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A criptococose, também conhecida com as denominacées de blastomicose
européia, moléstia de Busse-Buschke ¢ torulose, ¢ uma doenca de evolucao
sub-aguda ou cronica, causada pelo Cryptococcus neoformans (Torula histo-
lytica dos autores americanos), a qual pode atingir os pulmdes, a pele ou ou-
tras partes do corpo, tendo, porém, evidente predilecio para o sistema ner-
voso. E moléstia grave, invariavelmente fatal, de incidéncia relativamente
rara e a sua constatacio, em aproximadamente 50% dos casos, tem sido feita
pela necrdpsia. O diagndstico em vida depende da demonstracdo do fungo e,
como nem sempre se pensa nessa ocorréncia, perde-se o mais das vézes a
oportunidade de fazer o diagnostico certo. O diagnostico diferencial principal
deve ser feito com as meningites, em particular com a meningite tuberculosa,
tumores encefalicos, abscessos cerebrais, encefalites.

A literatura s6bre o assunto ja é abundante tendo sido relatados casos
em numerosos paises. Entretanto nos Estados Unidos é que a maior parte
déles tem sido comunicada. Merecem ser lidos, entre outros muitos, os tra-
balhos de Watts !, Crone e col. 2, Shaw e col. 3, Goldberg ¢+ e Carton e col. 5.

O primeiro caso observado no Estado de Sao Paulo foi verificado na ci-
dade de Rio Preto e publicado em 1941 por Floriano de Almeida, Carlos La-
caz e Fausto Quaglia ¢; em 1944 o segundo caso foi relatado por Floriano de
Almeida, Carlos Lacaz e Monteiro Salles 7; em 1949, Mendonc¢a Cortez 38 co-
municou o terceiro caso. Em todos éstes havia processo pulmonar inicial,
confundido com tuberculose, abscesso ou cancer pulmonar, que evoluiu final-
mente para meningite. Floriano de Almeida, em trabalho recente?, refere
a situacao atual do problema e a distribuicao dos diversos casos conhecidos
nos varios Estados do Brasil e demais paises da América do Sul.

Trabalho da Clinica Neurolégica da Escola Paulista de Medicina (Prof. Paulino
W. Longo), apresentado ao Departamento de Neuro-Psiquiatria da Associacdo Pau-
lista de Medicina em 13 de setembro 1955.

* Assistentes.
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DIAGNOSTICO PELO EXAME DO LIQUIDO CEFALORRAQUEANO

O diagnéstico clinico da Torulose do sistema nervoso é impossivel; por
isso 0 exame do liquido céfalorraqueano assume particular interésse, pois, a
demonstracido do cogumelo é muito facil, quer pelo exame direto, quer pela
cultura. Porém, como muito bem pondera McGrauder ', o técnico que exa-
mina o liquor deve ser conhecedor do criptococo e pensar na possibilidade de
sua existéneia quando fizer as pesquisas de rotina, pois do contrario ndo po-
dera diagnodstica-lo.

Apesar de ser considerada moléstia relativamente rara, pensamos que a
sua freqiiéncia deva ser muito maior do que parece ser, pois numMerosos €asos
deixam de ser diagnosticados por falta de identificacAo do parasito. E neces-
sario que se mantenha um estado permanente de alerta neste sentido. Julga-
mos assim porque, apos nos termos orientado neste assunto, conseguimos ve-
rificar 8 casos nestes ultimos 3 anos. Concordamos, pois com Carton e Mount
que consideram o aumento da incidéncia da criptococose nestes ultimos tem-
pos como devida a maior vigilancia por parte do médico.

Queremos expor a nossa experiéncia mostrando, em sequéncia, os meios
para o diagndstico da criptococose pelo exame do liquido céfalorraqueano.
Julgamos necessario que o laboratorista deva observar, na rotina, certos cui-
dados com os quais teri oportunidade de identificar cada caso novo que sur-
gir no trabalho diario.

Sao as seguintes as etapas das pesquisas no liquor nas quais é possivel
constatar o criptococo:

1 — Por ocasiao da contagem global das células deve-se observar com
atencio todos os elementos presentes. Num exame grossciro os criptococos
poderiam ser confundidos com hematias. Eles podem ja ser identificados ou
pelo menos suspeitados na cdmara de contagem, pois apresentam-se como
formacdes arredondadas, revelando estrutura no interior do glébulo e, por
isso, diferenciando-se do disco hematico que é liso e uniforme. Diminuindo
a intensidade da luz que ilumina o campo microscépico observa-se, na sua
periferia, um halo perfeitamente distinto correspondente 4 sua capsula gela-
tinosa. A observacao cuidadosa déstes elementos vem revelar a presenca de
alguns com a formacao do broto, forma de divisao que é caracteristica para
éste cogumelo. Na propria ciamara de contagem pode-se fazer a prova do
acido acético quando se tiver duvidas sébre elementos com certa semelhanca
com os globulos vermelhos. O acido acético destruindo as hematias e nao
influindo soébre os criptococos permite facil diferenciacdo (fig. 1).

2 — Ao fazer o esfregaco para a contagem especifica das células consta-
ta-se, na lamina, um aspecto diferente do habitual, uma aparéncia gordurosa
do material distendido. A observacdo da lamina corada mostra o parasito
dentro de sua loja gelatinosa, sendo freqiiente que éstes envédlucros se colem
entre si formando grupos parasitarios (fig. 1). Quando a coloracido for su-
perficial o fungo ndo é corado por ela, aparecendo em seu estado natural.
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Qutras vézes a coloracio atinge-o fortemente, inclusive a sua capsula, que
assume um aspecto de coroa irradiante. Freglientemente constata-se a pre-
senca de formacdes sugerindo ninho de abelha, originadas dos espacos vasios
deixados pelos parasitos que foram arrancados de suas lojas por ocasido da
confeccdo do csfregaco (fig. 1). Estas estruturas delicadas formadas pelas
capsulas gelatinosas desprovidas de seus parasitos sdo bastante caracteriti-
cas. Além do parasito livre podemos constata-lo fagocitado pelas células gi-
gantes (fig. 1).

Fig. 1 — Criptocéco. Em A, prova do acido acético e formacao do

bréto (x 1.000); em B, coloracdo hematoldgica (x 1.000); em C, for-

macdes sugerindo ninho de abelha (x 1.000): em D, célula gigante fa-
gocitando o criptocéco (x 1.000).

3 — Constitui rotina nos casos suspeitos de meningite a observacdo de
laminas coradas pelos métodos de Gram e Ziehl. Quando se examinam estas
preparagoes, deve-se nao sOmente pesquisar bactérias como também os gros-
seiros aglomerados dos parasitos e suas capsulas (fig. 2). Essas formacgoes
tomam intensamente a coloracio e sdo facilmente identificaveis.

4 — O diagnéstico de certeza é feito pelo exame a fresco com auxilio
da tinta da China e pela cultura em meio de Sabouraud. A tinta da China
mostra imagens absolutamente caracteristicas do parasito com sua capsula
gelatinosa, bem como a tipica formacio do bréto (fig. 3). Entretanto para
maior seguranca do diagnodstico deve se proceder & semeadura do liqguor em
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meio de Sabouraud, onde o criptococo cresce de modo facil ¢ abundante, 3
temperatura ambiente, em 2 ou 3 dias.

Fig. 2 — Conglomerados de criptocécos: em A, método de Gram
(x 1.000); em B, método de Ziehl (x 1.000).

Fig. 3 — Criptocécos. Demonstracio pela tinta da China (x 1.500).

-
5,

Outras alteracgées do liquido céfalorragueano — Varios autores!'as, 11a15

tem-se referido & importancia do liquido céfalorraqueano no diagnoéstico da
torulose do sistema nervoso; os achados sio, em geral, concordantes. Ha,
na maioria dos casos, hipertensdo; o aspecto pode ser claro ou turvo; a cor
xantocromica e o reticulo podem estar presentes; a contagem global das cé-
lulas é variavel, podendo ser tdo baixa como 3 e tdo alta como 1000 por mma3;
em geral, predominio linfocitario; a taxa de proteinas estd sempre aumenta-
da; as taxas de cloretos e glicose diminuidas; 0s criptococos sempre presentes

em grande ou pequeno numero, podendo ser confundidos com hematias ou
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linfocitos, sdo demonstraveis pelo exame direto ou cultura. Em seu conjunto
as alteracdes do liquor sdo semelhantes aquelas observaveis na meningite tu-
berculosa, exceto quanto a bacteriologia.

Nossa experiéncia é baseada na observacdo de 8 casos de criptococose
do sistema nervoso, nos quais tivemos oportunidade de examinar diversas
amostras de liquor. Apresentamos, em um primeiro quadro comparativo, as
alteracdes do liquor inicial (quadro 1). Pela observacao déste quadro ve-
rificamos que logo de inicio sdo grandes as modifica¢gdes do liquor. Anali-
sando os diversos elementos pesquisados constatamos, em geral, grande hiper-
tensdao com indice de Ayala, {quociente ragueano) tendente a valores baixos,
devido muito provavelmente a participag¢do cerebral do processo. Em alguns
casos havia um contraste entre o aspecto do liquor, turvo ou opalescente, e
o namero de células relativamente pequeno; ecsta opacidade era devida nao
sOmente as células porém principalmente aos criptococos presentes em grande
numero; realmente, considerando a coluna da citologia vemos que no caso 1
havia 18 células e, no caso 3, 9 células por mm3, o que de forma alguma
poderia modificar o aspecto do liquor. A xantocromia esteve presente em
50% dos casos e o reticulo fibrinoso na maioria déles. O ndmero mais eleva-
do de células foi de 411 e o menor 9 células por mm3. A contagem especi-
fica mostrou predominio linfocitario em 7 casos; apenas em um caso havia do-
minancia de granulocitos neutrdfilos. Os eosindfilos estiveram presentes em
5 casos porém em pequena percentagem, 5% ou menor. A taxa de protei-
nas totais, sempre aumentada, variou entre 31 e 140 mg%. A taxa de acu-
car, bastante diminuida em 7 observacbes, foi normal em apenas um caso. A
reacao do benjoim coloidal mostrou curvas de 1.* e 2.* zonas, isto é a cha-
mada curva paralitica. O criptococo esteve presente em todos éstes primei-
ros exames em grande nimero, sendo a sua pesquisa direta pela tinta da
China muito facil; a cultura em meio de Sabouraud mostrou crescimento
abundante do germe. O maior numero de parasitos observado foi de 1800
por mma3.

Nos quadros 2, 3 e 4 estudamos a evolucdo das alteracbes do liquido
céfalorraqueano no decurso da moléstia em trés casos que tiveram um de-
curso sub-agudo ou croénico. Os outros evoluiram em pouco tempo para o
éxito letal, ndo permitindo um estudo seriado do liquor.

No caso P. C. S. (quadro 2) as alterag¢bes do liquor evoluiram de modo
concordante com o quadro clinico. O paciente apresentava inicialmente sin-
tomatologia meningitica que, depois, se complicou com manifestacGes cere-
brais graves, terminando em estado de coma. Verificamos que a hipertensio
inicial muito alta foi diminuindo progressivamente. O nGmero de células
diminiu progressivamente até atingir 27 por mm3 na semana em que se ve-
rificou o 6bito. A percentagem de granulocitos neutrofilos foi sempre eleva-
da. A taxa de proteinas totais mostrou um progressivo aumento, paralelo
ao agravamento do quadro clinico. A taxa de cloretos foi sempre baixa e
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a de glicose diminuiu progressivamente até o final quando ela era apenas de
6 mg9%. O criptococo esteve presente em nimero elevadc em tédas as
amostras.

As observacdes seguintes, I. C. e A. M. (quadros 3 e 4), foram mais in-
teressantes, pois referiam-se a casos de evolucdo crdnica, acompanhados por
mais de um ano a primeira, e por mais de 4 anos a segunda. Em ambas foi
feito o diagnédstico inicial de meningite tuberculosa, baseado nas alteracoes
do liquido céfalorraqueano, embora nido houvesse sido demonstrado o bacilo
de Koch, mesmo apds inoculagdo em cobaio. Os pacientes foram medicados
neste sentido e o surto agudo de hipertensio craniana cedeu, havendo evi-
dente melhoria clinica. Entretanto, algum tempo depois, 10 meses no pri-
meiro caso e 4 anos no segundo, surgiu nova crise hipertensiva e, nessa oca-
sido, novo exame de liquor praticado com mais cuidado revelou a presencga
de cogumelo, corrigindo-se, assim, o érro diagnéstico inicial. Nos quadros
demonstrativos das alteragbes do liquor podemos analisar as variacdes dos
diversos elementos durante &stes dois periodos de sua moléstia. Estas obser-
vaches nos foram de grande ensinamento, indicando a necessidade de incluir
na rotina dos exames de liquido céfalorraqueano dos casos suspeitos de me-
ningite a pesquisa sistematica do criptococo.

RESUMO E CONCLUSOES

Baseados na observacio de oito casos, os autores chamam a atencfo soé-
bre a importancia de liquido cefalorraqueano no diagnéstico da criptococose
do sistema nervoso. Atribuem a mair freqiiéncia atual do diagnéstico desta
moléstia &4 maior vigilancia por parte do médico. Enumeram as etapas das
pesquisas sdbre o liquor nas quais é possivel descobrir o fundo. Julgam ne-
cessario incluir, na rotina dos exames de todos os casos suspeitos, uma série
de pesquisas com as quais é possivel descobtir o parasito. Em primeiro lu-
gar, ha a possibilidade da suspeita do parasito ja na cimara de contagem das
células, onde éles podem ser grosseiramente confundidos com hematias; a
observag¢do microscopica com pouca luz, a formaciao do bréto e a prova do
acido acético permitem caraterizar éste cogumelo. Em segundo lugar, por
ocasidao da confeccdo do esfregaco para a contagem especifica das células
observa-se uma aparéncia gordurosa do material distendido. O estudo da
lamina corada mostra os parasitos dentro de sua capsula gelatinosa, fre-
giientemente aglomerados; outras vézes constatam-se formagdes semelhantes
a ninho de abelha originadas dos espacos vasios deixados pelo fungo que foi
arrancado de sua loja por ocasidao da confeccao do esfregaco; também podem
ser observadas células gigantes fagocitando o fungo. Em terceiro lugar, po-
de-se perfeitamente identificar os parasitos no material corado pelos métodos
de Gram e Ziehl onde éles aparecem, aglomerados ou isolados, intensamente
corados e bem caracteristicos. O diagnéstico de certeza é feito pelo exame
a fresco com auxilio da tinta da China, na qual o fungo com sua capsula
e a formacado do bréto sdo perfeitamente evidentes, e pela cultura em meio
de Sabouraud.
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Os autores analisam, depois, as alteragbes observadas no liquor inicial
nos 8 casos. Constataram grande hipertensdo. O nlmero de células variou
de 9 a 411 por mm3, sendo em dois casos 9 e 18 respectivamente, apesar do
aspecto do liquor ser turvo, o que era devido a presenca de grande ndmero
de criptococos. Havia predominio de linfocitos na maioria dos casos. A taxa
das proteinas sempre se apresentou aumentada, variando de 32 a 140 mg%
A taxa de aglicar sempre diminuida. O criptococo esteve presente em abun-
dancia, sendo o0 maior nimero observado de 1800 elementos por mma3.

Em um caso de decurso sub-agudo foi possivel acompanhar a evolucio
das altera¢oes do liquor durante 40 dias, e sendo verificada a proporcionali-
dade entre a intensidade dessas alteracdes e o agravamento do quadro cli-
nico. Em duas outras observacoes, em que a moléstia teve decurso cronico,
com mais de um ano e quatro anos de seqiiéncia respectivamente, os pacien-
tes foram inicialmente tratados com o diagnéstico de presunc¢do de meningite
tuberculosa. Ulteriormente éste diagndstico foi corrigido por um novo exame
de liquor em que foi demonstrada a presenca do fungo.

Os autores concluem: 1 — Deve-se incluir na rotina do exame do li-
quido céfalorraqueano, em casos suspeitos, meios de identificacdo para o cripto-
coco; 2 — O criptococo pode ser suspeitado na camara de contagem das
células por quem estiver alerta e fér conhecedor do parasito; 3 — O cripto-
coco & mais facilmente identificavel nos esfregacos corados pelo método he-
matolégico, pelos de Gram e Ziehl, pelo exame a fresco com auxilio da tinta
da China e pela prova cultural; 4 — As alteracoes do liquor assemelham-se
aquelas encontradas nos casos de meningite tuberculosa salvo em relacdo ao
exame bacteriolégico.

SUMMARY AND CONCLUSIONS
Cerebrospinal fluid in the diagnosis of nervous system cryptococcosis

The authors emphasize the importance of the cerebrospinal (C. S. F.)
fluid in the diagnosis of nervous system cryptococcosis. They have diagnosed
8 cases in these last three years by the C. S. F. examination and they are
of the opinion that the growing reports on this disease in the litterature is
due to the awareness on the part of the physician. With the acquired expe-
rience in these cases they explain how to deal with the C. S. F. in order to
identify the parasite in the daily laboratory work.

It is possible to suspect the presence of the fungus in the cell counting
chamber where they look much alike an erythrocite. A skilled technician
may tell them apart by observing the interior structure, the capsule, the
budding cells, or by the acetic acid test. The stained smear for cells study
shows the cryptococcus inside their gelatinous capsules, isolated or conglomme-
rated. We may find honey comb looking structures, which stand for the
empty spaces left by the parasites swept away during the smear confeccion.
We may also observe the fungus into the giant cells. The cryptococcus is
very easy to identify after the Gram and Ziehl stain. But the best way to
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demonstrate the fungus is by means of the India ink, where it looks very
charateristic with the wide capsule and budding formation. The culture in
Sabouraud medium is obtfained easily in two or three days.

The authors describe the C. S. F. changes in their cases. There was
always hypertension. The cell count was as high as 411 and as low as 9
per cubic milimeter. In two cases there was 9 and 18 cells per cubic milime-
ter only, in spite of the cloudness of the fluid. This pointed out for the high
number of parasites no matter how the low cell count is. The cells were
mainly of the mononuclear type. The protein content was increased, between
32 and 140 mg per cent. The sugar content was low. The cryptococcus was
always in great number, the highest count being 1.800 per cubic milimeter.

In a subacute case the authors examined the C. S. F. at weekly intervals
and observed the progressive intensification of the changes. Two chronic
cases, observed over years, were mistaken for tuberculous meningitis at first.
Later, a new spinal fluid test made the correct diagnosis by finding of the yeast
organisms. In cryptococcosis the spinal fluid changes look very much like
that of tuberculous meningitis.

ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNGEN
Die Riickenmarksfliissigkeit bei der Cryptococcosis des Nervensystems

Auf Grund von 8 beobachteten Fillen versuchen die Verfasser auf die
Wichtigkeit der Untersuchung der Rilckenmarksfliissigkeit zur Diagnose der
Cryptococcosis des Nervensystems aufmerksam zu machen. Sie schreiben die
jetzt hohere Zahl der Diagnose dieser Krankheit einer grosseren Erfahrung
und verbesserten Untersuchungsmethoden zu. Sie geben die Untersuchungse-
tappen an bei welchen es mdoglich ist den Pilz in der Riickenmarksfliissigkeit
zu finden. Die Verf. halten es fiir Notwendig bei allen verdiachtigen Féallen
eine Serie von Untersuchungen beim altidglichen Arbeiten einzuschliessen,
durch welche die Auffindung des Parasiten erméglicht wird. Erstens besteht
die Moglichkeit des Verdachtes auf die Anwesenheit des Parasiten bei der
Zahlung der Liquorzellen in der Zdhlkammer wo er bei oberflidchlicher Unter-
suchung evtl. mit den roten Blutkdrperchen verwechselt werden kann. Die
mikroskopische Beobachtung mit wenig Licht, die Anwesenheit des “Keimes”
und die Essigsdureprobe erlauben diesen Pilz zu charakterisieren. Zweitens
kann bei der Anfertigung des Ausstrichpriparates zur Differentialzahlung der
Liquorzellen ein fettiges Aussehen des ausgestrichenen Materials beobachtet
werden. Die Untersuchung des gefdrbten Objektrigers zeigt die Parasiten
oftmals zusammengeballt innerhalb ihrer gelatinosen Kapsel. In anderen
Féllen beobachtet man Formen die &hnlich wie die Bienenwaben aussehen
und von den leeren R#aumen herrithren aus denen der Pilz bei der Anfer-
tigung des Ausstrichpréparates herausgerissen wurde. Auch kénnen Riesen-
zellen beobachtet werden welche den Pilz fogazitiert haben. Drittens ist es
sehr gut moglich die Parasiten in nach Gram oder Ziehl gefarbten Priparaten
zu identifizieren wo si zusammengeballt, intensiv gefdrbt und sehr charakte-
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ristisch erscheinen. Die Diagnose wird durch das Nativprdparat mit Hilfe
chinesischer Tusche sichergestellt wobei der Pilz und seine Kapsel sowie die
“Keimformation” vollkommen und unzwiefelhaft dargestellt werden, weiterhin
durch die Kultur in Sabouraud’s Agar.

Weiter studieren die Verf. die Verdnderunger der Riickenmarksfliissigkeit
beim ersten Liquorexamen in den 8 Fillen. Sie fandn stark erhdhten Liquor-
druck. Die Zellzahl schwankte zwischen 9 und 411 pro Kubikmillimeter. In
zwei Fillen waren trotz des triilben Liquors nur 9 bezw. 18 Zellen pro Kubik-
millimeter vorhanden, was auf die Anwesenheit einer grossen Anzahl von
Cryptococcus bei kleiner Zellreaktion hinwies. Die vorherrschenden Zelltypen
waren in der Mehrzahl der Fille Lymphozyten. Der Gesamteiweissgehalt
war immer erhdht und schwankte zwischen 32 und 140 mgr.%. Der Zucker-
gehalt war stets vermindert. Der Cryptococcus war immer in grosser Zahl
vorhanden und die hiéchste becbachtete Zahl war 1.800 Cryptococcus pro mma3.

In einem Falle mit sub-akutem Verlauf konnten die Verf. die Verande-
runger der Riickenmarksfliissigkeit wahrend 40 Tagen beobachten und fanden,
dasse die Intensitit dieser Veridnderungen paralell mit der Verschlechterung
des Kklinischen Bildes verlauft und entsprechend zunimmdt.

In zwel anderen Féllen wo die Krankheit einen chronischen Verlauf
annahm und die Patienten sich ein, bezw. vier Jahre in Beobachtung befanden,
wurde Anfangs auf tuberkulése Meningitis behandelt. Spater wurde diese
Fehldiagnose durch ein neues Liquorexamen, wobei besonderer Wert auf die
Auffindung des Pilzes gelegt wurde, korrigiert..

Die Verfasser gelangen zu tolgenden Schlussfolgerungen: 1) Bei allen
verddchting Fillen sollen bei der Untersuchung der Riickenmarksfliissigkeit
noch Methoden zugefiigt werden durch welche es moglich ist zur Identifizie-
rung des Cryptococcus zu gelangen; 2) Die Anwesenheit des Cryptococcus
kann durch aufmerksame Untersuchung und Erfahrung des Untersuchers
schon bei der Zellziéhlung in der Zellkammet verdidchtigt werden; 3) Der
Cryptococcus ist leichter zu identifizieren nach hématologischen Methoden,
Gram oder Ziehl geférbten Ausstrichpridparaten, in Nativprdparat mit Hilfe
von chinesischer Tusche, durch die Kultur; 4) Die Liquorverdnderungen sind
denen die bei tuberkuldser Meningitis gefunden werden sehr #hnlich, unter
Ausnahme des bakteriologischen Examens,
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