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Resumo 

Cryptococcus spp. é uma levedura encapsulada oportunista ubíqua que causa infecções 
graves, que vão desde a colonização pulmonar assintomática até a meningite. Esse gênero 
possui duas espécies mais comumente associadas à infecção em humanos, Cryptococcus 
neoformans e Cryptococcus gattii, que diferem quanto à epidemiologia, virulência, 
manifestações clínicas e quanto à susceptibilidade a antifúngicos, este último considerado 
um patógeno emergente. A avaliação da sensibilidade antifúngica através da técnica de 
microdiluição em caldo é considerada padrão ouro, porém, apresenta alto custo, o que 
inviabiliza sua utilização na rotina laboratorial. A técnica de disco difusão pode se tornar uma 
alternativa a microdiluição em caldo visto sua simplicidade e baixo custo, tendo seu 
desempenho considerado adequado por diversos autores. Foram caracterizados fenotípica 
e genotípicamente 62 isolados de Cryptococcus spp. oriundos de casos de meningite na 
Bahia no período de 2006 a 2010, quanto a quimiotipagem, determinação de fatores de 
virulência, genotipagem e determinação de sensibilidade a antifúngicos. Também, o 
desempenho da técnica de disco difusão para determinação de susceptibilidade de 
Cryptococcus spp. foi avaliado. No total, 79% das leveduras pertenciam a espécie C. 
neoformans e 21% a espécie C. gattii. A avaliação genotípica mostrou 100% dos isolados de 
C. gattii pertencentes ao genótipo VGII e 98% dos C. neoformans ao VNI. A determinação 
do perfil de susceptibilidade mostrou isolados resistentes a fluconazol (4,8%), 5-flucitosina 
(1,6%) e anfotericina B (3,2%); a estratificação dos resultados de sensibilidade por espécie 
apontou diferenças significativas frente à azóis. Todos os isolados apresentaram pigmento 
melaniníco e cresceram a 37°C, porém, um isolado da  espécie C. gattii foi urease negativo. 
Em 63% dos isolados foi encontrada alta atividade fosfolipásica, no entanto, em nenhum foi 
detectada a atividade proteolítica. A técnica de disco difusão mostrou um desempenho 
satisfatório com base nos resultados encontrados pelas análises de correlação e 
concordância entre critérios de interpretação, exceto para 5-flucitosina. Este é o primeiro 
trabalho a descrever os perfis de susceptibilidade antifúngica e molecular de isolados 
clínicos de Cryptococcus spp. na Bahia, Brasil. O elevado percentual de isolados de C. gattii
pertencente ao genótipo VGII, bem como sua menor susceptibilidade aos antifúngicos torna 
importante o conhecimento da espécie envolvida na infecção criptocócica no nosso estado. 
A avaliação preliminar aqui apresentada tanto na avaliação do desempenho da disco 
difusão, como na distribuição e perfil de susceptibilidade das espécies de Cryptococcus spp. 
ressalva a importância  de uma constante vigilância acerca das tendências da doença no 
nosso estado, bem como na utilização de testes alternativos confiáveis na determinação da 
sensibilidade dessas leveduras. 

Palavras-chave: Cryptococcus spp., perfil de susceptibilidade, virulência, genotipagem, 
testes de susceptibilidade 
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Abstract 

Cryptococcus spp. is a ubiquitous opportunistic encapsulated yeast that causes serious 
infections, ranging from asymptomatic pulmonary colonization meningitis. This genus has 
two species most commonly associated with infection in humans, Cryptococcus neoformans
and Cryptococcus gattii, which differ in epidemiology, virulence, clinical manifestations and 
their susceptibility to the antifungal agents, the latter considered an emerging pathogen. The 
evaluation of antifungal susceptibility by broth microdilution technique is considered the gold 
standard, but is expensive and laborious, which makes their use for routine monitoring. The 
disk diffusion technique may become an alternative to microdilution because of its simplicity 
and low cost, and its performance as satisfactory by several authors. We characterized 
phenotypic and genotypic 62 isolates of Cryptococcus spp. from cases of meningitis in Bahia 
in the period 2006 to 2010, as quimiotipagem, determination of virulence factors, genotyping 
and determination of sensitivity to antifungal agents. We also evaluated the performance of 
disk-diffusion technique for determining the susceptibility of Cryptococcus spp. In total, 79% 
of the yeasts belonged to species C. neoformans and 21% of the species C. gattii. The 
genotypic evaluation showed 100% of C. gattii VGII belonging to the genotype and 98% of C. 
neoformans to the NIV. The determination of resistant isolates showed susceptibility to 
fluconazole (4.8%), 5-flucytosine (1.6%) and amphotericin B (3.2%), the stratification of the 
results of sensitivity for each species showed significant differences in front of azoles. All 
isolates showed melanin pigment and grew at 37 °C, however, an isolated species C. gattii
was urease negative. In 63% of isolates were found high phospholipase activity; however 
none was detected in the proteolytic activity. The disk diffusion technique showed a 
satisfactory performance based on results found by analysis of correlation and agreement 
between the interpretation criteria, except for 5-flucytosine. This is the first study to describe 
the susceptibility profile of molecular and clinical isolates of Cryptococcus spp. in Bahia, 
Brazil. The high percentage of isolates of C. gattii VGII belonging to the genotype and its 
lower susceptibility to antifungal agents makes it important to know which species are 
involved in cryptococcal infection in our state. The preliminary evaluation presented here 
both in assessing the performance of disk diffusion, and the distribution and species 
susceptibility profile of Cryptococcus spp. Subject to the importance of constant vigilance on 
the trends of the disease in our state, as well as use of alternative reliable tests to determine 
the sensitivity of these yeasts. 

Keywords: Cryptococcus spp., Susceptibility profile, virulence genotyping, susceptibility 
testing 
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1.0. INTRODUÇÃO 
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A incidência de micoses oportunistas invasivas tem se elevado devido ao aumento 

população de pacientes imunossuprimidos (transplantados de órgão sólido e transplantados 

receptores de células-tronco hematopoéticas, pacientes oncológicos, pacientes com 

Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA) pacientes com doenças auto-imunes, 

recém-nascidos prematuros, doentes idosos e pacientes em recuperação de cirurgia de 

grande porte) (PAPAS et al, 2001; WARNOCK, 2007). Apesar de algumas opções eficazes 

de tratamento, as micoses estão associadas com alta morbidade e mortalidade (NUCCI et 

al, 2010). 

As micoses oportunistas mostram distintos padrões de incidência regional em todo o 

mundo e, dependendo da região geográfica, podem apresentar características 

epidemiológicas diferentes, o que pode ser particularmente marcante para micoses que são 

adquiridas do meio ambiente. O conhecimento das características epidemiológicas de uma 

determinada região é importante devido ao grande deslocamento populacional (NUCCI et al, 

2010).  

Cryptococcus spp. é a terceira causa de infecção oportunista entre pacientes 

transplantados de órgãos sólidos e células hematopoiéticas, precedido por Candida spp. e 

Aspergillus spp (PAPAS et al, 2001) e a criptococose é uma das principais doenças 

definidoras de SIDA (CHARIYALERTSAK et al, 2001) 

Até a última década os Cryptococcus spp. foi a levedura associada a infecção em 

indivíduos imunocomprometidos, com raros casos de infecção em imunocompetentes. Com 

o aumento do número de casos registrados após o surto da doença na ilha de Vancouver 

Canadá, este agente emerge como importante patógeno, o que torna necessário o 

conhecimento acerca da distribuição, sensibilidade e virulência dessa levedura no nosso 

estado. 

1.1. Cryptococcus spp. 

1.1.1. Taxonomia  

Cryptococcus spp. são organismos leveduriformes encapsulados, pertencentes  ao 

filo Basidiomycota, classe Tremellales (Ordem Tremellomycetes) e da família Tremellaceae 

(KWON-CHUNG, 1975).  

O gênero Cryptococcus é composto por mais de 37 espécies, a maioria dos quais 

não causa doença em mamíferos. As mais importantes espécies causadoras de doenças 

são referidas como complexo Cryptococcus neoformans - C. gattii (FINDLEY et al, 2009) e o 

seu estágio sexual são nomeados de Filobasidiella neoformans e Filobasidiela bacillispora, 

respectivamente (KWON-CHUNG, 1975; 1976a). Este complexo anteriormente incluía duas 

variedades: C. neoformans var. neoformans (sorotipos A e D) e C. neoformans var. gattii

(sorotipos B e C), porém, recentemente, o C. neoformans var. gattii foi classificado como 
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uma espécie distinta, e os sorotipos A e D foram separados em duas variedades: C. 

neoformans var. grubii (sorotipo A) e C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) 

(FRANZOT et al, 1998;1999; BOEKHOUT et al, 2001; KWON-CHUNG, 1976a; 1976b; 2006; 

LIN; HEITMAN, 2006). 

 As técnicas que utilizam a biologia molecular vêm substituindo a classificação 

sorológica desses organismos, pois a avaliação genotípica fornece informações mais 

precisas que auxiliam na compreensão das suas inter-relações, tanto dentro como entre 

zonas geográficas (LESTER et al, 2011). 

 A determinação de genótipos de Cryptococcus spp. pode ser realizada por vários 

métodos moleculares, incluindo PCR fingerprinting, polimorfismo de comprimento de 

fragmentos amplificados (amplified fragment length polymorphisms - AFLP); polimorfismo de 

comprimento de fragmentos de restrição (restriction fragment length polymorphism – RFLP) 

e amplificação aleatória de DNA polimórfico (random amplification of polymorphic DNA – 

RAPD), gerando quatro tipos moleculares de C. neoformans: VNI e VNII que compreendem 

os isolados de C. neoformans var. grubii (sorotipo A); VNIII o sorotipo AD e VNIV o C. 

neoformans var. neoformans (sorotipo D). Os sorotipos B e C de C. gattii podem ser 

classificados em também quatro genótipos: VGI, VGII, VGIII e VGIV (FINDLEY et al, 2009;

MEYER et al, 1999; BOEKHOUT et al, 1997; 2001) (Figura 01). 

Figura 01. Esquema de classificação de Cryptococcus spp. quanto a 
espécie, sorotipos e genótipos. 

�
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1.1.2. Biologia  

O Cryptococcus spp. apresenta duas fases de reprodução em seu ciclo de vida: 

assexuada e sexuada. A fase assexuada, ou anamórfica, é predominantemente haplóide, 

sendo encontrada nos tecidos de mamíferos, e a reprodução ocorre por formação de 

brotamento, quando a evaginação da célula mãe leva formação de um broto, 

correspondente a uma célula nova. Na fase sexuada, ou teleomórfica, a reprodução ocorre 

por acasalamento (“mating”), a qual ainda não foi identificada na natureza, embora o 

desenvolvimento sexual do fungo em plantas tenha sido demonstrado experimentalmente 

(LAZÉRA et al, 2004; XUE et al, 2007).  

Experimentalmente a reprodução sexuada gera esporos sexuais ou basidiósporos, 

que são formas infectantes de 1,8 a 3 µm de diâmetros resultantes do cruzamento entre os 

tipos reprodutivos a e �, ou “a-mating type” (MATa) e “�-mating type” (MAT�), regulados 

pelo locus gênico MAT (LIN et al, 2005, 2006).  Esta região no genoma fúngico regula o ciclo 

sexual, desde a detecção do tipo reprodutivo até a produção e a sensibilidade a feromônios 

e posterior conjugação dos tubos, resultando na produção de basidiósporos (LENGELER, et 

al, 2002) (Figura 02). 

As células MATa produzem o feromônio MFa, devido a privação de nitrogênio, e em 

resposta a este feromônio as células MAT� formam um tubo de conjugação (CHANG et al, 

2000). Por estímulo do feromônio MF�, induzido por condições de desnutrição celular, bem 

como pela presença de células MATa (SHEN et al, 2002), as células MATa ampliam 

drasticamente a formação de grandes células (clamidósporos), que podem fundir-se com os 

tubos de conjugação das células MAT� (CHANG et al, 2000) (Figura 02). 

A hipótese sobre a cascata de eventos após a formação do tubo de conjugação pela 

célula MAT� é que o núcleo se divide e migra para este. Simultaneamente, o núcleo da 

célula MATa se divide e a célula MAT� inicia a formação da hifa. As hifas dicarióticas são 

ligadas por fusão através de grampos de conexão. Um basídio é formado na ponta de hifas 

e, posteriormente, a cariogamia e meiose ocorrem dentro do basídio. Os quatro núcleos 

resultantes permanecem no basídio e repetem pós-meióticas mitoses formando quatro 

longas cadeias de esporos. Uma cadeia de esporos única pode conter tipos de esporos 

parietais, bem como recombinantes, indicando que os núcleos no basídio são distribuídos 

aleatoriamente e que a mitose destes núcleos ocorre aleatoriamente antes da formação dos 

esporos (MCCLELLAND et al, 2004) (Figura 02). 

A reprodução por frutificação monocariótica envolve apenas um tipo sexual, que por 

endoduplicação ou por fusão nuclear, tornam-se diplóides e, em seguida, fundem seus 

núcleos, havendo assim formação do basídio, e por mitoses pós-meióticas ocorre a 

formação de quatro cadeias de basidiósporos. A frutificação monocariótica é 

predominantemente observada em isolados do tipo sexual MAT�, explicando sua maior 
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fertilidade e, portanto, maior abundância deste tipo na natureza (WICKES et al, 1996; 

CAMPBELL et al, 2006; LIN; HEITMAN, 2006) (Figura 02).  

As espécies C. gattii e C. neoformans diferem em tamanho e forma dos seus 

basidiósporos na sua fase teleomórfica: o Filobasidiella neoformans (C. neoformans) produz 

basidiósporos esféricos, enquanto que F. basillispora (C. gattii) são compridos, em forma 

bacilar (KWON-CHUNG, 1975; 1976a; 1976b). 

O MAT� é o tipo sexual predominantemente encontrado em isolados clínicos e 

laboratoriais, sendo mais virulentos e mais associados a penetração no sistema nervoso 

central (SNC) em experimentos de co-infecção, quando comparados com isolados MATa

congênitos em modelos animais. Esses achados definem o MAT� como um fator de 

virulência para Cryptococcus spp. (KWON-CHUN et al, 1978; 1992; NIELSEN et al, 2005).   

Figura 02. Ciclo de vida de Cryptococcus spp. Fonte: LIN; HEITMAN, 2006. 
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1.1.3. Fatores de virulência  

Atualmente os esforços no campo da microbiologia, genética e biologia molecular de 

doenças infecciosas estão voltados para a caracterização de determinantes de virulência, 

isto é, características requeridas para a patogenicidade, mas não essenciais para a 

viabilidade e proliferação do microrganismo.  

A patogenicidade está relacionada à habilidade do microrganismo em estabelecer 

infecção no hospedeiro. A evolução desse processo é resultante da interação entre os 

determinantes de virulência do agente infeccioso e as defesas do hospedeiro, que, se forem 

adequadas, o microrganismo poderá ser eliminado ou conviver em aparente harmonia, na 

ausência de sintomatologia, por prolongado período de tempo. Caso contrário, o processo 

infeccioso leva a alterações nocivas, estabelecendo-se uma relação de parasitismo 

(MENDES-GIANINI et al, 1997). 

 Vários são os fatores de virulência que contribuem para a patogenicidade dos 

Cryptococcus spp. Os mais frequentemente citados na literatura são: a habilidade de 

crescimento a 37 °C, a capacidade de resistir ao da no oxidativo do hospedeiro, o 

desenvolvimento de cápsula polissacarídica, bem como a produção de enzimas como 

urease, fosfolipase e proteinase (BUCHANAN; MURPHY 1998; COX et al, 2001).  

A capacidade de crescer a 37°C é um simples e intui tivo fenótipo óbvio para qualquer 

patógeno invasivo em mamíferos. No reino Fungi existem mais de 20.000 diferentes 

espécies de fungos, no entanto, pouco menos de duas dezenas podem causar doenças no 

homem. Estes fungos patogênicos desenvolveram ferramentas moleculares para sobreviver 

na temperatura corpórea do hospedeiro, enquanto fungos não patogênicos raramente 

possuem essa capacidade inata (MARTINEZ et al, 2001).  

Para sobreviver a tais condições de stress, a levedura deve produzir a enzima 

calcineurina, uma fosfatase serina-treonina especifica, que é ativada pelo aumento de cálcio 

(Ca2+) intracelular e calmodulina por estímulos ainda desconhecidos (ODOM et al, 1997; 

DEL AGUILA et al, 2003). A calcineurina por sua vez ativada desfosforila proteínas 

específicas necessárias para a sobrevivência do patógeno. Mutantes não produtores de 

calcineurina não são patogênicos para organismos imunodeprimidos e possuem apenas 

habilidade de crescer a 24ºC, não sobrevivendo a condições semelhantes as do hospedeiro 

(ODOM et al, 1997). 

O fator de virulência mais significativo dos Cryptococcus spp. é a cápsula 

polissacarídica que envolve a parede celular e que tem múltiplos efeitos sobre o sistema 

imune do hospedeiro. Esta contém majoritariamente glucuronoxilomanana (GXM), cerca de 

90% da massa capsular, sendo composta por uma cadeia não ramificada de resíduos de 

�1,3-manose ligados a grupos laterais de xilosil e b-glucuronil e constituída minoritariamente 
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por galactoxilomanana (GalXM) (CHERNIAK et al, 1998). A estrutura capsular de 

Cryptococcus spp. proporciona uma barreira física contra a fagocitose e, por conseqüência, 

diminue a apresentação de antígenos pelas células T, reduzindo a resposta imune do 

hospedeiro (COLLINS; BANCROFT, 1991), pela inibição da produção de citosinas pró-

inflamatórias e depleção de componentes do complemento, além de reduzir a migração de 

leucócitos para o sítio de inflamação (NASLUND et al, 1995; VECCHIARELLI et al, 1995). 

 A produção de melanina pelo Cryptococcus spp. também é associada com a 

virulência, na qual o pigmento depositado na parede celular confere proteção contra os 

mecanismos de resposta do hospedeiro, como fagocitose mediada por anticorpos, por 

danos causado por radicais reativos de oxigênio produzidos por macrófagos, além daqueles 

causados pela luz ultra-violeta devido sua ação antioxidante (JACOBSON; TINNELL, 1993; 

WANG, et al, 1995). A síntese de melanina é catalisada pela enzima fenoloxidase (lacase) a 

partir de precursores do catecol como a L-Dopa (Levodopa) (POLACHECK et al,1982). 

Estruturalmente, as melaninas são moléculas polianiônicas que contêm populações estáveis 

de radicais livres orgânicos, conferindo a levedura uma superfície fortemente eletronegativa 

que causa repulsão eletrostática entre a célula fúngica e as células do sistema imunológico 

carregadas negativamente dificultando, assim, a interação célula-célula requerida para a 

depuração do sistema imune (NOSANCHUK; CASADEVALL, 1997).  

O pigmento melanínico também confere possibilidade de ligação a medicamentos e a 

substâncias químicas como aminas orgânicas e hidrocarbonetos policíclicos conferindo uma 

provável proteção contra os efeitos da anfotericina B (LARSSON, 1993). Wang e Casadevall 

(1994), não encontraram resultados significativos que apoiassem a hipótese de que a 

melanização de células dos Cryptococcus spp. em meio contendo L-Dopa pudesse diminuir 

a susceptibilidade a anfotericina B. Porém, sugerem que a melanina pode conferir proteção 

frente à anfotericina B, ou pela ligação à droga, ou por redução de permeabilidade da 

parede celular, e que, portanto, os resultados in vivo e in vitro frente à anfotericina B possam 

ser diferentes. 

A urease é uma metaloenzima que catalisa a hidrólise de uréia em amônia e 

carbamato e, sob condições fisiológicas, essa reação resulta em aumento do pH. Alguns 

autores avaliando experimentalmente a urease como fator de virulência da criptococose, 

utilizando cepas produtoras e não produtoras da enzima em modelos animais demonstraram 

que a ausência de urease criptocócica resulta em proteção significativa devido à alta 

mortalidade observada em animais infectados por cepas produtoras desta metaloenzima 

(SHI et al, 2010). Os padrões encontrados no cérebro, baço e outros órgãos após a 

inoculação intravenosa da levedura indicam que a urease contribui para invasão do SNC, 

aumentando o sequestro das leveduras dos microcapilares durante a disseminação 

hematogênica. Já a inoculação direta no cérebro mostrou que este não é um fator que 
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contribua para o crescimento do microrganismo neste sítio, visto que o mesmo padrão foi 

encontrado para as cepas (COX et al,  2000; OLSZEWSKI et al, 2004).  

O mecanismo pelo qual a produção de urease facilita a propagação do fungo no 

cérebro não é conhecido, mas pode envolver a produção de amônia local que influencia as 

interações com células endoteliais, causando aumento da adesão ou toxicidade. Essas 

tendências foram reduzidas em animais tratados com um inibidor da uréase, o flurofamide, 

indicando o potencial terapêutico do bloqueio transmigração (OLSZEWSKI et al, 2004; SHI 

et al, 2010). 

O pigmento melanínico também confere possibilidade de ligação a medicamentos e a 

substâncias químicas como aminas orgânicas e hidrocarbonetos policíclicos conferindo uma 

provável proteção contra os efeitos da anfotericina B (LARSSON, 1993). Wang e Casadevall 

(1994), não encontraram resultados significativos que apoiassem a hipótese de que a 

melanização de células dos Cryptococcus spp. em meio contendo L-Dopa pudesse diminuir 

a susceptibilidade a anfotericina B. Porém, sugerem que a melanina pode conferir proteção 

frente à anfotericina B, ou pela ligação à droga, ou por redução de permeabilidade da 

parede celular, e que, portanto, os resultados in vivo e in vitro frente à anfotericina B possam 

ser diferentes. 

A urease é uma metaloenzima que catalisa a hidrólise de uréia em amônia e 

carbamato e, sob condições fisiológicas, essa reação resulta em aumento do pH. Alguns 

autores avaliando experimentalmente a urease como fator de virulência da criptococose, 

utilizando cepas produtoras e não produtoras da enzima em modelos animais demonstraram 

que a ausência de urease criptocócica resulta em proteção significativa devido à alta 

mortalidade observada em animais infectados por cepas produtoras desta metaloenzima. Os 

padrões encontrados no cérebro, baço e outros órgãos após a inoculação intravenosa da 

levedura indicam que a urease contribui para invasão do SNC, aumentando o sequestro das 

leveduras dos microcapilares durante a disseminação hematogênica. Já a inoculação direta 

no cérebro mostrou que este não é um fator que contribua para o crescimento do 

microrganismo neste sítio, visto que o mesmo padrão foi encontrado para as cepas (COX et 

al,  2000; OLSZEWSKI et al, 2004).  

O mecanismo pelo qual a produção de urease facilita a propagação do fungo no 

cérebro não é conhecido, mas pode envolver a produção de amônia local que influencia as 

interações com células endoteliais, causando aumento da adesão ou toxicidade. Essas 

tendências foram reduzidas em animais tratados com um inibidor da uréase, o flurofamide, 

indicando o potencial terapêutico do bloqueio transmigração (OLSZEWSKI et al, 2004; SHI 

et al, 2010). 
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1.1.4. Patogenia e ciclo da doença

A patogênese da criptococose é determinada por três grandes fatores: o estado das 

defesas do hospedeiro, a virulência do isolado de Cryptococcus sp., e o tamanho do inóculo. 

A importância destes três fatores como determinantes da infecção ativa ainda não foi 

totalmente esclarecida (MICHELL; PERFECT, 1995). 

Um conceito fundamental na patogênese da criptococose está na importância da 

integridade das defesas do hospedeiro. Apoiado por uma suposição razoável relacionado à 

ampla distribuição de Cryptococcus spp. na natureza e a prevalência relativamente baixa de 

infecção sintomática, pode ser sugerido que a maioria dos indivíduos provavelmente são 

resistentes e apenas indivíduos com defesas imunes comprometidas estão propensos a 

desenvolver a doença. No entanto, indivíduos imunocompetentes apresentam a doença 

(MICHELL; PERFECT, 1995). 

A infecção é adquiria após a inalação dos esporos da levedura no ambiente com 

subsequente infecção pulmonar. Na ausência de uma resposta imune efetiva, o fungo pode 

se disseminar até o cérebro causando a meningoencefalite (Figura 3) (LAZÉRA et al, 2004).  

Para penetrar nos alvéolos pulmonares o fungo precisa produzir formas viáveis 

menores que 4 µm de diâmetro. A forma típica vegetativa de Cryptococcus spp. é a 

leveduriforme com um diâmetro celular de 4 a 10 µm (BOTSS et al, 2009; VELAGAPUDI et 

al, 2009), porém, essa levedura, através de reprodução sexuada, gera esporos sexuais ou 

Eucaliptos Excreta 
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Disseminação 
SNC

Cultura 
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Inalação
pulmões

Colonização
alvéolos

Figura 03. Patogênese da criptococose. Fonte: CRIPTOCOCOSE, 2009.  
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basidiósporos de 1,8 a 3 µm de diâmetro, que são as formas potencialmente infectantes 

(LIN; HEITMAN, 2006).  

Para causar infecção em humanos, a levedura deve crescer a temperatura de 37ºC, 

com uma atmosfera de cerca de 5% de CO2 e com um pH entre 7,3 e 7,4. Para a adaptação 

em tais condições de stress, os isolados de Cryptococcus spp. ativam o mecanismo de 

produção da enzima calcinerina, responsável pela ativação de proteínas específicas 

necessárias para a sobrevivência do patógeno (ODOM et al, 1997). 

Os esporos são facilmente fagocitados por macrófagos alveolares, que consistem na 

primeira linha de defesa inata celular, através do reconhecimento do Padrão Molecular 

Associados a Patógenos (PAMP), o �-(1,3)-glucano, presente na superfície dos esporos de 

Cryptococcus spp., pelo Receptor de Reconhecimento do Padrão do patógeno (PRR), a 

dectina 1 (GILES et al, 2009). 

Os esporos rapidamente crescem e germinam dentro dos macrófagos, porém, a 

sobrevivência e proliferação celular somente são possíveis na ausência de ativação dos 

macrófagos pelo lipopolissacarídeo capsular e interferon-�, sendo o resultado da infecção 

uma corrida entre a germinação dos esporos e a ativação da resposta imune inata (BOTTS; 

HULL, 2010)  

 Botts e Hull (2010) acreditam que a taxa de germinação de esporos podem diferir 

entre C. neoformans e C. gattii, o que pode levar a uma diferença da evasão inicial de morte 

por células fagocíticas, no reconhecimento de um hospedeiro imunocompetente ou 

imunocomprometido. 

Após o estabelecimento inicial da infecção pulmonar, os isolados de Cryptococcus 

spp. tendem a se disseminar até atravessar a barreira hemato-encefálica (BHE) causando a 

meningoencefalite. Existem evidências que indicam que as células de Cryptococcus spp. 

possam atravessar a BHE por transcitose através da monocamada de células endoteliais no 

cérebro. Nesse processo o fungo é captado pelas células endoteliais e transmigra através 

do citoplasma sem afetar a sua integridade chegando ao cérebro, com a importante 

participação da enzima urease (CHANG et al, 2004; OLSZEWSK et al, 2004). Outro 

mecanismo sugerido é que as células fúngicas possam atravessar o endotélio pela 

estratégia de “Cavalo de Tróia”, utilizando monócitos como tal (CHARLIER et al, 2009). 

A levedura consegue sobreviver ao ambiente do fagossomo e inicia sua proliferação 

dentro deste, sendo sugerido que possam ocorrer alterações nas propriedades da 

membrana do fagossomo pela modulação da dinâmica da actina, evitando a morte da célula 

hospedeira, que desencadearia a resposta inflamatória, garantindo, assim, sua expulsão por 

mecanismo não destrutivo, independente da maturação do fagossomo e em condições 

oportunas (MA et al, 2006; JOHNSTON; MAY, 2010). 
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A depender dos estímulos encontrados, as células fúngicas podem alargar sua 

cápsula formando células gigantes durante a infecção. Essas células gigantes medem cerca 

de 40 a 50 µm de diâmetro, e fazem parte do mecanismo físico de evasão da resposta 

imune do hospedeiro, estabelecendo a infecção nos pulmões ou prolongando sua 

sobrevivência no hospedeiro, podendo ser encontradas em infecções crônicas ou em 

portadores. No entanto, essa alteração morfológica confere menor poder de penetração no 

sistema nervoso (OKAGAKI et al, 2010; ZARAGOZA et al, 2003). 

O aumento na ploidia (conjunto de cromossomos de um organismo) resultado da 

endoreplicação e da formação de células gigantes indica que consideráveis mudanças 

ocorrem no genoma dessa levedura durante a infecção. Essa variável pode influenciar a 

virulência em vários níveis, incluindo resistência à resposta imune, progressão da doença, 

disseminação e latência (KRONSATAD et al, 2011). Isso porque alterações na ploidia, 

incluindo aneuplodia, são conhecidas por influenciar o crescimento, a expressão gênica e a 

sensibilidade a drogas antifúngicas em outros fungos (GALITSKI et al, 1999; TORRES et al, 

2007; SIONOV et al, 2010). Mudanças no cariótipo têm sido documentadas em amostras 

sequenciais de pacientes e essas alterações incluem rearranjo cromossômico e deleções 

(FRIES et al, 1996). 

Estudos recentes relacionam a dissomia com o fenômeno de heteroresistência a 

drogas azólicas, demonstrando que tanto isolados de Cryptococcus da espécie neoformans

quanto gattii exibem esta característica inata que confere resistência adaptativa e reversível 

a azóis, após exposições a crescentes concentrações da droga (SIONOV et al, 2009; 

VARMA; KWON-CHUNG, 2010). Uma análise comparativa do genoma de Cryptococcus

spp. após exposições crescentes de fluconazol mostrou que a resistência a droga foi 

associada à dissomia de múltiplos cromossomos, principalmente ao cromossomo 1, que 

carrega os genes envolvidos na resistência a azóis (AFR1 e ERG11) (SIONOV et al, 2010). 

1.2. Criptococose 

1.2.1. Epidemiologia  

Antes da epidemia da SIDA, a incidência de criptococose nos EUA era inferior a um 

caso por um milhão de pessoas por ano. Na década de 80, a criptococose emergiu como 

uma importante infecção oportunista entre pessoas com HIV, ocorrendo em 5-10% dos 

doentes com SIDA nos EUA, Europa e Austrália. Com o crescente uso de fluconazol para 

candidíase oral e o advento da terapia antiretroviral altamente ativa (HAART - Highly Active 

Antiretroviral Therapy), na década de 90, a incidência anual da doença diminuiu 

acentuadamente nos países desenvolvidos, que pode ser ilustrado pela diminuição de casos 
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em Atlanta, EUA que diminuiu de 66 casos por 1000 doentes com SIDA em 1993 para sete 

casos por 1000 em 2000 (MIRZA et al, 2003).  

Desde o início da epidemia até junho de 2010, o Ministério da Saúde (MS) registrou 

592.914 casos de SIDA no Brasil, sendo 38.538 casos notificados no ano de 2009, com a 

taxa de incidência neste ano de 20,1 casos por 100 mil habitantes. No período 

compreendido entre 1999 a 2009 a taxa de incidência diminuiu na região no Sudeste de 

24,9 para 20,4 casos por 100 mil habitantes. No entanto, nas outras regiões do país esta 

cresceu: de 22,6 para 32,4 no Sul; de 11,6 para 18,0 no Centro-Oeste; de 6,4 para 13,9 no 

Nordeste e 6,7 para 20,1 no Norte (MINISTÉRIO DA SAUDE DO BRASIL, 2002).  

Segundo o MS a criptococose não é doença de notificação compulsória, contudo há 

recomendação de que a investigação desta deva ser associada à imunodeficiência. Durante 

o período entre 1980 e 2002, 6% das infecções oportunistas associadas à SIDA foram 

causadas por Cryptococcus spp (MINISTÉRIO DA SAUDE DO BRASIL, 2002). Na Bahia, 

DARZÉ e colaboradores (2000) avaliando 104 prontuários de pacientes com criptococose, 

no período de 1972 a 1996, mostraram uma taxa de letalidade de 42,7%. 

Atualmente estima-se que Cryptococcus spp. cause cerca de um milhão de casos de 

meningite por ano em pacientes com SIDA no mundo, levando a aproximadamente a 

625.000 mortes e que destas, 504.000 ocorram na África subsaariana, onde é observada o 

maior número de casos da doença no mundo, com 720.000 casos por ano. Na América 

Latina estima-se que ocorram 54.400 casos da doença, com 29.900 mortes associadas 

(PARK et al, 2009). 

A meningite criptocócica é a infecção oportunista mais comum, definidora de 

infecção pelo HIV em pacientes em fase tardia da doença, particularmente no sudeste 

asiático, sul e leste africanos (HOLMES et al, 2003; CHARIYALERTSAK et al, 2001). Esta 

doença é a quarta causa de morte na África subsaariana, matando mais do que a 

tuberculose (PARK et al, 2009).  

Em pacientes com SIDA, a taxa de mortalidade global pela infecção criptoccocica 

tem variado 9 a 31%, e está relacionada, com o atraso no inicio da terapia antifúngica ou a 

inadequação na combinação das drogas antifúngicas e as complicações oriundas do 

aumento da pressão intracraniana (ROBINSON et al, 1999; PAPAS et al, 2001; LEE et al, 

2011). A morte em pacientes imunocompetentes varia de 4 a 27% e é devido em grande 

parte ao atraso no início da terapia antifúngica após o diagnóstico da doença (MICHELL et 

al, 1995; SHIH et al, 2000; KIERTIBURANAKUL et al, 2006; LEE et al, 2011). 

O C. neoformans tem uma distribuição global, sendo isolado de muitas fontes 

ambientais, tais como excretas de aves, principalmente de pombos, bem como na matéria 

orgânica vegetal em decomposição e ocos de árvores (GRANADOS; CASTANEDA, 2005) e 

afetam principalmente pacientes imunodeprimidos (SPEED et al, 1995).  
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Na última década C. gattii foi causa rara de criptococose em humanos e animais, 

causando doença predominantemente em indivíduos sem imunodepressão, restrito a 

regiões tropicais e subtropicais da África, América do Sul e Austrália, estando associado a 

árvores do gênero Eucalyptus spp. (SPEED et al, 1995; SORRELL et al, 1996). 

Recentemente observou-se uma alteração nesse padrão, por um surto sem precedente, 

relatado em zona de clima temperado, na Ilha de Vancouver, Canadá, infectando tanto 

indivíduos imunocomprometidos quanto imunocompetentes, emergindo assim, como 

importante patógeno (KIDD et al, 2004).  

Especificamente, durante o surto acima citado, foram reportados mais de 240 casos 

de criptococose em humanos, a maioria imunocompetentes, e em centenas de animais, com 

19 casos fatais em humanos apesar da terapia antifúngica agressiva (GALANIS; 

MACDOUGALL, 2010). O surto já se espalhou pelo continente até a região do Pacífico no 

noroeste dos Estados Unidos (DATTA et al, 2009). O aumento da incidência de criptococose 

em zona de clima temperado sugere uma mudança adaptativa na ecologia desse patógeno 

(D´SOUZA et al, 2011).  

O agente causal do surto ocorrido na ilha de Vancouver, Canadá, foi o C. gattii, 

predominantemente pertencente ao genótipo VGII do tipo sexual MAT� (KIDD et al, 2004), 

este foi caracterizado como altamente fértil e virulento, quando comparado com isolados de 

C. gattii VGII de outras partes do mundo (BYRNES et al, 2010).  

A distribuição global dos tipos moleculares do complexo C. neoformans - C. gattii, 

mostra predomínio de VNI, sendo o mais frequentemente isolado nas Américas (Norte 

(41%); Central (78%); e Sul (64%)), África (72,6%), Europa (45%) e Ásia (77%). A 

distribuição de isolados de C. gattii é predominantemente mais frequente para os tipos VGI e 

VGII. O VGI é o tipo mais isolado na Oceania (43%), e o segundo mais isolado na Ásia 

(15%). O tipo VGII é o segundo mais comum nas Américas, com 26% na América do Norte, 

21% na América do Sul e 11% na América Central (MEYER; TRILLES, 2010).  

Na América Latina, o Grupo Ibero-americano de estudos em Criptococose, 

caracterizou a maioria dos isolados clínicos pertencentes ao genótipo VNI (68,2%), genótipo 

responsável pelo maior número de casos de criptococose no mundo, seguido em menor 

percentual pelo VNII, como 5.6%, VNIII, com 4,1% e VNIV com 1,8%. Para os isolados de C. 

gattii, o maior percentual foi observado para o genótipo VGIII (9,1%), seguido do VGII 

(6,2%), VGI (3,5%) e VGIV (1,5%) (MEYER et al, 2003). 

1.2.2. Aspectos clínicos  

Cryptococcus spp. pode infectar qualquer órgão do corpo, mas tem uma predileção 

pelo pulmão e sistema nervoso central. O pulmão é a porta de entrada e os sintomas da 



���

�

doença variam desde a colonização até a pneumonia grave (BICANIC et al, 2005), sendo 

que em imunocompetentes com infecção pulmonar os sintomas da criptococose mais 

comuns são tosse e dor torácica (PAPAS et al, 2001; NADROUS et al, 2003). Os achados 

pulmonares são, muitas vezes, subvalorizados em pacientes com SIDA, visto que a doença 

é sintomaticamente dominada pelo comprometimento do SNC (PAPAS et al, 2001). 

No único inquérito realizado na Bahia, Darzé e colaboradores (2000), analisando 104 

prontuários, encontraram uma media de 27,6 dias entre o início da sintomatologia e o 

diagnóstico, sendo os sintomas mais freqüentes a cefaléia, seguido de febre e rigidez de 

nuca.  

Os achados clínicos da criptococose são dependentes da condição imune do 

hospedeiro. A infecção pulmonar é incomum em pacientes com SIDA e frequente em 

imunocompetentes, e reciprocamente a meningite é mais frequente em pacientes com SIDA, 

ocorrendo em cerca de 90% dos casos, e menos comum imunocompetentes (30 a 40%) 

(CHEN, S. et al, 2000; CHEN, Y. et al, 2000).  

Na criptococose há uma distinta associação entre o estado imune do hospedeiro e a 

espécie envolvida; a infecção predominantemente ocorre por C. gattii em indivíduos sem 

imunodepressão e C. neoformans em hospedeiros imunocomprometidos (SPEDD; DUNT, 

1995; CHEN, S. et al, 2000; CHEN, Y. et al, 2000). Clinicamente, existem também 

diferenças no curso da infecção. A infecção pelo C. gattii resulta em uma alta incidência de 

granulomas e complicações neurológicas e, muitas vezes, necessita de tratamento 

prolongado com medicamentos antifúngicos em comparação com aquelas causadas por C. 

neoformans (CHEN, S.  et al, 2000; SORREL, 2001). Em pacientes imunocompetentes a 

formação de criptococomas nos pulmões é 10 vezes mais comum e no cérebro três vezes 

mais comum do que em pacientes com SIDA, consistente com a resposta imune do 

hospedeiro visando à contenção da infecção (CHEN, S. et al, 2000). 

A meningite, manifestação mais frequente da criptococose, é uma infecção 

oportunista comum em pacientes com a síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA), 

porém, também, ocorre em pacientes com outras formas de imunossupressão, que inclui o 

uso de corticosteróides, transplantes de órgãos, leucemias crônicas, linfomas e sarcoidose 

(MITCHELL et al, 1995; PAPAS et al, 2001). 

A manifestação clínica inicial da doença pode durar um mês e envolve cefaléia, 

febre, alteração do estado mental e vômito, não apresentando diferenças entre pacientes 

com SIDA e imunocompetentes (LEE et al, 2011). A complicação mais comum é o aumento 

da pressão intracraniana, que na ausência de dilatação ventricular pode causar perda visual 

ou auditiva. Menos comumente, os pacientes podem desenvolver imparidade cognitiva e 

ataxia de marcha devido à hidrocefalia obstrutiva com dilatação ventricular (LEE et al, 2011). 
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A doença é mais comum em jovens do sexo masculino, população de maior 

freqüência entre o grupo com SIDA. Em pacientes com SIDA, a meningite está associada à 

imunossupressão profunda, geralmente ocorrendo em contagens de CD4 <100 células/mL. 

Há uma maior probabilidade de envolvimento fora do SNC e recaída se a terapêutica 

antifúngica é interrompida antes da eficácia da terapia anti-retroviral. Comparado com os 

pacientes imunocompetentes, a infecção em pacientes com SIDA tende a uma 

apresentação mais aguda, com maior envolvimento extraneural e está associada com 

maiores títulos de antígeno criptocócico no soro e uma pobre resposta inflamatória no líquor 

(LEE et al, 2011). 

1.2.3. Diagnóstico Laboratorial  

O diagnóstico da criptococose nem sempre é fácil, principalmente pelas diferentes 

formas de apresentação da doença. Os espécimes clínicos na maioria das vezes 

correspondem ao provável sítio de infecção, sendo os mais frequentes: líquor, sangue, 

secreções do trato respiratório, urina e amostras de tecidos. O diagnóstico laboratorial da 

criptococose pode ser dado pelo encontro da levedura em exame direto em espécimes 

clínicos, pelo crescimento em cultura ou pela detecção de antígenos capsulares no soro ou 

líquor (LACAZ et al, 2002). 

Quanto às características do líquor, em geral a contagem de leucócitos é elevada, 

com predomínio de linfócitos, nos casos de infecção não-associadas a SIDA; porém nos 

casos de SIDA a contagem pode ser menor ou até se apresentar normal. A taxa protéica é 

geralmente elevada e a taxa de glicose baixa. A pesquisa direta do patógeno em amostras 

de líquor é realizada por coloração negativa com tinta da China. A sensibilidade do exame é 

de 70 a 90% em pacientes infectados pelo HIV e em torno de 50% para aqueles não 

infectados pelo HIV (BICNIC; HARRISON, 2005). 

A pesquisa de anticorpos para C. neoformans não são uteis no diagnóstico da 

doença, porém durante a infecção a detecção de antígenos polissacarídicos em fluidos 

corporais através de testes rápidos e simples, como de aglutinação em látex ou ensaio 

imuno-enzimático possuem sensibilidade de até 95% para títulos >1:4 (MICHELL; 

PERFECT, 1995). Em pacientes portadores pelo HIV, a pesquisa de antígenos pode 

identificar a forma precoce da doença, requerendo exame do líquor e posterior tratamento 

(FELDMESSER et al, 1996). Títulos altos no líquor (� 1: 1024) correlacionam-se com carga 

alta do microrganismo, bem como marcador de mal prognostico da doença, por outro lado 

decréscimo destes indica sucesso terapêutico; porém, a titulação possui valor limitado, não 

podendo ser utilizada como critério de cura (LU et al, 2005; ANTINORI et al, 2005).  
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O diagnóstico por detecção de antígeno possui sensibilidade superior (95%) em 

relação aos exames de cultura (75%) e direto com tinta da China (50%). A maioria dos 

resultados falsos positivos é causada pelo fator reumatóide, que pode ser eliminado com 

pré-tratamentos da amostra por enzimas proteolíticas, beta-mercaptoetanol ou por diluições 

com EDTA (ENG; PERSON, 1981; WHITTIER et al, 1994; STOCKMAN; ROBERTS, 1982; 

ENGLER; SHEA, 1994). Outras causas de resultados falsos positivos são as reações 

cruzadas descritas para Trichosporon beigelii e outros microrganismos, bem como a 

contaminação laboratorial (MCMANUS; JONES, 1995; HEELAN et al, 1991; MELCHER et 

al, 1991). Os resultados falsos negativos, embora menos freqüentes, são bem 

documentados e pode ocorrer por baixa concentração do antígeno, presença de prozona, 

infecção por isolados não capsulados ou pela presença de imunocomplexos (HAMILTON et 

al, 1991; CURRIE et al, 1993).  

O diagnóstico pelo exame direto é realizado por preparações de tinta da China, uma 

coloração negativa, que permite a visualização de leveduras redondas encapsuladas 

sugestivas do gênero Cryptococcus spp. A identificação histopatológica é também baseada 

nas características micromorfológicas da levedura e inclui técnicas de coloração 

histoquímicas como hematoxina-eosina e Grocott, bem como técnicas especiais como 

Mucicarmina de Mayer, que cora a cápsula de margenta e Fontana-Masson, que cora a 

melanina fúngica de marrom avermelhado (ARTAL, 2004; GAZZONI et al, 2008). Em cortes 

histológicos, as leveduras encapsuladas de Cryptococcus spp. parecem estar rodeadas por 

grandes espaços vazios, por causa da fraca coloração da cápsula e pela distorção 

resultante do corte (MICHELL; PERFECT, 1995). 

Segundo a classificação de Schuwartz, a reação histopatológica da criptococose 

pode ser dividida em duas categorias baseadas na reação tecidual. A categoria reativa, que 

resulta de resposta imune celular ativa, apresenta intensa resposta inflamatória, com 

presença de macrófagos, células gigantes multinucleadas, linfócitos e as leveduras são 

encontradas fagocitadas. A categoria paucireativa, indica falta de capacidade do hospedeiro 

em desencadear resposta inflamatória, onde se observa mínima ou ausência de resposta 

inflamatória, as células leveduriformes são extracelulares; destruindo a arquitetura tecidual 

(SCHWARTZ et al, 1982; GAZZONI et al, 2008). 

Para o cultivo e isolamento da levedura utiliza-se o meio de ágar Saboraud sem 

cicloheximida, visto que o microrganismo é sensível a esta droga, ou meios diferenciais 

como ágar níger, cenoura, L-Dopa e outros que contenham ácido caféico ou compostos di 

ou polifenólicos, substrato para a enzima fenol-oxidase, que produz colônias com pigmento 

melanínico, facilitando o reconhecimento de Cryptococcus spp. principalmente em amostras 

não estéreis, tais como escarro e urina (LACAZ et al, 2002).  
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O aspecto macroscópico das colônias, em ágar Sabouraud, 
incubado a 25 ou 30ºC, em dois a quatro dias, são brilhantes, tipicamente brancas a 
castanhas, podendo ser amarelas, rosa-claro ou marrom-claro. Se o organismo for 
capsulado, as colônias apresentam-se mucóides e brilhantes, tomando o aspecto de 
“leite condensado”. No entanto, podem tornar-se secas e opacas com tempo. A 
morfologia microscópica revela leveduras arredondadas ou ovais, isoladas ou aos 
pares, de paredes finas e de tamanhos variados, não ocorrendo pseudo-hifas e hifas 
verdadeiras. O brotamento pode ser simples ou duplo, com pontos de ligação 
estreitos entre as células-mãe e filha. As células são, usualmente, envoltas por 
cápsulas, que variam em espessura, especialmente em preparações feitas 
diretamente a partir de amostras clínicas (FISHER; COOK, 2001, p.210).

Bioquimicamente, todas as espécies do gênero Cryptococcus são não-fermentadoras 

de carboidratos e a maioria dos isolados produzem as enzimas urease e fenol-oxidase. 

Diferente das outras espécies, C. neoformans e C. gattii possuem habilidade de crescer a 

temperatura de 37°C e diferem entre si pela resistê ncia natural do C. gattii a presença de L-

canavanina. O teste de Canavanina-Glicina-azul de Bromotimol (CGB) explora essa 

característica, separando as duas espécies, sendo o crescimento e aparecimento de 

coloração azul cobalto caracterizado como prova positiva e indicativa da identificação do C. 

gattii (KWON-CHUNG et al, 1982). Outra característica bioquímica que diferencia as 

espécies é a inibição da enzima urease pelo EDTA nos isolados de C. gattii, sendo, portanto 

a prova da urease acrescida de EDTA sendo positiva para os isolados de C. neoformans

(KWON-CHUNG, 1987). 

1.2.4. Tratamento  

Em 2000, a Sociedade Americana de Doenças Infecciosas publicou o primeiro guia 

para manejo da doença criptocócica e, em 2010, disponibilizou a atualização desse 

documento, trazendo recomendações para o tratamento da criptococose. O esquema 

sugerido para o tratamento da meningite criptocócica em pacientes HIV-infectados é dividido 

em fases. A terapia primária ou de indução e a de consolidação consistem na administração 

de anfotericina B mais 5-flucitosina por duas semanas, seguida de fluconazol por, no 

mínimo, oito semanas. Na fase supressiva ou de manutenção, bem como na terapia 

profilática é indicado o uso de fluconazol ou itraconazol (PERFECT et al, 2010).  

A profilaxia antifúngica primária para criptococose não é recomendada rotineiramente 

para pacientes com SIDA nos Estados Unidos e na Europa, porém existe evidência 

moderada para sua utilização em áreas onde a HAART não está disponível, com elevados 

níveis de resistência a drogas antiretrovirais e onde há aumento da incidência da doença, 

bem como na estratégia preventiva para pacientes com antigenemia assintomática 

(PERFECT et al, 2010). 

O tratamento para pacientes imunocompetentes consiste também em uma terapia 

inicial de indução com uso de anfotericina B e 5-flucitosina por quatro semanas para 

pacientes sem complicação neurológica, cuja cultura de líquor é negativa. Após duas 
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semanas de tratamento, é sugerida a substituição pela formulação lipídica de anfotericina B 

por mais duas semanas. Já em pacientes com complicações neurológicas, deve-se 

considerar o prolongamento da terapia de indução por seis semanas, utilizando a 

formulação lipídica de anfotericina B nas quatro últimas semanas. Após a indução, a 

consolidação com fluconazol é iniciada por oito semanas, seguida da terapia de manutenção 

com fluconazol, ou outro antifúngico azólico, como o itraconazol, por seis a doze meses 

(PERFECT et al, 2010). 

Na persistência da doença o esquema acima citado é alterado a depender do caso, 

com ajuste de doses. Na recidiva, comum em pacientes com meningite por C. gattii, é 

sugerido o reinício da terapia de indução. Para ambas as situações são recomendadas a 

avaliação in vitro da susceptibilidade aos antifúngicos para verificar alterações na 

Concentração Inibitória Mínima (CIM) do isolado original. Uma diferença de três ou mais 

vezes da CIM sugere desenvolvimento de resistência, devendo ser considerado o uso de 

agentes antifúngicos alternativos (PFALLER et al, 2010; REX; PFALLER, 2002). 

1.3. Testes de susceptibilidade antifúngica  

O crescente número de infecções fúngicas invasivas e a introdução constante de 

novos medicamentos, bem como o aumento de micro-organismos resistentes, estimularam 

o interesse e a necessidade clínica de testes de avaliação de sensibilidade (ARIKAN et al, 

2000; REX et al., 2001).  

O desenvolvimento de testes de susceptibilidade foi objeto de diversos trabalhos na 

ultima década. O “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) disponibiliza método 

de referência para determinação de sensibilidade antifúngica de leveduras no documento 

M27-A3, que se baseia em macro ou microdiluição em caldo (CLSI, 2008). Testes baseados 

em difusão em ágar, como disco difusão e E-test, têm sido o foco de interesse de alguns 

pesquisadores, por serem atrativos pela simplicidade de execução, reprodutibilidade e por 

não requererem equipamentos para sua execução e leitura (REX et al, 2001; LASS-FLORL 

et al, 2010). 

A realização de testes de susceptibilidade é indicada para estudos de vigilância 

epidemiológica, com objetivo de conhecer os perfis de susceptibilidade e resistência; 

determinar o nível de resistência frente a novos compostos com atividade antifúngica e 

predizer a resposta clínica, além de otimizar a terapia de pacientes hospitalizados que não 

respondem ao tratamento, e que apresentam infecções fúngicas invasivas ou por isolados 

com eleva taxa de resistência a antifúngicos (REX et al, 2001; PAREDES, 2009) 

Métodos de diluição em caldo constituem o padrão ouro para determinação de 

susceptibilidade in vitro, tanto para leveduras quanto para fungos filamentosos. A resistência 
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antifúngica é usualmente quantificada usando a CIM, na qual o crescimento do micro-

organismo na presença de uma faixa de concentrações da droga é mensurado após um 

período de tempo definido de acordo com protocolo padrão. A menor concentração da droga 

que resulta em significante redução ou completa ausência de crescimento do micro-

organismo é definida como a CIM (CLSI, 2008). 

Atualmente, duas metodologias internacionais estão disponíveis para determinar a 

susceptibilidade de fungos a agentes antifúngicos estão disponíveis. A primeira foi publicada 

pelo CLSI e a segunda desenvolvida pelo subcomitê de testes de susceptibilidade 

antifúngica do “European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST). 

Ambos apresentam alta reprodutibilidade entre laboratórios, diferenciando populações com 

altos e baixos valores de CIM para drogas antifúngicas. Essas metodologias diferem quanto 

ao inóculo, meio e critérios de leitura dos testes, sugerindo que os pontos de corte do CLSI 

não podem ser extrapolados para o método EUCAST e vice-versa (CLSI, 2008; EUCAST, 

2008).  

As desvantagens dos testes baseados em microdiluição são: a necessidade de longo 

período de tempo para determinar os resultados (24 a 72 horas); falha na detecção de 

isolados resistentes para alguns antifúngicos; ausência de pontos de corte para 

combinações de microrganismo x droga; difícil interpretação de leitura para isolados que 

apresentam efeito “trailing”; além de serem trabalhosos, requererem pessoal qualificado, 

infra-estrutura mais complexas e custo elevado (ARIKAN, 2007; PAREDES, 2009).  

Os métodos disponíveis para avaliação da susceptibilidade por difusão em ágar são 

o disco difusão e o método E-test. O método E-test é um método comercial, que consiste em 

uma fita plástica impregnada com concentrações crescentes da droga a qual é dispensada 

em uma placa de ágar inoculada com o micro-organismo teste onde, após o período de 

incubação, ocorre a formação de uma elipse e a CIM é determinada a partir do ponto de 

inserção da zona de inibição do crescimento microbiano na fita. 

O método de disco difusão é considerado simples, econômico e conveniente para a 

implantação na rotina laboratorial, visto que já é bem estabelecido em laboratórios de 

microbiologia para avaliar sensibilidade bacteriana. O CLSI traz no Documento M44-A3 

padronização para avaliação de sensibilidade de leveduras por essa metodologia, com 

interpretação para azóis, fluconazol, posaconazol e voriconazol e para a equinocandina 

caspofungina, porém, é apenas validado para leveduras do gênero Candida spp (CLSI, 

2009). 

Diversos trabalhos avaliando a correlação entre as metodologias de disco difusão e 

microdiluição em caldo, mostram excelente concordância entre os resultados, para diversos 

antifúngicos (MATAR et al, 2003; BARRY et al, 2002; PFALLER et al, 2004; ESPINELL-

INGROFF et al, 2007). Esse método mostrou acurácia e precisão quando comparado com a 
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técnica padrão para avaliação da susceptibilidade de leveduras, entretanto, são necessárias 

avaliações de pontos de corte para antifúngicos ainda não padronizados pelo CLSI, bem 

como avaliações com um maior número de isolados resistentes (BARRY et al, 2002; 

PFALLER et al, 2004). 

1.4. Resistência antifúngica dos Cryptococcus spp. 

O termo resistência é utilizado para descrever relativa insensibilidade de um 

microrganismo a uma droga antimicrobiana avaliada in vitro quando comparado com outros 

isolados da mesma espécie. Falha terapêutica se refere ao fracasso de uma terapêutica 

adequada para uma determinada indicação clínica. As razões para tal podem ser a 

resistência antifúngica, função imune comprometida, baixa biodisponibilidade ou 

metabolismo acelerado da droga (REX et al, 1997). 

A resistência primária ou intrínseca ocorre em microrganismos nunca antes expostos 

a droga de interesse e, em Cryptococcus spp., esse tipo de resistência é observado frente a 

drogas da classe das equinocandinas, visto que a constituição de sua parede celular contém 

polissacarídeos �-glucana ao invés de polissacarídeos �-glucana, sítio alvo das 

equinocandinas (MESSER et al, 2004). Já a secundária, referente à aquisição de 

resistência, surge após a exposição do organismo à droga. A resistência secundária em 

isolados de Cryptococcus spp. é incomum para drogas padrão como polienos, azóis e 5-

flucitosina, entretanto, é maior frente aos azóis (REX et al, 1997). 

Os mecanismos de resistência a azóis descritos para leveduras incluem alteração de 

afinidade pela P450 lanosterol 14�-desmetiliase, sítio alvo deste antifúngico, devido a 

mutações no gene ERG11, que se relacionam com baixo nível de resistência a fluconazol 

em Cryptococcus spp. e hiper-expressão de bombas de efluxo que diminuem o acúmulo 

dessas drogas intracelular, e estão associado com alto nível de resistência (PFALLER et al, 

2009; SANGLARD et al, 1998; VENKATESWARLU et al, 1997; LAMB et al, 1995). 

Outro mecanismo, ainda não elucidado, é a heteroresistência a azóis. Alguns autores 

supõem que a dissomia do cromossomo 1, que carreia os genes ERG11 e AFR1, se 

relaciona com este fenômeno (SIONOV et al, 2010). A heteroresistência é definida como a 

habilidade de uma sub-população em se adaptar a concentrações crescentes da droga, 

resultando em populações homogêneas resistentes. É considerado um mecanismo inato e 

adaptativo do complexo C. neoformans - C. gattii, visto que não há diferenças de 

heteroresistência quanto a isolados ambientais e clínicos, porém, estes variam quanto à 

espécie envolvida. A avaliação quanto ao nível de heteroresistência a azóis é recomendada 

para casos de criptococose em que se faz necessária a terapia por longo período com azóis 

(MORDON et al, 1999; SIONOV et al, 2009; VARMA et al, 2010; YAMAZUMI et al, 2003). 
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Relatos de resistência a anfotericina são raros, no entanto a resistência secundária é 

ocasionalmente descrita em isolados de Candida spp. e Cryptococcus spp. A resistência a 

anfotericina B em Cryptococcus spp. foi inicialmente descrita em um isolado de paciente 

com recindiva da doença após tratamento para meningite criptocócica. A alteração que 

conferia resistência específica a droga foi encontrada na enzima esterol � 8�7 isomerase 

(KELLY et al, 1994). Mutações na via da biossíntese do ergosterol, como na enzima � 5,6 

desnaturase, também conferem resistência a anfotericina B, com resistência cruzada a 

antifúngicos azóis (JOSEPH-HORNE et al, 1995). 

A monoterapia é um fator de risco para aquisição de resistência a 5-flucitosina e há 

falha terapêutica em 57% dos casos, sendo desaconselhada sua prática (HOSPENTHAL; 

BENNETT, 1998; PERFECT et al, 2010). Pouco se conhece sobre o real mecanismo de 

ação da 5-flucitosina, sabe-se que a droga entra na célula pela ação da citosina permease, 

após sua entrada é desaminada pela citosina desaminase em 5-fluorouracil e é convertida 

pelo processamento celular de pirimidinas em 5-fluorodeoxiuridina monofosfato que inibe a 

timidilato sintetase e a 5-flourouridina trifosfato interrompendo a síntese de RNA e, por 

conseguinte, a síntese protéica (BENNETT, 1977). A aquisição de resistência ocorre devido 

a mutações pontuais nos genes envolvidos na biotransformação da droga (HOSPENTHAL; 

BENNETT, 1998). 

1.5. Justificativa 

Pouco se conhece sobre a epidemiologia e microbiologia dos Cryptococcus spp. no 

estado da Bahia e apoiado no aumento do número de casos da doença no mundo, 

principalmente em indivíduos imunocompetentes torna o conhecimento acerca da frequência 

das espécies e genótipos, do perfil de susceptibilidade antifúngica e da virulência de 

isolados clínicos de Cryptococcus spp. uma importante e inicial contribuição no 

entendimento da doença no nosso estado. 
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2.0. OBJETIVOS 
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2.1. Objetivo Geral 

Caracterizar fenotípica e genotipicamente os Cryptococcus spp. isolados de casos de 

meningite diagnosticados no Hospital Especializado Couto Maia, no estado da Bahia, Brasil 

no período de 2006 a 2010, bem como avaliar o desempenho dos testes de susceptibilidade 

antifúngica. 

2.2. Objetivos específicos 

1. Descrever a freqüência das espécies de Cryptococcus spp. nos isolados clínicos 

oriundos de casos de meningite diagnosticados no Hospital Especializado Couto 

Maia, na Bahia durante o período de 2006 a 2010; 

2. Determinar os genótipos dos isolados clínicos de Cryptococcus spp. na Bahia por 

meio da técnica de Reação de Polimerização em Cadeia associado ao Polimorfismo 

do Tamanho do Fragmento de Restrição “polymerase chain reaction - restriction 

fragment length polymorphism” (PCR-RFLP) do gene URA5; 

3. Investigar a presença de fatores de virulência de isolados clínicos de Cryptococcus

spp. como: produção das enzimas proteinase, fosfolipase e urease, habilidade de 

crescimento a 37°C e produção de melanina; 

4. Determinar o perfil de susceptibilidade antifúngica (anfotericina B, fluconazol, 

itraconazol e 5-flucitosina) de isolados clínicos de Cryptococcus spp., pela técnica de 

microdiluição em caldo; 

5. Avaliar o desempenho da técnica de disco difusão frente a técnica padrão de 

microdiluição em caldo através da análise de correlação e concordância de pontos 

de corte para os isolados clínicos de Cryptococcus spp. frente a antifúngicos. 
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3.0. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Micro-organismos 

3.1.1. Isolados Clínicos  

Foram utilizados Cryptococcus spp. isolados 62 casos de meningite, diagnosticados 

no Hospital Especializado Couto Maia, Salvador-BA no período de 2006 a 2010. As 

leveduras foram isoladas e identificadas no laboratório do hospital, e enviadas ao 

Laboratório de Pesquisa em Microbiologia Clínica (LPMC) da Faculdade de Farmácia da 

UFBA, onde tiveram sua viabilidade, pureza e identificação confirmadas. 

3.1.2. Cepas padrão 

 Leveduras padrão de referência da “American Type Culture Collection” (ATCC): 

Candida parapsilosis ATCC 22019, C. albicans ATCC 90028 e C. krusei ATCC 6258, da 

coleção de cultura do LPMC, bem como os padrões moleculares de Cryptococcus spp. WM 

148 (VNI), WM 626 (VNII), WM 628 (VNIII), WM629 (VNIV), WM 179 (VGI), WM 178 (VGII), 

WM 175 (VGIII), e WM 779 (VGIV), gentilmente cedidas pelo Laboratório de Micologia do 

Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (IPEC) da Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ), foram utilizadas para estabelecimento de controles de qualidade.  

3.1.3. Estoque e manutenção dos isolados 

Depois de confirmada a identificação, viabilidade e pureza, os isolados foram 

repicados em Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) e incubados a temperatura de 28°C por 48-

72h em estufa de Demanda Biológica de Oxigênio (BDO) e, em seguida, foram conservados 

à temperatura de -20°C, em caldo Sabouraud acrescid o de 20% de glicerol e glicerol puro, e 

em geladeira, por repiques sucessivos em ASD. 

3.2. Caracterização Fenotípica 

3.2.1.  Identificação fúngica 

A identificação do gênero Cryptococcus spp. foi realizada por meio de características 

morfológicas, em preparações de tinta da China, e bioquímicas, pelas provas de assimilação 

(auxanograma) e fermentação (zimograma) de carboidratos (LARONE, 1995; LACAZ et al, 

2002).  

3.2.1.1. Presença de cápsula  

Para visualização da cápsula foi utilizada a técnica da tinta da China, onde uma 

preparação de lâmina-lamínula, realizada a partir de uma gota da suspensão da levedura 

em solução salina acrescida de uma gota da tinta, foi visualizada por microscopia ótica em 
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objetiva de 40X. A presença de leveduras redondas encapsuladas foi considerada um 

achado sugestivo do gênero Cryptococcus spp. (LACAZ et al, 2002). 

3.2.1.2. Auxanograma  

A prova de assimilação de carboidratos, auxanograma, foi realizada utilizando a 

técnica de “pour-plate”, onde em uma placa de Petri estéril foram misturados 20 mL do meio 

Yeast Nitrogen Base (YNB) fundido e resfriado à 45ºC a 1 mL de uma suspensão aquosa de 

levedura ajustada à escala 5,0 McFarland. Após a solidificação do meio, pequenas 

quantidades dos carboidratos (dextrose, sacarose, lactose, galactose, rafinose, inositol, 

xilose, celobiose, trealose, maltose e dulcitol) foram adicionadas em posições previamente 

marcadas. As placas foram incubadas por 48 horas à 28ºC. A assimilação foi observada 

através do aparecimento de halo de crescimento, na área correspondente a cada fonte de 

carboidrato. A dextrose foi utilizada como controle de viabilidade da levedura, visto que 

todas as leveduras assimilam esse carboidrato (LARONE, 1995).  

A assimilação de fontes de nitrogênio foi realizada pela mesma técnica utilizada para 

a assimilação de carboidratos, porém o meio base utilizado foi o Yeast Carbon Base (YCB), 

e como fontes de nitrogênio foram utilizados a peptona e o nitrato de potássio (LARONE, 

1995). 

3.2.1.3. Zimograma 

A prova foi realizada inoculando 1 mL da suspensão aquosa da levedura ajustada à 

escala 5,0 de McFarland, em um tubo contendo 3 mL de caldo basal (azul de bromotimol 

0,03g; extrato de levedura 2,7g; peptona 4,5g; etanol a 95% 1,8 mL em água destilada 600 

mL) para fermentação e um tubo de Durham invertido. A este foi adicionado 1 mL de uma 

solução de dextrose a 10%, esterilizada por filtração. A prova foi realizada utilizando apenas 

um carboidrato, visto que o gênero Cryptococcus spp. não utiliza carboidratos por esta via. 

Um tubo com apenas a suspensão da levedura foi utilizada como controle negativo. Os 

tubos foram incubados à 28ºC por até 14 dias. A prova positiva foi atribuída ao aparecimento 

de gás, detectado pela presença de bolhas no interior do tubo de Durham (LARONE, 1995). 

  

3.2.2. Quimiotipagem 

Para diferenciação das espécies de C. neoformans e C. gattii, isolados de 

Cryptococcus spp. foram semeados em ágar Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (CGB) 

(100 mL de solução A: glicina 10 g; KH2PO4 1 g; MgSO4 1 g; sulfato de L-canavanina 30 mg 

em 1.000 mL de água destilada; 20 mL de solução B: azul de bromotimol 0,4 g; NaOH 0,01N 

64 mL; em 36 mL de água destilada) e incubados a 28°C por 48 horas. O aparecimento de 

coloração azul no meio de cultura, após crescimento fúngico, indicou metabolização da L-

canavanina e utilização de glicina cujos produtos alcalinos alteraram o pH do meio 
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identificando a espécie gattii. A identificação da espécie neoformans foi dada pelo resultado 

inalterado da prova (KWON-CHUNG et al, 1982). C. gattii WM 779 e C. neoformans WM 628 

foram utilizados como controles de qualidade foram utilizados  

3.3. Pesquisa dos fatores de virulência 

3.3.1.  Pesquisa de fosfolipase e proteinase 

Para a pesquisa das enzimas fosfolipase e proteinase, suspensões equivalentes à 

escala 1,0 McFarland foram inoculadas em placas contendo ágar proteinase (extrato de 

levedura 11,7g; albumina bovina 2 g; protovit 3 gotas; ágar 18 g e água 1000 mL) (RUCHEL 

et al, 1982) e ágar fosfolipase (ágar Sabouraud 65 g; NaCl 57,3 g; CaCl2 0,55 g; gema de 

ovo 40 g em 1000 mL água) (PRICE et al, 1983), e então incubadas a 35oC, 

respectivamente, por 15 e 7 dias, sendo realizadas em triplicatas.  

A presença da enzima fosfolipase foi observada pela formação de uma zona opaca 

ao redor da colônia do isolado e a atividade enzimática (PZ) foi medida dividindo-se o valor 

do diâmetro da colônia pelo valor do diâmetro da colônia mais a zona de precipitação. O 

isolado teve sua atividade classificada como: não produtoras desta enzima (PZ = 1), 

atividade média (PZ � 0,64 < 1,0) e atividade enzimática elevada (PZ � 0,63). Já a enzima 

proteinase foi detectada pela formação de um halo transparente ao redor da colônia do 

isolado. A atividade da enzima proteinase foi interpretada como: sem atividade ou negativa 

para a ausência de halo; fraca quando o halo foi menor que 1 mm de raio; média, quando o 

halo esteve entre 1 a 2 mm de raio e forte quando maior que 2 mm de raio (CHEN, S. et al, 

1997). A cepa padrão de C. albicans ATCC 90028 foi utilizada como controle de 

reprodutibilidade foi utilizado. 

3.3.2. Presença de urease

Para a pesquisa da urease, uma UFC foi repicada em ágar urease de Christensen 

(0,1 g extrato de levedura, 91 mg KH2PO4, 95 mg Na2HPO4, 20 g uréia, 0,01 g vermelho de 

fenol 1,5% ágar em 1000 mL de água destilada, pH 7,0) e incubada a temperatura de 28ºC 

pelo período de 48 a 72 horas. A reação positiva foi indicada pelo aparecimento de cor rosa 

no meio de cultura devido a degradação da uréia a amônia que alterou o indicador de pH 

para alcalino. A prova negativa foi dada pela coloração inalterada do meio (COX et al, 2000). 

As cepas padrão ATCC de C.albicans 22018 e C. krusei ATCC 6258 foram utilizadas como 

controles negativo e positivo, respectivamente. 
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3.3.3. Habilidade de crescimento a 37°C 

Uma UFC foi repicada em ASD e o crescimento colonial indicou termotolerância após 

incubação a 37°C pelo período de 48 a 72 horas (LAR ONE et al, 2002). 

3.3.4. Produção de melanina 

Após crescimento em ASD, uma UFC (Unidade Formadora de Colônia) foi repicada 

para a superfície de uma placa contendo o meio mínimo (10 g glicose, 780 mg creatinina, 

200 mL extrato de semente de níger (Guizottia abyssinica), 20 g ágar bacteriológico, 800 mL 

água destilada) e após 48 horas de incubação a 28ºC, foi avaliada a presença de pigmento 

colonial marrom indicando a produção de melanina (SIDRIM, 1995 - modificado). Foram 

utilizadas como controle de qualidade do meio de cultura as cepas C. neoformans WM 628, 

para controle positivo, e C. albicans ATCC 22018 para controle negativo. 

3.4. Determinação da Sensibilidade a antifúngicos 

A sensibilidade aos antifúngicos anfotericina B, fluconazol, itraconazol e 5-flucitosina 

foi avaliada através da técnica de disco difusão, descrita no protocolo M44-A2 (CLSI, 2009) 

e da técnica da microdiluição em caldo, descrita no protocolo M27-A3 (CLSI, 2010).

3.4.1. Disco Difusão 

3.4.1.1. Técnica 

A sensibilidade por meio da técnica de disco difusão foi avaliada frente aos 

antifúngicos fluconazol (25 µg), itraconazol (10 µg), anfotericina B (100 µg) e 5-flucitosina (1 

µg) (CECON). Para este teste foram utilizadas placas de Petri contendo ágar Mueller-Hinton 

(Acumedia, New York, NY) suplementado com 2% de glicose e 0,5 µg/mL de azul de 

metileno (MHGM) com espessura de quatro milímetros e pH 7,2. De um crescimento de 48 

horas, três a quatro colônias de semelhante morfologia foram suspensas em solução salina 

0,85% estéril e, em seguida, a suspensão foi ajustada a escala padrão de turbidez 0,5 

McFarland e, com auxílio de swab estéril, foi semeada na superfície do ágar em estrias e em 

três diferentes direções. O discos de antifúngicos foram assepticamente dispensados e as 

placas foram incubadas a 35°C por 48 horas e, após o período de incubação, os halos de 

inibição de crescimento fúngico ao redor dos discos foram medidos em milímetros de 
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diâmetro. Foram utilizados as cepas padrão Candida albicans ATCC 90028 e Candida 

parapsilosis ATCC 22019 como controles de qualidade e reprodutibilidade 

3.4.1.2.  Critérios de interpretação de resultados 

O documento M44-A (2004) traz apenas critérios interpretativos para os azóis, 

fluconazol e voriconazol e o suplemento de atualização do protocolo (2009) acrescenta 

critérios para a equinocandina, caspofungina e posaconazol. Portanto, apenas os resultados 

para fluconazol foram interpretados baseados neste documento e para os demais 

antifúngicos foram utilizados critérios sugeridos pelo fabricante dos discos (CECON) e o 

Neo-Sensitabs® (Rosco Diagnostica, Deumark, DK). Os critérios interpretativos utilizados 

estão sumarizados na Tabela 01. 

S S-DD R S S-DD R S S-DD R

Fluconazol �19 18-15 �14 �19 18 - 15 �14 >19 18-15 �14

Itraconazol  -  -  - �23 22 - 14 �13 �20 19 - 12 �11

Anfotericina B  -  -  - �15 14 - 12 �11 >10  - �10

5-Flucitosina  -  -  - �20 19 - 12 �11 >20 19 - 10 <10

CLSI, 2009 NeoSensitabs CECON

Tabela 01. Critérios de interpretação de resultados para metodologia de disco difusão (mm).

Antifúngico

S - sensível; S-DD - Sensível-dose dependente; R - Resistente

3.4.2. Microdiluição em Caldo 

3.4.2.1. Técnica  

As concentrações inibitórias mínimas (CIMs) para o fluconazol, itraconazol, 

anfotericina B e 5-flucitosina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.) foram determinadas utilizando 

faixas de concentrações finais de 0,03 a 64 µg/mL para fluconazol e 5-flucitosina, de 0,03 a 

16 µg/mL para itraconazol e anfotericina B.  

Para os antifúngicos fluconazol e 5-flucitosina foi utilizado água destilada estéril 

como solvente para a obtenção das soluções iniciais testadas (128 µg/mL), já para a 

anfotericina B e itraconazol, a solução inicial foi obtida solubilizando o pó em DMSO seguida 

de diluição em solução 1:10 de DMSO: RPMI, obtendo solução de concentração 160 µg/mL 

com posterior diluição para obtenção da solução teste de 32 µg/mL . 
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Em uma placa de microdiluição com múltiplos poços (96 poços com fundo em 

formato de U) foram feitas diluições a partir de uma solução de 128 µg/mL para fluconazol e 

5-flucitosina e de 32 µg/mL para itraconazol e anfotericina B em caldo RPMI 1640 

suplementado com 2% de glicose e tamponado com MOPS (3-N-morfolinopropano-ácido 

sulfônico) a pH 7,0. Uma suspensão da levedura ajustada a escala padrão de turbidez 0,5 

McFarland, como descrita no item 4.1.1, foi diluída a 1:50 e, em seguida, diluída 1:20, em 

caldo RPMI 1640, de forma a atingir 1 a 5 X 103 UFC/mL. Em 100 µL de cada diluição do 

antifúngico foram adicionados 100 µL da suspensão fúngica e, então, as placas foram 

incubadas a 35°C por 72-74 horas. Após o período de  incubação, 15 µL de cloreto de 2,3,5-

trifeniltetrazólio (TTC) a 0,5% em água destilada foram adicionados por toda a placa e a 

presença de crescimento fúngico visível foi observada através de coloração vermelha. A 

CIM foi definida como a menor concentração que inibiu 100% do crescimento fúngico para a 

anfotericina B e 50% para os azóis e 5-flucitosina, quando comparado ao controle de 

crescimento. Os testes foram conduzidos em duplicata. As cepas padrão Candida krusei

ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC 22019 foram utilizadas para realização dos 

controles de: qualidade, reprodutibilidade, crescimento fúngico e esterilidade do meio. 

3.4.2.2. Critérios de interpretação de resultados 

O protocolo M27-A2 (CLSI, 2008) estabelece pontos de corte para interpretação dos 

resultados somente para algumas combinações organismo-droga e de acordo com esses 

critérios os isolados foram considerados: sensíveis ao fluconazol quando as CIMs foram � 8 

µg/mL, sensíveis dose-dependentes quando ficaram entre 16-32 µg/mL e resistentes os que 

apresentaram valores � 64 µg/mL; para o itraconazol foram sensíveis os com CIM � 0,125 

µg/mL, sensíveis dose-dependentes com CIM entre 0,25 e 0,5 µg/mL e resistentes � 1 

µg/mL; isolados foram sensíveis a 5-flucitosina quando apresentaram valores de CIM � 4 

µg/mL, com sensibilidade intermediária valores entre 8 e 16 µg/mL e resistentes com valores 

de CIM �32 µg/mL; por fim, para a anfotericina B o CLSI considera prováveis isolados 

resistentes com CIMs >1	g/mL (Tabela 02). Quando as CIMs apresentaram valores entre 

uma e outra categoria, a sensibilidade do isolado foi classificada na categoria imediatamente 

superior ao valor encontrado.  
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Fluconazol

Itraconazol

Anfotericina B

5-Flucitosina � 32 µg/mL

 8 �g/mL

 0.125 �g/mL

�

16 - 32 µg/mL

0.25 - 0.5 µg/mL

�

� 64 µg/mL

� 1 µg/mL

> 1 µg/mL

Resistente

Fonte: Documento M27-A3, CLSI, 2008.

Antifúngico Sensível Sensibilidade Dose-
Dependente

 4 �g/mL 8 - 16 µg/mL

Tabela 02. Diretrizes de interpretação dos testes de sensibilidade in vitro  para metodologia de 
diluição em caldo.

3.5. Análise Estatística 

As análises de correlação entre os resultados obtidos pelas técnicas de disco difusão 

e microdiluição em caldo foram realizadas por regressão linear e t de Student; enquanto a 

significância dos resultados foi obtida pelo método dos mínimos quadrados utilizando o 

software SPSS 17.0. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos 

quando o valor de p foi < 0,05 

 Foram avaliadas as concordâncias globais e categóricas entre os pontos de corte 

sugeridos pelo fabricante dos discos (CECON), os descritos pela NeoSensitabs (Rosco 

Diagnostica – Deumark, DK), bem como aquele sugerido pelo CLSI, para a interpretação 

dos halos de inibição obtidos pela técnica de disco difusão, com os resultados de CIM 

obtidos pela técnica padrão de microdiluição em caldo.  

Através do coeficiente de concordância, os resultados foram classificados como 

maiores erros quando o isolado mostrou-se resistente pela técnica de disco difusão e 

sensível pelo método da microdiluição em caldo; erros muito maiores quando foi sensível 

pela técnica de disco difusão e resistente pelo método da microdiluição em caldo e 

classificados como menores erros quando o resultado de uma das técnicas foi resistente ou 

sensível e o outro dose-dependente (BARRY et al, 2002). 

3.6. Caracterização Genotípica de Cryptococcus spp. 

3.6.1.  Técnica de extração do DNA genômico 

Para obtenção do DNA genômico foi utilizado o método descrito por Bolano e 

colaboradores (2001). Após 48 horas de crescimento, 3 a 4 alçadas da levedura foram 

transferidas para 2 mL de tampão uréia (Uréia 8M, NaCl 0,5M, Tris 20mM, EDTA 20 mM, 
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SDS 2%, pH 8,0) os quais foram incubados por 4 horas sob agitação de 60 rpm a 

temperatura ambiente. Após o período de incubação as células foram recuperadas por 

centrifugação a 4.000 x g por 2 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento 

ressuspenso em 400 µL de tampão de lise (SDS 0,5%, sarkosyl 0,5% em TE (EDTA 1 mM, 

Tris-HCl 1 mM, pH 8,0), pH 8,0) e a estes foram adicionados 400 µL fenol:clorofórmio:álcool 

isopropílico e 400 µL de pérolas de vidro de 212-300 µM de diâmetro. Então as células 

foram submetidas à lise mecânica por 3 ciclos de agitação a 420 x g por 3 minutos, com 

intervalos de 3 minutos de incubação a 4°C. O extra to resultante foi centrifugado a 1.360 x g 

por 15 minutos e o sobrenadante transferido para um novo tubo de 1,5 mL. A precipitação 

foi realizada com 400 µL de isopropanol gelado “over night”, e então foram centrifugados por 

10 minutos a 6.720 x g. Após descarte do sobrenadante, o sedimento foi lavado com 400 µL 

de álcool 70° gelado e novamente centrifugado por 1 0 min a 6.720 x g. O sedimento foi seco 

por 15 minutos e ressuspenso em 100 µL de TE. As soluções de DNA foram conservadas a 

-20°C até a quantificação. 

3.6.2. Quantificação do DNA genômico. 

O volume de 1 µL do DNA extraído teve sua concentração estimada por comparação 

de bandas com 0,1 µg do marcador de peso molecular do DNA do fago � restringido pela 

HindI (Invitrogen) em gel de agarose a 0,8%, submetido a corrida eletroforética de 80V por 

50 min. Após a corrida, o gel foi corado com brometo de etídio, e examinado sob luz Ultra 

Violeta (UV) (Tabela 03). 

3.6.3.  Técnica de Reação em Cadeia da Polimerase associado ao Polimorfismo do 

Tamanho do Fragmento de Restrição (PCR-RFLP) do gene URA5 

Fragmento Tamanho (bp) Massa (ng)

1 23,13 47,7

2 9,416 19,4

3 6,557 13,5

4 4,361 9

5 2,322 4,8

6 2,027 4,2

7 564 1,2

8 125 0,3

Tabela 03. Estimativa de massa (ng) por fragmento de 
0,1 
g de DNA do fago � digerido pela enzima Hind III.
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O PCR do gene URA5 foi realizado como descrito por Meyer e colaboradores (2003). 

Para um volume reacional final de 50 µL, foram utilizados 50 ng do DNA genômico, 150 ng 

de cada primer, URA5 (5' ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG 3
) e SJ01 (5


TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC3
), 0,2 nM de cada dNTP, 3 mM de cloreto de 

magnésio, 1,5 U de Taq Polimerase (Promega) e 10µL de 5X Green buffer (GoTaq® - 

Invitrogen). 

O PCR foi realizado em 35 ciclos no Termociclador (Bio Rad) utilizando as seguintes 

condições: 2 minutos de desnaturação inicial a 94°C , seguido de 35 ciclos de 45 segundos 

de desnaturação a 94°C, 1 minuto de pareamento a 61 °C, 2 minutos de extensão a 72°C, 

com extensão final de 10 minutos a 72°C. O produto amplificado foi visualizado em gel de 

agarose a 1,5% em tampão Tris-borato EDTA (TBE), numa corrida eletroforética de 100 V 

por 2 horas e, em seguida, corado em brometo de Etídio. Um volume de 15µL do 

amplificado foram digeridos simultaneamente com as enzimas Sau96I (10 U/L) (New 

England – BioLabs) e HhaI (20 U/L) (Invitrogen) por toda a noite e separado por eletroforese 

em gel de agarose a 3% a 100V por 2 horas. Os fragmentos gerados foram observados sob 

luz UV após coloração com brometo e fotodocumentados.  

Os perfis de restrição gerados foram comparados àqueles obtidos pelas cepas de 

referencia de Cryptococcus spp. WM 148 (VNI), WM 626 (VNII), WM 628 (VNIII), WM629 

(VNIV), WM 179 (VGI), WM 178 (VGII), WM 175 (VGIII), e WM 779 (VGIV), bem como pelo 

mapa de restrição. 

3.6.3.1.  Construção do mapa de restrição 

Seqüência de nucleotídeos do gene de orotidina-monofosfato pirofosforilase (URA5) 

de Cryptococcus sp. dos tipos moleculares WM 148, WM161, WM 178, WM 179, WM 628, 

WM 629, WM 626 e WM 779 foram obtidas do Genbank (Pubmed): WM148 (AJ555621); 

WM161 (AJ555833); WM178 (AJ555832); WM179 (AJ555831); WM628 (AJ555829); 

WM626 (AJ555828); WM629 (AJ555830); WM779 (AJ555834) e, então, localizados os 

pontos de restrição para as enzimas HhaI e Sau96I a partir da especificidade destas (Figura 

04). 

Figura 04. Sítios de restrição das enzimas Sau96I e HhaI.
Fonte: A AUTORA.
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3.7. Aspectos éticos 

O projeto referente a este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital 

Especializado Couto Maia (ANEXO A). 
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3. RESULTADOS 
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4.1. Caracterização Fenotípica  

4.1.1.   Identificação 

Todos os 62 isolados foram identificados como pertencentes ao gênero 

Cryptococcus spp. a partir das características bioquímicas, através da assimilação de 

carboidratos específicos e ausência de fermentação de dextrose; pelas características 

morfológicas, através da observação de células leveduriformes redondas e encapsuladas 

em preparações de tinta da China (Figura 05).  

4.1.2. Quimiotipagem 

A quimiotipagem caracterizou 21% (13/62) dos isolados como C. gattii e 79% (49/62) 

como C. neoformans (Figura 06). 

Figura 05. Cápsula de Cryptococcus spp. observada 
pelo contraste da preparação de tinta da China.
(Aumento de 400X). Fonte: A AUTORA. 

Figura 06. Freqüência das espécies de Cryptococcus spp. 
isolados de casos de meningite diagnosticados no Hospital 
Especializado Couto Maia em Salvador, BA. �
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C. gattii C. neoformans
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79%
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4.1.3. Fatores de virulência  

A enzima proteinase não foi detectada nos isolados pela metodologia utilizada, 

porém, em apenas um isolado de C. neoformans não foi detectada a enzima fosfolipase. A 

atividade elevada para enzima fosfolipase foi detectada em 63% dos isolados e atividade 

moderada em 35,5%, quando estratificado por espécie, não foram encontradas diferenças 

significativas quanto à atividade enzimática (Tabela 04). A habilidade de crescimento a 37°C 

e a produção de melanina foram observadas em todos os isolados, e a ausência da enzima 

urease foi detectada em um isolado de C. gattii. 

�

Tabela 04: Atividade Enzimática de Proteinase e Fosfolipase de isolados de 
Cryptococcus spp. 

Espécieis 

Proteinase Fosfolipase 
Total p  

valor*
Sem 

atividade 
Sem 

atividade
Atividade 

média 
Atividade 
elevada 

n % n % n % n % n % 

C. gattii 13 100  0 0  6 46  7 54  13 100  
0,568 

C. neoformans 49 100  1 2  16 32,6  32 65,4  49 100  

Total 62 100  1 1,5  22 35,5  39 63  62 100   
�������������������������

4.1.4.      Perfil de susceptibilidade antifúngica 

4.1.4.1.     Disco Difusão 

Utilizando a interpretação descrita pelo NeoSensitabs, 96,8% (60/62), 74,2% (46/62) 

e 45,2% (28/62) dos isolados foram classificados como sensíveis a anfotericina B, fluconazol 

e itraconazol, respectivamente. Quando interpretados pelos critérios da CECON, houve 

alteração do resultado para o fluconazol para 71% (44/62) e itraconazol para 72,6% (45/62). 

Nenhum isolado demonstrou sensibilidade a 5-flucitosina, sendo que 83,6% (51/61) 

apresentaram resistência a esta droga para ambos os critérios. Com relação a anfotericina 

B, também, houve um isolado resistente detectado independente do critério analisado 

(Tabela 05). 
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4.1.4.2. Microdiluição em caldo 

A susceptibilidade dos 62 isolados clínicos de Cryptococcus spp. determinada pela 

técnica padrão de microdiluição está sumarizada na Tabela 06. Para o fluconazol e o 

itraconazol, 74,2% (46/62) e 80,6% (50/62) dos isolados foram sensíveis respectivamente, já 

três 4,8% (3/62) dos isolados apresentaram resistência a Fluconazol. Nenhum demonstrou 

resistência a itraconazol e 19,4% (12/62) apresentaram sensibilidade dose-dependente a 

este antifúngico. A 5-flucitosina foi o antifúngico com o menor percentual de isolados 

sensíveis 30,6% (19/62), e maior quanto à sensibilidade dose-dependente 67,8% (42/62). A 

resistência a anfotericina B foi detectada em 3,2% (2/62).  

A estratificação dos resultados de sensibilidade pelo método de microdiluição por 

espécie mostrou diferenças significativas para os antifúngicos azólicos. Os isolados de C. 

gattii se mostraram cerca de oito vezes mais resistentes ao fluconazol quando comparado 

com os isolados de C. neoformans, apresentando resistência em 15,5% dos isolados. A 

n % n % n % n %

Fluconazol 46 74 13 21 3 4,8 62 100

Itraconazol 50 81 12 19 0 0 62 100

Anfotericina 60 97 0 0 2 3,2 62 100

5-Flucitosina 19 31 42 68 1 1,6 62 100

S S-DD R Total

Tabela 06. Perfil da susceptibilidade antifúngica de 
isolados clínicos de Cryptococcus  spp. pela metodologia 

de microdiluição em caldo (M27-A3).

S - sensível; S-DD - Sensível-dose dependente; R - Resistente

Antifúngico

n % n % n % n % n % n % n % n %

Fluconazol 71 71 17,7  18 11,3 11 62 100 46 74 9 15 7 11 62 100

Itraconazol 72,6 73 25,8 26 1,6 1,6 62 100 28 45 33 53 1 1,6 62 100

Anfotericina B 98,4 98 0 0 1,6 1,6 62 100 61 98 0 0 1 1,6 62 100

5-Flucitosina 0 0 16,4 16 83,6 84 62 100 0 0 10 16 52 84 62 100

CECON NeoSensitabs
TotalS (%) S-DD (%) R (%)TotalS R S-DD 

Antifúngico

S - sensível; S-DD - Sensível-dose dependente; R - Resistente

Tabela 05. Perfil de susceptibilidade antifúngica de isolados clínicos de Cryptococcus  spp. pelo 
método de disco difusão avaliado por diferentes critérios de interpretação.



���

�

resistência a anfotericina B e 5-flucitosina só foi observada em isolados de C. neoformans,

com respectivamente 4% e 2% (Tabela 07). 

A distribuição dos valores de CIM apresentada na Tabela 08 mostra que para o 

fluconazol os isolados C. neoformans mostraram maior variação (1 – 64 µg/mL), porém, os 

C. gattii apresentaram um maior valor de média geométrica. Os isolados foram muito 

sensíveis ao itraconazol, com os menores valores observados. Dois isolados de C. 

neoformans apresentaram CIM de 2 µg/mL para anfotericina B, a qual apresentou maior 

número de isolados de ambas espécies quando o valor de CIM foi de 0,5 µg/mL. Para 5-

flucitosina foi encontrado o valor de CIM mais elevado (>64 µg/mL) em um isolado de C. 

neoformans (Tabela 08). 

n % n % n % n %

C. neoformans 41 84 7 14 1 2 49 100

C. gattii 5 39 6 46 2 16 13 100

C. neoformans 44 90 5 10 0 0 49 100

C. gattii 6 46 7 54 0 0 13 100

C. neoformans 48 96 0 0 2 4 49 100

C. gattii 13 100 0 0 0 0 13 100

C. neoformans 12 25 36 74 1 2 49 100

C. gattii 7 54 6 46 0 0 13 100

* Teste de Qui-quadrado

TotalS SDD R

S - sensível; S-DD - Sensível-dose dependente; R - 
Resistente

0,001

0,622

0,163

Antifúngico p valor*Espécies

Itraconazol

Fluconazol

Anforericina B

5-Flucitosina

0,013

Tabela 07. Perfil de susceptibilidade antifúngica por espécie de Cryptococcus  spp.
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> 64 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,06 0,03

C. neoformans 7,06 1 7 26 12 2 1

C. gattii 18,77 2 4 2 5

C. neoformans 0,096 1 4 25 15 4

C. gattii 0,2 2 5 5 1

C. neoformans 0,37 2 19 14 7 1

C. gattii 0,47 2 9 2

C. neoformans 6,92 1 6 30 8 4

C. gattii 5,22 6 6 1

CIM - Concentração Inibitória Minima 

49

13

49

Antifúngico Espécies
Média 

Geométrica 

Fluconazol

Anforericina B

5-Flucitosina
49

13

Tabela 08. Valores de CIM de antifúngicos de isolados clínicos de Cryptococcus  spp.

13

Itraconazol
49

13

Números de isolados inibidos por CIM (�g/mL) 
Total

�

�

4.1.4.3. Avaliação da concordância entre os resultados de susceptibilidade antifúngica 

Os resultados para o fluconazol apresentaram concordância em 75,8% dos isolados, 

com 20,9% de discrepâncias classificadas como menores e 1,6% como maiores. Para o 

itraconazol não foram observadas discrepâncias maiores e muito maiores, entretanto 40,3% 

dos resultados foram classificados com menores discordâncias, com concordância global de 

59,6%. A menor concordância foi observada para 5-flucitosina (9,8%). Esse antifúngico 

apresentou maior percentual de erros quando comparado aos demais e a melhor 

concordância foi observada para a anfotericina B (98,4%), porém, apresentou 1,6% de erros 

considerados como muito maiores. A concordância entre os resultados de susceptibilidade 

antifúngica obtidos pela técnica de disco difusão e o de microdiluição em caldo, utilizando os 

critérios de interpretação descrito pela NeoSensitabs estão apresentados na Tabela 09. 

A concordância entre os resultados utilizando os pontos de corte baseados na 

interpretação proposta pela CECON foi, respectivamente, de 98,4%, 83,9% e 75,8% para 

anfotericina B, itraconazol e fluconazol, não sendo observadas discrepâncias muito maiores 

para fluconazol e itraconazol. A avaliação também demonstrou elevada discordância para os 

resultados da 5-flucitosina para ambos os critérios avaliados (Tabela 10). 
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n % n % n % n %

MDC 46 74 13 21 13 4,8 62 100

DD 46 74 9 15 9 11 62 100 20,9 1,6 0

MDC 50 81 12 19 12 0 62 100

DD 28 45 33 53 33 1,6 62 100 40,3 0 0

MDC 60 97 0 0 2 3,2 62 100

DD 61 98 0 0 1 1,6 62 100 0 0 1,6

MDC 19 31 42 68 42 1,6 62 100

DD 0 0 10 16 10 84 62 100 62,9 27,4 0

S - Sensível; S-DD - Sensível dose-dependente; R - Resistente. 

MDC - Microdiluição em caldo

DD - Disco difusão

Antifúngico

Fluconazol

Itraconazol

Anfotericina

5-Flucitocina

75,8%

59,6%

98,4%

9,8%

Menor Maior
Muito 
Maior

R TotalMétodo
% de 

Concordância 
global

 Resultados discrepantes

Tabela 09. Concordância entre os resultados de susceptibilidade antifúngica obtidos pela técnica de disco difusão e de 
microdiluição em caldo utilizando o critério proposto pelo NeoSensitabs.

S S-DD

 Isolados por categoria
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n % n % n % n %

MDC 46 74 13 21 3 4,8 62 100

DD 44 71 11 18 7 11 62 100 22,6 1,6 0

MDC 50 81 12 19 0 0 62 100

DD 45 73 16 26 1 1,6 62 100 16 0 0

MDC 60 97 0 0 2 3,2 62 100

DD 61 98 0 0 1 1,6 62 100 0 0 1,6

MDC 19 31 42 68 1 1,6 62 100

DD 0 0 10 16 52 84 62 100 61,3 25,8 0

S-DD R

Isolados por categoria

DD - Disco difusão

Anfotericina 98,4%

5-Flucitocina 11,3%

S - Sensível; S-DD - Sensível dose-dependente; R - Resistente. 

MDC - Microdiluição em caldo

Maior
Muito 
Maior

Fluconazol 75,8%

Itraconazol 83,9%

TotalS

Tabela 10. Concordância entre os resultados de susceptibilidade antifúngica obtidos pela técnica de disco difusão e de 
microdiluição em caldo utilizando o critério proposto pela CECON.

Antifúngico Método

 Resultados discrepantes
% de 

Concordância 
globalMenor
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4.1.4.4. Análise de Correlação dos diâmetros dos halos de inibição e os valores de CIM 

A análise de correlação entre os diâmetros dos halos de inibição de crescimento 

fúngico obtidos pelo método de disco difusão e os valores de CIM obtidos pela microdiluição 

em caldo mostrou significância estatística para os antifúngicos fluconazol, itraconazol e 

anfotericina B. Não foi obtida correlação significante para a 5-flucitosina, sendo menos de 

2% dos resultados através da regressão linear. 

A Figura 07 mostra o diagrama de dispersão da correlação entre os valores em 

milímetros dos halos de inibição e a concentração inibitória mínima em µg/mL para o 

fluconazol frente aos isolados de Cryptococcus spp. No modelo de regressão linear foi 

observada significância estatística (p < 0,001), com 43% das associações explicadas pela 

equação da reta (y = 38,4 – 1,13x).  

A Figura 08 traz a concordância categórica entre os métodos avaliados, onde o 

método de disco difusão interpretado pelo critério sugerido pela CECON melhor classificou 

os isolados como sensíveis e sensíveis dose-dependente, do que aquele proposto pelo 

CLSI e NeoSensitabs.  

Figura 07. Diagrama de dispersão entre diâmetros de zonas de inibição e 

CIM frente a Fluconazol. Correlação dos diâmetros das zonas de inibição de 

crescimento fúngico obtidos pela técnica de disco difusão com os valores de 

CIM obtidos pela técnica da microdiluição em caldo dos isolados de 

Cryptococcus spp. pela regressão linear. 

R=0,43
y = 38,4 – 1,13x
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A avaliação categórica para o itraconazol mostrou que o ponto de corte sugerido pela 

CECON foi superior quanto à classificação de isolados como sensíveis (86%), quando 

comparado com aqueles sugeridos pelo NeoSensitabs (54%), sendo observado o inverso 

quando a categoria foi sensibilidade dose-dependente (Figura 09). 
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Figura 08. Concordância categórica do perfil de susceptibilidade frente a

Fluconazol. Concordância por categoria entre os métodos de disco difusão e 

microdiluição em caldo frente ao Fluconazol utilizando pontos de corte sugeridos pelo 

NeoSensitabs/CLSI, 2008 (a) e CECON (b); sensível     ; sensível dose-dependente    ; 

resistente    . 

Figura 09. Concordância categórica do perfil de susceptibilidade frente a

Itraconazol. Concordância por categoria entre os métodos de disco difusão e 

microdiluição em caldo frente à Itraconazol utilizando pontos de corte sugeridos pelo 

NeoSensitabs (a) e CECON (b); sensível      ; sensível dose-dependente    .�
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A regressão linear mostrou, com significância estatística 44,2% de associação entre 

os resultados obtidos pela reta (y= 0,46 – 0,015x) (p < 0,001) (Figura 10). 

A análise por categoria para a anfotericina B mostrou que ambos os critérios 

avaliados classificaram corretamente 98,4% dos isolados como sensíveis, porém um dos 

isolados foi resistente (Figura 11). 

Figura 10. Diagrama de dispersão entre diâmetros de zonas de inibição e 

CIM frente a Itraconazol. Correlação dos diâmetros das zonas de inibição de 

crescimento fúngico obtidos pela técnica de disco difusão com os valores de 

CIM obtidos pela técnica da microdiluição em caldo dos isolados de 

Cryptococcus spp. pela regressão linear.. 
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Figura 11. Concordância categórica do perfil de susceptibilidade frente a

Anfotericina B. Concordância por categoria entre os métodos de disco difusão e 

microdiluição em caldo frente à Anfotericina B utilizando pontos de corte sugeridos pelo 

NeoSensitabs (a) e CECON (b) sensível     ; resistente    .
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 A análise de correlação explicou 49% das associações utilizando o modelo de 

regressão linear (y= 2,02 – 0, 059x), com significância estatística (p < 0,001) (Figura 12).  

Em relação a 5-flucitosina, as concordâncias categóricas mostraram que nenhum 

isolado sensível foi detectado, e que para resultados classificados como resistentes, os 

critérios utilizados classificaram corretamente menos de 2%, visto que somente um isolado 

resistente foi detectado pela microdiluição (Figura 13).  

Figura 12. Diagrama de dispersão entre diâmetros de zonas de inibição e 

CIM frente a Anfotericina B. Correlação dos diâmetros das zonas de 

inibição de crescimento fúngico obtidos pela técnica de disco difusão com os 

valores de CIM obtidos pela técnica da microdiluição em caldo dos isolados 

de Cryptococcus spp. pela regressão linear.. 

y = 2,02 – 0,059x
R= 0,49
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Figura 13. Concordância categórica do perfil de susceptibilidade frente a 5-

Flucitosina. Concordância por categoria entre os métodos de disco difusão e 

microdiluição em caldo frente a 5-Flucitosina utilizando pontos de corte sugeridos pelo 

NeoSensitabs (a) e CECON (b); sensível dose-dependente     ; resistente     .
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A análise para a 5-flucitosina não apresentou significância estatística na análise de 

correlação (p = 0,318), mostrando apenas 1,7% da dispersão dos dados analisados (Figura 

14).

4.2. Caracterização Genotípica 

4.2.1.  Extração e quantificação de DNA 

Foram obtidos DNAs genômicos dos 62 isolados de Cryptococcus spp. e das oito 

cepas padrão, cuja integridade pode ser observada na Figura 15. As concentrações 

estimadas de DNA em gel de eletroforese variaram entre 13,5 - >47,7 ng/µL. 

Figura 15. Integridade do DNA genômico de isolados de 

Cryptococcus spp, em gel de agarose a 1%. Linha 1 - 

Marcador molecular: DNA � digerido com HindI (Invitrogen).  

Linhas 2 – 7: DNA dos isolados de Cryptococcus spp. 

2.027
2.322

4.361
6.557
9.416

23.130

1        2          3          4         5         6          7

Figura 14. Diagrama de dispersão entre diâmetros de zonas de inibição e 

CIM frente a 5-Flucitosina. Correlação dos diâmetros das zonas de inibição 

de crescimento fúngico obtidos pela técnica de disco difusão com os valores 

de CIM obtidos pela técnica da microdiluição em caldo dos isolados de 

Cryptococcus spp. pela regressão linear. 

y = 8,75 – 0,214
R= 0,017
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4.2.2. Reação em Cadeia da Polimerase associado ao Polimorfismo do Tamanho do 

Fragmento de Restrição (PCR-RFLP) do gene URA5 

A reação de PCR foi realizada a partir dos DNAs extraídos dos 62 isolados de 

Cryptococcus spp. amplificando um produto do gene URA5 de aproximadamente 780 pares 

de base (pb) (Figura 16). 

  

Após a restrição dupla com Sau96I e HhaI, os perfis de restrição gerados foram 

comparados com os padrões, bem como com o esquema de mapa de restrição (Figura 17). 

Figura 16. Fragmento de DNA correspondente ao produto de amplificação do 

gene URA5 de isolados clínicos de Cryptococcus spp., em gel de agarose a 3%. 

Linha 01: Marcador de peso molecular (Invitrogen – 1Kb); Linhas 02 – 13: Isolados 

clínicos de Cryptococcus spp.  
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Figura 17. Mapa de restrição do produto de PCR do gene URA5 pelas 

enzimas Sau96I e HhaI dos padrões moleculares de Cryptococcus spp. WM 

148 (VNI), WM 626 (VNII), WM 628 (VNIII), WM629 (VNIV), WM 179 (VGI), WM 

178 (VGII), WM 175 (VGIII), e WM 779 (VGIV). Fonte: A AUTORA. 
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A análise genotípica mostrou que 98% (48/49) dos C. neoformans geraram perfis 

moleculares semelhantes ao genótipo VNI apresentando três bandas de aproximadamente 

503, 231 e 61 pb, e 2% (01/49) semelhante ao genótipo VNII, com duas bandas de 

aproximadamente 503 e 274 pb; enquanto 100% (13/13) dos C. gattii geraram perfis 

semelhantes ao genótipo VGII, com cinco bandas de aproximadamente 275, 179, 138, 128 e 

60 pb. A Figura 18 mostra um gel representativo dos perfis de restrição gerados pelos 

padrões de Cryptococcus spp. e a Figura 19 dos isolados clínicos.  

Figura 18. Perfil de RFLP do gene URA5 obtido por restrição dupla com Sau96I e 

HhaI de Cryptococcus spp. em gel de agarose a 3%. Linha 01 e 14 – marcador 

molecular; linhas 02 a 05 - genótipos VGI, VGII, VGIII e VGIV; linhas 06 a 09; genótipos 

VNI, VNII, VNII e VNII; linha 10 – isolado clínico de C. gattii; Linhas 11 e 12 – isolados 

clínicos de C. neoformans; linha 13 – produto amplificado do gene URA5.  
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Figura 19. Perfis moleculares gerados por RFLP do gene URA5 de isolados 

clínicos de Cryptococcus spp. em gel de agarose a 3%. Linhas: 1 e 14 - Marcador 

molecular 1Kb (Invitrogen). Linhas: 02-06, 08, 10, 12 e 13 – VNI. Linhas: 07 – VNII. 

Linhas: 09 e 11 – VGII. 
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4.0. DISCUSSÃO 
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A epidemiologia do Cryptococcus spp. tem sido amplamente estudada, 

principalmente após o aumento do número de casos devido à epidemia da SIDA no início 

dos anos 80. Apesar de sua incidência ter diminuído no mundo ocidental em meados da 

década de 90 devido ao uso da HAART, a meningite criptocócica é ainda uma das infecções 

fúngicas oportunistas com maior risco de vida em pacientes imunocomprometidos, 

sobretudo na África subsaariana e na Ásia (BICANIC et al, 2005; PARK et al, 2009). 

Recentemente, o aumento do número de casos sucedido pelo surto de criptococose em 

pacientes sem imunodepressão ocorrido no Canadá chamou a atenção da comunidade 

científica para a importância de se conhecer melhor a epidemiologia deste patógeno 

emergente (KIDD et al, 2004; CDC, 2010; GALANIS; MACDOUGALL, 2010). 

No Brasil, os estudos que elucidam a distribuição e freqüência de isolados de 

Cryptococcus spp. estão concentrados na região sudeste e centro-oeste do país. No Sul, 

Alves e colaboradores (2001) detectaram somente a espécie C. neoformans em 53 

amostras isoladas de 38 pacientes na cidade de Porto Alegre (RS); já Casali e 

colaboradores (2003) analisando 105 isolados clínicos de Cryptococcus spp. de diversos 

hospitais do estado do Rio Grande do Sul identificaram 8,6% de C. gattii. Na região sudeste, 

no estado de São Paulo, o estudo de Matsumoto e colaboradores (2007) relata C. 

neoformans como a única espécie dentre os 47 isolados de 35 pacientes; enquanto Almeida 

e colaboradores (2007), analisando 83 amostras clínicas sequenciais, encontraram 78 C. 

neoformans oriundos de 37 pacientes e quatro isolados de C. gattii de apenas um paciente. 

Já no estado de Minas Gerais, Da Silva e colaboradores (2008) isolaram 11,4% da espécie 

C. gattii nos 35 isolados pertencentes aos 35 pacientes do estudo. 

Em relação à região centro-oeste, um estudo realizado com amostras do estado de 

Mato Grosso mostrou que 16,6% dos 26 isolados de 26 casos de criptococose, 

diagnosticados no Hospital Universitário Julio Müller da Universidade Federal de Mato 

Grosso, foram identificados como C. gattii (FAVALESSA et al, 2009); Souza e colaboradores 

(2009) encontraram apenas 4,8% de C. gattii quando avaliaram 84 isolados de 74 pacientes 

da cidade de Goiás. Por fim, no estado do Pará, região Norte, os dados de Dos Santos e 

colaboradores (2008) são os mais diferenciados do país mostram mostrando um percentual 

de 50% de C. gattii em 56 isolados de 43 pacientes com meningite (Figura 20).  

O nosso estudo é o primeiro a descrever a freqüência das espécies, o perfil de 

sensibilidade e a determinação do genótipo de isolados clínicos de Cryptococcus spp. no 

nordeste do Brasil. A distribuição encontrada na Bahia, 21% de C. gattii e 79% de C. 

neoformans, corrobora os achados descritos por Nishikawa e colaboradores (2003) que 

demonstraram C. gattii como a espéciemais predominante no norte-nordeste e C. 

neoformans no sul-sudeste do país. O percentual de 21% (13/62) de isolamento de C. gattii

determinado pelo nosso estudo sugere, aparentemente, estar acima dos percentuais 
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encontrados nos estudos realizados das regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste. No entanto, 

não nos é permitido inferir se este de fato é superior, pois a inclusão de isolados nos 

estudos descritos não foi realizada pela inclusão de pacientes. Acreditamos que a 

freqüência encontrada no nosso estudo seja mais representativa, visto que foi avaliado 

apenas um isolado de Cryptococcus spp. de cada paciente não havendo, portanto, 

repetições. 

Além da distribuição fenotípica da população de Cryptococcus spp., a compreensão 

da distribuição da estrutura genotípica dessas leveduras, seja clínica ou ambiental, é mais 

uma ferramenta para o entendimento dos fatores de risco que estão associados a genótipos 

específicos, e para auxiliar a identificação da emergência de isolados altamente virulentos. 

Estudos com este escopo visam contribuir para uma resposta adequada de saúde pública, o 

que pode permitir uma intervenção rápida e eficaz para prevenir um surto da doença. 

Figura 20. Distribuição da frequência de espécies de Cryptococcus spp. no Brasil. 
Mapa esquematizado apresentando a distribuição de espécies de isolados clínicos de 
Cryptococcus spp. no Brasil pelos trabalhos publicados. Esferas amarelas: Cryptococcus 

neoformans; Esferas azuis: Cryptococcus gattii.  
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A avaliação genotípica dos nossos isolados através da técnica de RFLP do gene 

URA5 mostra a predominância do genótipo VNI entre os isolados de C. neoformans. Meyer 

e Trilles (2010) analisando a distribuição mundial dos tipos moleculares do complexo C. 

neoformans - C. gattii mostram que a infecção pelos quatro tipos moleculares existentes de 

C. gattii é substancialmente menos comum, em torno de 20%, enquanto que as infecções 

causadas pelos também quatro tipos moleculares de C. neoformans, se distribuí nos outros 

80%. Os autores também publicaram dados demonstrando que o tipo molecular VNI do C. 

neoformans é o responsável pela maioria das infecções no mundo em pacientes 

imunocomprometidos e os tipos moleculares VGI e VGII de C. gattii como os mais 

frequentemente associados à infecção em imunocompetentes, compatível com este estudo. 

Em um estudo avaliando a distribuição dos tipos moleculares de Cryptococcus spp. 

no Brasil, a partir de isolados de trabalhos já publicados no país e de coleções de 

microrganismos, mostrou que a distribuição dos genótipos em nosso país é semelhante 

aquela descrita mundialmente, com um maior percentual de tipos moleculares da espécie C. 

neoformans (72%), sendo o tipo molecular mais frequente o VNI, com 64%, seguido por 

VGII (21%), VNII (5%), VGIII (4%), VGI e VNIV (3% cada), e VNIII (<1%) (TRILLES et al, 

2008). 

Vários autores através da técnica de “PCR-fingerprinting” utilizando seqüências 

microsatélite-específicas do fago M13 e GACA, e RFLP do gene URA5 também 

demonstraram que o genótipo VNI é o padrão mais frequentemente encontrado nos isolados 

testados em seus respectivos países: Escandón e colaboradores (2006) na Colômbia, 

Morera-López e colaboradores (2005), na Espanha; Liaw e colaboradores (2009), em 

Taiwan; Chem e colaboradores (2010) na China e Choi e colaboradores (2010), na Coréia. 

No Brasil, através da mesma técnica, Casali e colaboradores (2003), no estado do Rio 

Grande do Sul; Igreja e colaboradores (2004) no Rio de Janeiro; Matsumoto e colaboradores 

(2007) no estado de São Paulo e Souza e colaboradores (2009) em Goiás, descrevem o VNI 

com o mesmo padrão dos isolados testados. No entanto, a presença de um isolado 

pertencente ao genótipo VNII em nossos resultados corroboram com os dados de Liaw e 

colaboradores (2009), Igreja e colaboradores (2004) e Matsumoto e colaboradores (2007) 

que demonstram a presença desse genótipo, porém, em menor percentual. 

Quanto à genotipagem dos C. gattii, todos os nossos isolados foram classificados 

como pertencente ao genótipo VGII. Genótipo, que também, já foi relatado na Oceania 

(CHEN, S. et al, 2000) e Ásia (CHOI et al, 2010) e, atualmente, é considerado um patógeno 

emergente na América do Norte (BYRNES III et al, 2009) após a disseminação do surto 

ocorrido em indivíduos imunocompetentes na Ilha de Vancouver (Canadá), cuja origem 

remete ao continente australiano, onde a doença é endêmica. (KIDD et al, 2004; FRASER et 

al, 2003; DATTA et al, 2009; NGAMSKULRUNGROJ et al, 2011). 
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No Brasil, o tipo molecular VGII foi descrito como o segundo mais comum no país, 

sendo sua ocorrência mais frequente na macro região norte, que compreende as  regiões, 

norte, nordeste e centro-oeste do país (TRILLES et al, 2008). No estado do Pará, Dos 

Santos e colaboradores (2008) demonstraram a ocorrência do genótipo VGII em 44,64% 

dos casos e o genótipo VGI em 5,26%, e apontaram o VGII como a maior causa de micose 

endêmica primária em indivíduos imunocompetentes, principalmente em crianças. A 

emergência mundial da infecção criptocócica por C. gattii, bem como os estudos que 

mostram a predileção aumentada do referido genótipo (VGII) em causar infecção em 

mamíferos, ratificam o potencial de virulência desta espécie e tornam a determinação de 

fatores de virulência importantes para o entendimento da patobiologia deste patógeno 

(LOCKHART; HARRIS, 2010; NGAMSKULRUNGROJ et al, 2011). 

A infecção fúngica é determinada pela combinação de fatores que predispõem o 

hospedeiro e os que favorecem a sobrevivência e disseminação do patógeno. Quanto ao 

hospedeiro, já está bem estabelecido que a diminuição da capacidade imunológica é um 

fator determinante para o estabelecimento de infecções oportunistas; enquanto que, do 

ponto de vista do patógeno, os fatores de virulência são importantes para seu mecanismo 

de patogenicidade (MENDES-GIANNINI et al, 1996).  

Dentre os fatores de virulência já descritos para Cryptococcus spp. estão à presença 

de cápsula polissacarídica, habilidade de crescimento a temperatura de 37°C, produção de 

melanina e expressão das enzimas proteinases, fosfolipases e urease (BUCHANAN; 

MURPHY, 1998; COX et al, 2001). Em nosso estudo detectamos alguns fatores de 

virulência que estão relacionados à patogênese da criptococose que contribuem tanto para 

colonização, quanto à invasão e evasão das defesas do hospedeiro.  

Todos os isolados apresentaram crescimento a 37°C e  produziram melanina após 

crescimento em ágar Níger. Em 1995, Wang e Casadevall associaram a produção de 

melanina de Cryptococcus spp. à capacidade da levedura de atuar como antioxidante, mas 

também de protegê-la quanto a integridade da sua parede celular na interferência da 

susceptibilidade aos antifúngicos e a temperatura extremas. No surto na ilha de Vancouver, 

no Canadá, a produção de melanina a 37°C foi um fat or de virulência fortemente associado 

ao genótipo isolado (NGAMSKULRUNGROJ et al, 2009). A habilidade de crescimento na 

temperatura fisiológica humana também é determinante da virulência do complexo C. 

neoformans - C. gattii (PERFECT, 2006), visto que outras espécies do gênero, apesar de 

possuírem cápsula e/ou produzirem melanina, não são capazes de causar doença em 

mamíferos pela ausência desta habilidade.  

Somente um dos 62 isolados avaliados, da espécie C. gattii, não apresentou a 

enzima urease. Até o momento, apenas cinco relatos na literatura reportam esse fenótipo, 

sendo dois ambientais e três isolados de indivíduos com SIDA (RUANE et al, 1988; LI; WU, 
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1992; BAVA et al, 1993; TANAKA et al, 2003; VARMA et al, 2006). Estudos recentes 

apontam a urease como um importante fator de disseminação da levedura, principalmente 

no mecanismo de transmigração para o SNC e alguns autores também associam a inibição 

dessa enzima com o aumento da sobrevida em modelos animais, sendo assim um alvo 

candidato para o desenvolvimento de novos fármacos (OLSZEWSKI et al, 2004; SHI et al, 

2010). 

A contribuição das proteinases para a virulência microbiana está relacionada à 

destruição dos tecidos do hospedeiro e à digestão de proteínas imunologicamente 

importantes, como anticorpos e constituintes do complemento (KAMINISHI et al, 1995). O 

método utilizado para a pesquisa da enzima nos isolados clínicos de Cryptococcus spp. no 

nosso estudo tem sido amplamente utilizado para isolados clínicos de Candida spp foi o 

ágar albumina bovina descrita por Ruchel e colaboradores (1982), porém, não detectamos 

qualquer atividade proteolítica.  

A literatura traz conflitos quanto à presença de proteinases em Cryptococcus spp. e 

poucos são os trabalhos publicados que avaliam a presença desta enzima nessa levedura.  

Staib e colaboradores (1964) estudando a atividade proteolítica de 32 isolados não 

encontraram a atividade utilizando ágar com soro humano. Ahearn e colaboradores (1986) 

avaliando a presença de proteinase em leveduras de diversos gêneros, encontraram baixa 

atividade proteolítica em apenas 3 isolados de Cryptococcus spp. dos 8 testados utilizando 

três metodologias (liquefação de gelatina, hidrólise de albumina bovina e hidrólise de 

caseína). No entanto, Ruma-Hyanes e colaboradores (2000) encontraram atividade 

proteolítica utilizando ágar albumina bovina em todos os 32 isolados testados. Vidotto e 

colaboradores (2000) observaram a presença da enzima em 15 dos 19 isolados clínicos e 

13 dos 16 isolados ambientais, bem como Chan e Tay (2009) que apenas não encontraram 

atividade em 4,2% dos isolados ambientais e 9,6% dos clínicos, ambos pela mesma 

metodologia. Já Chen e colaboradores (1996) comprovaram a presença desta enzima 

utilizando o sobrenadante de culturas, pois acreditam que atividade proteolítica em 

sobrenadantes pode ser o resultado da secreção de proteases extracelulares e/ou a 

liberação de proteases intracelulares. 

A enzima fosfolipase está associada à virulência de Cryptococcus spp. pela sua 

participação na adesão e invasão tecidual através da destruição das membranas das células 

do hospedeiro (BARRETT-BEE et al, 1985; GANENDREN et al, 2006). A atividade 

fosfolipásica foi encontrada em 98,5% dos isolados, sendo observada uma alta atividade em 

63% dos isolados e moderada em 35,5%, sem diferenças estatisticamente significativas 

entre as espécies. Nossos isolados demonstraram uma maior atividade fosfolipásica em 

relação aos 59% encontrados por Liaw e colaboradores (2009) em Taiwan e aos 42,5% 

descritos por Chan e Tay (2009) na Malásia. Os resultados destes últimos corroboram com 
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os nossos, uma vez que também não encontraram diferenças significativas da atividade de 

fosfolipase entre os isolados de C. gattii e C. neoformans.  

Os fatores de virulência, além de aumentar a resistência do fungo in vivo ao sistema 

imune, podem impedir a ação de agentes antimicrobianos. No entanto, essa resistência, em 

sua maioria, não é detectada pelos testes de sensibilidade convencionais (COX et al, 2000; 

KWON-CHUNG et al, 2006; SINOV et al, 2009). 

Testes de susceptibilidade in vitro para isolados de Cryptococcus spp. não são 

rotineiramente recomendados durante a terapia inicial por duas principais razões: a 

resistência primária as de drogas antifúngicas de primeira escolha não é um problema 

clínico significante e os testes de susceptibilidade in vitro, incluindo métodos e pontos de 

corte para as espécies de Cryptococcus, ainda não foram validados. A resistência 

secundária a fluconazol é um problema emergente em algumas áreas do mundo, 

especialmente na África, onde este azol é amplamente prescrito e utilizado como terapia 

primaria para a criptococose. Em geral os testes de sensibilidade devem ser reservados 

àqueles pacientes cuja terapia primaria é falha, ou quando existe a exposição previa a droga 

antifúngica (PERFECT et al, 2010). 

Apesar de ainda não serem recomendados na rotina laboratorial, os testes de 

susceptibilidade antifúngica são importantes ferramentas no conhecimento do perfil de 

sensibilidade aos antifúngicos, bem como para a vigilância das tendências das taxas de 

resistência. Os esforços no sentido de padronizar pontos de corte e metodologias para 

avaliação de sensibilidade de fungos frente aos antifúngicos são crescentes para leveduras 

não-Candida, sendo a maioria dos testes baseada nas técnicas de microdiluição e disco 

difusão, buscando uma melhor correlação clínico-laboratorial (GHANNOUM et al, 1996; 

PFALLER et al, 2004; 2011; ESPINELL-INGROFF et al, 2007). 

O percentual de sensibilidade ao fluconazol encontrado em nosso estudo (74,2%) foi 

inferior aos descritos por outros trabalhos no Brasil, com percentuais de 100%, 97,1% e 

78%, para os estados de Goiás (SOUZA et al, 2009), Minas Gerais (DA SILVA et al, 2008) e 

São Paulo (ALMEIDA et al, 2006), respectivamente. Porém, superior ao percentual descrito 

por Favalessa e colaboradores (2009) no estado do Mato Grosso, com apenas 72% de 

sensibilidade ao fluconazol, detectada pelo método do E-test. Esses resultados ressalvam a 

importância de uma vigilância das taxas de susceptibilidade a este antifúngico, visto sua 

ampla utilização no tratamento de infecções fúngicas mais frequentes.  

Já com relação à sensibilidade ao itraconazol, o percentual de 80,6% encontrado no 

nosso estudo justifica a possibilidade de manutenção deste antifúngico como alternativa 

terapêutica, visto que a sensibilidade encontrada foi superior àquela obtida pelo fluconazol. 

Nossos dados se mostraram superiores aos 35% relatados por Almeida e colaboradores 

(2006) em avaliação de 83 isolados do estado de São Paulo e aos 76,9% descritos por 
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Favalessa e colaboradores (2009) de isolados de pacientes imunocompetentes no estado 

do Mato Grosso; no entanto, inferiores ao percentual de 94,3% dos 35 isolados do triângulo 

mineiro (DA SILVA et al, 2008) e aos 100% da cidade de Goiânia (SOUZA et al, 2009).

Portanto, de acordo com os números apresentados na determinação do perfil de 

susceptibilidade foi possível constatar a presença de resistência ao fluconazol e 

sensibilidade dose-dependente ao fluconazol e ao itraconazol em isolados de Cryptococcus

spp. na região nordeste, mais especificamente no estado da Bahia. A partir da estratificação 

dos resultados de sensibilidade, foram encontradas diferenças significativas dessa 

resistência para os isolados da espécie C. gattii, quando comparado com os isolados de C. 

neoformans. Khan e colaboradores (2009) também encontraram diferenças entre isolados 

de C. neoformans e C. gattii frente à voriconazol e fluconazol. Torres-Rodriguez e 

colaboradores (2008) concluíram que C. gattii é menos susceptível a azóis, principalmente 

fluconazol, quando comparado a isolados da espécie C. neoformans. Gomez-Lopez e 

colaboradores (2008) mostraram valores de CIM significativamente mais baixos para azóis 

nos C. neoformans do que os observados para C. gattii. Porém, Thompson III e 

colaboradores (2009) não encontraram diferenças entre as espécies. Esses dados 

corroboram com os achados descritos no nosso estudo e advertem quanto à importância do 

conhecimento da espécie envolvida na infecção.   

Ainda são poucos os trabalhos que descrevem resistência a azóis em isolados 

clínicos de Cryptococcus spp., contudo, o que se observa é que esses relatos estão 

crescendo anualmente. Fernandes e colaboradores (2003) relataram um isolado de C. 

neoformans e três de C. gattii resistentes ao fluconazol em Goiânia; Chandenier e 

colaboradores (2004), na África e Cambodja, encontraram respectivamente, apenas 3 e 7 

isolados com CIM � 64 µg/mL; Pfaller e colaboradores (2004) descrevem C. neoformans

resistentes ao fluconazol, em Iowa; Favalessa e colaboradores (2009) relatam isolados 

dose-dependentes, tanto C. neoformans quanto C. gattii, e um isolado de C. neoformans

com resistência tanto ao fluconazol quanto ao itraconazol. Apesar da tendência global na 

susceptibilidade antifúngica de Cryptococcus spp. sugerir um aumento das taxas de 

sensibilidade ao fluconazol no período de 1990 a 2004 de 72% para 96% (PFALLER et al, 

2005), resultados mais atuais obtidos pelo grupo de vigilância global ARTEMIS DISCK, 

avaliando a susceptibilidade de 11.240 isolados de leveduras não-Candida por 10 anos, 

constataram uma resistência emergente ao fluconazol que aumentou durante o período de 

1997 a 2007, de 7,3% para 11,7% entre os isolados de Cryptococcus spp., sendo as 

maiores taxas de resistência encontradas na América Latina com 13,6% (PFALLER et al, 

2009). Alguns fatores poderiam estar associados ao aumento na resistência aos 

antifúngicos azólicos e que por sua vez são relacionados a situação socioeconômica de 
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determinados países, ou pelo uso freqüente e indiscriminado de fluconazol e a falta de 

acesso ao HAART (PFALLER et al, 20050 

O CLSI não traz diretrizes para interpretação de susceptibilidade a anfotericina B, 

entretanto, considera como prováveis isolados resistentes aqueles com CIM superiores a 

1,0 µg/mL. Com base nessa interpretação foram detectados dois isolados de C. neoformans

prováveis resistentes com valores de CIM de 2,0 µg/mL. Não foram encontradas diferenças 

de sensibilidade entre as espécies, e esta foi superior (96,8%), porém, próximo a taxa 

descrita por Da Silva e colaboradores (2008) de 94,3%, no triângulo mineiro, e inferior aos 

100% de sensibilidade dos isolados de Cryptococcus dos estado de Goiás (SOUZA et al, 

2009), São Paulo (ALMEIDA et al, 2006) e Mato Grosso (FAVALESSA et al, 2009). São 

poucos os relatos de resistência a anfotericina B em isolados de Cryptococcus spp., no 

entanto, no estado de Minas Gerais, Da Silva e colaboradores (2008) também relataram 

dois isolados de C. neoformans resistentes a droga.  

Não foram encontradas diferenças de sensibilidade a 5-flucitosina entre as espécies. 

Este resultado foi discordante do encontrado por Gomez-Lopez e colaboradores (2008) na 

Espanha, cuja avaliação da atividade antifúngica frente a isolados de Cryptococcus spp. 

revelaram valores de CIM significativamente maiores entre isolados de C. neoformans

quando comparados com aos obtidos pelo C. gattii, sendo a resistência observada em um 

isolado de C. neoformans. A avaliação da susceptibilidade de Cryptococcus spp. frente a 5-

flucitosina é pouco documentada. No Brasil, dos trabalhos revisados somente o estudo 

realizado por Almeida e colaboradores (2009) avalia a sensibilidade de isolados de 

Cryptococcus spp., encontrando 29% de sensibilidade no estado de São Paulo, porém, 

nenhum isolado resistente, resultado semelhante ao encontrado em nosso estudo.  

Apesar de apenas um isolado apresentar resistência a 5-flucitosina no nosso estudo, 

um percentual elevado de isolados (58%) foi classificado como sensíveis dose-dependente, 

com valor de CIM igual a 8,0 µg/mL. Resultado muito superior ao descrito por Pfaller e 

colaboradores (2005) que avaliaram a tendência global de susceptibilidade antifúngica no 

período de 1990 a 2004, quando o resultado acumulativo do período mostrou a CIM de 8 

µg/mL em apenas 11% dos 1.811 isolados testados e 2% de resistência para a 5-flucitosina.  

A avaliação da susceptibilidade, in vitro, por técnicas de diluição em caldo é 

considerada por diversos comitês como padrão ouro na determinação de sensibilidade de 

microrganismos, incluindo leveduras. No entanto, uma alternativa para a avaliação in vitro

da sensibilidade de leveduras foi sugerida pelo CLSI em 2004, no documento M44, 

baseando-se no método de disco difusão, o que torna a determinação de susceptibilidade 

rápida, simples e viável de implantar na rotina laboratorial (PFALLER et al, 2004; BARRY et 

al, 2002; LASS-FLORT et al, 2010). 
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A concordância de resultados entre as técnicas de microdiluição e disco difusão tem 

sido mais frequentemente relatada para o fluconazol, e considerada satisfatória, utilizando 

os pontos de corte sugeridos pelo CLSI. A concordância global encontrada para o 

fluconazol, no nosso estudo, diferiu daquelas encontradas por outros autores. Espinel-Ingroff 

e colaboradores (2007) encontraram 96,4% de concordância avaliando 90 isolados de 

Candida spp., e 20 de C. neoformans, com 4,5% de erros classificados como menores. Já 

Pfaller e colaboradores (2004) avaliando o método para determinar a sensibilidade de 276 

isolados clínicos de Cryptococcus spp., encontraram 86% de concordância, com 12% dos 

resultados discrepantes sendo considerados menores e 2% maiores. Matar e colaboradores 

(2003) avaliando 400 isolados de Candida spp. encontraram 89,9% de concordância, com 

6,7% de discrepâncias consideradas menores e apenas 1% maiores. Semelhantes 

resultados foram encontrados por Barry e colaboradores (2002) com 93,5% de 

concordância, porém, aproximadamente 2% dos erros foram maiores.  

Ao compararmos os resultados de sensibilidade apresentados no nosso estudo pelas 

duas técnicas executadas, a concordância global encontrada para o fluconazol foi de 75,8% 

sendo inferior a de outros trabalhos acima descritos, apresentando 20,9% dos erros 

considerados como menores e 1,6% como maiores. Esse resultado se deve, possivelmente, 

pelo percentual de isolados não sensíveis encontrados, bem como pelo número de isolados 

testados no nosso estudo. Apesar de utilizar como modelo para avaliação das técnicas de 

susceptibilidade aos antifúngicos, leveduras do gênero Candida, nosso estudo apresentou 

resultado semelhante ao descrito por Morace e colaboradores (2002), que encontraram 

77,6% de concordância, avaliando 800 leveduras do gênero Candida spp, sendo 10,6% dos 

isolados não sensíveis a esta droga. Já os dados de Kiraz e colaboradores (2010) são 

diferentes com apenas 8% de concordância avaliando isolados de C. glabrata, espécie 

frequentemente associada com resistência inata ao fluconazol, corroborando com a idéia de 

que o percentual de isolados não sensíveis seria uma possível explicação para a diminuição 

da concordância entre os pontos de corte. 

Outra consideração pertinente é que o documento M44, o qual propõe o protocolo 

para avaliação de sensibilidade antifúngica de leveduras por disco difusão, traz apenas 

pontos de corte para Candida spp., sem nenhuma diferenciação de interpretação de 

resultados para Cryptococcus spp., apesar de haver recomendação, no documento, de 

tempo de incubação para essas leveduras. Alguns autores relatam falhas na detecção de 

resistência a azóis e ressaltam diferenças de concordância para diferentes espécies de 

Candida spp., sendo as menores observadas para isolados de C. glabrata e C. krusei, no 

entanto, não existem relatos mostrando essa diferença quanto ao gênero em estudo (RUBIO 

et al, 2003; PFALLER et al, 2004; SIMS et al, 2006;  KIRAZ et al, 2010). 
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Quanto à análise realizada para o itraconazol, observamos diferenças de 

concordância para os critérios de interpretação utilizados. Na avaliação dos pontos de corte 

descritos pelo NeoSensitabs encontramos concordância de 59,6%, com 40,3% dos erros 

classificados como menores, porém, sem erros maiores e muito maiores. Utilizando os 

mesmos critérios, Espinell-Ingroff e colaboradores (2007) encontraram 92,7% de 

concordância para este antifúngico e Kiraz e colaboradores (2010) avaliando outros pontos 

de corte, diferentes destes aqui avaliados (sensível = � 15 mm; sensível dose-dependente = 

10 – 14 mm e resistente = < 10 mm), encontraram apenas 14% de concordância entre as 

técnicas. Quando os resultados foram avaliados utilizando a interpretação proposta pela 

CECON, obtivemos um melhor desempenho, com 83,9% de concordância, e 16% dos erros 

considerados menores. Os dados acima descritos mostram a necessidade de estudos que 

avaliem pontos de corte para a técnica de disco difusão que melhor se adequem a resposta 

laboratorial obtida pela microdiluição em caldo. 

Os melhores resultados de concordância global e de concordância categórica foram 

demonstrados pela avaliação da anfotericina B, com uma concordância de 98,4% entre as 

técnicas, percentual pouco menor daqueles obtidos por Espinel-Ingroff e colaboradores 

(2007) e Kiraz e colaboradores (2010) que encontraram concordância de 100% entre os 

resultados e nenhum erro de classificação. Apesar de 96,7% dos resultados classificados 

corretamente como sensíveis pela disco difusão no nosso estudo, os pontos de corte 

avaliados não foram discriminatórios para os isolados resistentes, sendo estes classificados 

erroneamente como sensíveis, responsáveis pelas discrepâncias observadas como muito 

maiores. 

Os resultados menos favoráveis foram encontrados para a 5-flucitosina, visto que foi 

encontrada concordância em apenas 9,8% dos resultados. O guia de uso do NeoSensitabs 

não recomenda o uso do meio MHGM para avaliação por disco difusão pela presença de 

inibidores. Porém, não foram encontrados resultados discordantes destes quando a 

avaliação foi realizada utilizando outros meios indicados por outros autores como ágar 

Shadomy modificado, ágar RPMI acrescido com glicose e YNB acrescido com glicose, nem 

quando alterada a concentração dos discos para 10 vezes (dados não apresentados). Não 

foram encontrados estudos que avaliassem a concordância entre as técnicas para 5-

flucitosina, apenas um trabalho avaliou a correlação entre resultados de CIM com diâmetros 

de halos de inibição, utilizando o ágar para morfologia de leveduras suplementado com 

tiamina, onde a regressão linear dos resultados explicou até 92,5% das associações, os 

resultados aqui apresentados foram bem discordantes, pois a correlação encontrada 

demonstrou associação em apenas 1,7%. No entanto, a técnica não foi avaliada no referido 

meio (UTZ; SHADOMY, 1977). 
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A correlação entre os valores de CIM e os diâmetros de halo de inibição para os 

antifúngicos testados, observada pelos valores de R, explicam menos de 50% da 

distribuição dos nossos resultados. Porém, a significância estatística só não foi observada 

para a 5-flucitosina. Espinel-Ingroff e colaboradores (2007) encontraram valores de R 

superiores aos encontrados no nosso estudo com 0,87 para fluconazol, 0,84 para 

itraconazol e 0,68 para anfotericina B, contudo, avaliaram 110 isolados, sendo 90 isolados 

de Candida spp. e apenas 20 de Cryptococcus neoformans. 

A partir dos resultados encontrados na avaliação das concordâncias categóricas e na 

literatura anteriormente reportada, concluímos que os resultados classificados como 

sensíveis pela técnica de disco difusão possuem um melhor poder preditivo, mostrando que 

na ausência de falha metodológica, como a observada para a 5-flucitosina, o resultado 

classificado como sensível é melhor discriminado pela técnica de disco difusão quando 

comparado com as demais categorias, e apontamos a necessidade de adequação e 

avaliação de novos pontos de corte para leveduras do gênero Cryptococcus spp. pelos 

comitês para testes de sensibilidade, visto a emergente importância deste patógeno.  

Os resultados pela técnica de disco difusão sofrem influencia de fatores técnicos, 

como concentração do inóculo fúngico, composição e pH do meio, temperatura e tempo de 

incubação. No entanto, esse método tem mostrado, além de boa acurácia e precisão, boa 

concordância como método de microdiluição em caldo (BARRY et al, 2002; LASS-FLORT et 

al, 2010). Apesar dos resultados satisfatórios obtidos nas análises de correlação e 

concordância, a avaliação aqui realizada é um estudo preliminar sendo necessários novos 

trabalhos no sentido de avaliar um maior número de isolados bem como encontrar soluções 

metodológicas para determinação da susceptibilidade frente a 5-flucitosina. 
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5.0. CONCLUSÕES 
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1. A freqüência das espécies de Cryptococcus isolados de 62 casos de meningite 

criptocócica diagnosticados durante o período 2006 a 2010, no Hospital Especilizado 

Couto Maia, mostrou 21% de C. gattii e 79% da espécie C. neoformans; 

2. A diferenciação de genótipos durante os quatro anos do estudo mostrou que 100% 

dos isolados de C. gattii pertencem ao genótipo VGII, e 95,1% e 4,9% dos C. 

neoformans, respectivamente, ao genótipo VNI e VNII; 

3. Todos os isolados de Cryptococcus spp. apresentaram pigmento melaniníco e 

cresceram a 37°C, porém, um isolado da espécie C. gattii foi urease negativo. Em 

63% dos isolados foi encontrada alta atividade fosfolipásica, no entanto, em nenhum 

foi detectada a atividade proteolítica, não apresentando diferenças para as espécies; 

4. A avaliação da susceptibilidade detectou 4,8%, 3,2% e 1,6% de isolados de 

Cryptococcus spp. resistentes ao fluconazol, anfotericina B e 5-flucitosina, 

respectivamente, porém, nenhum resistente ao itraconazol; 

5. A estratificação dos resultados de sensibilidade enfatiza a importância do 

conhecimento da espécie envolvida na infecção, visto que isolados de C. gattii, 

demonstraram uma menor susceptibilidade a antifúngicos azólicos, quando 

comparados a isolados da espécie C. neoformans; 

6. A análise da correlação entre os valores de diâmetros de halos de inibição e 

concentração inibitória mínima associou menos de 50% dos resultados, no entanto, a 

significância estatística só não foi observada para a 5-flucitosina; 

7. A técnica de disco difusão discrimina os isolados de Cryptococcus spp. sensíveis, 

todavia, recomendamos que o resultado diferente deste, apresentado por esta 

técnica, seja avaliado pela metodologia padrão de microdiluição em caldo. 

8. Na avaliação da concordância dos pontos de corte para interpretação dos resultados 

de susceptibilidade, não foram encontradas diferenças para anfotericina B e 5-

flucitosina, porém, para o itraconazol e fluconazol os pontos de corte sugeridos pela 

CECON foram superiores aos sugerido pelo NeoSensitabs. 
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6.0. CONSIDERAÇÕES FINAIS 



�	�

�

Estudos de vigilância epidemiológica e microbiológicos se fazem necessários para 

compreensão da distribuição do Cryptococcus spp. na população, visando esclarecer fatores 

de risco para aquisição da infecção, bem como a associação dos genótipos específicos. A 

elucidação de nichos ecológicos desses microrganismos em nosso estado poderá delimitar 

regiões de risco para exposição de C. gattii, possibilitando assim contribuir com uma 

resposta adequada de saúde pública, que permita uma intervenção rápida e eficaz na 

prevenção de casos da doença na Bahia. 

A análise de concordância e correlação entre as técnicas de avaliação de 

susceptibilidade refere-se a um estudo preliminar. Torna-se, portanto, indispensável à 

continuidade do estudo no sentido de avaliar um maior número de isolados e outros pontos 

de corte para interpretação de resultados de disco difusão, além da investigação de 

soluções metodológicas para avaliação da susceptibilidade frente a 5-flucitosina. 
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7.0. PERSPECTIVAS  
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1. Incluir dados referentes ao pacientes e seu perfil clínico – laboratorial, afim de melhor 

compreender a distribuição da doença no nosso estado; 

2. Determinar os tipos seqüências dos nossos isolados pela técnica de MLST (“Multilocus 

Sequence Typing”); 

3. Determinar a proximidade clonal e a variabilidade genética de todos os isolados do 

estudo, através de técnicas de “Fingerprinting”; 

4. Determinar os nichos ecológicos das espécies C. gattii e C. neoformans no nosso 

estado; 

5. Definir os sorotipos dos isolados de Cryptococcus spp. por técnicas moleculares; 

6. Descriminar o “mating type” dos isolados; 

7. Monitorar as tendências de susceptibilidade dos isolados clínicos de Cryptococcus spp.; 

8. Definir os mecanismos de resistência encontrada nos isolados Cryptococcus spp. aqui 

avaliados;    

9. Incluir mais isolados na avaliação de concordância e correlação entre as técnicas de 

disco difusão e microdiluição em caldo; 

10. Avaliar novos pontos de corte para interpretação de resultados da técnica de disco 

difusão; 

��! Buscar soluções metodológicas para a avaliação in vitro da susceptibilidade a 5-

flucitosina frente a leveduras.�
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