located in the state of Sao Paulo in Brazil. The clinical
and environmental isolates were identified to species level based on
micromorphological and biochemical characteristics and confirmed to be
C. neoformans var. neoformans based on the reaction of canavanine-glycine-
bromthymol blue agar. Serotyping was performed by slide agglutination test
(Crypto Check; latron Co., Japan). Electrophoretic karyotype (EK) analysis was
performed by Counter-Clamped Homogeneous Electric Field (CHEF DR-III). All the
isolates were tested by broth microdilution method, performed according to the
NCCLS guidelines for amphotericin B (AMB), fluconazole (FLCZ), itraconazole
(ITCZ), and fluorocytosine (5-FC).

Our study demonstrated the predominance of C. neoformans var. neoformans
serotype A in 86% of the clinical isolates, specially in HIV-positive patients (75,5%),
and C. neoformans var. gattii serotype B in 14% of the clinical isolates, more
commonly in immunocompetent patients (71,4%). All environmental isolates were
C. neoformans var. neoformans serotype A. Molecular typing distinguished 14
clinical profiles and 5 environmental profiles of C. neoformans var. neoformans
serotype A, and showed two clinical profiles, E and F, individually, identical to two
environmental profiles, I and II, respectively. The antifungal susceptibility showed
MIC of 0.5 to 1 pg/mL for AMB and 0.125 to 0.25 pg/mL for ITCZ, for both of
isolates of C. neoformans. The environmental isolates showed MIC of 1 to 16
ug/mL for 5-FC and 2 to 8 pg/mL for FLCZ. The clinical isolates showed MIC of
0.25 to 8 pg/mL for 5-FC and 0.25 to 16 pg/mL for FLCZ. MICso and MICg for AMB
of 1 ug/mL for both of isolates. 5-FC showed MICso and MiCgo of 2 pg/mL for
clinical isolates, and MICso and MICg of 2 pg/mL for environmental isolates. FLCZ

showed MICso and MICg of 4 pg/mL for clinical isolates, and MICsg of 2 pg/mL and

Abstract
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MICgo of 8 ug/mL for clinical isolates. ITCZ showed MICsp and MICg of 0.25 pg/mL
for both isolates. Continuous molecular and sensitivity studies of clinical and
environmental isolates, including association between clinical evalution of
cryptococcosis with molecular and susceptibility laboratory, are mandatory to
improve the understanding of C. neoformans in Campinas, Brazil.

Abstract
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1.1. HISTORIA DA SINONIMIA

A etimologia da palavra do género Cryptococcus vem do sufixo grego
“Kriptos”, que significa cripta ou esconderijo secreto, sendo a terminologia criada
por KURTZING, em 1833.

A primeira descri¢do de Cryptococcus neoformans foi feita por Busse,
em 1894, com base em uma levedura isolada de um caso de periosteite crénica
da tibia, denominada Saccharomyces sp. A partir deste relato, varios estudos
foram realizados e uma variedade de nomenclaturas foram estabelecidas para
C. neoformans, dentre elas destacam-se: Saccharomyces neoformans, Sanfelice
(1895); Cryptococcus hominis, Vuillemim (1901); Torula neoformans, Weiss
(1902); Torula histolytica, Stoddard & Cutler (1916); Debaryomyces hominis, Todd
& Herrmann (1936) (LACAZ, 1998; RIPPON, 1988).

Taxonomicamente, C. neoformans € classificado segundo a sua forma
perfeita (KURTZMAN & FELL, 1998) em: reino Fungi, divisdo Basidiomycota,
ordem Filobasidiales, familia Filobasidiaceae, género Filobasidiella, espécie tipo
Filobasidiella neoformans Kwong Chung.

Espécies aceitas Filobasidiella neoformans (KWONG-CHUNG, 1975)

a) Filobasidiella neoformans Kwong-Chung var. neoformans (KWONG-
CHUNG et al., 1982)

Anamorfo: Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin (Sorotipos A
e D)

b) Filobasidiella neoformans Kwong-Chung var. bacillispora (KWON-
CHUNG et al., 1982)

Anamorfo: Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin var. gattii
(Sorotipos B e C) (VANBREUSEGHEM & TAKASHIO (1970).

Introducdo
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Dentre as classificagbes das variedades e dos sorotipos merecem
destaque: a classificagdo dos sorotipos A, B e C de C. neoformans, isolados de
pacientes, por EVANS (1950); a identificagao do sorotipo D realizada por WILSON
et al. (1968); a denominagdo da variedade gatti (sorotipos B e C) de
C. neoformans feita por VANBREUSEGHEM & TAKASHIO (1970); a classificagao
atual das variedades e de seus respectivos sorotipos [C. neoformans var.
neoformans (sorotipo A e D) e C. neoformans var. gattii (sorotipo B e C)]
assinalada por KWON-CHUNG et al. (1982); a identificacdo do sorotipo AD
pertencente a C. neoformans var. neoformans, referido por MITCHEL & PERFECT
(1995) e a descricdo de uma nova classificacdo da variedade do sorotipo A,
denominada C. neoformans var. grubii, referida por FRANZOT et al. (1999).

1.2. ECOLOGIA

C. neoformans var. neoformans (sorotipos A, D e AD) é cosmopolita e
freqientemente isolado em excretas de pombos, enquanto C. neoformans var.
gattii (sorotipos B e C) esta limitado a certas regides tropicais e subtropicais, tais
como o sul da Califérnia e a regido oeste da Australia, onde foram isolados em
eucaliptos (KWON-CHUNG et al., 1982).

A primeira descrigao de C. neoformans isolado do ambiente foi feita por
SANFELICE (1894), a partir do suco de péssego, que o classificou como
Saccharomyces neoformans, provando posteriormente sua patogenicidade.

EMMONS (1951) isolou C. neoformans pela primeira vez no solo e
mostrou haver uma estreita relacdo entre isolamentos do solo e ninhos de
pombos. Posteriormente, o autor demonstrou que as fezes dessas aves eram um
excelente meio de cultura para C. neoformans (EMMONS, 1955 e 1961). Desde
entao, varios autores tém descrito o isolamento de C. neoformans var. neoformans
em excretas de aves, particularmente, em excretas de Columba livia, espécie mais

comum de pombo, originalmente encontrada na Europa e na América do Norte, e
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que foi subseqientemente introduzida em diferentes partes do mundo,
caracterizando-se como a principal fonte universal de C. neoformans var.
neoformans (ANSHENG et al., 1993, CASTANON-OLIVARES &
LOPEZ-MARTINEZ, 1994 ; FRANZOT et al., 1997; KHOSRAVI, 1997).

Existem varios fatores que podem influenciar na sobrevivéncia de
C. neoformans var. neoformans em excretas de pombos, tais como: capsula
pequena (1 a 5.5 pym de diametro), pH acido, alta umidade, temperatura baixa
(4 a 26°C), pequena exposicao ao sol e presenca de creatinina, acido urico e
purinas, assimiladas como fonte de nitrogénio (CASADEVALL & PERFECT, 1998).
Todavia, varios estudos demonstraram a auséncia de C. neoformans no trato
intestinal do pombo, inibido pela microbiota bacteriana intestinal e alta temperatura
corporal, que varia de 41 a 43°C (EMMONS, 1955; LITTMAN & BOROK ,1968).

Dentre os estudos realizados no Brasil direcionados ao isolamento de
C. neoformans em excretas de pombos, merecem destaque: o estudo realizado
por MACHADO et al. (1993), que pesquisaram a historia epidemiolégica de 42
pacientes com criptococose relacionada ao manuseio de locais habitados por
pombos no Rio Grande do Sul. Os pesquisadores verificaram que, uma das
amostras isoladas do liquido cefalorraquidiano de um dos pacientes (sorotipo A)
coincidiu com o sorotipo do fungo isolado em um dos locais estudados, entretanto,
estudos moleculares sdo necessarios para comprovar a identificacao desta
possivel fonte de infecgdo, uma vez que nao ha relatos precisos do local ou do
momento em que os pacientes foram contaminados pelo fungo.

FRANZOT et al. (1997) estudaram a epidemiologia molecular de 15
cepas ambientais de C. neoformans var. neoformans isoladas de excretas de
pombos, sendo 14 cepas isoladas na cidade de Belo Horizonte e 1 cepa isolada
da cidade do Rio de Janeiro e ambas apresentaram similaridade entre os perfis

moleculares analisados.

MONTENEGRO & PAULA (2000) isolaram C. neoformans var.
neoformans sorotipo A e AD em excretas de pombos e C. neoformans var. gattii

sorotipo C em materiais de eucaliptos dos parques municipais da cidade de
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Sao Paulo. Os autores verificaram uma positividade para a variedade neoformans
de 21% entre 38 locais com acumulos de fezes de pombos, no periodo de um ano.
A variedade gattii foi isolada no periodo de dois anos, em duas ocasides
diferentes, ambas no més de novembro.

BARONI (2001) avaliou a contaminagdo por C. neoformans na cidade
do Rio de Janeiro, a partir de excretas de pombos coletadas interna e
externamente em igrejas. O estudo permitiu detectar a presenca de C. neoformans

var. neoformans (sorotipos A e D) em 18,75% das areas externas e em 34,24%
das areas internas dos locais estudados.

Estudos realizados na Africa, Asia, Australia, Europa, América do Norte,
Ameérica do Sul, Caribe e nas llhas do Pacifico reportaram também o isolamento
ocasional de C. neoformans var. neoformans em solo, arvores, frutas, vegetais, ar,
ar condicionado, poeira doméstica, leite, fezes de morcegos, contetido digestivo
de baratas e fezes de outras espécies de aves, ambos relacionadas a areas
potencialmente contaminadas por excretas de pombos (CASADEVALL &
PERFECT, 1998).

O mecanismo de contaminagdo das excretas é incerto. ELLIS &
PFEIFFER (1990) sugerem que C. neoformans var. neoformans tem como habitat
natural plantas especificas, como cereais, que especialmente os pombos utilizam
como alimento. De acordo com CASADEVALL & PERFECT (1998) nao esta
esclarecido se os isolados do solo originam-se do solo ou se sdo um reflexo da
contaminacdo com excretas de aves positivas.

No Brasil, existem relatos de C. neoformans var. neoformans isolados
de madeira em decomposicdo de ocos de arvores tropicais. Recente estudo,
mostrou o isolamento da variedade neoformans em quatro tipos de arvores na
cidade do Rio de Janeiro, dentre elas: Syzyguim jambolana, Cassia grandis,
Senna multijuga e Ficus microcarpa (LAZERA et al., 1998). No entanto, estudos
futuros sdo necessarios para esclarecer a relacao da var. neoformans com fontes
arboreas em decomposi¢cdo, uma vez que nao foi provada, até o presente, a
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ligacao direta entre ambas, até porque € comum a permanéncia de passaros em
arvores e consequentemente a contaminagao destas com as excretas de pombos,
podendo haver discordancia quanto a variedade.

MACEDO et al. (2001) demonstraram a relacao de C. neoformans var.
neoformans sorotipos A e D em habitat de tatu no estado do Piaui, area endémica
para coccidioidomicose e criptococose, da qual foram isoladas 4 cepas de
C. neoformans, sendo que 2 apresentaram sorotipo A e duas sorotipo D. A
presenca de C. neoformans var. neoformans sorotipo D no semi-arido brasileiro
sugere estudos mais profundos, uma vez que este sorotipo tem sido relacionado a
casos clinicos em regiées de clima temperado, principalmente na Europa, sendo
pouco descrito em regides tropicais.

1.3. CRIPTOCOCOSE E EPIDEMIOLOGIA

Acredita-se que a criptococose € adquirida pela inalacao dos
basidiosporos produzidos pelo C. neoformans (forma sexuada), frequentemente
encontrados na natureza (LACAZ, 1991). C. neoformans presentes nas excretas
de pombos dessecadas medem nao mais que 1 ym de diametro, sendo portanto

compativeis ao tamanho dos alvéolos pulmonares humanos.

Segundo CASADEVALL & PERFCT (1998) as evidéncias de que os
pulmées sejam a primeira via de infeccao sdo poucas. Os autores sustentam a
teoria de infeccao pelas vias respiratorias, o isolamento do agente a partir do ar e
o tamanho apropriado das particulas para adentrar aos alvéolos. Portanto a
presenca do agente no ar ndo implica que estes adentrem ou estabelecam
infeccao alveolar. Tampouco as lesdes pulmonares em pacientes com
criptococose disseminada podem significar o resultado de uma infeccao pela via
respiratoria, porém existem cepas clinicas de C. neoformans var. neoformans
geneticamente relacionadas as cepas isoladas de excretas de pombos que

sustentam a idéia de infeccao pelas vias aéreas.
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GARCIA-HERMOSO et al. (1999) acreditam que no organismo possa
ocorrer uma forma latente culminante em infecgdo quando alterado o sistema
imunoldgico.

A populagdo mais atingida é representada pelos pacientes
imunossuprimidos por doencas linfoproliferativas, transplantados, submetidos a
esquemas de drogas imunossupressoras e, mais recentemente, pelos pacientes
com infeccao pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (LACAZ et al., 1991).

A criptococose ocupa o terceiro lugar entre as infeccdes causadas por
fungos em doentes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids). A sua
prevaléncia varia de 3 a 6% na Europa, 6 a 10% nos Estados Unidos e 10 a 30%
em paises tropicais, particularmente na Africa (DUPONT et al., 1992). No Brasil, a
criptococose representa 4,5% das infeccées oportunistas que acometem os
pacientes com Aids (MINISTERIO DA SAUDE, 1999). No entanto, esse nimero
esta subestimado, uma vez que a criptococose néo é de notificacdo obrigatéria.

Estudos realizados no Brasil mostraram que 53 a 90% das amostras
isoladas de C. neoformans eram provenientes de pacientes com Aids e destas 50
a 96% eram C. neoformans var. neoformans (ROZENBAUM & GONCALVES,
1994; SANTANA et al., 1997) .

Diferencas epidemioldgicas entre as variedades despertam a atengao
no meio médico, j4 que C. neoformans var. neoformans é mais frequente em
pacientes imunodeprimidos, cujo grupo apresenta alta mortalidade, enquanto a

variedade gattii afeta principalmente pacientes imunocompetentes (LEVITZ, 1991).

As causas da variagdo geografica na prevaléncia da infecgdo nao foram
ainda elucidadas, mas podem refletir um histérico de recentes ou remotas
exposicoes a fontes de infeccdo ou refletir, para CASADEVALL & PERFECT
(1998) a suscetibilidade de uma populagdo particular, exposiciao geografica ou

mesmo a metodologia micolégica empregada.
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1.4. IDENTIFICAGAO LABORATORIAL
1.4.1. Micromorfologia e Macromorfologia

Estudos quanto a morfologia de C. neoformans tém descrito o fungo
como levedura esférica ou ovodide, medindo 3 a 8 um, isolada ou em pequenos
grupos, podendo apresentar brotamento Unico ou duplo em qualquer ponto da
célula mae (LACAZ et al., 1991).

Sua parede apresenta uma camada externa, formada por complexos
monoprotéicos; uma camada intermediaria, constituida de glucana e uma camada
interna, de natureza protéica ou glicoprotéica. A membrana, de natureza lipidica,
encontra-se aderida a parede e pode apresentar invaginagdes citoplasmaticas. O
citoplasma contém o nucleo, além de mitocdndrias, ribossomos, reticulo
endoplasmatico, vacuolos e granulagées lipidicas refringentes ao microscopio
optico (AL-DOORY, 1971; BASTIDE & MALLIE, 1986).

A capsula é melhor observada em preparagées com tinta nanquim
“Tinta da China” e é formada por polissacarideos que tém como componente
principal uma glicuronoxilomanana (GMX) (CHERNIAK et al., 1980) e, em
menores concentragdes uma galactoxilomanana (GalMAX) (CHERNIAK
et al.,1982) e uma manoproteina (MP) (TURNER et al., 1984). Dos trés
componentes da capsula, a GXM e a MP tém efeitos no sistema imune.

O cultivo do género Cryptococcus € feito em agar Sabouraud dextrose
e/ou extrato de malte a 25°C, durante 48 a 72 horas, e suas colénias apresentam-
se brilhantes, viscosas e Umidas com tonalidade creme (LACAZ et al., 1991).

Para identificar a espécie neoformans do género Cryptococcus é
utilizado meio de Guizotia abyssinica, no qual as coldnias de C. neoformans
produzem pigmento escuro em contraste com outras leveduras (STAIB, 1962).
Trabalhos subsequentes demonstraram que C. neoformans pode produzir grandes
quantidades de pigmentos soliveis em meios contendo para-difenéis como
substrato, embora outras espécies do género possam ocasionalmente produzir
melanina a partir de difendis especificos (SHAW & KAPICA, 1972; WILLIAMSON,
1994, WILLIAMSON et al., 1998).
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1.4.2. Bioquimica

C. neoformans apresenta as seguintes caracteristicas fisiologicas:
crescimento a 37°C, sensibilidade a cicloheximida, produgédo de urease, formagao
de pigmento marrom em meio de Staib, nao utilizacdo de nitrato de potassio,
assimilagao de aglcares, ndo fermentagao de carboidratos e patogenicidade para
animais (COOPER & SILVA-HUNTER, 1985).

A viruléncia de C. neoformans tem sido associada ao seu crescimento a
37°C, a presenca de capsula e a produgdo de melanina (BULMER et al., 1967;
RHODES et al, 1982; KWON-CHUNG & RHODES, 1986 WANG &
CASADEVALL, 1994; WANG et al., 1995). Outras pesquisas tém demonstrado
também fatores relacionados a viruléncia como “mating type”, producdo de
manitol, superéxido desmutase, proteases, fosfolipase, acido N-acetil neuraminico
e presenca do gene de calcineurina (BRUESKE, 1986; WONG et al., 1990:
KWON-CHUNG et al., 1992; JACOBSON et al., 1994; CHATUVERDI et al., 1996;
CHEN et al., 1997; ODOM et al., 1997; RODRIGUES et al., 1997)

1.4.3. Identificagao das variedades e sorotipos

KAPLAN et al. (1981) utilizaram a prova de aglutinagcdo para realizar a
sorotipagem de C. neoformans em cultivos e a técnica de anticorpos fluorescentes
em tecidos fixados.

KWON-CHUNG et al. (1982) descreveram um meio de cultivo a base de
L-canavanina, glicina e azul de bromotimol (CGB) e verificaram que todas as
amostras de C. neoformans var. gattii utilizavam a glicina como fonte de carbono e
nitrogénio, resistindo a L-canavanina (andlogo da arginina). Uma
glicina-descarboxilase foi detectada nos extratos celulares. A aménia liberada
durante a clivagem da glicina é a responsavel pela reagao positiva e o indicador
torna o meio azul-cobalto em C. neoformans var. gattii (sorotipos B e C), o que
nao ocorre com C. neoformans var. neoformans (sorotipos A e D). Este meio de
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cultura mostrou-se superior a outros dois (GCP e CDB) estudados,
respectivamente, por KWON-CHUNG et al. (1978) e SALKIN & HURD (1982), pois
em mais de 500 amostras examinadas de C. neoformans nenhum falso resultado
foi obtido, diferenciando nitidamente as duas variedades.

A eletroforese isoenzimatica em gel de amido também foi utilizada para
diferenciar os sorotipos de C. neoformans (SAFRIN et al., 1986).

DUFAIT et al. (1987) reportaram que as duas variedades de
C. neoformans podem ser diferenciadas pela capacidade de C. neoformans var.
gattii utilizar a D-prolina como Gnica fonte de carbono.

DROMER et al. (1993) determinaram as variedades de isolados clinicos
de C. neoformans usando o meio de CGB e os sorotipos por imunofluorescéncia
direta, usando anticorpo monoclonal especifico para o polissacarideo capsular
(E1) e concluiram que o método é rapido e confiavel, uma vez que cepas
sorotipadas previamente como AD foram facilmente classificadas como A ou D.
Contudo o significado epidemiolégico do sorotipo AD ainda nao foi estabelecido.

BELAY et al. (1996) descreveram um método de sorotipagem de
C. neoformans baseado na analise direta do sobrenadante de cultivos, utilizando
anticorpos monoclonais especificos anti C. neoformans e fatores séricos
policlonais, para detectar o principal antigeno capsular tipo-especifico, GMX, e
verificaram que o primeiro foi mais uniforme, permitindo dados mais faceis de
interpretar, do que os obtidos com os fatores séricos. Desse fato, conclui-se que
isolados de C. neoformans podem ser identificados e diferenciados quanto a
variedade e ao sorotipo sem purificagéo de antigenos.

Recente estudo molecular reportou uma significante diferenca genética
entre os sorotipos A e D, descrevendo como nova variedade C. neoformans var.
grubii, para isolados sorotipo A (FRANZOT et al., 1999).

BOEKHOUT et al. (2001) analisaram a estrutura genética e
epidemiolégica de C. neoformans e propuseram a existéncia de duas espécies
biolégicas distintas para a levedura: C. neoformans var. neoformans e
C. neoformans var. grubii com o estado sexual F. neoformans e C. bacillisporus,

sindnimo da variedade gattii, com o estado sexual F. bacillispora.
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1.5. TIPAGEM MOLECULAR

Varios sistemas de tipagem molecular tém sido aplicados, de modo
isolado ou combinado, ao estudo da epidemiologia molecular de C. neoformans, a
fim de identificar cepas tnicas de C. neoformans para ambas as fontes clinicas e
ambientais e, em algumas circunstancias, para determinar recaidas de
verdadeiras infecgées.

Estes sistemas incluem a analise de DNA cromossémico em gel através
da eletroforese em campo pulsatil (“Pulsed Field Gel Electrphoresis” - PFGE);
analise de DNA por polimorfismo do tamanho dos fragmentos gerados por
enzimas de restricao (“Restriction Fragment Lenght Polimorfism” - RFLP); analise
de DNA por técnicas baseadas em PCR ( “Polimerase Chain Reaction”), sendo a
mais usada a ampliagdo polimérfica aleatéria (“Random Amplified Polymorphic
DNA” - RAPD); tipagem eletroforética determinada pelo padrao de isoenzimas;
variacdo alélica do locus URA 5; “ ingerprinting” de DNA com sondas de DNA
gendmico, sondas de DNA mitocondrial e sondas de oligonucleotideos homdlogos
a sequéncias microsatélites; e mais recentemente a técnica de amplificacao
seletiva de fragmentos de DNA gerados por enzima de restricao (“Amplification

Fragment Lenght Polimorfism” - AFLP).

Dentre os métodos de tipagem molecular mais utilizados, encontra-se a
PFGE, que consiste em submeter o gel contendo DNA extraido do microrganismo
a corrente elétrica que se alterna periodicamente, de acordo com a programacao
previamente estipulada, proporcionando a separacdo de moéleculas de DNA
maiores que 2.000 Kb, com excelente resolugdo (SCHWARTZ & CANTOR, 1984).

Existem diferentes sistemas de PFGE e todos possibilitando a
resolucao de moléculas de alto peso molecular. Dentre eles, o mais utilizado é o
sistema “Contour-Clamped Homogeneous Electric Field Electrophoresis” (CHEF)
(CHU et al., 1986).
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Varios estudos sobre cariotipagem eletroforética (CE) usando PFGE
tem demonstrado ser este um método util e tecnicamente simples para distinguir
cepas de leveduras, inclusive C. neoformans (PERFECT et al., 1989; PERFECT
et al.,1993; SPITZER et al.,1993; BARCHIESE et al., 1995; FRIES et al., 1996;
FRANZOT et al., 1997; CALVO et al., 2001).

O primeiro estudo da cariotipagem em C. neoformans foi desenvolvido
por POLACHECK & LEBENS (1989). Estes autores fizeram uso do “Orthogonal
Field Alternating Gel Electrophoresis” (OFAGE) e demonstraram a presenca de 9
bandas de cromossomos em C. neoformans var. gafti e 8 bandas em
C. neoformans var. neoformans, além de observarem que entre amostras do
sorotipo D, existiam varios padrées de bandeamento.

PERFECT et al. (1989) utilizando o sistema CHEF de eletroforese,
referiram que o tamanho dos cromossomos de 7 cepas de C. neoformans, cuja
fonte de isolamento nao foi referida, foi similar aos cromossomos de
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. Do total das cepas analisadas
verificou-se que o nimero de bandas cromossdémicas variou de 10 a 12 e que
cada cepa apresentou um padrao unico e reprodutivel de bandas.

PERFECT et al. (1993) investigaram o perfil de CE de C. neoformans
var. neoformans, utilizando o sistema CHEF, na epidemiologia das infecgées por
C. neoformans. As cepas clinicas foram isoladas de pacientes com e sem infecgao
pelo HIV, incluindo-se entre os infectados os casos da Tanzania (Africa) e as
cepas ambientais foram isoladas de solo, excretas de pombos e morcegos da
Carolina do Norte e Ohio (EUA). Cerca de 90% das cepas clinicas e ambientais
mostraram um padrdo Unico por PFGE, porém nao foi verificado um padrao
associado a localizacéo da infecgao, area geografica ou presenca de infecgcéo por
HIV. Os perfis de CE de cepas individuais se mantiveram estaveis durante a
infeccao “in vivo” e a passagem “in vitro™.

A combinacgdo de analise por RFLP e CE foi utilizada por SPITZER
et al. (1993) para determinar a causa de recorréncias de meningites
criptococécicas. O estudo verificou que a CE foi mais sensivel que o método de

RFLP para discriminar isolados clinicos de C. neoformans.
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CURRIE et al. (1994) realizaram estudo comparativo entre isolados
ambientais e clinicos de C. neoformans, da cidade de Nova York, utilizando a
tecnica de RFLP. Os autores observaram uma diversidade genética dos isolados
coletados de uma area restrita, além de observarem em uma amostra de excretas
de pombo, dois diferentes padrées de RFLP. Entre as amostras clinicas isoladas
de pacientes com Aids cada paciente foi infectado por uma unica amostra, cada
uma delas exibindo diferentes padrées de RFLP, embora apenas duas dessas

amostras tiveram padroes compativeis com os modelos isolados do ambiente.

BARCHIESE et al. (1995) estudou 13 isolados clinicos de
C. neoformans de oito pacientes com Aids, na Italia, utilizando CE pelo sistema
CHEF. Do total dos pacientes estudados, trés foram selecionados para realizar a
analise sequencial. A CE permitiu a separacao de 9 a 12 bandas de
cromossomos, os quais apresentaram tamanhos menores e maiores de 750 Kb e
1,900 Kb, respectivamente, demonstrando ampla variagao genética. Em um dos
isolados estudados segiiencialmente, a segunda amostra revelou perfil
eletroforético diferente do perfil da primeira e da terceira amostra que foram
idénticas. Esse achado poderia ser explicado por uma infeccdo mista no inicio.

FRIES et al. (1996) estudaram os cariétipos de 32 isolados clinicos e 3
ambientais de C. neoformans da cidade de Nova York pelo sistema CHEF e
observaram pequenas diferengas nos cariétipos entre isolamentos sequenciais de
50% dos pacientes estudados, sugerindo a reorganizagao “in vivo”. Esta hipotese
foi testada por meio de estudo antes e depois da passagem em camundongos de
3 isolados clinicos e 3 ambientais, dos quais um dos isolados clinicos e dois dos
ambientais apresentaram cari6tipos eletroforéticos diferentes depois da passagem
em camundongos. Esses autores concluiram que havia alta freqiiéncia de
diferencas do cariétipo eletroforético entre isolamentos sequenciais de pacientes
individuais, sugerindo que alguns padrées predominam em estagios tardios,
possivelmente como resultado da selegao durante a infecgao humana e ocorréncia
de mudancas no cariétipo eletroforético durante a infecgdo experimental em
camundongos.
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Isso sugere que este fato pode ter ocorrido devido a inclusao de cepas
ambientais, ao uso de varios camundongos € a analise do cariétipo de multiplas
colénias recuperadas de animais Iinfectados. Esse achados indicam que
modificacdes dos cromossomos podem ocorrer durante a infecgdo, o que
contrasta com o fato de que caridtipos eletroforéticos de C. neoformans tém se

mantido estaveis durante passagens “in vitro”.

FRANZOT et al (1997) estudaram 51 isolados clinicos e ambientais de
duas cidades brasileiras, Belo Horizonte e Rio de Janeiro, utilizando CE pelo
sistema CHEF, polimorfismo do tamanho dos fragmentos gerados por enzimas de
restricdo de endonucleases (RFLPs) com elemento 1 repetitivo de C. neoformans
(CNRE-1) e sequéncias de URA-5. Os resultados foram comparados com iguais
estudos realizados com isolados da cidade de Nova York, pelos mesmos métodos
moleculares. Verificou-se que a analise da CE diferenciou 14 perfis € o numero de
cromossomos variou de 10 a 13. Alguns dos isolados brasileiros mostraram alto
grau de similaridade com aqueles de Nova York, provavelmente, pela dispersao
global de cepas patogénicas.

Recente estudo nacional, realizado por CALVO et al. (2001), utilizou o
sistema CHEF para investigar o perfil de CE de 51 cepas de C. neoformans
isoladas de pacientes com e sem infeccao pelo HIV, na América Latina. Sendo 40
cepas C. neoformans var. neoformans isoladas no Brasil (25) , Venezuela (10) e
Chile (5) e 11 cepas C. neoformans var. gattii isoladas no Brasil (8) e Venezuela
(3). Foram relatados 18 perfis moleculares diferentes entre as 40 cepas de
C. neoformans var. neoformans, sendo 9 observados entre as 25 cepas do Brasil,
das quais dois perfis predominantes foram identificados também na Venezuela,
que apresentou 4 perfis moleculares diferentes. As cepas C. neoformans var.
neoformans isoladas no Chile apresentaram 5 perfis moleculares diferentes e
unicos. Foram relatados 3 perfis moleculares diferentes de C. neoformans var.
gattii, sendo que apenas um unico perfil foi identificado entre as cepas isoladas no
Brasil. Esses autores concluiram que isolados de C. neoformans var. neoformans

apresentaram uma alta diversidade gendémica em relacdo aos isolados de
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C. neoformans var. gattii e que estudos futuros sao necessarios para avaliar a

distribuicdo geografica na epidemiologia molecular de C. neoformans na América
Latina.

1.6. SUSCETIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

Com o aumento das micoses sistémicas e oportunistas nos ultimos
anos, incluindo a criptococose, torna-se necessario o estudo da suscetibilidade

dos fungos a drogas antifingicas, para uma terapéutica adequada.

As drogas de primeira escolha para o tratamento das infeccdes fungicas
graves, em especial a criptocococse, sdo a anfotericina B (AMB), a 5-fluorocitosina
(5-FC) e os derivados azélicos, como fluconazol (FLCZ) e itraconazol (ITCZ).

Em 1982, o NCCLS (“National Commitee for Clinical Laboratories
Standards”), comité responsavel pela padronizagdo de todos os métodos
utilizados em laboratérios clinicos, incluindo a area de microbiologia, nos Estados
Unidos, criou um sub-comité para discutir os testes de suscetibilidade de fungos a
drogas antifingicas. O objetivo foi desenvolver um método referéncia ou “gold
standard” inicialmente para leveduras, devido a sua menor complexidade

morfoldgica e também o seu predominio como agentes de micoses.

Em 1985, o subcomité publicou os primeiros resultados dos estudos
colaborativos e constatou que os principais fatores responsaveis pela variabilidade
nos resultados obtidos em diferentes laboratérios foi a composigao do meio de
cultivo, pH do meio, tempo e temperatura de incubagao, tamanho do inéculo e
critério de leitura.

Em 1992, o NCCLS divulgou o documento M27-P contendo uma
proposta de padronizacdo do teste de suscetibilidade de leveduras a drogas
antifungicas, segundo a metodologia da macrodiluicdo, método mais comumente

utilizado, naquela ocasido, pelos Laboratérios de Referéncia em Micologia, nos
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E.U.A. As principais caracteristicas metodoldgicas deste teste referéncia sao: meio
RPMI-1640 com L-gutamina, tamponado com MOPS (acido
morfolinopropanosulfénico) a pH 7,0; inéculo contendo 0,5 a 2,5 x 10° células/mL
padronizado por espectofotometria e leitura apos 48 horas (Candida sp.) e 72
horas (Cryptococcus sp.) de incubacao a 35°C. O critério de leitura para AMB € a
concentracao inibitéria minina (CIM) capaz de inibir completamente o crescimento
do fungo. Com relagéao aos azois e 5-FC, a CIM da droga é aquela capaz de inibir
ao menos 80% do crescimento do fungo.

A macrodiluicao representou importante avango na credibilidade dos
testes de avaliacdo “in vitro” das drogas antifungicas, tanto pelas suas
caracteristicas de reprodutibilidade, quanto pela sua boa correlagao clinica
observada, no entanto € um método bastante trabalhoso e de dificil execucao na
rotina dos laboratérios clinicos.

Em 1997, o NCCLS aprovou o documento M27-A para teste de
sensibilidade para antifiingicos, apresentando o método de microdiluicéo.

Desde entdo tém sido testadas metodologias mais adequadas para a
rotina de laboratérios clinicos, como a microdiluigao em caldo e o Etest®, ambos
de facil realizacéo, além de permitirem a analise de grande numero de amostras,

com economia razoavel de material.

Varios pesquisadores tém realizado ensaios para avaliar a
correspondéncia dos resultados reproduzidos entre os métodos de macrodiluicao,
microdiluigdo e Etest®, e concluiram que os resultados obtidos s@o concordantes,
inclusive quando sdo analisadas cepas de C. neoformans (ESPINEL-INGROFF
et al., 1992; BARCHIESE et al., 1994; PFALLER et al., 1994; COLOMBO, 1994;
COLOMBO et al., 1995; SHARON et al.,1996; WARNOCK et al., 1998; PFALLER
et al., 1998, LOZANO-CHIU et al., 1998), exceto para CIMs de FLCZ frente ao
método de Etest®, o qual mostrou diluicoes maiores que os valores encontrados
para a microdiluicdo em caldo (CHEN et al., 1997; SIMOR et al.,, 1997) .
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A criptococose representa importante micose oportunista de ocorréncia
grave, em especial em pacientes com Aids atendidos no HC-UNICAMP. Sendo
assim, o presente estudo foi proposto com a finalidade de estudar o perfil
gendmico e de sensibilidade aos antifiingicos de espécimes clinicos e de isolados
ambientais de C. neoformans na cidade e regiao de Campinas.
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2. OBJETIVOS
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o Estudar as variedades e os sorotipos de C. neoformans isolados de excretas
de pombos e de espécimes clinicos da cidade e regiao de Campinas, Sao
Paulo.

o Identificar e correlacionar os perfis moleculares de cepas clinicas e ambientais
de C. neoformans da cidade e regido de Campinas, Sao Paulo, atraves do

estudo da tipagem molecular por cariotipagem eletroforética.

« Avaliar a suscetibilidade aos antifingicos das cepas clinicas e ambientais de
C. neoformans da cidade e regido de Campinas, Séo Paulo.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. CEPAS DE C. NEOFORMANS
3.1.1. Isolamento e identificacdo de cepas ambientais de C. neoformans

Utilizando-se mascaras e luvas de protecdo e portando espatulas e
frascos plasticos, estéreis, de facil vedagdo, foram realizadas 96 coletas de
excretas secas de pombos, no periodo de agosto de 1999 a agosto de 2000, em 8
localidades publicas da cidade de Campinas, a saber: Hospital de Clinicas da
UNICAMP (HC/UNICAMP), Igreja do Carmo, Mercado Central, Pontificia
Universidade Catélica de Campinas / Campus Il (PUCC II), Largo do Rosario,

Parque Taquaral, Teatro Castro Mendes e Hospital Mario Gatti.

LEGENDA:

. HC/UNICAMP
.PUCC I

. Igreja do Carmo

. Mercado Central

. Largo do Rosario

. Parque Taquaral

. Teatro Castro Mendes
. Hospital Mario Gatti

=l dmU WM

Figura 1: Locais de coletas ambientais de C. neoformans na cidade de Campinas.

Foi pesado 1 g de excretas de pombos de cada localidade publica. Em
seguida, foi acrescentado 9 mL de salina estéril suplementada com penicilina

(Sigma 10k0543) e estreptomocina (Sigma 58H0442), em uma concentracao final
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de 200 pg/mL. Apés vigorosa agitagdo mecanica, 100 uL do sobrenadante foi
semeado por esgotamento em placas de Petri contendo agar “cornmeal” com
acido cafeico e incubadas a 30°C durante 3 a 15 dias (LI et al., 1993). O
isolamento de C. neoformans foi realizado pelo crescimento de colénias de
coloragac marrom em meio “cornmeal” agar com 4cido cafeico. Posteriormente,
cada colbnia isolada foi repicada em agar Sabouraud dextrose (ASD) e incubadas
a 30°C por 48 a 72 horas (Anexo 6 e 8).

A confirmagéo da identificacdo de C. neoformans foi realizada através
da observagdo da capsula com Tinta da China e da prova da uréia, segundo
LACAZ et al., 1991 (Anexo 6).

3.1.2. Confirmagdo da viabilidade, pureza e identificacdo das cepas

clinicas de C. neoformans

Foram repicadas 145 isolados de C. neoformans que estavam
estocados em agua destilada estéril a temperatura ambiente, no periodo de 1996
a 2000, na Micoteca do Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Patologia Clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP. Os isolados foram
inoculados em ASD e incubados a 30°C durante 48 a 72 horas, para a

confirmacéo da viabilidade e pureza.

Deste total, foram estudados 52 cepas de C. neoformans obtidas a
partir da primeira amostra isolada de 52 pacientes de ambos os sexos, com ou
sem infecgao pelo HIV, procedentes da cidade e regido de Campinas (SP). As
amostras foram obtidas a partir de: liquido cefalorraquidiano (41), sangue (2),
urina (2), bidpsia pulmonar (2), lavado bronco alveolar (3), pele (1) e liquido

ascitico (1) (Anexo 2 e 3).

Para a confirmagdo da identificagdo de C. neoformans as cepas foram
repicadas em agar “cornmeal” e incubadas a 30°C durante 3 a 6 dias, seguido da
observacao da capsula com Tinta da China e da prova da uréia, segundo LACAZ
etal., 1991.
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Foram realizadas provas bioquimicas pelo sistema comercial APl 20C
AUX®, para os isolados ambientais e clinicos, em casos de duvida quanto a

identificacdo do C. neoformans.

3.2. IDENTIFICAGCAO DAS VARIEDADES DE C. NEOFORMANS

A identificacdo das variedades das cepas ambientais e clinicas de
C. neoformans foi realizada empregando-se o meio de canavanina-glicina-azul de
bromotimol (CGB). O inéculo correspondente a uma alga microbiolégica (10 ul) foi
semeado em meio CGB e incubado a temperatura de 25°C por 5 dias, para
confirmacéao do seu crescimento e alteragdo da cor do meio amarelo-esverdeado

para verde na variedade neoformans e azul cobalto na variedade gatffii
(KWON-CHUNG et al., 1982) (Anexo 6 e 8).

3.3. SOROTIPAGEM DE C. NEOFORMANS

A identificagao dos sorotipos de C. neoformans foi feita através do teste
comercial de aglutinagao em lamina (“Crypto Check” latron Co. Japao). Para cada
cepa, foi realizado uma suspenséo das células de C. neoformans de culturas 24 a
48 horas em ASD em 1 mL de agua destilada estéril de acordo com a turbidez
padronizada do tubo 3 da escala de Mc Farland. A seguir, uma gota de cada
anti-soro foi colocado na placa de vidro apropriada para o teste. Posteriormente foi
adicionado 30 pL da suspensao a cada um dos cinco anti-soros (controle positivo,
A, D, B e C). Em seguida, a placa foi movimentada gentilmente de modo circular

por 1 a 2 minutos. A leitura foi realizada através da visualizacao de aglutinagao.

3.4. TIPAGEM MOLECULAR DE C. NEOFORMANS

O estudo do perfil de cariotipagem eletroforética das cepas ambientais
e clinicas de C. neoformans foi realizado pela eletroforese em campo pulsado
(PFGE), usando o sistema CHEF, segundo modificagao do protocolo utilizado por
FRANZOT et al., 1997:
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3.4.1. Preparagao do inéculo

Cinco a dez colénias de C. neoformans cultivadas em ASD a 30°C por
48 horas foram inoculadas em 20 mL do meio contendo extrato de levedura 1%,
bactopeptona 2% e dexirose 2%, e mantidas sob agitacdo a 30°C durante
18 horas (Anexo 6).

3.4.2. Preparacao do DNA genémico

Apds a preparacao do inéculo as leveduras foram submetidas a 3
lavagens consecutivas com 5 mL de agua destilada estéril a 4°C a 3.000 rpm por
15 minutos. Em seguida, 1 mL de agua destilada estéril foi acrescentada as
leveduras e ap6s vigorosa homogeneizacdo foram transferidas para um tubo
eppendorf pré-pesado em balangas de alta precisdao, o qual foi centrifugado a
12.000 rpm por 3 minutos. Apés aspirar o sobrenadante, cuidadosamente, o tubo
eppendorf com as leveduras sedimentadas foi pesado. Valor igual ao da diferenca
entre o tubo eppendorf pré-pesado e o tubo eppendorf com as leveduras, dado em
ulL, foi acrescentado de tampao 20 mM Citrato de Sodio, pH 5,6; 50 mM EDTA, pH
8,0 e 0,9 M Sorbitol. Em seguida, uma aliquota de 200 pL desta mistura foi
transferida para outro tubo eppendorf, acrescido de 100 pL do mesmo tampao e
1 mg da enzima Trichoderma harzianum (Sigma L 2265), o qual foi incubado em
banho-Maria a 37°C por 2 a 3 horas. Posteriormente, adicionou-se 240 pulL de
agarose “low melt" 2% e transferiu-se para moldes Bio-Rad®, refrigerados a 4°C
durante 40 minutos. Os blocos contendo DNA foram removidos dos moldes e
mantidos a 50°C durante 18 horas em 2 mL de tampéao Tris 0.01 M, pH 7,5; EDTA
045 M, pH 8,0, Lauroylsarcosine 1% e 0,25 mg/mL de Proteinase
K. Posteriormente, foram submetidos a 4 lavagens consecutivas com 3 mL de 50
mM EDTA, pH 8,0 durante 15 a 60 minutos (Anexo 6).

Material e Métodos
70



3.4.3. Cariotipagem eletroforética (CE)

Foi realizada pelo sistema CHEF DR-lll em 2.200 mL de tampao TBE
0.5X, com intervalos de incidéncia da corrente elétrica no gel de agarose 1% de
60 a 120 segundos por 24 horas, em um angulo de 120°, voltagem de 6.0V e
14°C. Finalizada a corrida, o gel foi corado com solugdo de brometo de etidio,

durante 30 minutos e fotografado com filme Polaroid em luz ultravioleta.

3.4.4. Analise dos resultados da CE

A determinacgédo dos perfis moleculares foi realizada pela comparacao
visual das bandas de DNA genémico de C. neoformans, coradas com brometo de

etidio, com o padrao de peso molecular Saccharomyces cerevisiae (Anexo 8).

A similaridade entre os perfis moleculares das cepas clinicas e
ambientais de C. neoformans foi demostrada pelo coeficiente de DICE (com
intervalo de confianga de 95%), através dos programas Bio-1D e BioGene \Y
(Vilber Lourmat, Marnes la Valle, Franca).

3.5. AVALIACAO DA PADRAO DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS
DE C. NEOFORMANS

3.5.1. Microdiluicao em Caldo

O estudo do padrao de suscetibilidade aos antifingicos das cepas
ambientais e clinicas de C. neoformans foi realizado através da técnica de

microdiluicdo em caldo, segundo o documento M27-A do NCCLS.

3.5.1.1. Cepa-controle

Para cada ensaio foi testado Candida parapsilosis ATCC 22019, tendo
seus resultados de CIM comparados com os valores estabelecidos pelo NCCLS.
Nzo havendo concordancia com estes dados, todo o lote foi desprezado.
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3.5.1.2. Microrganismos

Foram submetidas ao teste de suscetibilidade pelo método da
microdiluicdo em caldo, segundo o NCCLS, 107 cepas ambientais e clinicas
isoladas na cidade de Campinas e regiao.

3.5.1.3. Meio de Cultivo

Foi utilizado o meio RPMI-1640 com L-glutamina, sem bicarbonato de
sodio, tamponado com MOPS (acido morfolinopropanosuifénico) a pH 7,0 e
dextrose a 2%, o qual foi esterilizado em filtro biolégico e conservado sob
refrigeracao a 4°C (Anexo 6).

3.5.1.4. Antifungicos avaliados

Foram estudados os perfis de suscetibilidade a AMB (Sigma, 11K4031),
5-FC (Pfizer Pharmaceutica Incorporation, 51K4021), FLCZ (Pfizer Pharmaceutica
Incorporation,FO03025) e ITCZ (Jansen Pharmaceutica, Japao).

3.5.1.5. Preparacao das solugoes estoque e trabalho

A solucao estoque de cada antiflingico foi preparada na concentragao
de 12,8 mg/mL em DMSO (dimetil sulféxido) e armazenada em aliquotas de 100
mL a -70°C. A solugéo trabalho foi preparada a partir da diluicao 1:10 da solucao
estoque em meio RPMI-1640 e posterior diluicao de 1:5 no meio RPMI-1640, a fim
de se obter dez diluicbes que variaram de 0,06 a 32 ug/ mL para a AMB; 0,25 a
128 pg/mL para a 5-FC; 0,25 a 128 pg/mL para o FLCZ; e 0,03 a 16 pg/mL para o
ITCZ. Posteriormente, aliquotas de 100 pL foram dispensadas, com auxilio de
uma pipeta multicanal, nas placas de microtitulacédo, as quais foram armazenadas

a - 70°C até sua utilizagao (Anexo 7).
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A suspensao trabalho do antifungico foi preparada com a finalidade de
obter o dobro da concentracao final desejada, uma vez que sera posteriormente
adicionada a igual volume de solugdo contendo o inéculo na placa de
microtitulacao.

3.5.1.6. Inoculo

A suspensao inicial do inéculo foi preparada a partir de dois repiques
consecutivos em ASD a 35°C por 48 horas, do qual cinco colonias maiores ou
iguais a 1 mm de didmetro foram suspensas em 5 mL de solucéo salina esteril

(0,85%) e agitadas por 15 segundos em agitador mecanico.

A partir da suspensao inicial do inéculo foi feita uma diluicao 1:50 em
solugdo salina estéril (0,85%) e posterior diluicao de 1:20 em meio RPMI-1640, da
qual realizou-se a contagem do numero de células em camara de Thoma, a fim de
obter 1 a 5 x 10° coldnias/mL, denominada suspens&o trabalho do inoculo
(Anexo 7). A suspensao trabalho do inéculo foi preparada com a finalidade de
obter o dobro da concentragao final desejada, uma vez que sera posteriormente
adicionada a igual volume de solugdo contendo droga antifungica na placa de

microtitulacao.

3.5.1.7. Procedimento do teste de microdiluicao em caldo

Foi realizado em placas de microtitulagdo esteril, com fundo em
U, contendo 8 séries identificadas de A a H, cada qual com 12 pogos (total de 96
poOgos) (CELLSTAR® 650180). Em cada fileira, além das 10 diferentes
concentracoes de cada antifingico testado, em duplicata, foi adicionado um
controle negativo e um controle positivo. As placas de microtilulagdo contendo os

antifangicos foram retiradas da temperatura de - 70°C e mantidas a 35°C por 30

minutos. Posteriormente aliquotas de 100 uL da suspens&o trabalho do inoéculo
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foram dispensadas em sequéncia na placa de microtitulacdo, com auxilio de uma
pipeta multicanal, com exce¢do do controle negativo. As placas de microtitulacao

foram incubadas a 35°C por 72 horas.

3.5.1.8. Leitura

Antes da leitura, as placas foram colocadas por cinco minutos em
agitador orbital. Para a leitura do teste, as placas de microtitulacdo foram
colocadas em suporte contendo espelho, o qual permitiu a observacéo clara do
reverso das mesmas, possibilitando assim comparar o crescimento das diferentes
concentragoes testadas com o obtido no controle positivo. A determinacédo das
CIM para AMB foi feita pela total inibicao do crescimento, enquanto para a 5-FC e
derivados azodlicos pela menor concentracdo da droga capaz de inibir 80% do
crescimento das amostras testadas (Anexo 8).

3.5.2. Analise dos resultados

Os resultados de CIMs obtidas pela microdiluicdo em caldo foram
analisadas, segundo 3 caracteristicas de distribuicao:

e Variacao dos valores: representando os limites inferior e superior das
CIMs de cada droga;

e CIMso: definida como a concentragao inibitéria minima da droga

capaz de inibir o crescimento de 50% das amostras testadas;

e CIMg: definida como a concentragdo inibitéria minima da droga
capaz de inibir o crescimento de 90% das amostras testadas.
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4. RESULTADOS

§
%
:
:

75



4.1. VARIEDADES E SOROTIPOS
4.1.1. Cepas ambientais de C. neoformans

Foram isoladas 55 cepas de C. neoformans var. neoformans sorotipo A
de excretas de pombos na cidade de Campinas. Deste total, 28 cepas (51%)
foram isoladas do HC-UNICAMP, 18 cepas (33%) da Igreja do Carmo, 5 cepas
(9%) da PUCC Il e 4 cepas (7%) do Mercado Central (Anexo 1).

4.1.2. Cepas clinicas de C. neoformans

Das 52 cepas clinicas de C. neoformans estudadas, 45 (86%) cepas
foram identificadas como C. neoformans var. neoformans sorotipo A e 7 (14%)

cepas como C. neoformans var. gattii sorotipo B.

Verificou-se que, das 45 (86%) cepas de C. neoformans var.
neoformans sorotipo A, 33 (63%) foram isoladas de pacientes do sexo masculino e
12 (23%) de pacientes do sexo feminino, sendo 35 (67%) de pacientes com
infecgao pelo HIV e 10 (19%) de pacientes sem infecgéo pelo HIV. Das 7 (14%)
cepas de C. neoformans var. gattii sorotipo B, 6 (12%) foram isoladas de pacientes
do sexo masculino e 1 (2%) de pacientes do sexo feminino, sendo 2 (4%) de
pacientes com infecgao pelo HIV e 5 (10%) de pacientes sem infecgao pelo HIV
(Tabela 1).

Tabela 1: Distribuigdo das variedades e sorotipos de cepas clinicas de
C. neoformans, isoladas de 52 pacientes internados no HC-UNICAMP,
segundo sexo e presenca ou auséncia de infeccao pelo HIV.

masculino feminino

HIV+ (%) HIV-(%)  HIV#(%) HIV-(%) Total

var. neoforrans sorotipo A 27 (52) 6 (11) 8 (15) 4 (8) 45 (86)

var. gattii sorotipo B 1 (2) 5 (10) 1 (2) - 7 (14)

Total 28 (54) 21 (21) 9 (17) 4 (8) 52 (100)
Resuitados



4.2. TIPAGEM MOLECULAR
4.2.1. Cepas ambientais de C. neoformans

Foram identificados 5 perfis gendmicos entre as 55 cepas ambientais
de C. neoformans var. neoformans sorotipo A. Trinta e cinco cepas (64%)
apresentaram perfil I, sendo que 19 cepas (35%) foram isolados no HC-UNICAMP
e 16 cepas (29%) na Igreja do Carmo. O perfil I foi encontrado em 9 cepas (16%)
isoladas do HC-UNICAMP, o perfil Il em 2 cepas (4%) isoladas da Igreja do
Carmo, o perfil IV em 5 cepas (9%) isoladas da PUCC Il e o perfil V em 4 cepas
(7%) isoladas do Mercado Central (Tabela 2).

A CE dos 5 perfis ambientais de C. neoformans var. neoformans
sorotipo A permitiu a separagao de 6 a 8 bandas de cromossomos, sendo que a
menor € a maior apresentram 680 e 2,200 Kb, respectivamente (Figura 2).
Verificou-se uma similaridade de 98% entre os perfis IV, III e II; 90% entre os
perfis V, IV, III e II; 71% entre os perfis V, IV, III, I e I (Figura 3).

Tabela 2: Diversidade genomica dos 5 perfis de C. neoformans var. neoformans
sorotipo A, isoladas de excretas de pombos, de acordo com a
localizagdo na cidade de Campinas.

Perfil Local n° cepas (%)
1 Hospital de Clinicas - UNICAMP 19 (35)
Igreja do Carmo 16 (29)

1 Hospital de Clinicas - UNICAMP 9 (16)
I Igreja do Carmo 2 (04)
v Pontificia Universidade Catélica - Campus 1 & (09)
v Mercado Central 4 (07)
Total 55 (100)
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Figura 2: CE de C. neoformans var. neoformans sorotipo A isclados de excretas

de pombos, na cidade de Campinas.
Canaleta 1: Sc - marcador de peso molecular S. cerevisiae (Bio-Rad laboratories)
Canaletas 2,3 e 4: perfil V isolados do Mercado Central de Campinas
Canaletas 5 e 6: perfil IV isolados da Pontificia Universidade Catdlica de Campinas - Campus
Canaleta 7: perfil Il isolados da Igreja do Carmo
Canaleta 8: perfil II isclados do Hospital das Clinicas - UNICAMP

Canaleta 9: perfil T isolados do Hospital das Clinicas - UNICAMP e da Igreja do Carmo.
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Figura 3: Dendrograma da figura 2. Os valores foram calculados pelo coeficiente
de DICE (intervalo de confianga de 95%) e ilustra a similaridade entre
os 5 perfis gendmicos de C. neoformans var. neoformans sorotipo A,

isolados de excretas de pombos, na cidade de Campinas.

4.2.2. Cepas clinicas de C. neoformans

4.2.2.1. Cepas clinicas de C. neoformans var. neoformans

sorotipo A

Foram identificados 14 perfis genémicos entre 36 (80%) cepas clinicas
de C. neoformans var. neoformans sorotipo A (Figura 5). Em 9 (20%) cepas nao

foi possivel identificar o perfil gendmico.

O perfil clinico predominante (A) foi identificado em 11 cepas, seguida
dos perfis B, C e D identificados em 7, 5 e 3 cepas, respectivamente. Os demais
perfis foram identificados em apenas uma uGnica amostra. As freqiiéncias da
distribuicdo dos 14 perfis genémicos de C. neoformans var. neoformans sorotipo A
estdo dispostas na figura 4.
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n° cepas

A B C DEF G H I J K L MN*
perfil gendmico

Legenda:

* perfis moleculares n&o identificados

Figura 4: Freqiiéncia da distribui¢@o de 45 cepas clinicas de C. neoformans var.

neoformans sorotipo A, de acordo com os perfis genémicos.
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A CE dos 14 perfis clinicos de C. neoformans var. neoformans sorotipo
A permitiu a separacao de 6 a 9 bandas de cromossomos, sendo que a menor € a
maior apresentaram 610 e 3,500 Kb, respectivamente, com excecao do perfil

K (cepa 45) que apresentou uma banda de cromossomo de 295 Kb (Figura 5)

sc B G H I E A Sc ¢ F J Ssc D K L Sc M N

PM
(Kb)

1.900
+*
1.640
1.200
+
1.100

1.120

945

785
680
555
450

375
295

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17 18

Figura 5: CE de C. neoformans var. neoformans sorotipo A, isolados de

espécimes clinicos, da cidade e regiao de Campinas.

Canaletas 1, 8, 12, 16: Sc - marcador de peso molecular S. cerevisiae (New England Biolabs
laboratories)

Canaleta 2: perfil B isolado de pacientes HIV positivo e negativo

Canaleta 3: perfil G isolado de paciente HIV positivo

Canaleta 4: perfil H isolado de paciente HIV negativo

Canaleta 5: perfil | isolado de paciente HIV positivo

Canaleta 6: perfil E isolado de paciente HIV negativo

Canaleta 7: perfil A isolados de pacientes HIV positivo & negativo

Canaleta 9: perfil C isolados de pacientes HIV positivo e negativo

Canaleta 10: perfil F isolado de paciente HIV positivo

Canaleta 11: perfil J isolado de paciente HIV positivo

Canaleta 13: perfil D isolado de paciente HIV positivo e negativo

Canaleta 14: perfil K isolado de paciente HIV positivo

Canaleta 15: perfil L isolado de paciente HIV positivo

Canaleta 17: perfil M isolado de paciente HIV positivo

Canaleta 18: perfil N isolado de paciente HIV positivo
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A similaridade entre os 14 perfis gendmicos das cepas clinicas de
C. neoformans var. neoformans sorotipo A esta disposta na figura 6. E importante
relatar que os perfis clinicos C, F e J sao diferentes, no entanto a analise
computacional mostrou uma similaridade de 100% entre eles, o que nos permite

concluir que o programa nao consegue captar esta diferenca.

LI 17 T T T T

T T T
100% 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10% 0%

Perfil B
Perfil G

l_
Perfil H +
Perfil |
Perfil E
Perfil A
Perfil C I
Perfil F |
Perfil J
Perfil D
Perfil K
Perfil L

Perfil M
Perfil N

Figura 6: Dendrograma da figura 5. Os valores foram calculados pelo coeficiente
de DICE (intervalo de confianga de 95%) e ilustra a similaridade entre
os 14 perfis genémicos de C. neoformans var. neoformans sorotipo A,

isolados de espécimes clinicos, da cidade e regido de Campinas.
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4.2.2.2. Cepas clinicas de C. neoformans var. gattii sorotipo B

As 7 cepas clinicas de C. neoformans var. gatti sorotipo B
apresentaram perfil genémico (a) idéntico com 8 bandas de cromossomos, sendo

que a menor e a maior apresentaram 565 e 2,200 Kb, respectivamente (Figura 7).

Figura 7: CE de C. neoformans var. gattii sorotipo B, isolados de espécimes

clinicos, da cidade e regiao de Campinas.
Canaleta 1: Sc - marcador de peso molecular S. cerevisiae (Bio-Rad laboratories)
Canaletas 2 e 3: perfil o isolados de pacientes HIV positivo

Canaletas 4, 5, 6, 7 e 8: perfil o isolados de pacientes HIV negativo
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4.2.3. Correlacido entre os perfis moleculares clinicos e ambientais de

C. neoformans var. neoformans sorotipo A
Do total de 14 perfis clinicos estudados, 6 mostraram-se similares aos
5 perfis ambientais (Figura 8). A CE verificou uma similaridade, de acordo com o
coeficiente de DICE (intervalo de confianca de 95%), de 100% entre o perfil
ambiental I e o perfil clinico E isolado de um unico paciente HIV negativo, e entre
o perfil ambiental I e 0 perfil clinico F isolado de um unico paciente HIV positivo.
Embora, o perfil ambiental III apresente visualmente uma pequena diferenca entre
o perfil clinico M, a analise computacional os classificou como idénticos. O perfil
ambiental V mostrou similaridade de 92% entre os perfis Il e F. O perfil clinico
predominante (A) mostrou similaridade de 88% com os perfis I e E, enquanto o
perfil ambiental IV mostrou-se diferente em relacdo a todos os perfis clinicos

estudados, exceto para com o perfil D, no qual foi similar em 93% (Figura 9).
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Figura 8: CE de C. neoformans var. neoformans sorotipo A, isolados de excretas

de pombos e de espécimes clinicos, na cidade e regiao de Campinas.

Canaletas 1 e 13: Sc - marcador de peso molecular S. cerevisiae (New England Biolabs

laboratories)
Canaletas 2, 4, 6, 9 e 12: perfis ambientais L, I, 1II, VeV, respectivamente.

Canaletas 3, 5, 7, 8, 10 e 11: perfis clinicos E,F, M, A, D e L, respectivamente
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Figura 9: Dendrograma da figura 8. Os valores foram calculados pelo coeficiente
de DICE (intervalo de confianca de 95%) e ilustra a similaridade entre
os perfis gendmicos de C. neoformans var. neoformans sorotipo A,
isolados de excretas de pombos e de espécimes clinicos, na cidade e
regido de Campinas.
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4.3. PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

4.3.1. Microdiluicao em Caldo

Os resultados dos testes de suscetibilidade a antifungicos para as

55 cepas ambientais e 52 cepas clinicas de C. neoformans estéao,

respectivamente, detalhadas nos Anexos 4 e 5.

Os valores de CIM obtidos pela cepa - controle C. parapsilosis ATCC

22019 estao representados na tabela 3, que segue abaixo:

Tabela 3: Variacdo das CIMs (ug/mL) de AMB, 5-FC, FLCZ e ITCZ, obtidas de

cepa - controle C. parapsilosis ATCC 22019 e seus valores de

referéncia.

CIMs (ug/mL)
Antifingico referéncia*

C. parapsilosis ATCC 22019

CiMs(ug/mL)
obtidas

C. parapsilosis ATCC 22019

AMB 0,25 -1
5FC 0,125-0,5
FLCZ 2-8
ITCZ 0,06 - 0,25

1
0,125 - 0,25
2-4

0,125-0,25

* Definicdo segundo NCCLS documento M27-A
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A variacao dos valores de CIM para AMB foi de 0,5 a 1 uyg/mL e para o
ITCZ de 0,125 a 0,25 pug/mL, para ambas as cepas de C. neoformans estudadas.
As cepas ambientais apresentaram CIM variando de 1 a 16 yg/mL para 5-FC e 2 a
8 pg/mL para FLCZ. As cepas clinicas de C. neoformans apresentaram CIM
variando de 0,25 a 8 uyg/mL para 5-FC e 0,25 a 16 ug/mL para FLCZ (Tabela 4).

A variacao dos valores de CIM s5 e CIM g para AMB foi de 1ug/mL e
para o ITCZ de 0,25 ug/mL, para ambas as cepas de C. neoformans estudadas.
5-FC apresentou ClMsg de 1ug/mL e CIMg de 2 ng/mL, para as cepas clinicas, e
CIMsp e CIMgo de 2 pug/mL para as cepas ambientais. FLCZ apresentou CIMs; €
CIMgo de 4 pg/mL para as cepas ambientais, € CIMsp de 2 pg/mL e ClMgo de 8
ug/mL para as cepas clinicas (Tabela 4).

Tabela 4: Atividade “in vitro” de 4 antifingicos de 55 cepas ambientais e 52 cepas

clinicas de C. neoformans, isoladas na cidade e regido de Campinas.

Grupos de CIM (ng/ mL)
antifiingicos e n° cepa variagao 50% 90%
cepas
AMB
Ambiental 55 0,5-1 1 1
Clinica 52 05-1 1 1
5FC
Ambiental 55 1-16 2 2
Clinica 52 0,25-8 1 2
FLCZ
Ambiental 55 2-8 4 4
Clinica 52 0,25-16 2 8
ITCZ
Ambiental 55 0,125 - 0,25 0,25 0,25
Clinica 52 0,125-0,25 0,25 0,25

variacdo de CIM: relacdo de maior e menor valores de CIM
50%: valor de CIM da droga capaz de inibir 50% das cepas

90%: valor da CIM da droga capaz de inibir 90% das cepas
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A variacao dos valores de CIMs de AMB, 5-FC, FLCZ e ITCZ, segundo
0 numero e a porcentagem de cepas ambientais e clinicas de C. neoformans,
obtidas no presente estudo, estdao detalhadas nas tabelas 5, 6, 7 e 8,

respectivamente.

Tabela 5: Variacao dos valores de CIM (ug/mL) para AMB, segundo o nimero de

cepas ambientais e clinicas de C. neoformans.

CIM (ug/mL) Ambiental Clinico
n % n %
ANMB
0,5 15 27 09 17
1 40 73 43 83
Total 55 100 52 100

n: nimero de cepas isoladas de C. neoformans

(%): porcentagem de cepas isoladas de C. neoformans

Tabela 6: Variagado dos valores de CIM (ug/mL) para 5-FC, segundo o nimero de

cepas ambientais e clinicas de C. neoformans.

CIM (ung/mL) Ambiental Clinico
n % n %
5-FC
0,25 - - 01 02
0.5 - - 07 13
1 20 36 30 58
2 31 56 10 19
4 03 06 03 06
8 - - 01 02
16 01 02 - =
Total 55 100 52 100

n: nimero de cepas isoladas de C. neoformans

(%): porcentagem de cepas isoladas de C. neoformans
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Tabela 7: Variagao dos valores de CIM (ng/mL) para FLCZ, segundo o nimero de

cepas ambientais e clinicas de C. neoformans.

CIM (ung/mL) Ambiental Clinico
FLCZ n % n %
0,25 - - 01 02
0,5 - 5 - -

1 = - 02 04

2 18 33 22 42

4 33 60 18 35

8 04 07 07 13

16 - - 02 04

Total 55 100 52 100

n: nimero de cepas isoladas de C. neoformans (%): porcentagem de cepas isoladas de C.

neoformans

Tabela 8: Variacao dos valores de CIM (ng/mL) para ITCZ, segundo o numero de

cepas ambientais e clinicas de C. neoformans.

CIM (ug/mL) Ambiental Clinico
ITCZ n % n %
0,06 - - = -
0,125 08 15 10 19
0,25 47 85 42 81
Total 55 100 52 100

n: numero de cepas isoladas de C. neoformans (%): porcentagem de cepas isoladas de C.

neoformans
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A variagao dos valores de CIMs (ug/mL) dos quatro antifungicos
avaliados, para as cepas de C. neoformans isolados de espécimes clinicos,

segundo variedade e sorotipo e presenc¢a ou auséncia de infecgéao pelo HIV, estao
representados na tabela 9.

A variacao dos valores de CIMs (ug/mL) de AMB, 5-FC, FLCZ e ITCZ,
para as cepas de C. neoformans, isolados de excretas de pombos e de espécimes

clinicos, segundo o perfil genédmico e o numero de cepas, estdo respectivamente
representados nas tabelas 10 e 11.

Tabela 9: Variagao dos valores de CIM (ug/mL) de AMB, 5-FC, FLCZ e ITCZ, para
C. neoformans isolados de espécimes clinicos, segundo variedade e
sorotipo e presenga ou auséncia de infecgao pelo HIV.

C. neoformans var. neoformans C. neoformans var. gattii
HIV + HIV - HIV + HIV -
Variagdo AMB 05-1 05-1 1 1
Variagcdo 5-FC 0,25-4 05-2 1 1-8
Variagao FLCZ 0,25-8 2-8 4-8 4-16
Variagdo ITCZ 0,125-0,25 0,125 - 0,25 0,25 0,125-0,25

HIV +: presenca de infecgdo por HIV
HIV -: auséncia de infec¢éo por HIV

variagao : relacdo de maior e menor valores de CIM
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Tabela 10: Variacao dos valores de CIM (ug/mL) de AMB, 5-FC, FLCZ e ITCZ,

para C. neoformans, isolados de excretas de pombos, segundo o
perfil genémico e o numero de cepas.

Perfil CIM (ng/mL)
ambiental AMB 5-FC FLCZ ITCZ n
I 0,5-1 1-2 2-8 0,125-0,25 35
II 0,5-1 1-2 2-8 0,125 - 0,25 9
III 1 1 4 0,125-0,25 2
v 0,5-1 1-16 24 0,25 5
v il 1 2-4 0,25 4

n: numero de cepas ambientais de C. neoformans

Tabela 11: Variagao dos valores de CIM (ug/mL) de AMB, 5-FC, FLCZ e ITCZ,

para C. neoformans, isolados de espécimes clinicos, segundo o perfil

gendémico e o numero de cepas.

Perfil Clinico CIM (ng/mL)

AMB 5-FC FLCZ ITcz n

A 05-1 05-4 2-8 0,125- 0,25 1
B 05-1 05-4 1-4 0,125-0,25 7
e 05-1 1 2-8 0,125-0,25 5
D 0,5-1 1=2 2-4 0,125- 0,25 3
E 1 1 v, 0,25 1
F 0,5 1 2 0,125 1
G 1 1 2 0,25 1
H 0,5 2 2 0,25 1
| 1 1 2 0,125 1
J 1 1 2 0,25 1
K 1 1 4 025 1
L 05 1 4 0,25 1
M 0,5 1 2 0,25 1
N 1 2 4 025 1
™ 05-1 0,25-2 0,25-8 0,125-0,25 9
a 1 1-8 4-16 0,125-0,25 7

n: nimero de cepas ambientais de C. neoformans
**- perfis clinicos de C. neoformans var. neoformans sorotipo A nao identificados

o C. neoformans var. gattii
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Com o advento da Aids, nas décadas de 80 e 90, conferiu-se a
importancia do estudo do C. neoformans, levedura patogénica encontrada
frequentemente na natureza, caracterizada por promover a infecgao fungica
oportunista denominada criptococose.

Estudos sobre a epidemiologia de C. neoformans, em varios paises do
mundo, tém assinalado o predominio da variedade neoformans e o isolamento da
variedade gattii em areas tropicais e subtropicais.

Diferencas epidemiolégicas entre sorotipos de C. neoformans ocorrem
no mundo inteiro (KWON-CHUNG & BENNETT, 1984). Na América do Sul e
Ameérica do Norte foram estudadas 442 cepas clinicas, das quais 72,9%, 10,9%,
3,6%, 6,3% e 4,3% pertenciam, respectivamente, aos sorotipos A, B, C, De AD e
1,9% nao foram sorotipaveis. Na Europa foram estudadas 152 cepas clinicas, das
quais 56,5%, 23,7%, 15,8%, 2,6% e 0,7% pertenciam, respectivamente, aos
sorotipos A, D, AD, B e C e 0,7% néo foram sorotipaveis. No Hawai, Australia e
Nova Zelandia foram estudadas 45 cepas clinicas, das quais 71,1%, 22,2%, 4,4%
e 2,2% pertenciam, respectivamente, aos sorotipos A, B, AD e D. Na Asia foram
estudadas 80 cepas clinicas, das quais 83,8%, 11,3%, 3,8% e 1,3% pertenciam,
respectivamente, aos sorotipos A, B, AD e D. Na Africa foram sorotipadas 6 cepas

clinicas, todas pertencentes ao sorotipo B.

No Brasil, sdo poucos os estudos clinicos relacionados as variedades e
aos sorotipos de C. neoformans. CALVO (1999) realizou a sorotipagem de 69
cepas clinicas de C. neoformans distribuidas nas regiées norte, nordeste, sul e
sudeste do Brasil e verificou que 84%, 14% e 2% pertenciam, respectivamente,
aos sorotipos A, B e C. Outros autores tém reportado porcentagens de sorotipos,
no Brasil, compreendidas entre: 56 a 96% de sorotipo A, de 4 a 36% de sorotipo
B e 8% do sorotipo C (LACAZ et al., 1991; ROZENBAUM & GONCALVES, 1994,
AOKI et al., 1998).
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Em nosso estudo, foi confirmado o predominio de C. neoformans var.
neoformans sorotipo A em 86% das cepas clinicas analisadas, e de 14% de
C. neoformans var. gattii sorotipo B.

Estudos realizados em varias regides do Brasil, mostraram que 53 a
90% das amostras isoladas de C. neoformans eram provenientes de pacientes
com Aids e que 50 a 96% eram C. neoformans var. neoformans sorotipo A.
(ROZENBAUM & GONCALVES, 1994, SANTANA et al., 1997) .

Recente estudo nacional verificou que de 69 cepas clinicas de
C. neoformans estudadas, 41 foram isoladas de pacientes com presenca de
infeccao pelo HIV, 12 de pacientes nao HIV e em 16 cepas, essa informacgéo nao
foi possivel (CALVO,1999). Neste estudo, todas as 12 cepas da C. neoformans
var. gattii, ocorreram em pacientes sem infeccéo pelo HIV.

Os nossos resultados sdo concordantes com a literatura, uma vez que
35 (67%) das 45 cepas de C. neoformans var. neoformans sorotipo A foram
isoladas de pacientes com infecgdo pelo HIV e 10 (19%) de pacientes sem
infeccao pelo HIV, enquanto as 7 (14%) cepas de C. neoformans var. gattii
sorotipo B, 2 (4%) foram isoladas de pacientes com infeccao pelo HIV e 5 (10%)
de pacientes sem infecgao pelo HIV.

A infeccdo pelo C. neoformans é comprovadamente mais comum em
adultos. A média de idade na literatura mundial varia entre 28 e 38 anos de idade,
sendo o0 sexo masculino acometido em 63 a 93% dos casos (OLIVEIRA et al,,
2000).

Em nosso estudo, a idade média dos pacientes foi de 32 anos, sendo
que 82,7% destes encontraram-se entre 20 e 49 anos. O sexo predominante foi o
masculino, em ambas as variedades, verificado em 75% do total das cepas
clinicas estudadas.

Estudos verificaram que a epidemiologia da infecgao criptococécica e a
ecologia do C. neoformans estéo relacionadas, uma vez que o C. neoformans var.
neoformans sorotipo A é encontrado na maioria das infecgées pelo C. neoformans
no mundo inteiro, principalmente em pacientes com Aids e apresenta as excretas
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de pombos como principal reservatério. Com base na importancia desta potencial
fonte de infeccdo, varios estudos tém relatado o isolamento de C. neoformans var.
neoformans sorotipo A em excretas de pombos, no mundo inteiro.

ANSHENG et al. (1993) reportou 69% de positividade no isolamento de
51 cepas de C. neoformans de excretas de pombos na China e verificou que 78%
apresentaram sorotipo A e 22% sorotipo AD. CASTANON-OLIVARES &
LOPEZ-MARTINEZ (1994) isolaram 52 (20,7%) cepas de C. neoformans var.
neoformans de 251 amostras de excretas de pombos coletadas em varias
localidades publicas na cidade do México. Os autores compararam estudos
similares realizados na Bélgica, Estados Unidos, Dinamarca, Costa Rica, india,
Egito e Inglaterra, e verificaram que as frequéncias de isolamento de cepas de
C. neoformans em excretas de pombos variaram entre 6 a 87,5%, sendo os
valores mais freqiientes compreendidos entre 14,7 a 22,2 %. Estudo realizado, no
norte do Ira, isolou 175 (17,8%) cepas de C. neoformans var. neoformans a partir
de 983 coletas de excretas de pombos em varios lugares habitados por pombos
(KHOSRAVI, 1997).

Estudos bibliograficos realizados em trés conceituadas fontes de
pesquisa, “Medline, Pub Med e Scielo”, nos permitiram verificar que apesar do
nuimero crescente de publicagdes na literatura mundial sobre isolamento ambiental
de C. neoformans em excretas de pombos, ainda s@o poucos os dados da
literatura nacional sobre esse assunto.

MONTENEGRO & PAULA (2000), realizaram estudo da ocorréncia das
duas variedades de C. neoformans na cidade de Sao Paulo. Os autores
verificaram que de 38 locais com acumulo de fezes de pombos secas na regiao
central da cidade, 8 (21%) foram positivos para C. neoformans var. neoformans
sorotipo A e AD. Durante 1 ano realizou-se o acompanhamento de 5 locais
positivos e 4 negativos e a positividade ou n&o dos locais estudados foi constante.
Amostras vegetais derivadas de eucaliptos foram coletadas mensalmente, no
periodo de 2 anos, em 45 parques municipais, dos quais um apresentou
positividade para C. neoformans var. gatti sorotipo C, em duas ocasides
diferentes, ambas no més de novembro (1996 e 1997).
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BARONI (2001) avaliou o nivel de contaminacao por C. neoformans em
excretas de pombos, na cidade do Rio de Janeiro em 10 igrejas e 16 pracas e
logradouros. O autor isolou C. neoformans em todas as igrejas estudadas no
periodo de 1 ano (1998) e verificou uma positividade de 34,24% (83 cepas) de um
total de 219 amostras coletadas no interior das igrejas. C. neoformans foi
detectado em 18,74% (4 cepas) das areas externas, no periodo de abril a outubro
de 1997). Os meses de agosto, outubro e novembro apresentaram o maior
numero de isolamentos.

Na presente casuistica, verificou-se que das 96 amostras de excretas
de pombos, coletadas no periodo de 1 ano, em 8 localidades publicas da cidade
de Campinas, 5 apresentaram positividade de 57,3% (55 cepas) para
C. neoformans var. neoformans sorotipo A. No entanto, ndo houve positividade
nas outras 4 localidades estudadas.

Praticamente ndo existem alusdes a sazonabilidade nos isolamentos de
C. neoformans. Em nosso estudo, o més de maio compreendeu o periodo de
maior isolamento das cepas ambientais tanto no ano de 1999 e 2000, nos quais
foram isoladas um total de 20 cepas em trés localidades diferentes na cidade de
Campinas, portanto diferindo com os periodos de isolamento de MONTENEGRO
& PAULA (2000) na cidade de Sao Paulo e BARONI (2001) na cidade do Rio de
Janeiro.

As diferencas geogréficas e climaticas, como: pH acido; alta umidade;
temperatura baixa (4 a 26°C); pouca exposi¢do ao sol; presenca de creatinina,
acido urico e purinas, assimiladas como fonte de nitrogénio podem influenciar na
sobrevivéncia de C. neoformans var. neoformans em excretas de pombos e a
ampla distribuicao global de cepas patogénicas de C. neoformans em todo mundo
pode ser resultado do transporte ou migracdo das aves (CASADEVALL &
PERFECT, 1998).

Novas técnicas moleculares estdo sendo empregadas para auxiliar a
tipagem molecular dos fungos de um modo geral. A CE usando o sistema CHEF
de PFGE tem resultado em método (til e tecnicamente simples para distinguir
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diferencas genéticas entre as cepas de leveduras, incluindo C. neoformans
(PERFECT et al., 1989; PERFECT et al.,1993; SPITZER et al.,1993; BARCHIESE
et al., 1995; FRIES et al., 1996; FRANZOT et al., 1997; CALVO et al., 2001).

Apesar das varias metodologias para extracdo de DNA, as diferentes
condicdes de corrida utilizadas, determinam diferentes padrées de CE e numero
de cromossomos para C. neoformans. Segundo WICKES et al. (1994), os fatores
que influenciam na incompleta resolugdo do cariétipo dessa levedura sao: a
presenca de capsula de polissacarideo, que interfere com a produgao de
esferoplastos ou extragdo de DNA e a produgdo de nucleases, que podem
degradar DNA.

PERFECT et al. (1898), observaram 9 cromossomos no sorotipo A e
entre 10 a 12, nos sorotipos B, C e D. Os autores descreveram cepas, sorotipo B,
com cromossomos menores (520 Kb) quando comparados com os outros
sorotipos. Estudo realizado por BARCHIESE et al. (1995), com cepas clinicas de
C. neoformans, revelou 9 a 12 cromossomos, os quais apresentaram 750 e 1,900
Kb, respectivamente. FRIES et al. (1996), estudaram cepas clinicas de
C. neoformans da cidade de Nova York e observaram 6 a 11 cromossomos de
aproximadamente 320 Kb a 2,200 Kb.

Recente estudo nacional, realizado por CALVO et al. (2001), investigou
o perfil de CE de cepas de C. neoformans isoladas de pacientes com e sem
infeccao pelo HIV, no Brasil, Venezuela e Chile. Os autores reportaram 18 perfis
gendmicos diferentes, nimero de cromossomos entre 6 a 11 e o peso molecular
de 450/565 a 2,200 Kb.

A tipagem molecular de cepas ambientais de C. neoformans tem sido
pouco estudada. PERFECT et al. (1993) estudaram a CE de cepas de
C. neoformans var. neoformans isoladas de pacientes com Aids e cepas
ambientais provenientes do solo, excretas de pombos e morcegos da Carolina do
Norte e Ohio. Os autores observaram que o nimero de cromossomos variou de 7
a 12 e que poucas cepas apresentaram cromossomos de peso molecular menor
que 745 Kb.
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CURRIE et al. (1994) e YAMAMOTO et al. (1995) correlacionaram o
perfil genémico entre isolados clinicos e isolados ambientais de excretas de
pombos de C. neoformans a partir da técnica de RFLP. CURRIE et al. (1994)
diferenciaram 12 perfis genonicos entre 17 cepas clinicas e 6 entre 8 cepas
ambientais, isoladas da cidade de Nova York. YAMAMOTO et al. (1995)
diferenciaram 6 perfis gendmicos entre 21 isolados clinicos e 3 perfis genémicos
entre 8 isolados ambientais, ambos provenientes da cidade de Nagasaki, Japao.

O unico estudo que investigou a correlacdo do perfil genémico de
isolados clinicos e ambientais de C. neoformans de cepas provenientes do Brasil
foi realizado por FRANZOT et al. (1997). Os autores estudaram a CE de 15
isolados ambientais (excretas de pombos) e de 36 isolados clinicos de duas
cidades brasileiras, Belo Horizonte e Rio de Janeiro, e verificaram que o nimero
de cromossomos variou de 10 a 13. Foram diferenciados no total 14 perfis
gendmicos, dos quais 6 foram identificados de cepas ambientais. Os resultados
foram comparados com isolados da cidade de Nova York, pelo mesmo método
molecular e mostrou que os isolados brasileiros apresentaram alto grau de
similaridade com os de Nova York.

No presente trabalho a CE identificaou 5 perfis gendmicos entre as 55
cepas ambientais de C. neoformans var. neoformans sorotipo A, com numero de
cromossomos variando de 6 a 8 com peso molecular de 680 e 2,200 Kb. Verificou-
se a predominancia de um unico perfil em cada localidade publica estudada, com
excecdo do perfil predominante (I) que foi isolado em duas localidades diferentes
(HC-UNICAMP e Igreja do Carmo) e distantes aproximadamente 12 Km.
Verificou-se uma similaridade de 98% entre os perfis IV, III e II; 90% entre os
perfis V,IV, Il e II; e 71% entre os perfis V,IV, I, I e .

Do total de 45 cepas clinicas de C. neoformans var. neoformans
sorotipo A estudadas, 36 cepas apresentaram 14 perfis gendmicos, com nimero
de cromossomos variando de 6 a 9 com peso molecular de 610 e 3,500 Kb, com
excegao do perfil K que apresentou uma banda de cromossomo de 295 Kb. Em 9
cepas nao foi possivel identificar o perfil gendmico. A similaridade entre os perfis
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clinicos mostrou-se bastante heterogéneo. As 7 cepas clinicas de C. neoformans
var. gattii sorotipo B, apresentaram perfil genémico idéntico com 8 cromossomos e
peso molecular de 450/565 a 2,200Kb.

Os resultados obtidos em nossa casuistica estdao de acordo com a
maioria dos pesquisadores (PERFECT et al., 1989; PERFECT et al., 1993,
SPITZER et al.,1993; BARCHIESE et al., 1995; FRIES et al., 1996; FRANZOT
et al., 1997; CALVO et al., 2001), diferindo, entretanto, dos resultados de
PERFECT et al., (1989) e FRANZOT et al.(1997), que referiram maior numero de
cromossomos, ainda que os pesos moleculares fossem similares. A diferenca do
numero de cromossomos poderia ser explicada pelas condigdes de corrida.

A homogeneidade dos padroes de CE e a freqii€ncia de cromossomos
menores, de aproximadamente 565 Kb na variedade gattii encontrada em nossa
presente investigagéo, foi também reportada por PERFECT et al. (1989) e CALVO
(2001). O presente estudo contribuiu para o fato de que esta variedade apresenta
menor diversidade genética.

Segundo varios autores a heterogeneidade tem sido uma caracteristica
entre os perfis genémicos observados em C. neoformans (PERFECT et al., 1989;
PERFECT et al., 1993; SPITZER et al.,1993; BARCHIESE et al., 1995; FRIES
et al., 1996; FRANZOT et al., 1997; CALVO et al., 2001).

Em nosso estudo foram identificados 5 perfis ambientais e 14 perfis
clinicos de C. neoformans var. neoformans sorotipo A. A correlacédo entre as
cepas clinicas e ambientais de C. neoformans var. neoformans sorotipo A
identificou dois perfis gendmicos ambientais (I e II) idénticos a dois perfis clinicos
(E e F), obtidos de dois pacientes, individualmente. O perfil ambiental III
apresentou uma pequena diferenga em relagdo ao perfil clinico M quando
comparado visualmente, no entanto a analise computacional os classificou com
100% de similaridade. O perfil ambiental V mostrou similaridade de 92% entre o
perfil ambiental II e o perfil ambiental F. O perfil clinico predominante (A) mostrou
similaridade de 88% com os perfis I e E, enquanto o perfii ambiental IV
mostrou-se diferente em relagdo a todos os perfis clinicos estudados, exceto para
com o perfil D, no qual foi similar em 93%.
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Esses dados permitiram demonstrar uma boa diversidade gendémica de
isolados clinicos e menor diversidade ambiental de C. neoformans var.
neoformans sorotipo A, da cidade de Campinas e regido. Estes achados parecem
refletir a distribuicdo dos C. neoformans na cidade de Campinas, em relagao ao
perfil gendmico, durante o periodo deste estudo.

A literatura consultada nao explica o fato de um maior nimero de perfis
clinicos em relagdao ao nimero de perfis ambientais, desse modo pode-se sugerir
que: ocorrem rearranjos cromossomicos menores durante a infeccdo que
poderiam variar com o “stress” do organismo devido a resposta imune do
hospedeiro e a uma possivel reativacdo de uma infec¢do precose do paciente
adquirida anos anteriores, quando a ecologia do C. neoformans era diferente.

Com o aparecimento de micoses sistémicas e oportunistas nos ultimos
anos, o estudo da suscetibilidade dos fungos a drogas antifliingicas tem se tornado
de grande importancia, principalmente na criptococcose (SPITZER et al., 1993;
BARCHIESE et al. 1995; CALVO et al. 2001).

O tratamento de escolha na criptococose tem sido a AMB associada ou
nao a 5-FC. O uso de 5-FC tem sido controverso nos pacientes com Aids devido a
sua toxicidade (ESPINEL-INGROFF & PFALLER, 1985). No inicio da década de
90, novos antifingicos comegaram a ser usados com sucesso no tratamento desta
micose, dentre eles os derivados triazélicos: fluconazol e itraconazol.

Com a disponibilidade de novas terapéuticas e a necessidade de
melhores estratégias para o tratamento das micoses, incluindo a criptococose, fez-
se necessario o estudo da sensibilidade dos fungos. Para tal, varias metodologias
estdo sendo empregadas para avaliar a atividade “in vitro” dos antiflngicos, dentre
elas: macrodiluicao, microdiluicao e Etest.

Atualmente, a metodologia mais utilizada € a microdiluigdo em caldo,
padronizada pelo NCCLS que, embora ainda em fase inicial de desenvolvimento,
ja tém permitido a obtengdo de novos e importantes dados ao se avaliar os
padrées de resisténcia dos fungos as drogas
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BARCHIESE et al. (1994) conduziram o estudo da suscetibilidade de
C. neoformans pelos métodos de macrodiluicao e microdiluicao. No estudo foram
incluidas 50 amostras clinicas de C. neoformans var. neoformans, segundo as
normans preconizadas pelo NCCLS. Os resultados por microdiluicdo mostraram
CIM de 0,125 a 1 ug/mL para AMB; CIM de 1 a 64 pg/mL para 5-FC; CIM de 0,5 a
64 ug/mL para FLCZ e CIM de 0,3 a 1 yg/mL para ITCZ.

CALVO et al. (1999) estudaram a suscetibilidade de 100 cepas clinicas
de C. neoformans provenientes do Brasil, Venezuela e Chile, pelo método da
microdiluicdo em caldo, segundo o NCCLS. A variagdo de CIM para AMB foi de
0,06 a 1 yg/mL; para 5-FC de 0,5 a 64 pg/mL; para FLCZ de 1 a 16 pg/mL e para
ITCZ de 0,015 a 0,25 pug/mL.

Estudo nacional, realizado por AOKI (2000), demostrou a
suscetibilidade de 31 cepas clinicas de C. neoformans, provenientes de 24
pacientes internados no HC-UNICAMP, pelo método da microdiluicdo em caldo,
segundo a padronizagdo do NCCLS. Os valores da CIMs variaram de 0,5 a 2
pg/mL para AMB, de 1 a 16 pg/mL para 5-FC, de 0,5 a 32 ug/mL para FLCZ e de
0,06 a 2 pg/mL para ITCZ. Valores de CIMg de 1 pg/mL e 2 pg/mL para AMB

foram verificados em pacientes HIV negativos e HIV positivos, respectivamente.

FRANZOT & HAMDAN (1996) estudaram a suscetibilidade de 53 cepas
clinicas e ambientais (excretas de pombos) de C. neoformans var. neoformans,
procedentes de Minas Gerais, Brasil, pelo método da macrodiluigao, segundo
recomendagoes do NCCLS. A variagao da CIM para AMB foi de 0,25 a 1 pg/mL
para as cepas clinicas e de 0,125 a 1 pg/mL para as cepas ambientais, CiMg €
ClIMgo foram iguais a 0,5 ug/mL e 1 yg/mL, para ambas as cepas estudadas. Para
a 5-FC, as cepas clinicas apresentaram CIM variando de 0,25 a 8 pg/mL e as
cepas ambientais de 1 a 8 pg/mL, CIMso de 2 pg/mL e CIMgo de 8 pg/mL foram
determinadas para ambas as cepas estudadas. Para o FCLZ, as cepas clinicas
apresentaram CIM variando de 0,5 a 16 pg/mL, CIMso de 4 pg/mL e CIMgo de 8

ug/mL e as cepas ambientais apresentaram CIM variando de 0,5 a 16 pg/mL,
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ClMso de 2 pg/mL e CIMgo de 4 pg/mL. A variagdo da CIM para ITCZ foi de < 0,03
a 0,25 yg/mL para as cepas clinicas e de 0,06 a 0,25 pg/mL para as cepas
ambientais, CIMs; e CIMgy foram iguais a 0,125 ug/mL e 0,25 pg/mL,
respectivamente, para ambas as cepas estudadas.

Utilizando o método do Etest® em meio YNB (yeast nitrogen base) com
asparagina, MONTENEGRO (1998), realizou o estudo de suscetibilidade de
C. neoformans isolados de excretas de pombos e eucaliptos, na cidade de Séo
Paulo, Brasil e verificou alta suscetibilidade a AMB, algumas cepas resistentes a
5-FC e outras apresentaram padrao sensivel dose dependente aos derivados
azélicos.

BARONI (2001) utilizou o método do Etest® para estudar a
suscetibilidade de 87 cepas ambientais isoladas de excretas de pombos na cidade
do Rio de Janeiro, Brasil. O autor encontrou valores de CIM para AMB variando
de 0,19 a 6,0 yg/mL, sendo que 3,45% das cepas apresentaram CIM > 2 ug/mL,;
5-FC apresentou intervalo de 0,047 a 32 ug/mL, sendo que 39,08% das cepas
apresentaram CIM superiores a 32 pyg/mL; para o FLCZ a CIM variou de 0,38 a >
256 pg/mL, sendo que 75,86% das cepas apresentaram CIM de 8 pg/mL e
19,54% das cepas apresentaram CIM > 256 pg/mL; e o ITCZ apresentou intervalo
de 0,006 a 6,0 yg/mL, com média de 0,84 pg/mL.

Recentemente, ALVES et al. (2001) compararam a suscetibilidade de
69 amostras de C. neoformans isoladas de pacientes com Aids com 13 amostras
de C. neoformans isoladas de excretas de pombos, no sul do Brasil, pelo método
da macrodiluicdo em caldo (NCCLS). Os autores verificaram CIM de 0,06 a 0,5
pg/mL para AMB e CIM de 0,125 a 16 pg/mL para FLCZ, em ambas as cepas
estudadas. Todavia, frente ao FLCZ, os isolados clinicos evidenciaram menor

sensibilidade do que os provenientes do meio ambiente.

O presente estudo referente a atividade “in vitro” de AMB, 5-FC, FLCZ e
ITCZ mostrou valores de CIM para AMB de 0,5 a 1 pg/mL, CIMso € CIMgo de 1
pg/mL para as cepas clinicas e ambientais de C. neoformans. Para 5-FC a CiM
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variou de 1 a 16 uyg/mL, CIMsp; e CIMg de 2 pg/mL, para as cepas clinicas. FLCZ
apresentou CIM de 2 a 8 pg/mL, CiIMsp e ClMgo de 4 pg/mL, para as cepas
ambientais e CIM de 0,25 a 16 pyg/mL, CIMsp de 2 pug/mL e CIMgo de 8 pg/mL, para
as cepas clinicas. CIM de 0,125 a 0,25 ug/mL, CIMspe CIMgy de 0,25 pg/mL para
ITCZ foi verificada em ambas as cepas estudadas.

Com relagéao as variagdes de CIM, CIMsp e CIMgp, utilizando o método
da microciluicdo segundo o NCCLS, nossos resultados mostraram-se similares
aqueles reportados pelas pesquisas referidas anteriormente (BARCHIESE et al.,
1994: FRANZOT & HAMDAN, 1996; CALVO et al., 1999), exceto por AOKI (2000),
que verificou CIMg de 2 pg/mL em pacientes HIV positivos.

Embora FRANZOT & HAMDAN (1996) e ALVES et al. (2001) né&o
tenham encontrado diferencas na sensibilidade entre cepas clinicas e ambientais
de C. neoformans, o presente estudo verificou que as cepas ambientais
apresentaram CIM mais elevada para 5-FC, quando comparada com as cepas
clinicas. Este fato sugere que o paciente pode adquirir cepas ambientais,
primariamente, com CIM elevada de 5-FC e que o C. neoformans nao desenvolve
necessariamente resisténcia ao antifingico durante o tratamento. No entanto,

estes dados devem ser melhor estudados com maior nimero de amostras.

Esses resultados sugerem que ja no ambiente existem isolados com
alta suscetibilidade a AMB e CIM mais elevadas para 5-FC e derivados azdlicos,
como os referido por MONTENEGRO (1998) e BARONI (2001), com os quais os
humanos podem se infectar.

Os dados obtidos no presente trabalho apontam a necessidade de
estudos continuados do perfil molecular e de suscetibilidade entre isolados
ambientais e clinicos de C. neoformans, bem como a correlagéo entre a evolugao
clinica da criptococcose com dados laboratoriais moleculares e de suscetibilidde,
para melhor caracterizagdo de amostras de C. neoformans na cidade de
Campinas.
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6. CONCLUSOES
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Todas as cepas ambientais isoladas de excretas de pombos foram
C. neoformans var. neoformans sorotipo A. C. neoformans var. neoformans
sorotipo A foi isolado em 45 pacientes e C. neoformans var. gattii sorotipo B
em 7 pacientes.

. A cariotipagem eletroforética identificou 14 perfis clinicos e 5 ambientais de
C. neoformans var. neoformans sorotipo A. Os isolados clinicos de

C. neoformans var. gattii sorotipo B apresentaram um unico perfil gendmico.

O perfil gendmico predominante entre os isolados ambientais de
C. neoformans var. neoformans sorotipo A foi encontrado em duas localidades
diferentes, na cidade de Campinas. Os demais perfis foram identificados,
individualmente, em cada localidade publica.

Dois perfis ambientais foram idénticos & dois clinicos, obtidos em dois

pacientes, individualmente.

N3o foi observada diferenca na suscetibilidade aos antifungicos entre as cepas
clinicas de C. neoformans var. neoformans e entre os perfis genémico de
ambas as cepas estudadas. As cepas de C. neoformans var. gattii mostraram
valores de CIM para 5-FC e FLCZ mais elevados do que as cepas clinicas da

var. neoformans.
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8.1. ANEXO 1

CEPAS DE CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS ISOLADAS A PARTIR DE EXCRETAS DE
POMBOS, NA CIDADE DE CAMPINAS.

CEPAS LOCALIDADE COLETA VARIEDADE SOROTIPO PERFIL (CE)
M1 Mercado Central 25/05/99 neoformans A \Y%
M2 Mercado Central 25/05/99 neoformans A A%
M3 Mercado Central 25/05/99 neoformans A \Y%
M4 Mercado Central 25/05/99 neoformans A \Y%
P1 PUCC II 25/05/99 neoformans A v
P2 PUCC I 25/05/99 neoformans A v
P3 PUCC I 25/05/99 neoformans A v
P4 PUCC Il 25/05/99 neoformans A v
P5 PUCC Il 25/05/99 neoformans A v
11 Igreja do Carmo 22/09099 neoformans A I
12 Igreja do Carmo 22/09/99 neoformans A I
13 Igreja do Carmo 22/09/99 neoformans A I
14 Igreja do Carmo 22/09/99 neoformans A I
15 Igreja do Carmo 22/09/99 neoformans A I
16 Igreja do Carmo 15/10/99 neoformans A I
17 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A 11
18 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A I
19 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A I
110 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A I
111 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A I
112 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A I
113 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A |
114 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A I
115 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A I
116 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A I
117 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A I
118 Igreja do Carmo 05/07/00 neoformans A I
H1 HC - UNICAMP 15/10/99 neoformans A I
H2 HC - UNICAMP 15/10/99 neoformans A 1
H3 HC - UNICAMP 15/10/99 neoformans A I
H4 HC - UNICAMP 16/03/00 neoformans A I
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HS
H6
H7
H8
HS
H 10
H 11
H 12
H13
H 14
H15
H 16
H 17
H 18
H19
H 20
H 21
H 22
H 23
H 24
H 25
H 26
H 27
H 28

HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP
HC - UNICAMP

16/03/00
16/03/00
19/04/00
19/04/00
19/04/00
19/04/00
19/04/00
19/04/00
19/04/00
19/04/00
19/04/00
19/04/00
19/04/00
25/05/00
25/05/00
25/05/00
25/05/00
25/05/00
25/05/00
25/05/00
25/05/00
25/05/00
25/05/00
25/05/00

neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
neoformans
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HC - UNICAMP: Hospital de Clinicas da UNICAMP

PUCC II: Ponticifia Universidade Catolica de Campinas — Campus |
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8.2. ANEXO 2

CEPAS DE CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS ISOLADOS A PARTIR DE ESPECIMES

CLINICOS, DA CIDADE E REGIAO DE CAMPINAS.

CEPAS PACIENTE REGISTRO MATERIAL DATA DA PROCEDENCIA DO

CLiNICO COLETA PACIENTE

1 JS 31 386448-9 LCR 07/05/96 *

2 RG 38 562495-6 LCR 30/08/96 Limeira

3 CBH 29 551551-1 LCR 13/09/96 Varzea Paulista

4 JES 56 552314-8 LCR 06/11/96 Indaiatuba

5 JBR 25 353979-3 LCR 22/11/96 Hortolandia

6 CGM 37 544580-5 LCR 27/11/96 Vinhedo

7 UCO 34 474724-8 LCR 29/11/96 Campinas

8 RR 52 532159-0 LCR 18/12/96 Sumaré

9 JB 30 503726-2 LCR 18/12/96 Itatiba

10 AAFS 49 516923-1 LCR 26/12/96 Campinas

11 JG 67 579546-8 LCR 23/01/97 Campinas

12 MB 57 492130-3 LCR 11/04/97 Jundiai

13 JJC 39 3921554 LCR 11/04/97 Sao0 Paulo

14 RWR 35 376719-8 LCR 22/04/97 S. J. da Boa Vista

15 SVN 20 591893-9 LCR 30/04/97 **

16 RP 36 224055-7 LCR 15/05/97 Campinas

17 GF 47 348931-8 LCR 13/05/97 V. Grande do Sul

18 HAS 28 583697-9 LCR 08/06/97 Mogi Guacgu

19 CAS 06 501676-7 LCR 03/07/97 Campinas

20 AAC 32 600550-9 LCR 07/07/97 Campinas

21 IR 22 372729-5 sangue 20/01/98 Perequé Acu

22 EHC 28 618431-1 LCR 05/03/98 Franca

23 JF 46 4455376 pulméo 01/04/98 Campinas

24 ATD 16 633057-2 LCR 02/04/98 Americana

25 CRS 42 519091-5 pele 16/06/98 Pirassununga

26 MACA 33 556284-5 pulmao 18/06/98 Indaiatuba

27 AJ 28 650403-0 LCR 25/08/98 Indaiatuba

28 BOS 15 651391-8 LCR 14/09/98 Campinas

29 RTD 44 648978-3 BAL 17/09/98 V. Grande do Sul

30 GV 77 652724-6 BAL 17/09/98 S.C. das Palmeiras
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

JCC 29
CSsS 44
OP 37
JAA 39
CDG 35
NR 48
MLG 33
MAPS 25
JFS 22
IFPS 32
JAS 20
JRA 32
SML 47
JFS 44
GCF 43
RAS 35
ACRL 34
MTW 31
JCGA 46
JRP 38
AAAS 18
AAR 27

664992-7
664589-6
670280-2
674444-8
683226-5
688602-8
214157-8
689170-2
689339-0
690733-5
692105-6
3176991
697972-2
7010414
917792-2
706123-3
706166-5
222349-2
708801-1
541768-8
360610-6
651753-0

LCR
urina
LCR
BAL
LCR
LCR
LCR
LCR
LCR
LCR
LCR
sangue
urina
LAS
LCR
LCR
LCR
LCR
LCR
LCR
LCR
LCR

05/01/99
19/01/99
03/03/99
28/03/99
07/06/99
23/07/99
04/08/99
10/08/99
14/08/99
24/08/99
30/08/99
01/10/99
04/10/99
07/11/99
14/12/99
27/12/99
29/12/99
10/02/00
18/02/00
29/04/00
17/03/95
12/11/97

Engenheiro Coelho
Sumaré
Indaiatuba
Pedreira
S. J. do Rio Pardo
Valinhos
Campinas
Campinas
Cosmopolis
Hortolandia
Sumaré
Serra Negra
Campinas
Americana
Americana
Campinas
Campinas
Jaguariuna
Campinas
Campinas

LCR: liquido céfalo raquidiano LAS: liquido ascitico BAL: lavado bronco alveolar

** localidade nao identificada
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8.3. ANEXO 3

CEPAS DE CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS ISOLADOS A PARTIR DE ESPECIMES
CLINICOS, DA CIDADE E REGIAO DE CAMPINAS.

CEPAS SEXO HIV VARIEDADE SOROTIPO  PERFIL (CE)
1 F + neoformans A C
2 M + neoformans A B
3 F + gattii B a
4 M + neoformans A %
5 M + neoformans A B
6 M + neoformans A B
7 M + neoformans A >
8 M - neoformans A C
9 E + neoformans A A
10 M + neoformans A B
1 M - gattii B o
12 M - neoformans A A
13 M + neoformans A >
14 M + neoformans A **
15 M + gattii B o
16 M + neoformans A *
17 F + neoformans A **
18 M - neoformans A
19 M + neoformans A C
20 M + neoformans A |
21 F + neoformans A A
22 M + neoformans A M
23 M - neoformans A D
24 F - neoformans A J
25 M - gattii B a
26 F - neoformans A A
27 M + neoformans A A
28 F - neoformans A H
29 M + neoformans A B
30 M - gattii B o
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F: feminino M: masculino (+): positivo ( -): negativo ** perfil ndo identificado
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8.4. ANEXO 4

CIM (uG/ML) DE ANFOTERICINA B (AMB), 5-FLUOROCITOSINA (5-FC), FLUCONAZOL (FLCZ)
E ITRACONAZOL (ITCZ) DE CEPAS DE CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS ISOLADAS DE
EXCRETAS DE POMBOS , NA CIDADE DE CAMPINAS.

CEPAS AMB 5-FC FLCZ ITCZ
™M 1 1 2 0,25
2M 1 1 2 0,25
3M 1 1 4 0,25
4M 1 1 2 0,25
1P 0,5 1 4 0,25
2P 1 2 2 0,25
3P 1 4 4 0,25
4P 1 16 4 0,25
5P 1 4 2 0,25

11 1 2 2 0,25
21 1 4 2 0,25
3l 1 2 4 0,25
4] 1 2 4 0,25
5l 0,5 2 4 0,25
6l 1 1 4 0,25
71 1 1 4 0,125
8l 1 1 4 0.25
9l 0,5 2 8 0,25
10l 1 2 4 0,25
111 1 2 4 0,25
121 1 2 4 0,25
13l 1 2 4 0,25
14| 0,5 2 4 0,25
15l 1 1 4 0,25
161 0,5 2 4 0,25
171 0,5 2 8 0,25
18l 1 1 2 0,25
1H 0,5 1 2 0,125
2H 0,5 2 2 0,25
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3H 0,5 2 2 0,125
4H 1 2 2 0,25
5H 1 2 4 0,25
6H 1 2 4 0,25
7H 1 2 4 0,25
8H 1 2 4 0,25
9H 1 2 8 0,25
10H 1 1 4 0,25
11H 0,5 2 4 0,25
12H 1 2 2 0,125
13H 1 1 4 0,25
14H 1 2 4 0,25
15H 0,5 2 4 0,25
16H 1 1 4 0,25
17H 0,5 2 4 0,25
18H 1 2 4 0,25
19H 1 2 8 0,25
20H 1 2 4 0,25
21H 1 1 4 0,25
22H 1 1 4 0,125
23H 0,5 1 2 0,125
24H 1 2 2 0,25
25H 0,5 2 2 0,25
26H 1 1 4 0,125
27H 1 1 2 0,25
28H 0,5 1 2 0,125
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8.5. ANEXO 5

CIM (ug/mL) de anfotericina B (AMB), 5-fluorocitosina (5-FC), fluconazol (FLCZ) e itraconazol
(ITCZ) de cepas de Cryptococcus neoformans isoladas de espécimes clinicos, na cidade de

Campinas.
CEPAS AMB 5-FC FLCZ TCZ
1 1 1 2 0,25
2 1 0,5 2 0,25
3 1 1 8 0,25
4 0,5 1 4 0,25
5 1 1 2 0,25
6 0,5 0,5 2 0,25
7 1 0,25 4 0,25
8 1 1 4 0,25
9 1 1 8 0,25
10 1 4 1 0,125
11 1 1 4 0,25
12 1 1 4 0,125
13 1 0,5 0,25 0,125
14 1 0,5 4 0,25
15 1 1 4 0,25
16 1 1 2 0,25
17 1 1 8 0,25
18 1 0,5 4 0,25
19 1 1 2 0,125
20 1 1 2 0,125
21 1 4 4 0,25
22 0,5 1 2 0,25
23 1 2 2 0,25
24 1 1 2 0,25
25 1 4 e 0,25
26 1 2 2 0,25
27 1 0,5 2 0,25
28 0,5 2 2 0,25
29 1 4 0,25
30 1 2 16 0,25
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31 1 1 2 0,25
32 1 0,5 1 0,25
33 1 1 4 0,25
34 0,5 1 8 0,25
35 1 1 2 0,25
36 1 1 16 0,25
37 1 1 2 0,25
38 0,5 1 2 0,125
39 1 1 2 0,25
40 0:5 1 2 0,125
41 1 2 2 0,125
42 1 1 2 0,25
43 0,5 1 2 0,125
44 0,5 1 4 0,25
45 1 1 4 0,25
46 1 2 8 0,25
47 1 2 4 0,25
48 1 2 8 0,25
49 1 2 4 0,125
50 1 1 4 0,25
51 1 8 8 0,25
52 1 2 4 0,25
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8.6. ANEXO 6

8.6.1. Meios utilizados para a identificacao de C. neoformans
8.6.1.1. Agar Sabouraud Dextrose (ASD)
Agar Sabouraud dextrose 4% ............. 65 g (Merck)
Ho0 destilada ..........coooeeeiiiiiiis 1L

e Autoclavara 121°C durante 15 minutos

e Distribuir o meio em placas de Petri e/ou tubos inclinados.

8.6.1.2. Agar “Cornmeal” com acido caféico

Cornmeal agar .......cccccveeveeiiiiinieneeeeeeenns 52g (Difco)
AGAr ..o 4g (Merck)
Acido CafeiCo .....ccveveeeeeeeeeeieeeeeeeene. 90 mg (Sigma)
H-0 destilada .......ccccoovvevvimiiiiiiiiiiineinnes 300 mL

e Autoclavar a 121°C durante 15 minutos.

e Distribuir o meio em placas de Petri.

8.6.1.3. Coloracao da Tinta da China

Tinta B8 CIIMEL - csmuns ssms nms s camwmmms swnseemmmanansiss S58RASSS Sooa8 353 1 gota (Pelikan)

Ho0 destilada .........ccooveemmmciiiiiiiiiimammenneensacsssennsennane 1gota

e Diluir 1/2 alcada da colénia de C. neoformans, cultivadas em SDA,
em 1 gota de agua destilada sobre uma lamina. Posteriormente,
colocar 1 gota de Tinta da China e cobrir com laminula para observar

a presenca de capsula ao microscopio (10X e 40X).

8.6.1.4. Agar Uréia de Christensen

PBYOITA) cxies s s snsivswmmman sms s iS55 ES SRS N s s sy gsemr 1g (Difco)

OO 11wy ssnsmme wonmonmnno s 5 FETEETIFRHEE Birmmam v svsminmms 1g (Synth)

Cloreto de SO0 ......ccceeveriieeeeieeeiiee e 5g (Merck)

Fosfato de Potassio Monobasico .................cccccoe 2g (Merck)
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8.6.2.

FenolVermelho ...........oooovvimmiiiiiic e 12 mg (Merck)

AGAT-AGAT ..evvveerereriianssneoreesmsmssssassessiss susssssssnssasassssenes 20g (Merck)

HxOdestilada .............ooooiiiiiiiiiieeeeee 1.000 mL

e Dissolver a peptona, o cloreto de sodio, o fosfato de potassio e o fenol
vermelho em 1.000 mL de agua destilada e ajustar o pH a 6,8.
Posteriormente, dissolver o agar em em banho Maria. Distribuir o meio
em tubos e autoclavar a 115°C durante 15 minutos. Apés o
resfriamento do meio a 60 - 70°C, adicionar 0,5 mL de solugao de

uréia a 20% (Difco) em cada tubo. Em seguida, agitar e inclinar os
tubos para a solidificagdo do meio.

Meio utilizado na identificagao das variedades de C. neoformans

9.6.2.1. Meio de Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (CGB)
Solugdo A

Glicina .......ooooeeiiies 10g (Nuclear)
Fosfato de potassio monobasico ............ 1g (Merck)
Sulfato de magnésio ............cccceeeeeeennne 1g (Merck)
Tiamina-HCL ... 1mg (Nuclear)
L-arginina (L-canavanina) ...................... 30mg (Synth)
Ho0 destilada ... 100 mL

eAjustar o pH para 56 e esterilizar a solugdo em filtro 0,45 pm
(Advantec MFS).

Solucéao B

Azul de Bromotimol ...............cccceeeeeeennnn. 0,4g (Synth)
NAOH st s Bl v cusisisos sraswmaninmmsmmmams 64 mL (Difco)
HoO destilada .........ccoooveieeiiii 100 mL

e Preparar separadamente as solugbes A e B, através da mistura de
seus componentes.
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e Para preparar 1.000 mL do meio: misturar 880 mL de agua, 20 mL da
solucdo B e 20 g de agar (Merck) e autoclavar a 120°C durante 15
minutos. A solugdo anterior ainda fundida, acrescentar 100 mL da

solucdo A (com pH ajustado e esterilizada). Em seguida, o distribuir o
meio asceticamente em tubos inclinados.

8.6.3. Solucdes utilizadas no estudo do perfil de CE de C. neoformans

8.6.3.1. YEPD

Extrato de Levedura 1% ..........ooooeeninnnnnnn. 2 g (Difco)

DEXITOSE 2% ..ccvevereeeeeeeeeieenerennee e 4 g (Synth)
Bactopeptona 2% ........ccceeeeiriieeneniineniins 4 g (Difco)

HoO destilada  ........oooeeeeiiiieiees 200 mL

 Misturar os componentes e autoclavar a 121C° durante 15 minutos.

8.6.3.2. Citrato de sodio 1 M
Citrato de S0di0 .. ..o commmurane 29,41 g (Sigma)
50 B4 (=L = (o (S — g.s.p. 100 mL

e Ajustar o pH a 5,6 e autoclavar a 121°C durante 15 minutos.

8.6.3.3. EDTAO,5M

EDTA oo 93,05g (Synth)

H,O destilada.................. g.s.p. 500 mL

e Ajustar o pH a 7,8 ou 8,0 e autoclavar a 120°C durante 15 minutos.
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8.6.3.4. Sorbitol 2,5 M
Sorbitol ... 45,55 g (Sigma)

H20 destilada ..., g.s.p. 100 mL

e Esterilizar a solugao em filtro 0,45 uL (Adventec MFS).

8.6.3.5. Tampao Citrato de Soédio, EDTA, Sorbitol

Solucao Estoque

Citrato de Sédio 20 MM, pH 56 .................... 1mL ...
EDTAS0 MM, pH 8,0 ...coooeeeeeee 5mL ..o
Sorbitol 0,9 M ..o 18mL ...
Hz O destilada...............oovviiiiii g.s.p. 50 mL

e Preparar em ambiente estéril, na hora.

8.6.3.6. Agarose Low Melt

Solucao Estoque

Agarose Low Melt 2% ............... 1 g (Pharmacia Biotech)
EDTA 125 mM, PR 75 .ovu-esuses. 12,50 ML coooraaimonanmammnpom sees
H.O destilada .......................... g.s.p.- 50 mL

e Autoclavar a 121C° durante 15 minutos.
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8.6.3.7. Tris 1,0 M, pH 7,5 0u 8,0
Trizma base .......ccccceveevvvnevennnenn 30,3 g (Synth)
H,O destilada ............c.ceeeeeeinnes q.s.p. 250 mL

e Ajustar o pH a 7,5 ou 8,0 e autoclavar a 121C® durante 15 minutos.

8.6.3.8. Lauroylsarcosine 10%
Lauroylsarcosing ...........ccccceeieeviienin 10 g (Sigma)
HoO destilada.........cccceerieiiiiiiiiiienn 100 mL

o Esterilizar em filtro de membrana de 0,45 pL (Advantec MFS).

8.6.3.9. Tampao NET-Prok
Quantidade da Solucao Estoque

Ui oMokl ) o 2 ——————— TmML s 1M
EDTA 045 M, pH 8,0 .ocvvmarremsenmesiszss 90O mML e 05M
Lauroylsarcosine 1% .......ccccceoeiinnnnne {0 | R — 10%

« Adicionar Proteinase K 0,25 mg/mL , na hora.

8.6.3.10.TBES X

Tris BASe ......ccorc-ssiammmussvmmme e 54 g

ACido BOMCO ..o 27,59 (Synth)
EDTAO0S5M, pH8,0 ..cceeeririiinnnn. 20 mL

HoO destilada .........c.coovieeieiiiinees g.s.p 1.000 mL
8.6.3.11.TBE0.5 X

THE B K coswrvwnmmmmsannsnis avmes sums 100 mL

H,0 destilada..........ccc........... 900 mL
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8.6.4.

8.6.3.12. Gel para corrida
The 0,5 X e 100 mL

Agarose molecular grade ................... 1g (Pharmacia Biotech)

8.6.3.13. Tampao para correr o gel
TD@ B X s sochismnis wnabis s essss saxa smmasummssns 200 mL
H2O destilada.............ccoooeeieiee 1.800 mL

8.6.3.14. Brometo de etidio (solugao estoque)
Brometo de Etidio ..........coeoiiiiiiiiiinis 1g (Sigma)
H20 destilada............cccceveeeiiienennee 100 mL

e Concentragao final 10 mg/mL

8.6.3.15. Brometo de etidio para corar o gel
Brometo de Etidio (10 mg/mL) ............. 10 pL
H2O destilada.............ccooeeeeeie 100 mL

Meios de cultura utilizado no teste de suscetibilidade aos

antifangicos.

8.6.4.1. Meio RPMI - 1640, sem bicarbonato de soédio, com
glutamina e vermelho de fenol; glicose 2%; tamponado
com 0,165 mol/L de MOPS, segundo o NCCLS

RPMI = 1840 L. 08 .o cosmveommsamsnmisans 10,4 g (Gibco)
MOPS 0,165 mol/L ........cocuveeeiieenne 34,53 g (Dojindo)
GlICOSE 2% ..o 20 g (Synth)
HoO destilada ........cooooveveeeieeeee g.s.p. 1.000 mL

e Ajustar o pH para 7,0 usando 1 mol/L de Hidréxido de Sodio

e Esterilizar o meio em filtro PES 0,22 m (IWAKI).
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8.7. ANEXO 7

PREPARAGAO DA SOLUGAO ESTOQUE E TRABALHO

’ Solucéo Estoque: 12,8 mg/mL DMSO
F imL 1mL 1mL imL imL
20ul

1980 uL 1mb  1mL imL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
RPMI RPMI RPMI  RPMI RPMI RPM!I RPMI RPMI RPMI RPMI

128 64 32 16 8 4 2 1 05 025
AMB - 16a 0,03 ug/mL FLCZ- 64 a 0,125 pg/mL
5-FC - 64a 0,125 pug/mL ITCZ- 8 a 0,015 pg/mL

PREPARACAO DO INOCULO

!

5mL salina (0,85%)
» +

f-' b
5 coldnias > 1mm
a« diametro
< (48 horas ASD )
S

1a5x10° CFU/mL

1/20 RPMI 1/50 salina (0,85%)
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8.8. ANEXO 8

Figura 10: Cultura de C. neoformans em agar Figura 11: Cultura de C. neoformans em agar
Sabouraud dextrose (ASD) “Cornmeal” com acido cafeico

1. CGB “puro’,
2. C. neoformans var. neoformans,
3. C. neoformans var. gattii.

Figura 12: C.neoformans em meio de Canavanina-
glicina-azul de bromotimo (CGB)
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Figura 13: Microplaca de titulacdo e suporte contendo espelho reverso

DNA Size Markers-Yeast Chromosomal Yeast Chromosome PFG Marker
Approx. Size (Kb Chromosome # Chromosome  Size (kb)
Sample well XH 1.800
v 1.640
vit 1,120 o
2,200 Xit XV 1100 b 900 - 1.640
1,600 Y ix" 3‘1‘2 8- 120 1100
2,
I 815 = EEy
XV 785 R - 315
e 78
1,125 XV, vit X 745 — 732
Xt 680 e I
1,020 XVi v 610 530
345 Xilt 5
825 I vill 555 -
P S X 450 :
g?g Y ] 375 1% agarose gel. 5.0 V/em. el — 430
565 Vit Vi 295  15°Clor 26 howrs. Switch Rl — 375
450 1X | 295 time of 70 seconds for 15 [ 285
365 m fiouts ang 120 seconds for el — 225
gg; 1 11 howrs.
(Bio-Rad Laboratories) (New England Biolabs)
# 170-3605 # N0345S

Figura 14: Padrao de peso molecular - Saccharomyces cerevisiae
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Figura 16: Largo do Rosario - Campinas
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