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RESUMO

A criptococose é uma micose sistêmica que afeta principalmente o 

sistema nervoso central, causando meningite. Causada pela inalação de 

propágulos de fungos do gênero Cryptococcus sp, C neoformans acomete 

hospedeiros com imunodepressão celular, cujo maior contingente é 

representado por indivíduos com AIDS. A fonte principal de aquisição 

desta levedura são fezes de aves, principalmente pombos (Columba livia). 

C. gattii infecta indivíduos aparentemente imunocompetentes, sendo 

isolado principalmente em espécies de eucaliptos. C. albidus e C. laurentii

aparece em casos de meningites, fungemias, pneumonias, abscessos 

pulmonares e infecções cutâneas. C.uniguttulatus é encontrado no trato 

gastrointestinal, fezes de pássaros e contaminante de leitos de animais e 

habitats de roedores. Termo-tolerância, parede celular, cápsula, adesão, 

e produção de enzimas são fatores importantes de virulência do gênero. 

São José do Rio Preto é a 5ª cidade entre os 100 municípios do estado de 

São Paulo em de casos de AIDS. Analisou-se morfologicamente e 

bioquimicamente 48 amostras clínicas e 155 ambientais. Amostras de 

líquor resultaram em 30 isolados da espécie C. neoformans, 17 de C. 

gattii e um de C. luteolus. Foram identificados 26 isolados de C.albidus, 

22 de C. laurentii, 9 de C. neoformans, 5 de C. gattii e um de 

C.uniguttulatus nas amostras ambientais. A concentração inibitória 

mínima para antifúngicos foi determinada para todos os isolados por meio 

do teste de microdiluição em caldo padronizado pelo NCCLS. Os 

resultados obtidos mostraram resistência à anfotericina B e itraconazol 

nas cepas clínicas de C. neoformans e C. gattii, e as cepas de C.albidus e 

C. laurentii apresentaram resistência a 5-fluorcitosina, itraconazol e 

anfotericina B.

Palavras-chaves: Criptococose, Suscetibilidade, Cryptococcus  

neoformans,  Cryptococcus gattii.
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ABSTRACT

Cryptococcosis is a systemic mycosis that mainly affects the central 

nervous system, causing meningitis. Caused by inhalation of seedlings of 

fungi of the genus Cryptococcus sp, C. neoformans affects hosts with 

immunosuppression cellular, whose largest contingent is represented by 

individuals with AIDS. The main source of acquiring this yeast is feces of 

birds, especially pigeons (Columba livia). C. gattii infects individuals 

apparently immunocompetent, being isolated mainly in species of 

eucalyptus. C. albidus and C. laurentii appear in cases of meningitis, 

nosocomial fungemia, pneumonia, lung abscesses and skin infections. C. 

uniguttulatus is found in the gastrointestinal tract and feces of birds and 

contaminant of beds of animals and habitats of rodents. Thermo-tolerance, 

cell wall, capsule, accession, and production of enzymes are important 

factors in the virulence of the genus. São José do Rio Preto is the 5th city 

among the 100 cities in the state of São Paulo in cases of AIDS. We 

analyzed morphologically and biochemically 48 clinical samples and 155 

environmental. Liquor samples resulted in 30 isolates of the species C. 

neoformans, 17 of C. gattii and one of C. luteolus. We identified 26 

isolates of C. albidus, 22 of C. laurentii, 9 of C. neoformans, 5 of C. gattii

and one of C. uniguttulatus in environmental samples. The minimal 

inhibitory concentration for antifungal agents was determined for all 

isolates by means of the test of broth microdilution standardized by the 

NCCLS. The results obtained showed resistance to amphotericin B and 

itraconazole in clinical strains of C. neoformans and C. gattii, C. albidus

and C. laurentii exhibited resistance to 5-fluorocytosine, itraconazole and 

amphotericin B. 

Keywords: Cryptococcosis, Susceptibility, Cryptococcus neoformans, 

Cryptococcus gattii.
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Definições e histórico

Criptococose (torulose, blastomicose européia, doença de Busse-Buschke) é 

uma micose de natureza sistêmica causada pela inalação de fungos capsulados do 

complexo Cryptococcus spp, provocando principalmente meningoencefalite em 

indivíduos hígidos. Embora se manifeste como uma doença primária, a maioria de 

ocorrência é em pacientes imunocomprometidos, como doença oportunista

(CASADEVALL e PERFECT, 1998; LACAZ et al., 2002; ALSPAUGHT e PERFECT 

JR., 2002; LIN X e HEITMAN, 2006; FAVALESSA et al., 2009). 

O gênero Cryptococcus inclui aproximadamente 39 espécies inseridas no 

Reino Fungi; Filo Eumycota; Classe Blastomycetes; Família Cryptococcaceae; 

Gênero Cryptococcus (fase anamórfica); Reino Fungi; Filo Basidiomycota; Classe 

Heterobasidiomycetes; Família Filobasidiacea; Gênero Filobasidiella (fase 

teleomórfica) (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002).

Embora C. albidus, C. laurentii, C. uniguttulatus, C. grubii e C. luteolus

estejam envolvidos na criptococose, Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii

são as principais espécies responsáveis por esta infecção (KANTARCIOGLU et al.,

2007). Podem ser encontradas em diversos ambientes, desde o frio extremo da 

Antártica, elevações como no Himalaia e água salina (CASADEVALL e PERFECT, 

1998; KON et al., 2008).

A criptococose abrange duas formas distintas do ponto de vista clínico e 

epidemiológico:

 Criptococose oportunista, cosmopolita, associa-se às condições de 

imunodepressão celular, causada predominantemente por Cryptococcus 

neoformans.

 Criptococose primária ocorre geralmente em hospedeiro aparentemente 

imunocompetente, endêmica em áreas tropicais e subtropicais, geralmente 

ocasionada por Cryptococcus gattii.

A primeira descrição clínico-patológica e micológica da criptococose humana 

foi atribuída a Otto Busse e Abrham Buschke, em 1894, que descreveram o caso de 

uma mulher de 31 anos com uma lesão na tíbia (KNOKE e SCHWESINGER, 1994). 
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O microrganismo isolado dessa lesão foi cultivado e inicialmente denominado 

Saccharomyces hominis. No mesmo ano, na Itália, Sanfelice isolou leveduras 

capsuladas a partir de suco de pêssego fermentado, no ano seguinte, foi 

demonstrada a patogenicidade em animais de laboratório, renomeando a espécie 

para Saccharomyces neoformans (SANFELICE, 1894 citado por CASADEVALL e 

PERFECT, 1998). 

Von Hansemann foi o primeiro a observar o fungo na meninge humana em 

1905 e o primeiro diagnóstico reconhecido de meningite criptocócica foi dado por 

Verse, em 1914. Em 1954, Zimmerman e Rappaport observaram a freqüente 

associação de criptococose com desordens malignas do sistema linfático (KWON-

CHUNG et al., 1992).

No Brasil, os primeiros relatos da criptococose ocorreram nos anos de 1941 e 

1944, descritos por Carlos da Silva Lacaz e Floriano de Almeida (PAPPALARDO e 

MELHEM, 2003), sendo o primeiro caso de neurocriptococose relatado em 1941, na 

cidade de São José de Rio Preto, São Paulo (REIS-FILHO et al., 1985).  

1.2 Criptococose e AIDS

A criptococose é a segunda principal causa micológica entre pacientes 

portadores de AIDS (80%) (PAPPALARDO e MELHEM, 2003; WILDSTEIN et al.,

2005; MARTINS, 2006; PINTO-JÚNIOR et al., 2006; CHAYAKULKEEREE & 

PERFECT, 2006; NOCERA et al, 2010), com letalidade variando de 10% a 73%, 

principalmente em países em desenvolvimento (MOREIRA et al., 2006; JARVIS e 

HARRISON, 2007; PAPPALARDO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2009). No Brasil 

segundo dados do Ministério da Saúde de 2005, de 1980 a 2005, dos 371.827 

pacientes acometidos pela AIDS, 10% apresentavam criptococose.

Estudos têm mostrado que 70 a 90% dos pacientes com AIDS e 

neurocriptococose possuem sinais e sintomas de meningite ou meningoencefalite 

subaguda, como cefaléia, náusea, vômito, febre, rigidez de nuca, letargia, alterações 

no estado mental, distúrbio na personalidade, perda de memória, lesões em nervos 

cranianos, déficits visuais e outros, os quais ocorrem de duas a quatro semanas 

antes do estabelecimento do diagnóstico (CALVO et al., 1991; ROZENBAUM e 

GONÇALVES, 1994; MITCHELL e PERFECT, 1995; DARZÉ et al., 2000; 
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FERNANDES et al., 2000; CASALI et al., 2003; PAPPALARDO e MELHEM, 2003; 

JARVIS et al., 2007; PAPPALARDO et al., 2007).

De acordo com a Coordenação Nacional de DST/AIDS (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE BRASIL, 2004), 6 % dos pacientes portadores de HIV positivos são 

acometidos por infecções causadas por C. neoformans e C. gattii.            

São José do Rio Preto é considerada a 5ª cidade entre os 100 municípios do 

estado de São Paulo com maior número de casos de AIDS, totalizando 4.110 casos 

entre 2000 e junho de 2008. Neste período foram registrados 329 casos de vítimas 

de AIDS acometidas pelo fungo, notificadas pelo Hospital de Base de São José do 

Rio Preto (SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE/MINISTÉRIO DA SAÚDE-

DST/AIDS, 2009). Essa condição clínica de imunocomprometimento, aliada à 

convivência com leveduras do gênero Cryptococcus spp vêm trazendo graves 

consequências, como elevadas taxas de morbidade e mortalidade (FERNANDES et 

al., 2000; SEVERO et al., 2001; LACAZ et al., 2002; TRILLES et al., 2003).

Nos países desenvolvidos, a mortalidade por criptococose é estimada em 

10% chegando a 43% nos países em desenvolvimento (KON et al., 2008). No Brasil, 

estas porcentagens variam entre 40 a 66% (DARZÉ et al., 2000; PAPPALARDO e 

MELHEM, 2003; MORETTI et al., 2008; PRADO et al., 2009).

Na Tailândia, entre 1994 e 1998, houve definição da criptococose em 19% 

dos pacientes portadores do HIV. Na África do Sul, o aumento desta infecção em 

portadores de HIV provocou uma mudança na epidemiologia das meningites, 

superando as meningites bacterianas e a tuberculose. A incidência de C. 

neoformans nesses países responde por 20 a 45% dos casos de meningite 

(BICANIC e HARRISON, 2004). Em regiões pobres do sudeste da Ásia 

(CHARIYALERTSAK e SIRISANTHANA, 2001; HELBOK e PONGPAKDEE, 2005; 

KUMARASAMY e VALLABHANENI, 2005) e da África Sub-saariana (HAKIM e 

GANGAIDZO, 2000; HOLMES e LOSINA, 2003; KOHNO, 2005) as notificações de 

mortes por meningite criptococócica, causada por C. neoformans variam de 10 a 

40% dos pacientes com AIDS. O alto custo e a disponibilidade limitada de drogas 

antifúngicas diminuem o tratamento efetivo nestas áreas, dessa maneira a 

criptotocose permanece endêmica nesses países (WARNOCK, 2006; LIU et al., 

2008; LIN, 2009).
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1.3 Gênero Cryptococcus

1.3.1 Ciclo reprodutivo

Estes fungos apresentam uma ampla variedade de formas, incluindo 

leveduriforme, clamidósporos, pseudohifas e hifas sob certas condições, porém a 

forma leveduriforme é a tipicamente presente nas infecções (ALSPAUGH et al.,

2000; LIN e HEITMAN, 2006)

O ciclo reprodutivo deste fungo pode ocorrer de forma assexuada e sexuada, 

porém esta última ainda não foi observada no ambiente, e sim em condições 

laboratoriais (CASALI et al., 2001; LIN, 2009). A fase sexuada ou teleomórfica 

apresenta filamentos (hifas dicarióticas) e é denominada Filobasidiella neoformans e 

F. bacillispora, correspondente à fase leveduriforme (anamorfa) de C. neoformans e 

C. gattii respectivamente (BOEKHOUT et al., 2001; CASALI et al., 2001; TRILLES et 

al., 2003; KNOW-CHUNG e VARMA, 2006).              

A reprodução sexuada (Figura 1) ocorre por meio do cruzamento de dois tipos 

de alelos sexuais (mating type), MATa e MATα (CHATURVEDI et al., 2000; 

LENGELER e FOX, 2002; OHKUSU et al., 2002; TRILLES et al., 2003). Estas 

células sexuais iniciam a reprodução na ausência de nitrogênio secretando 

feromônios, que induzem a formação de tubos de conjugação. MATa e MATα sofrem 

divisão nuclear e simultaneamente formação de hifas (NIELSEN & HEITMAN, 2007). 

Os núcleos das duas células sexuais migram para o interior da hifa, nesta, somente 

a mitocôndria da célula MATa é captada, ocorrendo desintegração da mitocôndria da 

célula MATα. A partir desta hifa desenvolvem-se basídios terminais, globosos ou 

sub-clavados, onde ocorre o processo de cariogamia seguido de sucessivas mitoses 

e meioses, produzindo os basidiósporos, que por sua vez podem se diferenciar e 

gerar células leveduriformes (LENGELER e FOX, 2002; McCLELLAND et al., 2004). 

Já a reprodução assexuada ocorre por meio de brotamentos (CASADEVALL 

& PERFECT, 1998).
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Figura 1. Representação esquemática do ciclo reprodutivo (sexuada/assexuada) de 

Cryptococcus neoformans. Adaptado de IDNURM et al., 2005.

1.3.2 Caracterização micológica

As espécies do gênero Cryptococcus são caracterizadas como leveduras 

capsuladas. Sua célula de forma globosa ou ovalada varia de 3 a 10µm de 

diâmetro, exibindo brotamentos únicos ou múltiplos. Apresentam-se como colônias 

de cor branca a creme, brilhante, de textura mucoide, sendo o grau de mucosidade 

da colônia dependente da formação da cápsula mucopolissacarídea, margem lisa e 

inteira. Desenvolvem-se entre 36 a 72 horas. (MITCHELL e PERFECT, 1995; 

PERFECT e CASADEVALL, 2002).  

Todas as espécies de Cryptococcus são não-fermentadoras, hidrolisam 

amido, assimilam inositol e produzem urease. Esta é uma metaloenzima que 

hidrolisa uréia em amônia e carbamato, podendo aumentar o pH do meio. A 

positividade da hidrólise da uréia é dada pela mudança da coloração do meio Agar, 

de amarelo para rosa intenso (Figura 2), variando de 24 a 48h de incubação à 30ºC 

(COX et al., 2000; LACAZ et al., 2002; SIDRIN & ROCHA, 2004).
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Figura 2. Teste da urease (rosa) mostrando positividade para o                                                                          

gênero Cryptococcus (acervo pessoal).

          As espécies de Cryptococcus crescem bem em vários meios de cultivos que 

não contenham ciclo-heximida: Agar-sangue, Agar-Sabouraud, Agar BHI (infusão de 

cérebro-coração) e Agar Níger (Guizotia abyssinica) são considerados os melhores 

meios primários de isolamento. Este último apresenta substâncias difenólicas, que 

propicia a produção de fenoloxidade e resulta em colônias marrons devido à 

formação de pigmentos do tipo melanina, sendo seletivo e diferencial para C. 

neoformans e C. gattii (CASADEVALL et al., 2000; LACAZ et al., 2002). Tal 

característica é observada para C. neoformans e C. gattii, (Figura 3) não ocorrendo 

em outras espécies do gênero Cryptococcus spp (LACAZ et al, 2002; STEPANOVIC, 

et al., 2002).

Podem crescer em temperaturas entre 25°C e 37°C, mas crescem melhor a 

30°C, (termo-tolerância máxima de 40°C) (KARKOWSKA-KULETA et al., 2009). A 

habilidade de utilizar a glicina como fonte de carbono e nitrogênio e a resistência à 

canavalina azul de bromotimol (CGB) como prova laboratorial permitem a separação 

de C. gattii de C. neoformans, no meio de CGB. De dois a cinco dias C. gattii altera a 

coloração do meio de verde para azul cobalto, critério considerado positivo, sendo 

negativo para C. neoformans, uma vez que não ocorre mudança de cor (Figura 4) 

(DIAMOND, 2000; KHAN et al., 2003).
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Figura 3. Aspecto macroscópico de colônias de C. neoformans e C. gattii em 

meio Níger (ambos exibem coloração marrom) (acervo pessoal).

            
Figura 4. Meio CGB, diferenciando C. neoformans (verde) de C. gattii (azul-

cobalto) (acervo pessoal).
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1.3.3 Patogenia

A infecção por C. neoformans e C. gattii ocorre geralmente por meio da 

inalação de propágulos fúngicos presentes no ambiente, no entanto existem relatos 

sobre inoculação destes fungos através de injúrias na pele (HAMANN et al., 1997; 

NEUVILLE et al., 2003; XIUJIAO e XU, 2005). Embora existam diversos estudos na 

área, não há a transmissão entre homem-homem ou mesmo entre animais 

(SORRELL, 2001; CASALI et al, 2001). 

Cryptococcus sp são leveduras haplóides ressecadas ou basidiósporos de 

tamanho reduzido (< 2µm). Inicialmente instalam-se nos pulmões, podendo causar 

infecção sintomática ou assintomática na região subpleural, podendo permanecer 

em estado latente, normalmente dentro de um granuloma ou desenvolver a infecção 

(KAWAKAMI, 2004; HULL e HEITMAN, 2005). Tucker e Casadevall (2002) 

verificaram que C. neoformans sobrevive no meio intracelular, não sendo destruído 

por fagocitose. 

Geralmente, a doença é monomicrobiana, isto é, causada por uma única cepa 

de Cryptococcus sp, porém tem-se descrito a ocorrência de mais de uma espécie do 

fungo em um mesmo paciente (MEYER et al., 1999; IGREJA et al., 2004). Nesse 

sentido, o estado imunológico do hospedeiro, a quantidade de inóculo inspirado e a 

virulência da cepa são alguns dos fatores que contribuem para que a levedura se 

dissemine para sítios extrapulmonares (BICANIC e HARRISON, 2005).

De fato, em pacientes imunocompetentes, a infecção geralmente é limitada, 

ou seja, o sistema imune do hospedeiro elimina ou limita a infecção, resultando em 

um quadro de pneumonia severa (BICANIC e HARRISON, 2005). Formas clínicas 

diferentes podem aparecer sendo conhecidas: pulmonar regressiva, pulmonar 

progressiva e disseminada. A forma pulmonar regressiva geralmente é 

assintomática ou apresenta sintomas de uma infecção respiratória simples, 

normalmente encontra-se em indivíduos imunocompetentes, com erradicação 

espontânea. Já a forma pulmonar progressiva resulta de uma infecção primária, ou 

então de um foco latente que reativou.  Na forma disseminada há propagação da 

infecção pulmonar por via hematogênica atingindo outros órgãos, principalmente o 
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sistema nervoso central (SNC) causando meningoencefalite (MORETTI-

BRANCHINI e TELLES, 2004).

Já em indivíduos imunocomprometidos, há disseminação por meio da 

corrente sanguínea, atingindo outros órgãos e tecidos, preferencialmente o SNC, 

promovendo meningite, encefalite ou meningoencefalite, quadros associados a altas 

taxas de mortalidade (KAWAKAMI, 2004; KON et al., 2008). 

1.3.4 Eco-epidemiologia

C. neoformans e C. gattii possuem uma ampla distribuição, podendo ser 

encontrados em diversos tipos de habitat (construções antigas, torres de igreja, 

estábulos, porões, barracões e cavernas), além de excretas de aves, fezes de 

morcegos e baratas, ninhos de vespa, frutas, suco de fruta fermentado, microbiota 

intestinal de cavalo, leite, cavidade nasal e pele de cães, gatos e coalas, recintos de 

roedores, buracos de tatus, solo, vegetais em decomposição e ocos de várias 

espécies de árvores (LAZÉRA et al., 2000; PAPPALARDO e MELHEM, 2003; 

TRILLES et al., 2003; SOARES et al., 2005; ABEGG et al., 2006).

1.3.5 Cryptococcus neoformans

Este fungo é cosmopolita (REOLON et al., 2004; KOBAYASHI et al., 2005). 

Sua prevalência relaciona-se ao número de hospedeiros imunocomprometidos e ao 

grau de exposição à levedura (CHEN et al., 2000). A associação desta espécie com 

pacientes acometidos pela AIDS é predominante nas regiões sul, sudeste e centro-

oeste do Brasil (MORETTI et al., 2008).

             Normalmente encontrado em fezes de pombos domésticos (Columba lívia),

(MONTENEGRO & PAULA, 2000; FRIEDMAN et al., 2005; GRANADOS e 

CASTAÑEDA, 2005; KOBAYASHI et al., 2005) e material em decomposição como 

madeira e restos vegetais (NISHIKAWA et al., 2003). Além dos Columbiformes, 

outras aves como Passeriformes, Psittaciformes e Galliformes também podem ser 

colonizados por C. neoformans (FILIÚ et al., 2002; LAGROU et al., 2005; TAY et al., 

2005; ABEGG et al., 2006; SALGADO e NÄÄS,2010).
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Diversos trabalhos demonstram a incidência do basidiomiceto em    

excretas de aves de cativeiro em zoológicos e “pet shops”. Passoni et al. (1998) 

analisaram 79 amostras de excretas de aves, de Psittaciformes (periquitos) e quatro 

espécies de Passeriformes: canário-belga, canário-terra-verdadeiro, coleirinho e 

galo-da-campina, encontrando 12,7% de positividade para o fungo. As residências 

que possuíam estas aves em cativeiro contribuíram, portanto, para o aumento da 

contaminação domiciliar (LUGARINI, 2007).

Filiú et al. (2002) isolaram C. neoformans em aves de cativeiro e vida livre na 

cidade de Campo Grande/MS em 18 amostras de excretas de poleiros e grades de 

recintos contendo aves agrupadas. Assim, além de amostras obtidas em solos 

contaminados de ambiente aberto, fezes de canário-belga, canário-do-reino, 

canário-da-terra-verdadeiro, periquito-australiano, calopsita, agapornis, mandarim, 

pombo-rabo-de-leque, pombo-africano e papagaio constituíram fontes de risco de 

infecção.

Abegg et al. (2006) analisaram amostras de excreta de aves provenientes do 

Parque Zoológico do Rio Grande do Sul, pertencentes à Psittaciformes (papagaio-

moleiro, papa-cacau, chauá, periquito-rei, jandaia, periquito-maracanã, periquito-

australiano, calopsita, maitaca-de-maximiliano e periquito-alexandrino), com 18,18% 

de positividade, de onde 87% pertenceram a espécie C. neoformans.

Khono (2003), em suas pesquisas na Tailândia isolaram C. neoformans em 

fezes de galinhas, com mais de 70% de positividade, comprovando a principal fonte 

da alta incidência de meningite criptocócica em portadores de HIV no país.

Esta relação com fezes de pombos deve-se à presença de um ambiente 

favorável ao crescimento do fungo e que apresenta capacidade de assimilação de 

creatinina, ácido úrico, purinas e xantinas como fontes de nitrogênio para C. 

neoformans (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992; CASALI et al., 2001, LIN, 2009).

Montenegro e Paula (2000) relataram que existe alta contaminação de C. 

neoformans nos centros urbanos, devido ao acúmulo de fezes de pombos em ninhos 

e adjacências, contribuindo desta forma para uma exposição maior de pessoas à 

infecção. Esta espécie tem a capacidade de colonizar a mucosa dos papos dos 

pombos, porém sem causar-lhes doença (a termotolerância da levedura é de 40ºC), 

sendo considerado, portanto endosaprobiótico natural destas aves. 
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O isolamento do fungo em residências pode ser decorrência da criação de 

aves domésticas (SCHÜLLER, 2004; KOBAYASHI et al., 2005).

No Brasil foi demonstrada a associação de C. neoformans em ocos de 

árvores vivas, o que pode indicar um nicho primário para o fungo (LAZERA, et al.,

2000; FILIÚ, et al., 2002) como no Rio de Janeiro (RJ), em Teresina (PI), em Boa 

Vista e Ilha de Maracá (RR), no interior do Amazonas e na Cidade de São Paulo 

(MONTENEGRO & PAULA, 2000).

1.3.6 Cryptococcus gattii

Descrito pela primeira vez em 1970 (SORRELL et al., 2001), esta levedura 

tem sido isolada do ambiente principalmente em regiões tropicais, subtropicais e 

temperados (KIDD et al., 2004), acometendo indivíduos aparentemente 

imunocompetentes (LAZERA et al., 2005; TRILLES et al., 2008). A criptococose 

causada por C. gattii pode possui aspectos clínico-epidemiológicos pouco 

conhecidos e perfila-se ao lado das micoses sistêmicas endêmicas (DELGADO et 

al., 2005; LINDENBERG, 2008). Seu habitat natural foi inicialmente descrito na

Austrália, associado a restos vegetais de Eucalyptus camaldulensis, posteriormente 

em outras espécies de eucaliptos como E. tereticornis, E.rudis e E.gomphocephala 

(ELLIS & PFEIFFER, 1990; LAZÉRA et al., 1998, 2000; GRANADOS e 

CASTAÑEDA, 2005; DIXIT et al., 2009). Entretanto, sabe-se que eucaliptos não 

representam habitat natural nem associação específica com C. gattii, observando-se 

diferentes padrões geográficos de ocorrência fungo-árvore-madeira em 

decomposição. Plantas ornamentais como Ipe, Hibiscus, Cássia e Ficus também são 

considerados fontes de aquisição desta espécie (LAZÉRA et al., 2000; NISHIKAWA 

et al., 2003; KOBAYASHI et al., 2005; ABEGG et al., 2006). 

C. gattii ocorre na América Latina, no Peru, Colômbia (QUINTERO et al., 

2005; LIZARAZZO et al.,2007), Argentina, Venezuela, Brasil (NISHIKAWA et al.,

2003), Austrália, Nova Guiné, países da África Central, sudeste da Ásia, México e 

algumas regiões dos Estados Unidos. As regiões norte e nordeste têm sido 

consideradas como endêmicas no Brasil e responsáveis por 71% dos casos de 

infecção por este fungo (FERNANDES et al., 2003; CASALI et al., 2003; 

NISHIKAWA et al, 2003; MARTINS et al., 2007).
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Esta espécie é considerada extremamente patogênica, sendo conhecido 

como o agente primário da criptococose sistêmica (FRASER et al., 2003). A 

prevalência de C. gattii no Brasil é considerada uma das mais altas na América do 

Sul (MONTENEGRO e PAULA, 2000). Assim, no Brasil, estudos mostram a 

importância da criptococose por C. gattii no SNC de adultos jovens e crianças de 

ambos os sexos, das regiões norte e nordeste, com letalidade de 35% a 40% 

(LAZERA et al., 2005). Em Belém (PA), entre 1992 e 1998, de 78 pacientes com 

criptococose internados no Hospital Universitário, 9 foram decorrentes de C. gattii. 

(CORREA et al., 1999; SEVERO et al., 2001).

Além de árvores, outros nichos de C. gattii também têm sido valorizados, 

sendo que excretas de Passeriformes, Psittaciformes e Galliformes, são 

consideradas fontes de aquisição (ABEGG et al., 2006; ARAGÃO et al., 2008). 

Constatando a participação de excreta de frango como fonte ambiental de C.

gatti, Scozzafava (2010) e Aragão (2008), relataram casos de meningite e 

meningoencefalite criptocócica por C. gattii em pacientes que lidavam direta ou 

indiretamente com frangos.

1.3.7 Outras espécies

São raros os relatos de criptococose em humanos causada por outras 

espécies de Cryptococcus, tais como C. albidus, C. laurentii, C. uniguttulatus,

primeiramente descritos como etiologia de doenças graves em animais. No entanto 

este cenário mudou e estas espécies têm também causado infecções em humanos 

(KHAWCHAROENPORN et al., 2007), porém C. albidus e C laurentii têm sido 

descritos em casos de meningites, fungemias, pneumonias, abscessos pulmonares 

e infecções cutâneas (SUGITA et al., 2001; AVERBUCH et al., 2002; RANDHAWA 

et al., 2003; KHAWCHAROENPORN et al., 2007; SHANKAR et al., 2009), sendo 

responsável por 80% dos casos de criptococose causada por espécies 

Cryptococcus não neoformans (KHAWCHAROENPORN et al., 2007). Geralmente, 

pacientes acometidos por estas espécies têm doenças pré-existentes como 

leucemia aguda, HIV, neutropenia, artrite-reumatóide, cirrose, hipertireoidismo ou 

fazem terapia com corticosteroides (KIELSTEIN et al., 2000).
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C. albidus, C. laurentii, e C. uniguttulatus são leveduras cosmopolitas 

frequentemente isoladas do ar, solos, frutas e flores, excretas de aves, 

principalmente pombos, leitos de animais roedores (RANDHAWA et al., 2003; 

KHAWCHAROENPORN et al., 2007; SILVA e CAPUANO, 2008), e em folhas de 

eucaliptos (KURTZMAN e FELL, 1998; BARNETT et al., 2000; TAY et al., 2008). 

C. laurentii vem sendo utilizado como biopesticida, considerado eficiente 

recurso no controle do apodrecimento de frutas (WILSON et al., 1993; CHAND-

GOYAL e SPOTTS, 1996), é encontrado em solos agrícolas (TRINDADE et al., 

2002) e frutas tropicais (SLAVIKOVA e VADKERTIOVA, 2003). Diferencia-se das 

demais espécies pela utilização de meliobiose e lactose como açúcares e a não 

assimilação de KNO3 (CHAND-GOYAL e SPOTTS, 1996).

1.3.8 Virulência

A capacidade de infecção por Cryptococcus sp deve-se a alguns fatores: a 

facultativa patogenicidade intracelular (FELDMESSER e TUCKER, 2001); presença 

de cápsula polissacarídica com ação antifagocítica e imunomoduladora (CHANG et

al., 1996; DEL POETA, 2004; MONARI et al., 2006); produção de melanina como

antioxidante (CASADEVALL et al., 2002); produção de urease (COX et al., 2000; 

2003); habilidade de crescimento a 37ºC (CASADEVALL e PERFECT, 1998; DEL 

POETA, 2004; MONARI et al., 2006); presença de genes sexuais com locus mating 

type (MATa e MATα) (LIU et al., 2008); componentes da parede celular, capacidade 

de adesão e produção de enzimas (MAGLIANI et al., 2005). 

Destaca-se que a cápsula é o mais importante fator de virulência, sendo 

composta por polissacarídeos glucuronoxilomanana (90%), galactoxilomanana (7%) 

e manoproteína (3%) (MITCHELL e PERFECT, 1995; CASADEVALL e PERFECT, 

1998; CASALI et al., 2001; NISHIKAWA et al., 2003; ZARAGOZA e CASADEVALL, 

2004; GATES et al., 2004; KARKOWSKA-KULETA et al., 2009). Esta constituição 

confere a levedura inibição da fagocitose mediada por macrófagos, neutrófilos, 

decorrente da repulsão eletrostática, inibição da ligação de imunoglobulina G (IgG), 

bloqueio da ativação de complemento e a produção de citocinas impedindo a ligação 

aos receptores CR3 dos leucócitos, o que diminui a resposta imunológica e 

supressão da proliferação da expressão das moléculas de adesão (COX et al., 2001; 
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MAGLIANI et al., 2005; SHOHAM & LEVITZ, 2005). A diminuição da fagocitose 

compromete as células T, que não conseguem apresentar o antígeno, resultando em 

uma resposta imune deficitária (GATES et al., 2004). No microambiente tecidual do 

hospedeiro, a expressão da cápsula pode sofrer modificações com as altas 

concentrações de CO2 no pulmão, à baixa concentração de ferro nos tecidos e a 

disponibilidade de carboidratos (ZARAGOZA; CASADEVALL, 2004; GUIMARÃES et 

al., 2010).

Atuam como fatores de virulência deste gênero especialmente as proteases e 

as fosfolipases. O mecanismo de ação das proteases é permitir a invasão dos 

tecidos do hospedeiro e a destruição das proteínas imunológicas (FELDMESSER e 

TUCKER, 2001). Diferentemente, a enzima fosfolipase degrada membranas 

celulares, com conseqüente penetração tecidual (COX, 2001), fato este responsável 

pela iniciação da infecção pulmonar, facilitando a adesão das células leveduriformes 

ao tecido epitelial (SANTANGELO et al., 2004; GANENDREN et al., 2006). Outras 

enzimas como lacase e urease interferem na ação antioxidante permitindo a 

proliferação celular (COX, 2001).

O gênero Cryptococcus tem a capacidade de sintetizar melanina por meio da 

conversão de substratos hidroxibenzoicos, dependente da enzima fenoloxidase, 

caracterizada como uma lacase, tal enzima pertence à classe das oxidases, tendo 

como co-fatores íons cobre e ferro (REOLON et al., 2004). A melanina criptocócica, 

localizada na parede celular do fungo, confere à célula proteção contra reações 

oxidativas, atua na defesa contra a radiação ultravioleta (UV) e o ataque das células 

de defesa (JACOBSON, 2000; IDNURM et al., 2005).

Substâncias localizadas no SNC do hospedeiro como catecolaminas, 

epinefrina, tiamina, ácido glutâmico, glutamina, carboidratos e minerais, entre outras, 

são também utilizados como substratos metabólicos (SEVERO et al., 1998; IDNURM 

et al., 2005). Tal fato explica o tropismo do fungo para áreas cerebrais, como o 

gânglio basal, rico em catecolamina e frequentemente infectado durante a 

meningoencefalite (CASADEVALL et al., 2000; SEVERO et al., 1998; IDNURM et al., 

2005). Recentemente, revelou-se um mecanismo de invasão direta no cérebro por 

meio de capilares juntamente com deformações celulares (SHI et al., 2010).
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1.3.9 Diagnóstico laboratorial

Cryptococcus sp são leveduras observáveis em diversas amostras clínicas 

como escarro, líquor (LCR), lavado brônquico, lesões de pele, biópsias, pus de 

abscesso, urina, aspirados de gânglios e outros, podendo ser submetidas a exames 

diretos e sorológicos. A observação direta ao microscópio consta de preparados dos 

materiais clínicos com Tinta da China (nigrosina), que identifica as leveduras através 

do halo branco formado ao redor da célula, pois a cápsula polissacarídica repele a 

tinta e não é corada (Figura 5) (CASALI et al., 2001; PAPPALARDO e MELHEM, 

2003). O diagnóstico através da Tinta da China tem como sensibilidade (70 a 80%) 

de detecção mínima 103 a 104 UFC de leveduras/mL de líquor (CASADEVALL e 

PERFECT, 1998; BICANIC e HARRISON, 2005). Já os testes sorológicos de 

aglutinação em partículas de látex sensibilizadas com anticorpos anti-C. neoformans 

e técnica de ELISA são os mais utilizados, e possuem sensibilidade superior a 90%. 

A positividade na aglutinação em diluição 1:4 é indicativa de infecção criptococócica, 

títulos maiores ou iguais a 1:8 normalmente comprovam doença ativa (MITCHELL e 

PERFECT, 1995; BICANIC e HARRISON, 2005). A sensibilidade para o exame 

sorológico é de aproximadamente 95% e pós-cultura 75%. Com o início do 

tratamento, a cultura pode se mostrar negativa, enquanto os testes sorológicos e o 

exame direto permanecem positivos, os quais servem como monitoramento da 

doença (CALVO et al., 1991).

              

Figura 5. Técnica da tinta da China, mostrando a formação do halo ao redor da 

cápsula que repele a tinta. Fonte: www.vet.uga.edu.
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Há ainda como possibilidade diagnóstica a análise histopatológica, onde as 

técnicas de coloração HE (hematoxilina-eosina), Gomori-Metamina Prata, ácido 

periódico de Scchiff, mucicarmina e Fontana-Manson são as principais utilizadas 

(BICANIC e HARRISON, 2005).

O teste “padrão-ouro” para diagnosticar a criptococose é o isolamento da 

levedura em meios de cultura. Mediante fungemias, as hemoculturas podem ser 

obtidas por meio de centrifugação e lise da amostra sanguínea permitindo o 

isolamento de Cryptococcus sp entre 10 a 30% dos casos de criptococose 

(PASQUALOTTO et al., 2004). Frente ao acometimento do SNC, cultura do liquor 

em meio Agar Sabouraud permite realização diagnóstica com alta sensibilidade.

Baseando-se na análise do DNA, pesquisadores criaram algumas técnicas 

para fins de caracterização, filogenia e epidemiologia de Cryptococcus sp (MEYER 

et. al., 2008) como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) (JAIN et al., 2005; 

ALMEIDA et al., 2007; MARTINS et al., 2007); análises de RFLP (polimorfismos do 

comprimento dos fragmentos de DNA gerados por enzimas de restrição); 

hibridização com sonda CNRE-1 (elementos repetitivos de C. neoformans) 

(SPITZER; SPITZER, 1992; SPITZER; SPITZER, 1994).

Exames de imagem, como tomografias computadorizadas de crânio (TC) ou 

ressonância magnética nuclear (RNM), também podem ser empregados como 

auxiliadores do diagnóstico da criptococose. Nas imagens radiográficas cerebrais, 

podem ser observados cistos mucinosos, dilatação dos espaços de Virchow-Robin, 

meningite circunscrita, criptococoma, forma granulomatosa miliar, realce meníngeo, 

ependimite, ventriculite e hidrocefalia, como possíveis alterações intracranianas 

(HEITMAN, 2000).

1.3.10 Aspectos Clínicos

A criptococose pode se apresentar de forma localizada ou generalizada 

(ROZENBAUM e GONÇALVES, 1994; PAPPALARDO e MELHEM, 2003), sendo na 

maioria das vezes, diagnosticada na forma disseminada (ROZENBAUM e 

GONÇALVES, 1994; SEVERO et al., 2001; KON et al., 2008). Propágulos do fungo 

acessam o organismo do hospedeiro por meio da via respiratória e colonizam 

primariamente os pulmões. Esta invasão pode ser assintomática ou sintomática, 
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podendo manifestar-se de maneira aguda, subaguda ou crônica. Posteriormente, 

as leveduras atingem o SNC podendo acarretar quadros de meningite, encefalite ou 

meningoencefalite (CASADEVALL e PERFECT, 1998; DARZÉ et al., 2000; 

FERNANDES et al., 2000; CASALI et al., 2001, 2003; TRILLES et al., 2003; 

PAPPALARDO e MELHEM, 2003; KON et al. 2008). Em geral, a meningoencefalite 

é de evolução grave e fatal, acompanhada ou não, de lesão pulmonar evidente, no 

entanto, focos secundários para pele, ossos, rins, coração, linfonodos, supra-renal 

até a próstata, entre outros, podem ocorrer evidenciando-se recidivas 

(LINDEMBERG, 2008; KON et al., 2008; KUMAR et. al, 2005).

Indivíduos imunocomprometidos pela AIDS, doenças de bases como câncer, 

sarcoidose, tuberculose, diabetes, pressão alta, portadores de processos 

linfoproliferativos malignos, transplantados ou em terapias com corticosteroides são 

mais acometidos por esta micose e podem ter outros tecidos do corpo afetados 

(NOCERA et al., 2010; CHAYAKULKEEREE e PERFECT, 2006; WILDSTEIN et al.,

2005; HULL e HIETMAN, 2002). Manifestações cutâneas não são comuns, porém 

quando presentes podem ser sinais de que a doença esta disseminada e atingem 

cerca de 10 a 15% dos pacientes (CASADEVALL e PERFECT, 1998; BIVANCO et 

al.,2006).

A criptococose causada por C. neoformans e C. gatti exibem os mesmos 

sintomas, porém na infecção por C. gatti observa-se maior incidência de 

criptococomas no pulmão e cérebro, resposta lenta a antifúngicos, hidrocefalia e 

lesões cerebrais, causas frequentes de sequelas neurológicas e comprometimento 

do nervo óptico (TRILLES et al., 2003).

A criptococose pode associar-se a outras infecções fúngicas, geralmente 

candidíase oral, dermatofitose, pitiríase versicolor, pneumocistose, 

paracoccidiodomicose ou histoplasmose (MITCHELL e PERFECT, 1995; 

FERNANDES et al., 2000; CASALI et al., 2003; PAPPALARDO e MELHEM, 2003).

1.3.11 Tratamento

Existem diversas drogas disponíveis para o tratamento da criptococose. 

Fármacos poliênicos como anfotericina B (Anfo B), anfotericina B formulação 

lipossomal (AmBisome), ABCD dispersão coloidal, ABLC complexo lipídico, os azóis 
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fluconazol (FCZ) e itraconazol (ICZ), além da 5-fluorcitocina (5-FC) são os mais 

comumentes empregados na terapêutica, seguidos por voriconazol, posaconazol e 

ravuconazol (PERKINS et al., 2005; IIINAIT-ZARAGOZI et al., 2008). Com exceção 

da 5-FC, a maioria dos antifúngicos citados age principalmente sobre o ergosterol 

presente na membrana plasmática fúngica. O ergosterol é o principal esterol da 

membrana plasmática, confere integridade à membrana e regula sua fluidez 

(BICANIC e HARRISON, 2005)

1.3.11.1 Anfotericina B

A anfotericina B foi o primeiro medicamento efetivo no tratamento da 

criptococose, introduzido no final da década de 50. Tem sido utilizada no tratamento 

de todas as formas da infecção, desde a pneumonia até os casos de meningite 

(MITCHELL e PERFECT, 1995) e são raras as espécies de Cryptococcus sp 

resistentes à anfotericina B (VIVALDINI, 2003; PAPPALARDO, 2003).

          Este antifúngico interage com o ergosterol da membrana plasmática, 

resultando na produção de poros aquosos, aumentando a permeabilidade, o que 

leva a perda de componentes vitais como íons de potássio, água, amônio, fosfato, 

açúcares e proteínas. Posteriormente, ocorre deterioração metabólica e morte 

celular. Este mecanismo de ação é responsável por grande parte da toxicidade do 

fármaco, pois este interage também com os esteróis da membrana plasmática 

humana, em geral com o colesterol (MITCHELL e PERFECT, 1995; BICANIC e 

HARRISON, 2005; CATALÁN e MONTEJO, 2006). A ação da anfotericina B pode 

ser tanto fungicida como fungistática, dependendo da concentração administrada. 

Apresenta alta nefrotoxicidade, no entanto já existem formulações lipídicas que 

reduzem a toxicidade do fármaco, possibilitando assim que doses maiores sejam 

toleradas (KOTWANI et al., 2001; BICANIC e HARRISON, 2005).

1.3.11.2 Fluconazol

Desenvolvido na década de 80, este azólico é fungistático. Sua ação 

dependente do citocromo P-450 inibe a enzima 14 a-dimetilase, que tem como 

função converter o lanosterol em ergosterol (ANDRIOLE, 1998). Estudos 
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apresentaram resultados satisfatórios quanto à utilização de fluconazol na prática 

clínica (PAPPALARDO; MELHEM, 2003; FERNANDES et al., 2003).

1.3.11.3 Itraconazol

          

O ITZ é um composto triazólico sintetizado pela primeira vez em 1986. Como 

o fluconazol, age sobre o citocromo P-450, inibe a síntese do ergosterol, causando 

alterações na membrana plasmática fúngica. O itraconazol é considerado a droga de 

segunda escolha no tratamento de meningite criptocócica (PAPPALARDO, 2003).

1.3.11.4 5-Fluorcitosina

A 5-FC foi desenvolvida na década de 70 primeiramente como uma droga 

antitumoral, posteriormente foi introduzida como antifúngico. Este fármaco é um 

análogo de pirimidina que inibe a síntese de ácidos nucleicos da levedura (BICANIC 

e HARRISON, 2005). É comum o surgimento de resistência secundária ou adquirida 

durante o tratamento, por isso comumente a 5-FC é associada com a anfotericina B. 

Em pacientes com AIDS, a 5-fluorcitosina pode causar efeitos colaterais como 

leucopenia e distúrbios gastrointestinais (MITCHELL e PERFECT, 1995; 

PAPPALARDO, 2009).

1.3.11.5 Resistência às drogas

De modo geral, a resistência à anfotericina B por Cryptococcus sp é rara, 

porém pode se desenvolver em pacientes previamente tratados com azólicos, 

provavelmente devido a alterações na membrana celular fúngica. Já para a 5-

fluorcitosina altas taxas de resistência são observadas, principalmente o 

desenvolvimento de resistência secundária. Para os azólicos, a ocorrência de cepas 

resistentes tem ocorrido a partir de isolados obtidos de pacientes com AIDS, 

portadores de câncer e candidíase oral (PEREA e PATTERSON, 2002). Terapias 

com Anfotericina B seguida de manutenção com fluconazol têm gerado falhas 

terapêuticas, consequentemente selecionando isolados resistentes, os quais estão 
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emergindo drasticamente nos últimos anos (PFALLERet al., 2009; MORSCHHAUSER, 

2009).

1.3.12 Avaliação da susceptibilidade antimicrobiana

Métodos de padronização da avaliação de suscetibilidade antimicrobiana vêm 

sendo propostos por grupos de pesquisadores europeus e norte-americanos 

(NCCLS, EUCAST). Microdiluição é um dos métodos que expõe um inóculo da 

levedura em conhecidas concentrações das drogas. A leitura final dos testes de 

microdiluição identifica a concentração inibitória mínima (CIM) (PAPPALARDO e 

MELHEM, 2003; COLOMBO e ALVES, 2004).
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2 JUSTIFICATIVA

A dificuldade para encontrar dados sobre a epidemiologia desta doença na 

região da Alta Araraquarense, particularmente São José do Rio Preto, bem como a 

avaliação de outras vias de aquisição da criptococose na região justificou o interesse 

pela pesquisa em busca de fontes ambientais naturais e em amostras clínicas para o 

fungo Cryptococcus sp.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar fenotipicamente isolados clínicos e ambientais de Cryptococcus spp na 

cidade de São José do Rio Preto/SP.

3.2 Objetivos Específicos

a) Verificar a ocorrência de Cryptococcus spp em excretas de Columbiformes e 

demais aves (Galliformes, Passeriformes e Psittaciformes) presentes nos domicílios 

e proximidades de pacientes com criptococose em São José do Rio Preto;

b) Caracterizar as espécies de Cryptococcus sp nos isolados clínicos e ambientais;

c) Caracterizar e comparar o perfil de suscetibilidade antifúngica de amostras 

clínicas e ambientais frente aos derivados azólicos e poliênicos através da técnica 

de microdiluição (M27A2).
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4 MATERIAL E MÉTODOS

4.1 Origem das amostras clínicas

No período de janeiro de 2004 a janeiro de 2010, 48 amostras de líquor foram 

obtidas de 30 pacientes, atendidos no Hospital de Base, Município de São José do 

Rio Preto, Estado de São Paulo, sendo 14 portadores do vírus HIV. Tais amostras 

estavam armazenadas no Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina 

de São José do Rio Preto, onde foram submetidas às análises laboratoriais 

(micológico direto e cultura), posteriormente identificadas, sendo as informações de 

cada amostra descritas em fichas de identificação (anexo). Dados demográficos e 

clínicos dos pacientes foram obtidos através dos prontuários locados no Serviço de 

Neurologia do Hospital de Base de São José do Rio Preto.

4.2 Origem dos isolados ambientais

De cada residência dos pacientes portadores de neurocriptococose, 

investigou-se a fonte de contaminação, preferencialmente a partir de fezes de 

pombos, ou de aves co-habitando tais ambientes, o que se caracterizou como 

primeira coleta. Numa segunda etapa, consideraram-se áreas adjacentes até 200m 

da residência do paciente, para buscar focos de contaminação com fezes de 

pombos e demais aves (Columbiformes, Galliformes, Passeriformes e 

Psittaciformes). Para tal, foram visitados 153 locais, incluindo residências, áreas 

circunvizinhas, prédios comerciais, barracões, escolas, galpões e praças públicas, 

de onde se coletou 155 amostras de excretas. Tais excretas foram armazenadas em 

tubos estéreis com rosca previamente identificados com auxílio de pinça, luvas e 

máscara e em seguida levadas ao Laboratório de Microbiologia da Faculdade de 

Medicina de São Jose do Rio Preto. Tais amostras ambientais foram processadas 

em câmara de fluxo laminar, conforme determinação do método de Staib modificado 

(NIGRO et al., 1987; MACHADO et al., 1993). Aproximadamente 1g de fezes foi 

suspenso em 50 mL de solução fisiológica estéril, com 0,01g de cloranfenicol. Após 

agitação vigorosa de 5 minutos, a suspensão foi mantida em repouso por 30 

minutos, a partir da qual, o 100 μL do sobrenadante foram semeados em três placas 
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de Petri de 100x15 mm contendo ágar Níger, seguindo diluições seriadas (pura, 

10-4, 10-6). As placas foram embrulhadas em papel pardo e armazenadas em 

temperatura ambiente por 5 dias de incubação, a partir da qual, colônias lisas de 

coloração marrom foram selecionadas para posterior identificação. 

4.3 Caracterização morfológica e bioquímica

4.3.1 Caracterização morfológica

As alíquotas de LCR foram submetidas à centrifugação e o sedimento 

utilizado para analise em microscópio óptico e cultura. Quando positiva, colônias 

eram isoladas e colocadas entre lâmina e lamínula e uma gota de tinta da China. A 

identificação presuntiva de Cryptococcus sp foi estabelecida quando positiva para  

leveduras globosas,encapsuladas com ou sem brotamento.

Paralelamente, os mesmos procedimentos de análise morfológica foram 

estabelecidos frente aos isolados ambientais.

4.3.2 Provas bioquímicas

  

A verificação do gênero Cryptococcus se deu por meio das provas de 

hidrólise da uréia, assimilação de fontes de Carbono e Nitrogênio (auxanograma) 

segundo descrições por Milan e Zaror (2004) e Saag (2000).

4.3.3 Hidrólise da ureia

Algumas colônias crescidas em meios primários de isolamento foram 

transferidas para um tubo de ensaio contendo Agar Ureia, para posterior incubação 

a 30ºC por até 5 dias. Provas foram consideradas positivas mediante alcalinização 

do meio, apresentando coloração rósea. 
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4.3.4 Assimilação de carboidratos

A assimilação de açúcares baseia-se na habilidade da levedura em assimilar 

determinado carboidrato como única fonte de carbono para a viabilidade celular 

(SIDRIM e MOREIRA, 1999). 

Para a realização do auxanograma (semeadura em profundidade) utilizou-se 

como meio o Yeast Nitrogen Base (meio desprovido de carboidratos) previamente 

preparado em tubos de ensaio de vidro 20 x 200 mm, contendo 20 mL e 10 mL do 

meio, refrigerados. No momento do uso, estes meios foram fundidos em banho-

maria até que atingissem a temperatura de 40ºC. Preparou-se 5 mL de uma 

suspensão de levedura, com turbidez equivalente ao tubo número cinco da escala 

de McFarland. Após a estabilização da temperatura, 30 mL de meio basal foram 

vertidos em duas placas de Petri de 150 x 20 mm, seguido da adição de 1,5 mL da 

suspensão, com posteriores movimentos rotacionais para homogeneização. Após a 

solidificação do meio, pequenas alíquotas de açúcares foram distribuídas 

equidistantes sobre o agar, utilizando-se espátulas individuais. 

Os carboidratos utilizados foram: maltose, dextrose, sacarose, lactose, D-

galactose, melibiose, celobiose, inositol, trealose, D-xilose, rafinose e dulcitol. A 

dextrose atuou como controle positivo para evidenciar a viabilidade do inóculo. As 

placas foram incubadas a 30ºC e lidas em 24 e 48 horas. A positividade foi 

observada através da formação de um halo de crescimento em torno do açúcar 

(Figura 6) (SIDRIM e MOREIRA, 1999).

                    

Figura 6. Técnica de auxanograma mostrando positividade em assimilação de 

açúcar através da formação do halo em torno do mesmo. Fonte: www.pgodoy.com.
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4.3.5 Assimilação de nitrogênio

A técnica de assimilação de nitrogênio demonstra a habilidade da levedura 

em assimilar nitrato de potássio (KNO3) como única fonte de nitrogênio.

O método empregado nesta prova foi semelhante ao utilizado para a 

assimilação de carboidratos. Como meio basal utilizou-se o Yeast Carbon Base

(meio desprovido de fontes nitrogenadas), previamente preparado e armazenado em 

tubos de ensaio de vidro de 20x200mm, contendo 20 mL do meio, mantidos em 

refrigeração. Os tubos foram fundidos em banho-maria e resfriados até que 

atingissem 40ºC. Em seguida foram vertidos em placas de Petri 90x15mm que 

continham 1mL de suspensão de levedura com turbidez correspondente ao número 

5 da escala de McFarland. Movimentos rotacionais foram realizados para 

homogeneização do inóculo ao meio.  Após solidificação do meio, distribuíram-se 

alíquotas de fontes nitrogenadas: nitrato de potássio e peptona, que foi empregada 

como controle positivo para a viabilidade do inóculo, já que é utilizada como fonte 

nitrogenada por todas as leveduras (SIDRIM e MOREIRA, 1999). As placas foram 

mantidas a temperatura ambiente e a leitura realizada entre 24 a 48h, com 

positividade verificada pela formação de um halo ao redor das fontes nitrogenadas.

4.3.6 Cultivo em agar CGB

Para a diferenciação entre as espécies C. neoformans e C.gattii, utilizou-se o 

meio CGB (canavanina-glicina-azul de bromotimol). As colônias suspeitas para 

Cryptococcus sp foram transferidas para tubos contendo meio CGB e incubados por 

até 5 dias a 30ºC. As cepas ATCCs 90012 de C. neoformans e C.gattii foram 

utilizadas como controle. C.gattii, diferentemente de C. neoformans, é resistente a 

cavanina e utiliza a glicina como fonte de carbono e nitrogênio, alterando a 

coloração do meio para azul cobalto (ABEGG et al., 2006).

4.4 Teste de suscetibilidade antifúngica

As amostras clínicas e ambientais de Cryptococcus sp foram submetidas ao 

teste de suscetibilidade antifúngica por microdiluição em caldo segundo protocolo 
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M27-A2 (NCCLS, 2002), frente à anfotericina B (anfo B), itraconazol (ITZ), 

fluconazol (FCZ) e 5 fluorcitosina (5-FC), SIGMA,St.Louis, USA . 

Como controles foram utilizados as ATCCs 6258 Candida krusei, ATCC 

90012 C. neoformans e C. gattii.

O meio de cultivo líquido utilizado foi o RPMI-1640 (Gibco) com L-glutamina, 

sem bicarbonato de sódio. Foram pesados 18 g de dextrose e 34,53g (MOPS) de 

ácido morfolinopropanosulfônico (Sigma), adicionou-se um envelope de RPMI  

(10,40 g) e em seguida, estes componentes foram hidratados em 900 mL de água 

destilada esterilizada. O pH foi ajustado para 7,0 com solução de hidróxido de sódio 

10 M e o volume da solução foi completado para 1000 mL. Posteriormente, a 

solução resultante foi esterilizada por filtração em membrana de acetato de celulose 

de 0,2 µm (Sartorius Biolab Products).

Os antifúngicos itraconazol (Sigma Chemical Corporation, St Louis, MO, 

EUA), 5 fluorcitosina e anfotericina B (Sigma Chemical Corporation, St Louis, MO, 

EUA) foram preparados em uma solução estoque de 1600 µg/mL em dimetilsufóxido 

(DMSO) e para o fluconazol (Sigma Chemical Corporation, St Louis, MO, EUA)  a 

solução estoque foi de 6400 μg/mL dissolvida em água destilada estéril. Os 

antifúngicos testados foram diluídos em dez concentrações seriadas a saber: para 

itraconazol e anfotericina B, as concentrações foram de 16 – 0,03 µg/mL, e para o 

fluconazol de 128 – 0,25 µg/mL, todas dissolvidas em RPMI. 

Concentrações progressivas de drogas foram dispensadas placas estéreis de 

poliestireno para microtitulação de 96 poços, utilizando-se pipeta multicanal, 

sequencialmente nos poços pertencentes às colunas numeradas de um a dez. Os 

poços pertencentes à coluna identificada com o número 12 foram utilizados como 

controles de crescimento, sendo dispensados apenas 100 μL do meio de cultura e a 

mesma quantidade de inóculo. Os poços da coluna 1 foram os controles de 

esterilidade, contendo apenas o meio RPMI-1640. As placas foram mantidas a -20°C 

até sua utilização por período máximo de 6 meses. 

A partir de um cultivo de 24 horas da levedura a ser testada foi preparada 

uma suspensão de inóculo inicial com transmitância de 90% determinada por 

espectrofotometria, utilizando-se comprimento de onda a 530 nm. Alíquotas de 100 

μg/mL da solução do inóculo padrão foram dispensadas nos poços contendo 100 

μg/mL de diferentes concentrações dos antifúngicos testados.
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As placas foram incubadas por dois dias a 37º C e lidas visualmente. Para 

azóis, a CIM foi determinada como a menor concentração, mostrando 80% de 

inibição. Já para anfotericina B, considerou-se nenhum crescimento, conforme 

recomendação do CLSI-M27A2. A resistência foi delineada como CIM ≥2 µg/mL 

contra anfotericina, a 5-fluorcitosina ≥ 32 µg/mL, ao itraconazol ≥ 1 µg/mL e para 

fluconazol≥ 64 µg / mL.                                                                                               .                                                                                                                            
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterização das amostras clínicas

Foi possível diagnosticar criptococose nas 48 amostras de LCR obtidas de 30 

pacientes distintos, sendo que oito caracterizaram-se como amostras seriadas. 

Todos os pacientes foram procedentes de São José do Rio Preto, dos quais 

21(70%) eram do sexo masculino e nove (30%) do sexo feminino. A etnia e idade 

não foram possíveis de serem determinadas. Dentre todas as amostras, 47 (99%) 

foram positivas para leveduras produtoras da enzima fenoloxidase, identificadas 

posteriormente como C. neoformans (62,5%), C.gattii (35,5%) e C. luteolus (2%).

A ocorrência de óbito por criptococose foi observado em seis (20%) dos 

casos. Infecção dupla ocorreu em cinco (16,5%) pacientes imunocompetentes e 

quatro (13,5%) imunocomprometidos, em ambas as situações C. neoformans e C. 

gattii foram as espécies encontradas. Em relação à espécie de maior ocorrência em 

pacientes distintos com o vírus HIV, prevaleceu C. neoformans (n=8) sobre C. gattii

(n=3). 

5.2 Caracterização das amostras ambientais

Das 155 amostras de excretas (Columbiformes, Galliformes, Passeriformes e 

Psittaciformes) ambientais, a positividade para o gênero Cryptococcus ocorreu em

63 amostras, sendo 26 (41,3%) C.albidus, 22 (35%) C. laurentii , nove (14,3%) 

positivas para C. neoformans; cinco (8%) C. gattii, uma (1,5%) C.uniguttulatus.

5.3 Perfis de suscetibilidade

Os resultados das CIMs dos 111 isolados mais frequentes (63 ambientais e 

48 clínicos) frente aos antifúngicos e seus perfis de sensibilidade estão 

apresentados nas Tabelas 1 e 2 abaixo.
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5.3.1 Suscetibilidade amostras clínicas

Os valores das concentrações inibitórias mínimas (CIM) e perfis de 

suscetibilidade de C. neoformans e C. gattii estão descritos na Tabela 1. Para a 

espécie C. neoformans, 14 (47%) amostras foram resistentes a anfotericina B e 11 

(37%) ao itraconazol. Dentre os isolados de C. gattii, quatro (24%) amostras foram 

resistentes a anfotericina B e itraconazol. A cepa representante da espécie C. 

luteolus, mostrou-se sensível-dose-dependente para FCZ e sensível para os demais 

antifúngicos.

5.3.2 Suscetibilidade amostras ambientais

Todos os isolados ambientais de C. neoformans, C. gattii e C. uniguttulatus

foram 100% sensíveis aos agentes antifúngicos. A Tabela 2 apresenta os valores de 

CIM e perfis de suscetibilidade dos demais isolados ambientais.

           C. albidus apresentou seis (23%) cepas resistentes a 5-fluorcitosina; sete 

(27%) ao itraconazol e três (12%) a anfotericina B; nove (41%) cepas de C. laurentti

foram resistentes a 5-fluorcitosina; cinco (23%) ao itraconazol e quatro (18%) a 

anfotericina B.
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Tabela 1. Distribuição dos valores de CIM e perfis de suscetibilidade de isolados 

clínicos de C. neoformans e C. gattii frente a 5-FC; FZ; IZ e Anfo B.

5-FC: 5-fluorcitocina; anfo B: anfotericina B; R: resistente; SDD: sensível dose-dependente; S: sensível; 
n: número de isolados; %: porcentagem das espécies.

Tabela 2. Distribuição dos valores de CIM e perfis de suscetibilidade de isolados 

ambientais de C. albidus e C. laurentii frente a 5-FC; FZ; IZ e Anfo B.

5-FC: 5-fluorcitocina; anfo B: anfotericina B; R: resistente; SDD: sensível dose-dependente; S: 

sensível; n: número de isolados; %: porcentagem das espécies.

Espécie

(nº isolados)

Agente

Antifúngico

Faixa de 

variação das 

CIM

Perfis de suscetibilidade

R

n(%)

SDD 

n(%)

S

n(%)

Anfo B 0.015 - 8.0 14(47%) - 16(53%)

C.neoformans I traconazol 0.015 - 8.0 11(37%) 9(30%) 10(33%)

(n=30) Fluconazol 0.0625 - 32.0 0(0%) 9(30%) 21(70%)

5-FC 0.0625 - 4.0 0(0%) 0(0%) 30(100%)

    Anfo B 0.03 - 8.0 4(24%)    - 13(76%)

     C.gattii I traconazol 0.015 - 8.0 4(24%) 3(18%) 10(58%)

       (n=17) Fluconazol 0.125 - 32.0 0(0%) 4(24%) 13(76%)

     5-FC 0.0625 - 8.0 0(0%) 1(6%) 16(94%)

Espécie

(nº isolados)

Agente

Antifúngico

Faixa de 

variação das

CIM

Perfis de suscetibilidade

    R

n(%)

SDD 

n(%)

S

n(%)

    Anfo B 0.015 - 8.0 3(12%)    - 23(88%)

C.albidus Fluconazol 0.015 - 8.0 0(0%) 3(12%) 23(88%)

     (n=26) Itraconazol 0.0625 - 32.0 7(27%) 4(16%) 15(57%)

     5-FC 0.0625 - 32.0 6(23%) 0(0%) 20(77%)

    Anfo B 0.015 - 8.0 4(18%)      - 18(82%)

C.laurentii Fluconazol 0.015 - 8.0 0(0%) 5(23%) 17(77%)

(n=22) Itraconazol 0.0625 - 32.0 5(23%) 10(45%) 7(32%)

5-FC 0.0625 - 32.0 9(41%) 1(5%) 12(54%)
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A crescente incidência das micoses tornou-se problema de saúde pública e 

este se mostra mais preocupante em indivíduos imunossuprimidos, os quais são 

mais susceptíveis a desenvolver estas infecções, podendo levá-los ao óbito (JARVIS 

et al., 2008; ESPINEL-INGROFF, 2009). Juntamente a este fato, a resistência 

microbiana também apresenta índices elevados, devido a problemas de diagnóstico 

ou durante a terapia, algumas vezes ineficiente, o que nos remete ao 

desenvolvimento de tratamentos mais efetivos (GIROIS et al., 2006).

Diversos estudos de âmbito nacional e internacional demonstram o alto índice 

de isolamento da espécie de C. neoformans e, em menor proporção C. gattii em 

fezes de aves, principalmente pombos (MONTENEGRO & PAULA, 2000; REOLON 

et al., 2004; FRIEDMAN et al., 2005; GRANADOS e CASTAÑEDA, 2005; 

KOBAYASHI et al., 2005; SOARES et al., 2005; KON, et al., 2008; LIN, 2009; 

SCOZZAFAVA et al., 2010). Além dos Columbiformes, outas aves como

Passeriformes, Psittaciformes e Galliformes também podem propagar este fungo por 

meio de suas excretas (FILIÚ et al., 2002; LAGROU et al., 2005; TAY et al., 2005; 

ABEGG et al., 2006). Em nossos resultados observamos 71,6% de amostras 

positivas para Cryptococcus spp. Estes dados estão de acordo com trabalhos 

prévios e, comprova a ocorrência deste agente em São José do Rio Preto.

Baseados em dados literários e nos resultados desta pesquisa fica evidente e 

comprovada a presença de leveduras do gênero Cryptococcus em fezes de aves, 

principalmente pombos, que possuem estreita relação com humanos e animais. O 

convívio destas aves em áreas urbanas e ainda considerando a existência de cepas 

resistentes, indicam risco à saúde pública, principalmente para os indivíduos 

imunocomprometidos. Dessa forma, são necessárias intervenções a fim de se evitar 

ao máximo o contato com estes fungos, como por exemplo, barreiras físicas para 

impedir a formação de ninhos e abrigos para as aves, controle de lixo e outras fontes 

de alimentação (REOLON et al., 2004; KOBAYASHI et al., 2005).

O isolamento das espécies C. neoformans e C. gattii em fezes de aves é fato 

concordante com a literatura (SOARES et al., 2005; KON, et al., 2008; PEDROSO et 

al., 2006; SILVA & CAPUANO, 2008; LIN, 2009; SCOZZAFAVA et al., 2010; LORD 
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et al., 2010), no entanto pode-se observar que C. albidus e C. laurentii são 

também agentes prevalentes na cidade de São José do Rio Preto/SP. A detecção 

destas espécies nas excretas de aves é um dado importante, visto que a 

criptococose causada por estas espécies, tem se destacado durante a última 

década, apoiando o papel de pombos e demais aves na epidemiologia desta doença 

(ROSARIO et al., 2010). Os resultados de isolados de espécies não C. neoformans

encontradas neste trabalho corroboram com relatos de outros autores (SOARES et 

al., 2005; PEDROSO et al., 2006; SILVA & CAPUANO, 2008; ROSARIO et al.,

2010). 

A porcentagem ambiental (14,3%) de Cryptococcus neoformans obtida neste 

estudo foi semelhante às encontradas em outras regiões do Brasil como em Minas 

Gerais (11,1%) (REZENDE & SIQUEIRA, 2001), Santos e São Paulo (13,9%) 

(SOARES et al., 2005). Estas frequências podem estar relacionadas com o habitat 

ideal encontrado por aves em algumas cidades, que apresentam abrigos para 

construção de ninhos, disponibilidade de alimentos e ausência de predadores 

(FARIA et al., 2010). O pequeno número de isolados de C. neoformans em fezes de 

aves encontrado neste levantamento demonstra a necessidade de novas 

investigações, com maiores amostragens e um período de tempo mais prolongado. 

É provável que a baixa taxa de isolamento de C. neoformans seja devido às altas 

temperaturas da cidade de São José do Rio Preto, o que torna a proliferação de 

Cryptococcus sp em excretas vulneráveis ao impacto negativo do efeito térmico 

(KARKOWSKA-KULETA et al., 2009). Esta dificuldade também foi identificada por 

REZENDE e cols. (2008).

A detecção neste estudo de apenas 8% de C. gattii em excrementos de aves 

corrobora estudos prévios que classificam sua observação como um fenômeno raro 

(NISHIKAVA et al., 2003; GRANADOS e CASTAÑEDA, 2005). De fato, sua 

ocorrência é maior observada em eucaliptos e fícus, plantas essas localizadas em 

regiões de pouca interferência humana. 

Em relação à resposta fenotípica aos antimicrobianos, as cepas clínicas de C. 

neoformans mostraram resistência a anfotericina B (47%) ao itraconazol (37%) e C. 

gatti (24%) respectivamente, sugerindo contato prévio com estes fármacos, já que 

são os mais utilizados no tratamento da criptococose. Nossos resultados 
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assemelham-se com dados descritos por outros autores (BARBOZA, 2005; 

ALMEIDA et al., 2007; FAVALESSA et al., 2009). Santos et al. (2008), em um relato 

de caso também observou resistência de C. neoformans e C. gatti ao itraconazol. 

Todavia, devido aos seus mínimos efeitos tóxicos e rapidez em relação à penetração 

no sistema nervoso central, os azóis têm sido amplamente utilizados para o 

tratamento da criptococose em indivíduos portadores de AIDS, bem como pacientes 

imunocompetentes (BRANDT et al., 2001).  

Para os isolados ambientais de C. neoformans e C. gattii, todos os 

antifúngicos foram ativos, entretanto em C. albidus e C. laurentti observaram-se 

índices elevados da CIM, as quais foram semelhantes para o itraconazol (≥ 1 

µg/mL); a anfotericina B (≥2 µg/mL) e a 5 fluorcitosina (≥ 32 µg/mL). Estes fatos 

podem sugerir que a resistência apresentada por estas últimas espécies advém de 

estirpes originalmente humanas que desenvolveram resistência pelo contato 

constante com estas drogas, principalmente azóis que são de amplo uso para 

infecções micóticas. Poluição química e mudanças climáticas como alterações de 

temperatura e nos níveis de precipitação podem ser fatores que contribuem para a 

mudança no comportamento tanto das aves como da microbiota (LORD et al., 2010).

Os elevados valores nos perfis de suscetibilidade relacionados ao gênero 

Cryptococcus spp, mostrando resistência antifúngica em espécies C. não 

neoformans também foram observadas por outros pesquisadores (PFALLER et al.,

2009; LORD et al., 2010). 

O aumento nos valores das CIMs em relação aos antifúngicos testados neste 

estudo (5-FC; anfo B; ITZ; FLZ) corrobora os resultados descritos na literatura 

(SERENA et al., 2004; QUINDOS et al., 2004; PEDROSO et al., 2006; PFALLER et 

al., 2009; LORD et al., 2010). Leveduras ambientais submetidas a testes de 

sensibilidade in vitro tendem mostrar valores de corte muito altos, embora estas 

técnicas nem sempre possam predizer bons resultados terapêuticos em pacientes 

com criptococose (DANNAOUI et al., 2006). A maioria dos tratamentos é baseada 

nos resultados de suscetibilidade in vitro, porém a resposta in vivo depende de 

fatores intrínsecos do antifúngico e da interação entre patógeno e hospedeiro. 

Devido à diversidade de fatores existem discrepâncias entre testes laboratoriais e à 

ação que o antifúngico exerce no paciente (RIVAS e SERRANO, 2003).
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Os mecanismos de resistência de Cryptococcus spp são pouco conhecidos, 

porém a maior parte relaciona-se com a baixa quantidade de ergosterol da

membrana do fungo que juntamente com o aumento dos fosfolipídios, reduzem a 

interação com os fármacos. Para a anfotericina B e 5-fluorcitosina, têm-se associado 

tais alterações com mutações nos genes ERG2 e ERG3, os quais codificam enzimas 

para a síntese do ergosterol, no caso de resistência aos azóis, as mutações ocorrem 

no gene ERG11 (RUIZ-CAMPS E CUENCA-ESTRELLA, 2009).

O amplo uso de antifúngicos em micoses sistêmicas, principalmente em 

imunocomprometidos, aliada à utilização destas drogas juntamente à agrotóxicos 

para combater fungos fitopatógenos, contribui para o aumento da exposição de

leveduras do gênero Cryptococcus spp a estes fármacos, fato que pode contribuir 

para o aumento da seleção de cepas resistentes (PFALLER et al., 2005; KON et al.,

2008).

Pesquisas epidemiológicas em São José do Rio Preto mostram alta incidência 

de Cryptococcus spp. Segundo levantamentos de estudos realizados há mais de 15 

anos por pesquisadores da Faculdade de Medicina de Rio Preto, 90% das amostras 

coletadas em 40 bairros da cidade continham o fungo. Os bairros da zona norte 

(35%) (Solo Sagrado, Anchieta, Eldorado, Parque Industrial) e o centro foram os 

mais atingidos devido à superpopulação de pombos existentes nesses locais. Até 

2004 a população de pombos na cidade era de 300 mil aves. Entre os casos 

registrados no Hospital de Base de São José do Rio Preto, 64% são moradores da 

cidade (ANVISA, 2006). 

Durante o período desta pesquisa, 340 pessoas foram diagnosticadas com 

criptococose e desse total 236 foram a óbito (Sociedade Brasileira de Infectologia, 

2009). Já para pacientes imunocomprometidos a situação é ainda mais alarmante, 

até 2008 foram relatados 329 casos de criptococose em pacientes portadores de 

AIDS, segundo o Hospital de Base de São José do Rio Preto (SECRETARIA DE 

VIGILÂNCIA EM SAÚDE/MINISTÉRIO DA SAÚDE-DST/AIDS, 2009). Destes, 78,5% 

pertenciam ao gênero masculino com idade média de 38,3 anos e a população 

feminina (21,5%) com idade média de 33,8 anos (SANTOS et al., 2006; RUBIO et 

al., 2007).
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Diante destas referências e dos nossos resultados que comprovam a 

disseminação de leveduras do gênero Cryptococcus spp por diferentes espécies de 

aves, principalmente pombos, em São José do Rio Preto se faz necessário o 

controle destas aves bem como medidas preventivas a fim de se evitar o contato 

com suas excretas evitando-se dessa maneira o desenvolvimento da criptococose.  

Juntamente a este fato, a existência de resistência em cepas deste gênero indica 

risco à saúde publica, principalmente a pacientes imunossuprimidos. 

Há poucas pesquisas sobre Cryptococcus spp na região de São José do Rio 

Preto, principalmente relacionadas à suscetibilidade do fungo a antimicrobianos, e 

esta medida torna-se imprescindível visto que há uma superpopulação de pombos 

na cidade, além de um elevado percentual de casos da enfermidade que vêm 

aumentando devido à crescente infecção por HIV, o que torna estes pacientes alvos 

mais suscetíveis a esta doença oportunista. 

Torna-se necessária a conscientização da população evidenciando o modo de 

contaminação, os sintomas da doença, terapias e medidas de prevenção. Este 

estudo mostra a necessidade de monitoramento contínuo da microbiota aviária, além 

de estudos específicos para evidenciar as prováveis causas de resistência destas 

leveduras.
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7 CONCLUSÕES

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo pode-se concluir que:

- na cidade de São José do Rio Preto há elevada ocorrência de leveduras do 

gênero Cryptococcus spp em excretas de Columbiformes, Galliformes, 

Passeriformes e Psittaciformes;

- além de C. neoformans e C. gattii, observou-se a colonização das excretas 

de aves por outras espécies, como C.unigutullatus e, em maior frequência, C. 

albidus e C. laurentii;

- os isolados clínicos de C. neoformans e C. gattii apresentaram altos valores 

de CIM para itraconazol e anfotericina B, sugerindo contato prévio com estes 

fármacos;

- as cepas ambientais de C. neoformans e C. gattii foram sensíveis a todos os 

antifúngicos;

- as espécies C. albidus e C.laurentii exibiram índices elevados de CIM para 

maioria das drogas antifúngicas. 
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ANEXO

Anexo. PROTOCOLO DE IDENTIFICAÇÃO DE LEVEDURAS

AMOSTRA Nº____________.                                  DATA____/_____/_____. 

1. TINTA DA CHINA: 

      CRESCIMENTO 25º (     )     30º (     )     37º (     )

2. FENOLOXIDASE: positivo (    )    negativo (    )

3. UREASE: positivo (    )    negativo (    )

4. CGB: (     ) verde    (     ) azul

5. ASSIMILAÇÃO CARBONO: DATA DE LEITURA____/______/_____.
Dextrose (     )                 Lactose       (     )          Celobiose  (     )     Rafinose   (     )         
Maltose   (     )                Galactose    (     )           Inositol      (     )     Trealose   (     )                                 
Sacarose (     )                Melibiose     (     )           Xilose       (     )      Dulcitol     (     )

6. ASSIMILAÇÃO NITROGÊNIO: DATA DE LEITURA_____/_____/_____.

Peptona (     )                            KNO3 (     )

7. ANTIFUNGIGRAMA:
Anfotericina B –________________Sensível ( >10) Intermediário ou Resistente (≤ 
10).
cetoconazol -__________________Sensível (>20) Intermediário (20-10) Resistente 
(< 10).
Fluconazol - ___________________Sensível (>19) Intermediário (19-14) Resistente 
(<14).
Itraconazol -___________________Sensível (≥20) Intermediário (19-12) Resistente 
(≤ 11).

Agente:                                      Variedade:

8. DADOS DO PACIENTE:

Prontuário:

Nome:

Endereço;

HIV: positivo (   )          negativo (  )

Sintomatologia:


