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RESUMO

Estudaram-se 9 estirpes de Cryptococcus neoformans, das quais, S isoladas do liquido céfalo-

-raquidiano e 4 do sangue de doentes com sindrome de imunodeficiéncia adquirida. No aspecto morfo-
légico eram todas idénticas. Em algumas, o auxanograma afastou-se do padrdo cléssico. Todas se
revelaram patogénicas para o ratinho, por via intracerebral. Seis estirpes eram sensiveis & 5-
-fluorocitosina e as outras trés resistentes. Todas eram sensiveis aos restantes antifungicos ensaiados,
nistatina, anfotericina B, clotrimazol, miconazol, econazol e cetoconazol.

SUMMARY

Cryptococcosis. A study of nine isolates of Cryptococcus neoformans from AIDS patients

Five strains of Cryptococcus neoformans isolated from the cerebro-spinal fluid and 4 from the
blood of AIDS patients, were studied. Although morphologically identical, they differed in the auxano-
graphic pattern. All strains were pathogenic for mice by intracerebral route. Six isolates were sensitive
and the other three resistant to S-fluorocytosine. All strains were sensitive to the other antifungal tested:

nystatin, amphotericin B, clotrimazole, miconazole, econazole and ketoconazole.

INTRODUCAO

A criptococose é uma micose sistémica provocada por
uma levedura capsulada, Cryptococcus neoformans. A
doenga ocorre em todo o0 Mundo. Embora as formas clinicas
sejam muito variadas, a meningoencefalite estd presente em
mais de metadé dos casos. As lesSes pulmonares sdo também
relativamente frequentes. Outras localizagSes, como, cere-
brais, cutdneas, dsseas, hepaticas e renais observam-se com
menor frequéncia.

A meningoencefalite, geralmente, tem inicio insidioso com
febre, cefaleias, vertigens, vomitos, alteragdes do comporta-
mento e sinais focais. O curso pode ser agudo, mas séo fre-
quentes as formas arrastadas ou crénicas, de alguns meses a
vérios anos'2,

Sdo condigdes predisponentes da criptococose, variadas
situagSes de compromisso imunitdrio, como, sindrome de
imunodeficiéncia adquirida, doenga de Hodgkin, sarcoidose,
lupus eritematoso sistémico e outras doengas do colagénio,
linfomas, carcinomas, leucemia, corticoterapia sistémica,
transplantagio renal, diabetes mellitus.

A criptococose é, a par da candidiase, toxoplasmose,
pneumocistose, criptosporidiose ¢ micobacterioses, uma das
infecgdes que ocorre com maior frequéncia, em doentes com
SIDA 3 Geralmente, o aumento do niimero de casos de crip-
tococose num pais. precede ou acompanha o aumento do
nimero de casos de SIDA. No Zaire, por exemplo, a partir
de 1981 e durante um periodo de 18 meses, s6 no Mama
Yemo General Hospital de Kinshasa, foram diagnosticados
15 casos de criptococose 4 Em Portugal poucos casos foram
publicados antes de 1980 7. Em Dezembro de 1985, estavam
referidos, pelo menos, 2 casos de criptococose em doentes
com SIDA® e actualmente, ja estdo referidos na literatura
médica nacional, mais de 12 casos®!0,
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Cryptococcus neoformans ¢ uma levedura que, em geral,
ndo produz micélio ou pseudomicélio e que em situagdes de
parasitismo e, in vitro, em meios com maltose e sacarose,
desenvolve capsula. Cresce bem nos meios habituais onde
forma colénias cremosas, lisas, de cor branca, muito pareci-
das com as coldénias de Candida albicans.

Como caracteristicas importantes do género Cryptococ-
cus, devem referir-se, a auséncia de micélio ou pseudomicé-
lio, a ndo produgdo de gases dos aglicares, a actividade
uredsica, a assimila¢io do inositol e a producdo de amido
nos meios de cultura.

Cryptococcus neoformans assimila, geralmente, a glucose,
maltose, sacarose, galactose, sorbitol, inositol, xilose, ram-
nose, trealose, dulcitol, melezitose e rafinose; ndo assimila a
lactose, glicerol, xilitol e melibiose; ndo utiliza o nitrato de
potassio e € inibido pela ciclo-heximida. As col6nias produ-
zem um pigmento castanho (melanina ou compostos andlo-
gos) quando desenvolvidas em meio, contendo varios
polifendis ou extracto de certas sementes (Guizotia abyssi-
nica). Tal facto, deve-se a presenga no fungo de uma fenolo-
xidase, sendo o tinico membro do género e a tinica levedura
conhecida em que esta reacgfio é positiva utilizando como
substractos o- ¢ p- difendis .12,

Considera-se a existéncia no C. neoformans de 4 serotipos:
A, B, C e D. A maior parte das estirpes isoladas da natureza
sdo mating-types de formas perfeitas que se situam no
género Filobasidiella, criado especialmente para tal fim.
Entre os serotipos A/D e B/C, ha diferengas morfolégicas,
fisiolégicas e de homologia do ADN, de tal modo, que se
consideraram duas variedades diferentes de C. neoformans:
A/D—var. neoformans ¢ B/C—var. gatti. Os serotipos
B/C, contrariamente aos serotipos A/D, assimilam a glicina
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como unica fonte de carbono, utilizam rapidamente a creati-
nina, si0 muito resistentes a ciclo-heximida e sio fracamente
patogénicos para o ratinho 3K,

Os serotipos A/D sdo os que se encontram mais difundi-
dos por todo o Mundo. Os serotipos B/C encontram-se limi-
tados a certas regides dos E.U.A. e Sueste Asiatico 5.

O fungo encontra-se na natureza associado, muito em par-
ticular, com excrementos de pombos acumulados em certos
locais ¢ metaboliza as purinas e a creatinina. Embora o
fungo provoque doen¢a em animais, como, gatos, cdes e
varias espécies de animais de abate, ndo é capaz de provocar
doenga em aves, provavelmente, por ndo tolerar a sua tem-
peratura normal. Nunca se demonstrou transmissdo de ani-
mais ao homem e de homem a homem.

Os aspectos morfologico, fisiolégico e de viruléncia para o
ratinho e sensibilidade a antifiingicos, de 9 estirpes de
Cryptococcus neoformans isoladas de doentes com sindrome
de imunodeficiéncia adquirida, em institui¢des hospitalares
de Lisboa, sio apresentados no presente trabalho,

MATERIAL E METODOS
Estirpes

As 9 estirpes estudadas, foram isoladas, oito no Hospital
Curry Cabral e uma no Hospital Pulido Valente, no periodo
decorrido entre Julho de 1984 e Agosto de 1989, sendo 5
delas do liquido céfalo-raquidiano e 4 do sangue.

Caracteristicas Morfolégicas

As culturas efectuaram-se em meio de farinha de milho-
-agar (Cornmeal-agar, Difco) segundo técnica descrita ante-
riormente '%, a fim de avaliar da capacidade de formacgio de
pseudomicélio.

Na indugdo da formagio de cApsula, cuja presenga se veri-
ficou ao microscopio com tinta da china, utilizou-se o meio
de Sabouraud-maltose !”.

Caracteristicas Fisiolégicas

Em cada uma das estirpes, estudaram-se, a capacidade de
desenvolvimento a 37.°C, o desdobramento da ureia, a pro-
dugdo de amido, a formagido de pigmento de compostos dife-
ndlicos, a assimilagdo de glucose, glicerol, 2-ceto-D-gluconato,
l-arabinose, xilose, adonitol, xilitol, galactose, inositol, sor-
bitol, metil-D-glucosido, N-acetil-D-glucosamina, celobiose,
lactose, maltose, sacarose, trealose, melezitose, rafinose, gli-
cina, creatinina e nitrato de potassio.

No desdobramento da ureia usou-se o meio de Christen-
sen 8. Na produgdo de amido seguiu-se o método descrito
por Lodder e Kreger-Van Rij . No estudo da formagio de
pigmento a partir de compostos difenélicos usou-se o acido
cafeico (dcido 3,4-dihidroxicindmico, Aldrich) segundo
método de Hopfer e Blank2. Na assimilagio da glicina
usou-se 0 meio preconizado por Salkin e Hurd '% Na assimi-
lagdo da creatinina seguiu-se o método descrito por
KwonChung e col. 1 e para o nitrato de potassio o método
de Lodder e Kreger-Van Rij '°. No estudo da assimilagio dos
restantes substractos usou-se o sistema API 20 Aux (API
System S.A.).

Viruléncia .para o Ratinho

As 9 estirpes inocularam-se em ratinhos adultos, por via
intracerebral, com indculos de 103 106 e 107 células em gru-
pos de 10 animais. O volume a inocular foi de 0,05 ml da
suspensdo da levedura em soluto de cloreto de s6dio a 9 p.
1000 2, Os ratinhos mantiveram-se em observa¢do durante |
més, tendo sido registada a mortalidade.
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Sensibilidade a Antiflingicos

Fez-se em placa por difusio em agar, com o método dos
discos 2, tendo-se utilizado o meio Yeast Morphology Agar,
Difco e discos do Instituto Pasteur (Paris) com as seguintes
concentragdes: 5-fluorocitosina 1 ug, nistatina 100 ug, anfo-
tericina B 100 ug, clotrimazol 50 ug, miconazol 50 ug e ceto-
conazol 50 ug. As estirpes em que se verificou um didmetro
de area de inibi¢do = 10 mm, foram consideradas resistentes.

RESULTADOS

Nas primoculturas as coldnias eram, em geral, lisas, cre-
mosas, muito parecidas com as colénias de Candida albi-
cans. Coldnias mucoides, aspecto que acompanha a
produgio de capsula, surgiram, apenas, apos passagens para
meio de Sabouraud-maltose. Nenhuma das estirpes formou
pseudomicélio em meio de farinha de milho-agar.

Todas as estirpes se desenvolveram a 37.°C, desdobraram
a ureia ¢ formaram pigmento a partir do 4cido cafeico, tendo
8 delas produzido amido. Todas assimilaram a glucose, 2-
-ceto-D-gluconato, galactose, inositol, sorbitol, metil-D-
-glucosido, N-acetil-D-glucosamina, maltose, sacarose,
melezitose. Os resultados da assimilagio da arabinose,
xilose, adonitol, celobiose, trealose e rafinose foram varia-
veis € nenhuma das estirpes assimilou o glicerol, xilitol, lac-
tose, glicina, creatinina e nitrato (Quadro 1).

A inoculagfo, por via intracerebral, no ratinho, levou em
todas as estirpes, 4 morte da maior parte dos animais, no
periodo de observacio de 1 més. Todavia, parece haver dife-
rencas de viruléncia entre as varias estirpes. A estirpe 19025,
foi a tinica que provocou 100% de mortalidade mesmo com
o inéculo mais fraco (Quadro 2). No cérebro dos animais
mortos observou-se, a fresco, com tinta da china, grande
constancia de formas capsuladas de C. neoformans (Fig. 1).

No que se refere & sensibilidade in vitro aos antiftingicos,
seis das estirpes revelaram-se sensiveis & S-fluorocitosina e as
trés restantes, resistentes. Todas se mostraram sensiveis aos
outros firmacos ensaiados.

QUADRO | —Estudo da capacidade de assimilagiio (nmimero de
estirpes positivas) de 9 estirpes de Cryptococcus neoformans

Glucose

Glicerol
2-ceto-D-gluconato
L-arabinose

Xilose

Adonitol

Xilitol

Galactose

Inositol

Sorbitol
Metil-D-glucosido
N-acetil-D-glucosamina
Celobiose

Lactose

Maltose

Sacarose

Trealose
Melezitose
Rafinose

Glicina

Creatinina

Nitrato de potissio
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QUADRO 2-— Resultados da inoculaciio intracerebral em ratinhos, das estirpes de Cryptococcus neoformans estudadas. Observagio

durante 1 més

N.° de ratinhos mortos/n.’ de ratinhos inoculados,

para os indéculos indicados

Estirpe
107 106 105

339 8/10 9/10 . 7/10
39138 9/10 6/10 5/10
3251 7/10 7/10 6/10
19025 9/10 10/10 10/10
19031 10/10 10/10 9/10
19286 10/10 10/10 9/10
51080 10/ 10 10/ 10 9/10
18 408 10/10 10/10 8/10
24442 10/10 10/ 10 9/10

Fig. 1— Cryptococcus neoformans. Preparagdo de cérebro de rati-
nho. Observagdo com tinta da china, 800 X.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

No aspecto morfolégico, as nove estirpes, eram pratica-
mente idénticas. O auxanograma foi varidvel com a estirpe €
nalgumas afastou-se um pouco do padrio cldssico. Contudo,
pode dizer-se que a identificagiio do fungo foi sempre facil,
apoiada na capacidade de desenvolvimento a 37.°C e na
patogenicidade para o ratinho.

Embora ndo tivéssemos efectuado tipagem serolégica,
presumiu-se que as estirpes isoladas eram dos serotipos
A/D, uma vez que ndo assimilaram a glicina nem a
creatinina 34,

No estudo da viruléncia para o ratinho, optou-se pela via
intracerebral aconselhada por Cooper e Silva-Hutner 2!, por
se ter verificado, em experiéncias preliminares, que rara-
mente levavam i morte dos animais, as estirpes inoculadas
por via intraperitoneal e que por via endovenosa a viruléncia
se perdia apés passagens sucessivas. Por via intracerebral,
verificou-se também maior mortalidade nos ratinhos inocu-
"lados com estirpes mantidas h4 menos tempo no laboratério.

No que se refere A sensibilidade a antifiingicos, os resulta-
dos estio de acordo com dados ji conhecidos, isto €, a

inconstancia de sensibilidade & S5-fluorocitosina. Todas as
estirpes estudadas se revelaram sensiveis aos derivados do
imidazol, todavia, devemos chamar a atengfo para a dificul-
dade com que alguns destes atravessam a barreira
hematoencefélica %,
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