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Resumo
O Cryptococcus neoformans é uma levedura que pode ser encontrada em diversas fontes ambientais, sendo o agente causador da criptococose, uma micose sistêmica de caráter oportunista, acomete principalmente imunocomprometidos, causando danos pulmonares e disseminação no sistema nervoso central. O objetivo do trabalho foi de isolar e identificar C. neoformans ambientais produtores de micocinas em fezes de pombos. As amostras de fezes foram homogeneizadas em salina e semeadas em placa de petri contendo Ágar Níger (1,5% ágar Bacteriológico; 0,125% dextrose; 0,0975% tiamina; 0,005% cloranfenicol; 15% semente de Níger). As leveduras produtoras de melanina foram identificadas através de características morfológicas, e provas bioquímicas (CGB: Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol, uréase e auxanograma). A verificação da produção de micocinas pelas cepas de C. neoformans ambientais foi realizada frente à cepas de C. neoformans patogênicas. Foram coletadas 206 amostras de fezes de pombo, destas, 23 correspondiam à Cryptococcus neoformans. A produção de micocinas foi verificada em 3 dessas cepas ambientais. Os resultados obtidos neste estudo permitiram verificar a possibilidade de isolamento de C. neoformans produtoras de micocinas em amostras de fezes.

Introdução
O Cryptococcus neoformans é um basidiomiceto encapsulado, saprófita, cosmopolita, geralmente presente em solos contaminados com fezes de aves ou resíduos de vegetais em decomposição. O C. neoformans encontra-se em baixas concentrações em amostras oriundas de bico, pés e em swab retal de aves, em geral. 

O número de casos de micoses graves causadas por C. neoformans e por outros fungos têm aumentado em todo o mundo, principalmente devido ao aumento do número de imunocomprometidos (Rodrigues, 2008).   

Desde a década de 70, além do estudo de enzimas participantes do processo infeccioso, vários autores passaram a caracterizar as leveduras quanto ao fenômeno de produção de compostos proteicos denominados toxinas killer (Oliveira et al, 1998), que são compostos que possuem a capacidades de matar ou inibir fungos sensíveis. 

As leveduras produtoras de micocinas podem ser isoladas em diversos ambientes, sendo que as mesmas ocorrem em maior frequência nos habitats com alta densidade populacional, onde há uma maior necessidade de competição por nutrientes (Fuentefria, 2007). A expressão da atividade killer dessas leveduras são influenciadas por várias variáveis, como pH do meio, temperatura de incubação ou tratamento, composição e propriedades físico-químicas do meio e concentração de células sensíveis (Tosta, 2004).  

As leveduras produtoras de micocinas são utilizadas atualmente na produção de alimentos, na medicina, na agricultura, na medicina veterinária, proteção do meio ambiente e outros. Elas também tem sido utilizados no entendimento do mecanismo de secreção de proteínas extracelulares, e na caracterização dos receptores de micocinas presentes em outras leveduras. 

O objetivo do trabalho foi de isolar e identificar C. neoformans ambientais produtores de micocinas em fezes de pombos.

Material e Métodos
1. Isolamento e identificação das cepas ambientais de Criptococcus neoformans.
Foram coletadas 206 amostras no Estado do Paraná em diferentes pontos das cidades de Cascavel, Cafelândia, Corbélia e Nova Aurora. As mesmas foram homogeneizadas em salina e semeadas em placa de petri contendo ágar níger (1,5% ágar Bacteriológico; 0,125% dextrose; 0,0975% tiamina; 0,005% cloranfenicol; 15% semente de Níger). As leveduras suspeitas produtoras de melanina foram identificadas através da verificação da presença de propágulos de C. neoformans existentes em cada amostra positiva com base na capacidade do fungo na produção de melanina. As colônias aparentemente lisas, úmidas, brilhantes e de coloração creme ao marrom foram repicadas na forma de estrias em placas com ágar Sabouraud 2% para isolamento e posterior realização do exame direto, que consiste na observação das características morfológicas do fungo, e provas bioquímicas (CGB: Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol, uréase e auxanograma).
2. Triagem das cepas ambientais de C. neoformans produtoras de micocinas frente à cepas patogênicas de C. neoformans.
A verificação das cepas ambientais produtoras de micocinas foram realizadas frente a 6 cepas de C. neoformans patogênicas.

Todas as cepas das leveduras isoladas, bem como as amostras de leveduras C. neoformans patogênicas, que encontram - se micotecadas em meio de cultura Sabourand, foram semeadas no meio de cultura Ágar Sabouraud-Dextrose-Modificado Sem Azul de Metileno (ASD-SAM) contendo 2% de ágar, 1% de peptona, 2% de glicose, 1,92% de ácido cítrico e 3,48% de fosfato de potássio dibásico.
Após crescimento das cepas ambientais e das amostras de C. neoformans patogênicas em meio ASD-SAM, foi preparado o meio Ágar Sabouraud-Dextrose-Modificado Com Azul de Metileno (ASD-CAM).

Com as cepas patogênicas de C. neoformans em meio ASD-SAM foi preparada uma suspensão de 1 mL em água destilada estéril, correspondente ao tubo 2 da escala de McFarland, sendo, em seguida, essa suspensão, misturada pelo método de “Pour Plate”, em placa de Petri estéril com 20 mL do meio resfriado de ASD-CAM.  

Após solidificação do meio ASD-CAM contendo a suspensão, com alça de 1 µL foram inoculadas em pontos equidistantes, na superfície desse meio, as cepas ambientais de C. neoformans supostamente produtoras de micocinas. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 25°C, por 72 horas. 

O resultado foi considerado positivo quando houve a formação de um halo de inibição da levedura sensível ao redor da colônia da levedura potencialmente produtora de micocinas, e resistentes (-), quando apresentaram somente crescimento ao redor das amostras ambientais. 
- Avaliação da atividade das micocinas de C. neoformans ambientais frente às cepas de C. neoformans ambientais não produtoras de micocinas.
Foram utilizados 19 cepas de C. neoformans ambientais não produtoras de micocinas para verificar a atividade das micocinas produzidas pelas cepas ambientais de C. neoformans, os testes foram realizados de acordo com o item 2; sendo as ambientais não produtoras adicionadas ao meio de cultura pela técnica pour plate e as produtoras semeadas em pontos equidistantes na superfície do meio de cultura ASM-CAM. 
Resultados e Discussão

 Foram coletadas 206 amostras de fezes de pombo, destas, 20,9% (43/206) apresentaram crescimento de colônias suspeitas de C. neoformans. Após a identificação, foi verificado que 53,5% (23/43) correspondiam ao C. neoformans. Na cidade de Cascavel foi possível isolar uma maior quantidade de cepas do fungo, sendo também o local onde houve um maior número de coletas (Tabela 1). Em uma pesquisa realizada em Lages – SC, (Scain, 2010), das 58 amostras fecais de pombos analisadas, 25,8% (15) apresentaram positividade para Cryptococcus neoformans. Já em um outro estudo realizado por (Lima. et al. 2015), de um total de 40 amostras foi possível verificar a positividade de 32,5% (13) para o fungo.
Tabela 1: Local de coleta das excretas e positividade para C. neoformans.
	Cidades
	Rodoviárias
	Igrejas
	Praças
	UNIOESTE
	Estádio 
	Total

	Cascavel
	10a
	5b
	10c (2*)
	111d (20*)
	10e
	143

	Cafelândia
	10f
	-
	20g  
	-
	-
	30

	Corbélia
	5h
	-
	5i
	-
	-
	10

	Nova Aurora
	-
	-
	20j (1*)
	-
	-
	20

	
	
	
	
	
	Total 
	206


Legenda da Tabela: (*): Número de amostras positivas para C.neoformans; aTerminal rodoviário de Cascavel; bParóquia Rainha dos Apóstolos; cPraça Wilson Jofre; dCampus de Cascavel – Universidade Estadual do Oeste do Paraná; eEstádio Municipal de Cascavel; fRodoviária do Município de Cafelândia; gPraça Brasília; hPonto de ônibus do municipal de Corbélia; iPortal de Entrada de Corbélia; jPraça dos pioneiros.
A triagem das 23 cepas de C. neoformans mostrou que apenas 13,0% (3/23) delas foram capazes de produzir micocinas. A figura 1A representa uma cepa ambiental de C. neoformans produtora de micocinas frente à uma cepa patogênica de C. neoformans, ocorrendo a formação do halo de inibição da levedura patogênica, sendo a que apresentou sensibilidade, ao redor da colônia da levedura ambiental que é a potencialmente produtora de micocinas.
Já em um estudo realizado por (Costa et al.2014), no qual 22 cepas clínicas e 1 ambiental de Cryptococcus neoformans foram testadas em meio YEPD + azul de metileno, foi possível verificar a produção de micocinas em 86,4% das linhagens clínicas.

[image: image3.png][image: image4.png]Il EAICTI

1l ENCONTRO ANUAL DE INICIAGAO CIENTIFICA,
TECNOLOGICA E INOVAGAO

Data: 29 e 30 de setembro de 2016

Local: Unioeste - Campus de Cascavel

unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana
Pro-Retoria de Pescisa & Pos-Graduagdo - PRPPG



[image: image1.png]3G.dl 20 7

i@ Mo2060226.12 <8R




[image: image2.png][ Salvando captura de tela...





Figura 1: A: cepa ambiental produtora de micocina formando halo incolor com zona de inibição e colônias azuis demonstrando à sensibilidade da amostra clínica; B: cepa ambiental não produtora de micocinas, não ocorreu inibição de crescimento da cepa clínica.
A atividade das cepas de C. neoformans produtoras de micocinas frente à 19 cepas ambientais não produtoras mostrou que 66,7% das cepas ambientais foram sensíveis às micocinas produzidas por alguma das 3 cepas ambientais. A cepa controle positivo utilizada foi a Wickerhamomyces anomalus conhecidamente produtora de micocinas.
Conclusões

Os resultados obtidos neste estudo permitiram verificar a elevada prevalência ambiental do agente fúngico C. neoformans nos pombos que habitam o Campus de Cascavel da Universidade Estadual do Oeste do Paraná, sendo verificado em 18,01 (20) das amostras coletadas. Em geral, foram isoladas 23 cepas de Cryptococcus neoformans, sendo que 13,0% das mesmas foram triadas como produtoras de micocinas frente à amostras patogênicas. No teste de avaliação da atividade das micocinas produzidas pelas cepas ambientais de C. neoformans foi possível verificar a capacidade de inibição de crescimento em 66,7% das cepas ambientais não produtoras por alguma das cepas ambientais produtoras.
Agradecimentos
 Agradeço ao CNPq pela bolsa de IC.
Referências

Lima, C.T., Klafke, G.B., Xavier, M.O. (2015) Cryptococcus spp. em excretas de Columbia livia (pombos domésticos) provenientes de um hospital universitário no Sul do Brasil. Arq. Inst. Biol., São Paulo, 82, 1-4. Disponível em: < http://www.scielo.br/pdf/aib/v82/1808-1657-aib-001072013.pdf > Acesso em: 23 de julho de 2016.

Oliveira, E.E. et al. (1998) Toxinas killer e produção de enzimas por Candida albicans isoladas da mucosa bucal de pacientes com câncer. Rev. Sociedade Brasileira de medicina tropical. 31, 6.
Disponível em: < http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0037-86821998000600003&script=sci_abstract&tlng=pt > Acesso em: 04 de agosto de 2016.
Rodrigues, G. (2008). Avaliações das atividades fotossendibilizadoras do azul de metileno, da cloro-alumínio ftalocianina e do nitrosilo de rutênio no fungo Cryptococcus neoformans. Dissertação de mestrado, Programa de Pós Graduação em Biociências aplicada à farmácia  - Universidade de São Paulo. Disponível em:  <http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/60/60135/tde-13102008-151844/public o/Gabriela.pdf> Acesso em: 06 de maio de 2016. 

A





B








[image: image4.png]

