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A criptococose vem assumindo um papel relevante na história 
da AIDS, e vem sendo considerada uma das micoses oportunistas 
mais comuns diagnosticadas entre os pacientes infectados pelo HIV. 
É uma doença de caráter sistêmico e tem sido uma das principais 
responsáveis pela morbidade e mortalidade neste grupo de pacientes. 
A meningite é a apresentação clínica mais freqüente11 27.

No período de 1980 a 2002, 6% das infecções oportunistas, 
presentes em pacientes portadores do HIV, foram ocasionadas 
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RESUMO

Foram avaliados 37 isolados de 10 pacientes HIV negativos e 26 positivos, em Mato Grosso. Exame direto, cultura e quimiotipagem de espécies 
foram realizados. Cetoconazol, itraconazol, voriconazol, fluconazol e anfotericina B foram avaliados. Foram identificadas 37 leveduras do gênero  
Cryptococcus spp sendo 26 de pacientes HIV- positivos (25 Cryptococcus neoformans e um Cryptococcus gattii) e 10 de HIV- negativos (cinco 
Cryptococcus neoformans e cinco Cryptococcus gattii). Considerando isolados clínicos (Cryptococcus neoformans) de HIV positivos observou-
se resistência (8% e 8,7%) e susceptibilidade dose-dependência (20% e 17,4%) para fluconazol e itraconazol respectivamente. Para isolados de 
Cryptococcus neoformans oriundos de pacientes HIV negativos, observou-se susceptibilidade dose-dependência (40%) ao fluconazol. Os isolados de 
Cryptococcus gattii provenientes de pacientes HIV- negativos mostraram-se susceptíveis a todos os antifúngicos, exceto um isolado de Cryptococcus 
gattii que foi susceptível dose-dependente ao fluconazol (20%). O isolado proveniente do paciente HIV- positivo demonstrou resistência ao fluconazol 
(CIM > 256µg/mL) e itraconazol (CIM=3µg/mL). 

Palavras-chaves:Cryptococcus spp. ��������������������������������������    HIV. Drogas antifúngicas. Mato Grosso.

ABSTRACT

Thirty-seven isolates from 10 HIV-negative and 26 HIV-positive patients in Mato Grosso were evaluated. Direct examination, culturing and chemotyping 
of species were performed. Ketoconazole, itraconazole, voriconazole, fluconazole and amphotericin B were evaluated. Thirty-seven yeasts of  
Cryptococcus spp were identified, of which 26 were from HIV-positive patients (25 Cryptococcus neoformans and one Cryptococcus gattii) and 
10 from HIV-negative patients (five Cryptococcus neoformans and five Cryptococcus gattii). The Cryptococcus neoformans clinical isolates 
from HIV-positive patients showed resistance (8% and 8.7%) and dose-dependent susceptibility (20% and 17.4%) to fluconazole and itraconazole, 
respectively. Among the Cryptococcus neoformans isolates from HIV-negative patients, there was dose-dependent susceptibility (40%) to fluconazole. 
Cryptococcus gattii isolates from HIV-negative patients were shown to be susceptible to all antifungal agents, except for one isolate of Cryptococcus 
gattii that showed dose-dependent susceptibility to fluconazole (20%). The Cryptococcus gattii isolate from an HIV-positive patient showed resistance 
to fluconazole (MIC > 256 μg/ml) and itraconazole (MIC = 3 μg/ml).
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pelo Cryptococcus neoformans22, sendo a criptococose a 
segunda infecção oportunista mais comum diagnosticada nestes 
pacientes23.

A criptococose é causada principalmente por duas espécies do 
complexo Cryptococcus neoformans, Cryptococcus neoformans 
(sorotipo A, D e AD) e Cryptococcus gattii (sorotipo B e C)19. O 
Cryptococcus neoformans apresenta distribuição cosmopolita 
sendo comumente encontrado na natureza e, essa espécie é 
frequentemente associada a fezes de pombos urbanos e outras 
aves, assim como vegetais, madeira e no solo17 23 32 28. Em indivíduos 
imunocomprometidos, a espécie mais prevalente é Cryptococcus 
neoformans6 14 15 17.   Já o Cryptococcus gattii apresenta distribuição 
limitada, sendo encontrado no meio ambiente, principalmente em 
regiões tropicais e semitropicais, sendo o primeiro isolamento 
descrito em 1990 em Eucalyptus camadulensis12 13 32. Em geral, 
acomete indivíduos imunocompetentes6 15 19.

Com o surgimento de cepas resistentes e reincidência das 
infecções fúngicas invasivas quando submetidas à terapêutica clássica, 
atualmente empregada, tem sido reconhecida a importância dos testes 
de susceptibilidade in vitro para auxiliar/redirecionar o tratamento 
e acompanhar a evolução da terapia antifúngica para cada caso5 9. 

Existem vários fatores que podem contribuir para ocorrência de 
falha terapêutica, assim como podem existir fenótipos resistentes 
à terapêutica empregada. Os fenótipos resistentes podem ser 
identificados em uma população contendo vários agentes etiológicos 
por meio de testes de susceptibilidade in vitro os quais podem ser 
realizados por vários métodos disponíveis no mercado25.

Os testes de susceptibilidade in vitro vêm sendo realizados 
com maior frequência, e várias técnicas tem sido desenvolvidas 
e empregadas para o estudo do perfil de susceptibilidade  
in vitro aos antifúngicos. Dentre as opções existentes, o método 
de microdiluição em caldo é considerado o método de referência, 
documento M27-A2 (2005) do Clinical Laboratory Standards 
Institute (CLSI). Métodos alternativos estão sendo implantados 
para facilitar a utilização e implantação destes testes na rotina 
laboratorial, destacando-se o Etest. Este método compreende 
uma técnica de fácil e rápida execução e, apresenta satisfatória 
correlação com o método de referência (CLSI)4. As drogas 
antifúngicas mais utilizadas no tratamento das manifestações 
graves da criptococose em pacientes imunodeprimidos são: 
anfotericina B, 5-fluocitosina e fluconazol30.

Objetivamos neste estudo avaliar a importância da 
caracterização das leveduras do gênero Cryptococcus em 
pacientes HIV positivos e negativos, assim como determinar o 
perfil de susceptibilidade in vitro aos antifúngicos. Vale ressaltar 
que no Estado do Mato Grosso (Centro-Oeste do Brasil), este 
estudo apresenta caráter inédito.

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras biológicas de pacientes HIV positivos e 
negativos com criptococose. Estudo tipo descritivo prospectivo 
realizado no período compreendido entre janeiro de 2005 
a outubro de 2008. Foram estudadas 37 amostras clínicas 
diferentes: líquido cefalorraquidiano (LCR), sangue venoso 

periférico, lavado broncoalveolar (LBA), aspirado de linfonodo de 
membro superior direito (MSD), todas provenientes de pacientes 
HIV positivos e negativos com diagnóstico clínico e laboratorial 
de criptococose. O presente estudo foi aprovado pelo comitê de 
ética em pesquisa (CEP) envolvendo seres humanos do Hospital 
Universitário Julio Müller da Universidade Federal de Mato Grosso 
(HUJM/UFMT), sob o número 247/06. Foram incluídas neste 
estudo quatro unidades hospitalares, correspondendo a dois 
hospitais universitários, pronto socorro municipal de Cuiabá, e 
pronto socorro municipal de Várzea Grande.

Dados clínicos. Os pacientes HIV positivos incluídos no 
estudo tinham diagnóstico confirmado de infecção pelo HIV, e 
encontravam-se em estágio avançado da doença. Os pacientes 
soronegativos também foram confirmados quanto à ausência do 
HIV. Todos os pacientes avaliados neste estudo assinaram o termo 
de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo CEP/HUJM.

Identificação das espécies de leveduras do gênero 
Cryptococcus. Inicialmente, foi realizado o exame direto com 
tinta nanquim, e em seguida foi realizado o isolamento do fungo em 
ágar Sabouraud dextrose (Difco-USA). Os isolados apresentando 
colônias de consistência cremosa sugestivas de Cryptococcus 
spp foram repicadas em meio ágar niger para confirmação deste 
gênero. As espécies classificadas através das etapas anteriores 
como pertencentes ao gênero Cryptococcus foram caracterizadas 
em meioL-canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB)18 como 
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

Teste de susceptibilidade aos antifúngicos. O perfil de 
susceptibilidade foi realizado pelo Etest (AB Biodisk) seguindo 
as instruções do fabricante1. Como não são referenciados pontos 
de corte para Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii  
pelo CLSI, foram utilizados aqueles empregados por outros autores26 29 31. 
Os antifúngicos testados foram cetoconazol, fluconazol, itraconazol, 
voriconazol e anfotericina B (AB Biodisk). 

Controle de qualidade. A atividade das drogas antifúngicas e 
a reprodutibilidade dos resultados foram asseguradas pela inclusão 
dos isolados de referência Candida parapsilosis – ATCC 22019 e 
Candida krusei – ATCC 6258, que foram gentilmente cedidas pela 
Dra. Márcia S. C. Melhem do Instituto Adolfo Lutz, SP.  

RESULTADOS

Considerando os pacientes HIV positivos, dos 26 isolados 
de leveduras do gênero Cryptococcus, 15 pertenciam ao sexo 
masculino e 9 ao sexo feminino. Foram caracterizados 25   
(96,1%) Cryptococcus neoformans e um (3,8%) Cryptococcus 
gattii , com média de idade igual a 40,2 anos (DP=8,8). 

Considerando os pacientes HIV-negativos, dos 10 isolados de 
leveduras do gênero Cryptococcus, quatro pertenciam ao sexo 
masculino e seis ao sexo feminino. Foram caracterizados cinco  
(50%) Cryptococcus neoformans e cinco (50%) Cryptococcus 
gattii, e a média de idade foi de 31 anos (DP=13,9). 

Nas Tabelas 1 e 2, estão apresentados os valores das 
concentrações inibitória mínimas (CIM) para inibição de 
50% (CIM

50
) e 90% (CIM

90
) e suas variações referentes aos 
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Tabela 1
Concentração inibitória mínima das cinco drogas antifúngicas frente às espécies de leveduras do gênero Cryptococcus de pacientes HIV- positivos.

               							             CIM (µg/ml)	                                  Perfil de susceptibilidade

Cryptococcus spp	 Antifúngico	 Variação	 50%	 90%	 S (%)	 SDD (%)	 R (%)

	 cetoconazol	 0,064 a 1,5	 0,5	 0,75	 100,0	 -	 0,0

Cryptococcus neoformans 	 fluconazol	 1,00 a > 256	 8	16	 72,0	 20,0	 8,0

	 itraconazol	 0,008 a 1,5	 0,094	 0,38	 73,9	 16,0	 8,0

	 voriconazol	 0,012 a 0,25	 0,032	 0,064	 100,0	 0,0	 0,0

	 anfotericina B	 0,094 a 1,0	 0,50	 1,00	 100,0	 0,0	 0,0

S: susceptível, SDD: susceptível dose-dependente, R: resistente.

CIM
50
 e CIM

90
,concentração capaz de inibir o crescimento dos isolados em 50% e 90%, respectivamente.

Tabela 2
Concentração inibitória mínima das cinco drogas antifúngicas frente às espécies de leveduras do gênero Cryptococcus isolados de pacientes HIV- negativos.

               							             CIM (µg/ml)	                                  Perfil de susceptibilidade

Antifúngico 	 Cryptococcus spp	 Variação	 50%	 90%	 S (%)	 SDD (%)	 R (%)

Cetoconazol	 Cryptococcus neoformans	 0,094 - 0,50	 0,38	 0,5	 100,0	 -	 -

	 Cryptococcus gattii	 0,125 - 0,50	 0,19	 0,38	 100,0	 -	 -

Fluconazol	 Cryptococcus neoformans	 3,0 - 32,0	 4	 16	 60,0	 40,0	 -

	 Cryptococcus gattii	 3,0 - 16,0	 6	 12	 80,0	 20,0	 -

Itraconazol	 Cryptococcus neoformans	 0,032 - 0,094	 0,032	 0,047	 100,0	 -	 -

	 Cryptococcus gattii	 0,016 - 0,094	 0,023	 0,047	 100,0	 -	 -

Voriconazol	 Cryptococcus neoformans	 0,016 - 0,094	 0,032	 0,047	 100,0	 -	 -

	 Cryptococcus gattii	 0,016 - 0,064	 0,023	 0,032	 100,0	 -	 -

Anfotericina B	 Cryptococcus neoformans	 0,38 - 1,5	 0,38	 1	 100,0	 -	 -

	 Cryptococcus gattii	 0,094 - 0,50	 0,25	 0,50	 100,0		

S: susceptível, SDD: susceptibilidade dose-dependente, R: resistente.

CIM
50
 e CIM

90
, concentração capaz de inibir o crescimento dos isolados em 50% e 90%, respectivamente.

Tabela 3
Variação da concentração inibitória mínima quanto ao local de isolamento das 
amostras de Cryptococcus neoformans isolados de pacientes HIV- positivos.

	                                     Variação da CIM (mg/ml)

	            Local de isolamento do Cryptococcus neoformans (no de amostras)

	 LCR	 Sangue	 Escarro	 LMSD

Antifúngicos	 no=17	 no=6	 no=1	 no=1

Cetoconazol	 0,064 -1,5	 0,25 - 0,75	 0,5	 0,25

Fluconazol	 1,0 - >256	 2,0 - 16,0	 12	 2

Itraconazol	 0,008 - 1,5	 0,064 - 0,25	 0,19	 0,012

Voriconazol	 0,012 - 0,25	 0,016 - 0,064	 0,064	 0,023

Anfotericina B	 0,094 - 1,0	 0,38 - 1,0	 0,38	 0,75

LMSD: aspirado de linfonodo de membro superior direito.

LCR: líquido cefalorraquidiano.

antifúngicos testados frente aos isolados Cryptococcus spp 
dos pacientes HIV positivos e negativos. Considerando os 
pacientes HIV-positivos, a maioria dos isolados de Cryptococcus 
neoformans mostrou-se susceptível aos cinco antifúngicos 
testados. Porém, 8% mostraram-se resistentes e 20% susceptíveis 
dose-dependentes frente ao fluconazol. Para o itraconazol, 8% 
mostraram-se resistentes e 16% susceptíveis dose-dependentes. 
Os valores de CIM (µg/mL) para o isolado de Cryptococcus 
gattii foram: cetoconazol = 3,0; fluconazol >256; itraconazol = 
3,0; voriconazol = 0,50 e anfotericina B = 0,064, demonstrando 
resistência ao fluconazol e itraconazol. 

Os isolados de Cryptococcus neoformans provenientes de 
pacientes HIV-negativos mostraram susceptibilidade in vitro aos 
antifúngicos, sendo que 40% destes isolados foram susceptíveis 
dose-dependentes ao fluconazol e 20% resistentes à anfotericina 
B. Considerando a espécie, Cryptococcus gattii, todos os isolados 
foram susceptíveis a todos os antifúngicos, exceto um, o qual 
apresentou 20% de susceptibilidade dose-dependência frente 
ao fluconazol.

Quanto ao local de isolamento, considerando pacientes 
soropositivos, os isolados de Cryptococcus neoformans de 
LCR apresentaram valores de CIM mais elevados para todos os 
antifúngicos testados quando comparados aos outros sítios de 
isolamento, exceto para anfotericina B (Tabela 3).

DISCUSSÃO

Neste trabalho, os isolados clínicos de Cryptococcus 
neoformans em sua maioria apresentaram-se susceptíveis 
aos cinco antifúngicos testados; porém, detectamos isolados 
resistentes ao fluconazol e itraconazol, considerando pacientes 
HIV-positivos, como ilustra a Tabela 1. Os isolados de pacientes 
HIV-negativos também se mostraram susceptíveis em sua 
maioria, e apenas um isolado de Cryptococcus neoformans e 
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um de Cryptococcus gattii apresentaram susceptibilidade dose-
dependência ao fluconazol.

Anfotericina B tem sido utilizada para o tratamento de diversas 
infecções por fungos micelianos e leveduriformes, em que pese a 
sua nefrotoxicidade8. Como ainda não foram definidos os pontos 
de corte para a anfotericina B, segundo o CLSI, foi utilizado neste 
estudo aqueles empregados por Nguyen e Yu24 e Lozano cols20. 
Eles definiram resistência à anfotericina B com valores de CIM 
iguais ou superiores a 2µg/mL.

Em relação aos derivados azólicos, tem sido observado que 
a profilaxia utilizada com fluconazol para pacientes infectados 
pelo vírus HIV, pode ser apontada como um dos fatores 
responsáveis pela elevação de concentrações inibitórias mínimas 
in vitro. No entanto, a boa penetração desta droga no liquido 
cefalorraquidiano, justifica os bons resultados observados  
in vivo16.

Os valores encontrados neste estudo apontam melhor 
atividade do voriconazol frente ao itraconazol e fluconazol para 
os isolados de Cryptococcus neoformans em pacientes HIV 
positivos. Considerando os HIV-negativos foi possível observar 
semelhança quanto ao perfil de susceptibilidade entre itraconazol 
e voriconazol. Apesar dos resultados promissores in vitro para 
o voriconazol, há necessidade da busca de correlação com a 
prática clínica16. Ainda em 1998, Nguyen e Yu24 demonstraram 
a superioridade da atividade in vitro do voriconazol frente ao 
itraconazol e fluconazol, corroborando os dados encontrados 
neste trabalho.

A resistência observada in vitro para isolado de Cryptococcus 
gattii, neste trabalho, pode ser comparada aquela observada em 
1999 por De Bedout cols10, os quais observaram que para 15 
isolados de Cryptococcus gattii oriundos da Colômbia, foram 
observadas concentrações inibitórias mínimas mais elevadas para 
anfotericina B, itraconazol e fluconazol. Este resultados indicam 
que, in vitro, estes antifúngicos não exercem uma ação inibitória 
tão marcante como era de se esperar. Este fato pode apontar 
a necessidade de terapia mais prolongada para os pacientes 
infectados por esta espécie.

A correlação clínico-laboratorial foi relatada por Aller cols2, 
considerando valores de concentrações inibitórias mínimas de 
fluconazol e fracasso terapêutico em infecções criptocócicas. 
Estes autores avaliaram 28 isolados clínicos de Cryptococcus 
neoformans provenientes de 25 pacientes com AIDS. Os 
resultados obtidos mostraram que os valores de CIM

50
 e CIM

90
 

corresponderam a 4 e 16µg/mL respectivamente. Dos 25 pacientes 
estudados, 4 morreram com infecção criptocócica ativa e 2 por 
outra causas. Insucesso terapêutico foi observado em 5 pacientes 
os quais foram infectados por isolados que exibiram valores de 
concentrações inibitórias mínimas iguais ou superiores a 16µg/
mL. Estes dados sugerem valores de concentrações inibitórias 
mínimas como preditoras de resposta terapêutica.

Em 2001, um grupo de pesquisadores brasileiros registrou a 
menor atividade in vitro dos isolados clínicos de Cryptococcus 
neoformans frente ao fluconazol em relação aos isolados 
ambientais3.

Em relação ao método utilizado (Etest) neste estudo para 
determinação da atividade in vitro de drogas antifúngicas, 
vale ressaltar que Mawwell cols21 determinaram o perfil de 
susceptibilidade de 162 isolados clínicos de Cryptococcus 
neoformans. Estes autores sugeriram que o Etest constitui um 
método útil para determinação do perfil de susceptibilidade 
especialmente para o voriconazol e anfotericina B. Chandenier 
cols6 também confirmam o valor do Etest para avaliar in vitro 
isolados de Cryptococcus neoformans frente ao voriconazol. 

Considerando dados da região Centro-Oeste, registrados por 
Fernandes cols14 foi possível verificar resistência ao fluconazol 
tanto para os isolados de Cryptococcus neoformans como 
de Cryptococcus gattii, como observado neste estudo. Estes 
dados evidenciam a importância não só quanto à determinação 
da espécie do gênero Cryptococcus, como também do perfil  
in vitro de susceptibilidade.

Apesar da detecção neste trabalho de apenas um isolado de 
Cryptococcus gattii resistente ao fluconazol e itraconazol, Trilles 
cols33 mostraram que mais de 90% dos isolados desta mesma 
espécie exibiram concentrações inibitórias mínimas maiores que 
16µg/mL e 64µg/mL ao itraconazol e fluconazol respectivamente 
para 57 isolados avaliados. Os resultados obtidos por estes autores 
apontam menor susceptibilidade de Cryptococcus gattii frente 
aos antifúngicos testados quando comparados a Cryptococcus 
neoformans, conforme outros registros encontrados33.

Em síntese, os resultados obtidos neste estudo apontam a 
maior prevalência de Cryptococcus neoformans como causa 
de criptococose, e maior número de isolados desta espécie 
susceptíveis ou susceptíveis dose-dependentes. Entretanto, 
monitorar o perfil de susceptibilidade in vitro às drogas 
antifúngicas em algumas situações clínicas merece olhar atento 
por parte dos infectologistas, em casos de insucesso à terapêutica 
clássica utilizada.
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