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RESUMO 

 

 

Cryptococcus gattii engloba quatro tipos moleculares que podem causar 

criptococose em indivíduos, aparentemente, saudáveis após inalação de partículas 

infectantes dispersas no meio ambiente. Resistência clínica a antifúngicos durante o 

tratamento, ou profilaxia, para a doença tem sido relatada. O manejo adequado 

desta infecção depende de vários fatores, incluindo o perfil de suscetibilidade 

antifúngica do agente etiológico. Porém, há poucos relatos disponíveis na literatura 

sobre a ação in vitro de fluconazol (FLU) e anfotericina B (AMB), fármacos de 

primeira escolha para casos de criptococose sobre isolados clínicos de C. gattii. Em 

relação à cepas ambientais, a mesma lacuna é observada, sendo que o 

monitoramento desses organismos é a base para se estabelecer pontos de corte 

epidemiológicos para definição de resistência a antifúngicos. A determinação da 

suscetibilidade é realizada por métodos de referência em provas de microdiluição. 

No entanto, esses métodos não tem bom desempenho para detectar resistência à 

AMB, e por isso, a metodologia de curvas de morte foi proposta para avaliar melhor 

a atividade in vitro desse fármaco. O objetivo deste estudo foi determinar a 

susceptibilidade a AMB e FLU de 55 amostras de C. gattii, sendo 90.9% clínicas e 

9,1% ambientais, isoladas no Estado de São Paulo. Foi utilizada a técnica de PCR-

RFLP para identificação dos tipos moleculares e o método de referência europeu 

(AFST-EUCAST) para determinação da concentração inibitória mínima (CIM). 

Estudos de curvas de morte foram realizados com 1 mg de AMB por L de meio de 

cultura (RPMI 1640). A maioria dos tipos moleculares, tanto clínicos quanto 

ambientais, foi VGII (94% e 60%, respectivamente), sendo os demais VGI. As  CIMs 

de FLU variaram de 1 a 64 mg/L e os valores de CIM50 e CIM90 , e a concentração 

necessária para inibir 50% e 90% dos isolados, foram respectivamente de 8 e 

16mg/L. Observou-se  CIM elevadas (>8mg/L) para 74% dos isolados VGII e para 

50% dos VGI. Para AMB os valores de CIM foram homogêneos e baixos, entre 0,12 

e 0,5 mg/L (CIM50=CIM90 0,5mg/L). A metodologia de curvas de morte, demonstrou  

distintos efeitos fungicidas sobre os isolados, sendo que a maioria (71%) foi 

inativada nas primeiras 6h de exposição à AMB, chegando  a 86%  após 12h; porém 
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3.6% após 48h de exposição ao fármaco. Verificou-se, ainda, um efeito denominado 

recrescimento em 20/55 cepas; 38.1% dos isolados após 48h de exposição a AMB.  

Todos os isolados VGI foram inativados no período inicial de 6h. Em comparação 

com o teste de microdiluição, a curva de morte demonstrou maior poder 

discriminatório de cepas resistentes à AMB, sugerindo que a taxa de morte segundo 

essa metodologia é cepa-dependente e, possívelmente, tipo molecular-dependente.  

O encontro de células viáveis, mesmo após longos períodos (>48h) de exposição à 

AMB, pode estar relacionado à ocorrência de cepas tolerantes ao fármaco, como já 

citado em literatura. Ressalta-se, neste estudo, a alta frequência de CIMs elevadas 

de FLU para isolados de C. gattii. A relevância médica destes resultados in vitro 

poderão ser determinados em futuros estudos de correlação clínica.  
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ABSTRACT 

 

 

Cryptococcus gattii is a yeast complex encompassing  four molecular subtypes that 

causes life-threatening disease in apparently healthy humans, after inhalation of 

infectious particles released into the environment. Clinical antifungal resistance 

during therapy or prophylaxis has been reported and so an adequate management of 

this emerging infection can be based on the antifungal susceptibility profile of C. gattii 

clinical isolates.  There are few reports available in the literature concerning C. gattii 

in vitro antifungal susceptibility to fluconazole (FLU) and amphotericin B (AMB), the 

first choice drugs used in cryptococcosis cases. Furthermore, additional data on 

environmental strains is needed since information about these isolates represents 

useful tool for the establishment of epidemiological antifungal breakpoints. It is 

recognized that the reference micro dilution methods are not suitable for detect 

resistance to AMB, and time-kill methodologies have been proposed to obtain a 

clearer understanding of the killing patterns of AMB. The objective of this study was 

to determine the susceptibility and molecular types of 55 isolates of C. gattii, 

including 90.9%clinical and 9.1% environmental isolates) obtained in the State of São 

Paulo, Brazil. We used the PCR-RFLP to determine the molecular types, and the 

european reference metodology (AFST-EUCAST) to determine FLU and AMB 

minimal inhibition concentration (MIC). In addition, we perform time-kill curves using  

1 mg of AMB per liter of RPMI 1640. Most clinical and environmental molecular types 

was VGII (94% and 60%, respectively), followed by VGI. The MICs of FLU ranged 

from 1 to 64 mg/L, withMIC0 and MIC90, 8 and 16mg/L, MICs encompassing 50% and 

90% of the isolates tested, respectively. We observed high MIC (> 8 mg/L) for 74% 

VGII and 50%  VGI. For AMB the MICs were homogeneous and low, ranged between 

0.12 and 0.5 mg/L (MIC50=MIC90, 0.5 mg/L).Time-kill curves study showed distinct 

fungicidal effects indicating that the majority (71%) of 54 isolates was killed until the 

first 6 hours of exposition reaching 86% after 12h-exposition. It was found that 3.6% 

at 48h-exposition time to AMB.  The re-growth effect was observed for 20/55 strains; 

38.1% of isolates after 48h exposition time to the drug. All isolates VGI died in the 
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initial period of 6 h. The time-kill curves in comparison to the microdilution method 

showed higher power of discriminate resistant strains to AMB, suggesting that the 

death rate is strain-dependent and possibly molecular type-dependent. The finding of 

viable cells after long periods (> 48 hours) of exposure to AMB may be related to the 

occurrence of drug-tolerant strains, as previously reported in the literature. Of note, in 

this study, we observed high frequency of high FLU-MICs for isolates of C. gattii. The 

medical relevance of these in vitro results may be ascertaining in future clinical 

studies.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

AFLP                   Amplified Fragment Lenght Polymorphism - Polimorfismo de 

tamanho de fragmentos amplificados  

AIDS                 Acquired Immunodeficiency Syndrome - Síndrome  da 

Imunodeficiência Adquirida        

AMB                    Anfotericina B 

ATCC                  American type culture collection 

°C                        Graus Celsius 

CC                       Controle de Crescimento 

CE                       Controle de Esterilidade 

CIM                     Concentração Inibitória Mínima 

Cfr 13I                 Enzima de restrição obtida pelo gene de Citrobacter freundii  

RFL 13    

CGB                    Meio de cultura de cavanina-glicina-azul de bromotimol 

CLSI                    Clinical and Laboratory Standards Institute 

C. gattii                Cryptococcus gattii 

C. neoformans     Cryptococcus neoformans 

DO                       Densidade ótica 

DMSO                  Dimetilsulfóxido 

DNA                     Ácido desoxirribonucléico 

EDTA                   Ácido etileno-diamino-tetra-acético 

EUCAST              European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

FLU                      Fluconazol 

HhaI                     Enzima de restrição obtida pelo gene de Haemophilus       

haemolyticus (ATCC 10014) 

HIV                         Human Immunodeficiency Vírus - Vírus da imunodeficiência 

humana  

L litro 

mg                        miligramas 

MOPS                  Ácido 3-morfolinopropano-1-sulfônico 

NCCLS                National Commitee for Clinical Laboratory Standards 



12 

 

PCR                          Polymerase Chain Reaction - Reação em cadeia da 

polimerase   

RFLP                    Restriction Fragment Length Polymorphisms - Análise de    

fragmentos  de DNA gerados por enzimas de restrição 

RNA                     Ácido ribonucléico 

RPMI 1640           Roswell Park Memorial Institute (meio quimicamente definido 

composto por aminoácidos e vitaminas) 

Sau96I                    Enzima de restrição obtida pelo gene de Staphylococcus 

aureus PS96 (ATCC 49831) 

SJ01                     Primer 

SNC                     Sistema Nervoso Central 

sp.                        espécie 

spp.                      espécies 

TBE                      Tampão Tris-Borato-EDTA 

TKC                      time kill curves- tempo de morte 

UFC                      unidade formadora de colônia 

URA5                   Gene da enzima ortidina monofosfato pirofosforilase 

 

 

 



13 

 

 

LISTA DE FIGURAS, TABELAS, QUADROS E APÊNDICES  

                                                                                                                       

Figura 1 - Ciclo de Infecção para Criptococose 
 

18 

Figura 2 - Correlação taxonômica, molecular, epidemiológica e clínica 
entre as espécies do complexo C. neoformans/C. gattii  

 
22 

 
Figura 3 - Isolamento global de C. gattii de fontes clínica humana, 
veterinária, e ambiental 

 
23 

 
Figura 4 – Mapa do Brasil apresentando duas macro regiões (Nordeste 
e Sudeste) e distribuição dos tipos moleculares e número de isolados 

 
24 

 
Figura 5 – Fluxograma de identificação de C. gattii 35 

 
Figura 6 – Gel de agarose representativo contendo os tipos 
moleculares clínicos e ambientais de C. gattii. Linhas 1 e 2: fragmentos 
característicos de Cryptococcus spp. (PCR e primers URA5 SJ01). 
Linhas 3-8: fragmentos obtidos por RFLP (enzimas Cfr13I e HhaI). 
Linha M: marcador de peso molecular de 100 bp 

 
 
 
 

39 
 

Figura 7 - Exemplo de placa de microtitulação contendo concentrações 
(mg/L) de fluconazol para determinação de CIM. C+: controle-positivo, 
C-: controle-negativo  

 
 

42 

Figura 8 - Placas de Petri em testes de curvas de morte, ilustrando a 
diminuição do número de colônias de C. gattii (ufc/mL) segundo tempo 
de exposição a 1 mg/L de anfotericina B.  T0, tempo zero; T6, 6 h; T12, 
12 h; T24, 24 h; T48, 48h; T72, 72h de exposição 

 

 

43 

Figura 9 - Distribuição dos tipos moleculares de C. gattii de 55 
amostras clínicas e ambientais 

 

44 
Figura 10 - Gel de agarose contendo os tipos moleculares dos isolados 
clínicos e ambiemtais de C. gattii por técnica de PCR-RFLP  
 

 
45 

Figura 11 - Curvas de morte de 50 isolados clínicos de C. gattii 
testados com 1mg L-1 de anfotericina B 

 
48 

 
Figura 12 - Curvas de morte de 5 isolados ambientais de C. gattii  
testados com 1mg L-1 de anfotericina B 

 
49 

 
Tabela 1 – Susceptibilidade, em valores de concentração inibitória 
mínima  (CIM) a fluconazol e anfotericina B de 55 isolados de C. gattii, 
segundo origem e tipos moleculares 

 
 

46 



14 

 

Tabela 2 - Efeito fungicida de anfotericina B (1mg/L) sobre 55 isolados 
de C. gattii por metodologia de curvas de morte 

 

47 

Tabela 3 – Tipos moleculares de C. gattii que tiveram efeito fungicida a 
anfotericina B segundo concentração inibitória mínima 

 

50 

Tabela 4 – Concentração inibitória mínimade isolados do tipo 
molecular VGII que tiveram recrescimento em curvas de morte 

 

50 

Quadro 1- Tipos moleculares de C. gattii no Brasil 25 

Quadro 2 – Isolados ambientais de C. gattii 36 

Quadro 3 – Isolados de C. gattii sem efeito fungicida a anfotericina B 
em testes de curvas de morte segundo CIM 

 

48 

Apêndice 1 – Dados dos 50 isolados clínicos de C. gattii  73 

Apêndice 2 - Tipos moleculares e susceptibilidade a antifúngicos de 55 
isolados clínicos e ambientais de C. gattii 

 

75 



15 

 

ÍNDICE 

1. INTRODUÇÃO 17 

1.1 Caracterização dos agentes etiológicos da criptococose 19 

1.1.2 Caracterização molecular 21 

1.2 Ecologia 26 

1.3 Tratamento da Criptococose 27 

1.4 Resistência dos agentes da criptococose aos antifúngicos 29 

1.5 Testes de Sensibilidade a Antifúngicos 30 

1.5.1 Teste de microdiluição 30 

1.5.2 Curvas de morte 31 

 

2.OBJETIVOS 33 

2.1 Geral 33 

2.2 específicos 33 

 

3. MATERIAIS e MÉTODOS 34 

3.1 Isolados clínicos e ambientais de C. gattii 34 

3.1.2 Identificação de gênero e espécie dos isolados ambientais 34 

3.1.3 Isolados clínicos 36 

3.1.4 Cepas padrão 37 

3.2 Análise molecular 37 

3.2.1 Fase pré-analítica 37 

3.2.1.1 Obtenção de protoplastos 37 

3.2.1.2 Lise celular 38 

3.2.2 Fase analítica 38 

3.2.2.1 Técnicas de PCR e PCR-RFLP 38 

3.3 Determinação da susceptibilidade 40 

3.3.1 Microdiluição 40 

3.3.2 Curvas de morte 42 

 

4. RESULTADOS  44 

 

5. DISCUSSÃO  51 



16 

 

 

6. CONCLUSÕES 57 

 

7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 58 

 

8. APÊNDICES E ANEXOS                                       72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

 

1.Introdução 

 

 

A ocorrência das infecções fúngicas invasivas está aumentando em todo 

mundo, principalmente, em indivíduos imunocomprometidos. Ainda pouco se sabe 

sobre a epidemiologia global dessas infecções, mas muitos patógenos são 

considerados emergentes e reemergentes causando doença em indivíduos que 

tenham, ou não, defeito imune identificável (Casadevall e Perfect, 1998).  

A criptococose é uma importante micose sistêmica, que pode ser de caráter 

oportunista a depender da espécie, causada por leveduras capsuladas, pertencentes 

ao filo Basidiomiceto. Dentro do gênero Cryptococcus existem, aproximadamente, 

37 espécies descritas, porém, C. neoformans e C. gattii destacam-se como agentes 

etiológicos mais comuns da criptococose humana e animal, sendo mais raros os 

casos diagnosticados por outras espécies, como C. laurentii e C. albidus. Infecções 

por C. gattii em pacientes e animais podem ser graves e, frequentemente, fatais se 

não tratadas (Meyer e Trilles, 2010; Byrnes et al., 2011; Harris et al., 2011). 

A criptococose é iniciada por meio da inalação de propágulos do fungo, 

dispersos no ambiente, leveduras desidratadas ou basidiósporos depositados nos 

alvéolos pulmonares e, do pulmão, se dissemina por via hematogênica para tecido 

cutâneo, órgãos internos e ou sistema nervoso central, onde se observa a forma 

clínica mais comum da micose, a meningoencefalite (Mitchell e Perfect, 1995; Lin e 

Heitman, 2006) (Figura 1). 
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Figura 1. Ciclo de infecção para criptococose adaptado de Lin e Heitman, 2006. 

 

De forma semelhante a C. neoformans, C. gattii causa, principalmente, 

doenças, pulmonares e meníngeas, e, distintamente de C. neoformans, tende a 

produzir mais criptococoma (nódulos tumorais) do que doença difusa (Pappas et al., 

2001; Sorrel 2001; Perfect, et al., 2002). 

Infecções pela espécie C. neoformans ocorrem em todo o mundo, sendo uma 

importante causa de morbidade e mortalidade em imunodeprimidos especialmente 

pacientes com AIDS. A criptococose antes da era AIDS era considerada uma 

doença esporádica, relacionada geralmente como uma deficiência na imunidade 

celular, ocorrendo em um pequeno percentual da população (Kwon-Chung e 

Bennett, 1992). 

 A partir dos anos 80 com o advento da pandemia da AIDS e utilização de 

fármacos imunossupressores, houve aumento na incidência da criptococose, sendo 

esta, atualmente, uma infecção fúngica de prevalência associada à AIDS. No Brasil 

ocorre em taxas variadas, de 6% a 48% dos indivíduos com AIDS (Pappalardo e 

Melhem, 2003).  

Infecção por C. gattii tem sido associada com hospedeiros imunocompetentes 

mas, também, em imunocomprometidos (Kwong-Chung e Bennett, 1992; Mitchell et 

al., 1995; Speed et al., 1995; Lazera et al., 2000; Chen et al., 2000; Chen et al., 

2010). Recentes evidências, da África sub-Saariana e de outros lugares, indicaram 

que, de 2,2% a 12,3% dos casos de criptococose em indivíduos infectados pelo HIV, 
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foram devido a C. gattii, mostrando que infecções por C. gattii em hospedeiros 

imunocomprometidos não são incomuns (Chatudervi et al., 2005; Morgan et al., 

2006; Lindenberg et al., 2008; Harris et al., 2011). Steele e colaboradores 2010, 

relatam em Botswana (África) a maior proporção (30%) de infecção por C. gattii  em 

uma população infectada pelo HIV, até o momento. 

C. gattii foi considerado restrito a regiões tropicais e subtropicais até a 

ocorrência de surtos em regiões de clima temperado, no sudoeste do Canadá (ilha 

de Vancouver), e noroeste dos Estados Unidos, o que sugere a habilidade desta 

espécie em se adaptar a novos ambientes (Kidd et al., 2004; Byrnes et al., 2011; 

Trilles et al., 2011). Recentes estudos epidemiológicos globais sugerem que a 

espécie C. gattii é um patógeno fúngico emergente com possibilidade de expansão 

de áreas geográficas e nichos ambientais (Byrnes et al., 2011). 

 

 

1.1. Caracterização dos agentes etiológicos da criptococose 

 

O agente etiológico da criptococose era classificado, anteriormente,  em 

apenas uma espécie, cotnendo  duas variedades, mas hoje , sustenta-se a idéia de 

duas espécies: C. neoformans e C. gattii pelas diferenças filogenéticas e 

características fenotípicas e metabólicas (Diaz et al., 2000; Boekhout et al., 2001; 

Kwon-Chung et al., 2002; Kwon-Chung e Varma, 2006). 

 Dois tipos sexuais distintos desses agentes são conhecidos: mating-type α e 

a que, quando cruzados reproduzem a fase perfeita sexuada ou teleomórfica desta 

levedura. O fungo foi classificado como basidiomiceto pertencente ao gênero 

Filobasidiella. Sendo assim, denominado Filobasidiella neoformans e Filobasidiella 

bacillispora respectivamente para C. neoformans, e C. gattii (Kwong-Chung 1976).  

A reproducão sexuada ocorre por conjugação e é conhecida apenas in vitro, 

entretanto ambos mating-types podem coexistir em um mesmo nicho, o que 

possibilitaria cruzamentos naturais (Lazera et al., 2000). O mating-type α é 

prevalente em amostras clínicas e ambientais (Springer e Chatudervi, 2010), e é 

mais virulento para animais de laboratório (Kwong-Chung, et al., 1992).  

 As células de C. neoformans e C. gattii são estruturas globosas ou ovóides 

que medem de 3 a 8 μm, envolvidas por uma cápsula mucopolissacáridea composta 
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principalmente por glucuronoxilomanana que permite a classificação de cinco 

sorotipos: A, B, C, D e AD. O grau de encapsulamento depende do tipo molecular e 

de fatores ambientais, sendo observadas cápsulas pequenas, ambientais, e 

espessas na maioria das cepas clínicas. Podem apresentar em cepas raras 

pseudohifas curtas e a reprodução se dá por brotamento único, ou múltiplo, com 

colo estreito (Kwon-Chung e Bennett, 1992; Mitchel e Perfect,1995). 

Cepas de Cryptococcus crescem em temperaturas que variam de 25 °C a 40 

°C com temperatura ótima de 30 °C. As colônias, em geral, são lisas, mucóides, de 

coloração branca a creme sendo observadas após 48h à 72h de incubação. A 

mucosidade da colônia está relacionada à espessura da cápsula (Kwon-Chung e 

Bennett, 1992). 

Compostos como cicloheximida são inibidores de Cryptococcus spp. Quanto 

ao metabolismo, uma das caracterísicas do gênero é a produção de urease. Esses 

fungos não fermentam carboidratos, nem assimilam lactose, melibiose e nitrato de 

potássio, mas assimilam glicose, maltose, sacarose, galactose, inositol, xilose, 

trealose, dulcitol, manitol e peptona (Larone, 1995). A partir de compostos 

difenólicos, em especial: ácido caféico, que se decompõe ou outro como, ácido 

clorogênico, L-dopa, dopamina, norepinefrina, epinefrina produzem melanina, que se 

difunde formando colônias marrons, dentro de cinco dias de incubação, em meios 

com tais substratos (Kwon-Chung e Bennett, 1992).  

Leveduras pertencentes a este gênero são produtoras de urease e, na 

microscopia da amostra biológica com tinta da China, é possível a observação do 

contorno da cápsula, pois este reagente não penetra na mesma (Kwon-Chung e 

Bennett, 1992). 

Fenotipicamente distinguem-se com base no sorotipo capsular, pois C. gattii 

possui os sorotipos B e C, enquanto C. neoformans possui os sorotipos A, D e AD. 

Vários estudos foram desenvolvidos para elaborar meios seletivos para distinguir 

diferenças bioquímicas entre as espécies causadoras da criptococose. Kwong-

Chung e colaboradores (1982) descreveram ágar à base de L-canavanina, glicina e 

azul de bromotimol (CGB), verificando que todas as amostras de C. gattii crescem 

no meio CGB e assimilam a glicina, modificando o pH e mudando a cor do meio de 

cultura para azul-cobalto. A determinação exata da espécie e tipo molecular é 
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importante porque pode caracterizar diferenças na virulência ou na suscetibilidade 

aos agentes terapêuticos.  

 

1.1.2. Caracterização molecular dos agentes etológicos da criptococose 

 

 As técnicas de biologia molecular têm contribuido em fornecer informações 

sobre aspectos epidemiológicos, distinção entre cepas, dados importantes para 

determinar recidivas ou novas infeções. Desta forma um grande número de técnicas 

vem sendo desenvolvidas, como análises de fragmentos de DNA (ácido 

desoxirribonucleico) gerados por enzimas de restrição (RFLP), análise eletroforética 

do cariotipo celular em campo pulsátil (PFGE), cariotipagem, análise por DNA 

polimórfico amplificado ao acaso (RAPD), sequenciamento de DNA, reação em 

cadeia da polimerase (PCR) fringerprinting, polimorfismo de tamanho de fragmentos 

amplificados (AFLP). Estas técnicas têm revelado grande heterogeneidade genética 

entre as espécies de Cryptococcus (Boekhout et al.,1997; Diaz et al., 2000; 

Boekhout et al., 2001; Meyer et al., 1999; 2003).  

A técnica de RFLP é comumente empregada para a diferenciação entre 

cepas de uma mesma espécie, propiciando a determinação do tipo molecular das 

cepas de Cryptococcus spp. Esta técnica visa identificar diferenças na sequência de 

DNA e pode ser realizada associada à PCR. Assim, um determinado fragmento 

gênico é amplificado com primers específicos e, posteriormente, é submetido à ação 

de enzimas de restrição que cortam este gene em sítios determinados, produzindo 

fragmentos de DNA com sequências específicas (Pasa, 2011). 

 Em 1999, Meyer e colaboradores identificaram oito tipos moleculares pela 

técnica de PCR-fingerprinting. C. neoformans pode ser classificado como C. 

neoformans var. grubii (sorotipo A e tipos moleculares VNI e VNII), C. neoformans  

var. neoformans  (sorotipos D e tipos moleculares VNIV) e a forma híbrida diplóide 

sorotipo AD (genótipo VNIII). Para C. gattii, são reconhecidos os sorotipos B e C e 

os tipos moleculares VGI, VGII, VGIII e VGIV (Meyer et al., 1999; 2009) (Figura 2).  
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Figura 2. Correlação taxonômica, molecular, epidemiológica e clínica entre as 

espécies do complexo C. neoformans/C. gattii adaptado de Meyer e Trilles, 2010. 

 

Os tipos moleculares de Cryptococcus diferem em suas características 

epidemiológicas e ecológicas, apresentações clínicas e resposta terapêutica (Sorrell, 

2001). 

 

A frequência e diversidade dos tipos moleculares de C. neoformans e C. gattii 

varia de acordo com a área geográfica. A distribuição mundial pode ser observada 

na figura 3. 
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Figura 3. Isolamento global de C. gattii de fontes clínica humana, veterinária, e 

ambiental adaptado de Springer e Chaturvedi, 2010. 

 

A prevalência global de infecções pelos quatro tipos moleculares de C. gattii é 

mais baixa, totalizando 20%, quando comparado com C. neoformans 80%. C. gattii 

tem alta prevalência no continente americano e no hemisfério sul. Isolamento 

ambiental e clínico de C. gattii é raro na Europa incluindo Rússia e partes da Ásia, 

especialmente China, Tailândia e Japão (Meyer e Trilles, 2010). 

A maioria das infecções por C. gattii são causadas pelo tipo molecular VGI e 

VGII (Meyer e Trilles, 2010). O surto na América do Norte por C. gattii, no final dos 

anos 90 deveu-se em grande parte, a três clones genéticos do subtipo molecular 

VGII, designados: VGIIa (mais comum), VGIIb e VGIIc, sendo o último descrito 

apenas nos Estados Unidos (Harris et al., 2011). 

No Brasil há poucos estudos sobre a distribuição dos tipos moleculares de C. 

neoformans e C. gattii e a excelente revisão de Trilles e colaboradores traz um mapa 

ilustrando os dados publicados (Figura 4). 
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Figura 4. Mapa do Brasil apresentando duas macro regiões (Nordeste e Sudeste) e 

a distribuição dos tipos moleculares e número de isolados segundo Trilles et al., 

2008. 

  

A prevalência dos genótipos do Brasil foram VNI (64%), seguido por VGII 

(21%), VNII (5%), VGIII (4%), VGI e VNIV (3% cada) e VNIII (<1%). Criptococose 

primária, causada pelo tipo molecular VGII (sorotipo B) prevalece em 

imunocompetentes em casos da região Norte e Nordeste do país, revelando um 

padrão endêmico regional para este tipo molecular. 

A presença de C. gattii (VGII) no estado do Pará, Norte do Brasil foi relatada, 

assim como outros tipos moleculares, sendo 54 isolados de fluído cerebroespinal  e 

dois de culturas de sangue. Nesse estudo, os autores diagnosticaram 43 casos entre 

2003-2007, e identificaram C. neoformans VNI (28/56, 50%), C. gattii VGII (25/56, 

44,64%) e C. gattii VGI (3/56, 5,26%) (Santos et al., 2008). 
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O Quadro 1 sintetiza as publicações com caracterização genotípica no 

período de 2006 a 2012 de isolados clínicos e ambientais de C. gattii no Brasil.  

 

Quadro 1. Estudos realizados para tipagem molecular de C. gattii no Brasil 

 

Local Tipo de amostra Tipo molecular Referências 

Brasil 

 clínica e ambiental VGI, VGII e VGIII Trilles et al., 2008 

 clínica e ambiental VGII e VGIII Leal et al., 2008 

Norte 

   Pará clínica VGI e VGII Santos et al., 2008 

   Pará ambiental VGII Costa et al., 2009 

Nordeste 

   Bahia clínica VGII Matos et al., 2012 

Centro-oeste 

   Goiás ambiental e clínica VGIII Souza et al., 2009 

Sudeste 

   Minas Gerais clínica VGII Mora et al., 2010 

   Paraná Clínica e ambiental VGI Lugarini et al., 2008 

Sul 

   Rio Grande do         

Sul 

clínica VGIII Faganello et al., 2009 

   Rio Grande do 

Sul 

ambiental VGI Abegg et al., 2006 

 

O interesse no estudo das características fenotípicas de C. gattii contribui para 

o conhecimento específico dos aspectos ecológicos variáveis do fungo, em relação a 

seu ciclo de desenvolvimento e multiplicação (Ohkusu et al., 2002) bem como seu 

papel como patógeno em hospedeiros, imunocompetentes. A variabilidade genética 

entre isolados desta espécie pode estar relacionada com perfis distintos de 

resistência aos antifúngicos e, por isso, justifica seu estudo. 
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1.2.Ecologia 

 

Durante a fase saprofítica do ciclo biológico, C. gattii permanece no ambiente 

dentro do solo, associado, principalmente, a excrementos de pombos, e material 

vegetal em decomposição, ou a ocos de árvores vivas. Pássaros, especialmente 

pombos, podem ter sido responsáveis pela dispersão em todo mundo. O fungo 

infecta diversos hospedeiros animais, tais como gatos, cabras e coalas; também 

pode sobreviver em predadores ambientais, tais como insetos, nematóides e 

amebas, e pode interagir com outros microorganismos, como bactérias e outros 

fungos (Casadeval et al., 2003; Lin e Heitman, 2006).  

A disperção de C. gattii na América do Norte, vindo do recente surto no 

Canadá, sugere que árvores e madeiras de exportação, bem como, correntes de ar, 

e ou de água e fontes bióticas tais como pássaros, insetos e outros animais podem 

atuar como vetores para a propagração do agente etiológico para outras regiões do 

mundo, longe de sua região original endêmica (Springer e Chatudervi, 2010).  

A forma de vida, saprófita e ubíqua, de Cryptococcus intriga os pesquisadores 

a respeito de como, e por que, esse patógeno humano se associa a plantas e de 

que forma o ambiente influencia no seu ciclo de vida. Acredita-se que o fungo, 

principalmente C. gattii, estabeleça esse tipo de relação para completar seu ciclo 

biológico pelo processo de mating, pois foi observado que componentes como 

inositol e ácido indol-acético, existentes em plantas do gênero Arabidopsis e 

Eucalyptus, estimulem a reprodução sexuada do fungo (Xue et al., 2007). 

O primeiro isolamento ambiental de C. gattii foi de material associado com 

árvores de eucaliptos (Eucalyptus camaldulensis), sugerindo uma associação entre 

este vegetal e o fungo e, consequentemente, a áreas rurais (Ellis e Pfeiffer, 1990). 

Estes aspectos, atualmente, não são considerados na ecologia de C. gattii.  

Springer e Chatudervi, 2010 revisaram o isolamento de Cryptococcus gattii 

em árvores, e encontraram 54 espécies de árvores com a presença do fungo, 

evidenciando que provavelmente o material vegetal em decomposição seja o seu 

nicho ecológico primário desde que tem a habilidade de produzir  enzimas lacases, 

importantes para a degradação da liginina, o que permitem sua colonização em 

matéria orgânica dentro de ocos (Lazera et al., 1998; Fortes et al., 2001; Hagen et 

al., 2010) portanto, não há relação entre C. gattii e uma árvore específica.  
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Contudo, outras fontes têm sido demonstradas como: fezes de morcegos em 

sotão de casa antiga (Lazera et al., 1993), em solo (Firacative et al, 2011),  em 

excrementos de aves (Abegg et al., 2006) ou compartilhando o mesmo biotipo (oco 

de árvore ou solo) com C. neoformans (Costa et al., 2009; Lazera et al., 2000; 

Firacative et al, 2011). 

 Estudo realizado por Bovers e colaboradores (2006) demonstrou o 

isolamento de um espécime clínico híbrido BD, sugerindo a ocorrência natural do 

cruzamento entre C. neoformans (sorotipo D) e C. gattii (sorotipo B). Assim, muitas 

evidências sugerem que C. neoformans e C. gattii possam ocupar o mesmo nicho 

ecológico relacionado à madeira e decomposição. 

              

 

1.3  Tratamento da Criptococose 

 

A escolha do tratamento da doença depende da imunidade e doença de base 

do paciente, do sítio de infecção e da toxicidade do antifúngico (Perfect et al., 2010). 

O tratamento consiste em uma fase de indução por duas semanas, com uma 

combinação de anfotericina B (AMB) e 5-fluocitosina (que, atualmente não é 

comercializada no Brasil), seguida por 10 semanas de terapia de consolidação e 

completada com terapia de manutenção, ou profilática com fluconazol (FLU) nos 

casos com alto risco de recidiva da infecção (Consenso em Criptococose, 2008; 

Perfect et al., 2010). 

O objetivo da fase de indução é reduzir drasticamente ou levar a resultados 

negativos a carga fúngica em período mínimo de duas semanas. Na fase de 

consolidação é necessário manter resultados negativos para pesquisa do agente e 

alcançar a normalização dos parâmetros clínicos e laboratoriais por, pelo menos, 

oito semanas. A fase de manutenção (terapia profilática) depende do estado 

imunológico do paciente e compreende o período mínimo de um ano (Consenso em 

Criptococose, 2008). 

A ação de um antifúngico depende da concentração e do tempo de exposição 

podendo agir como fungistático, apenas inibindo o crescimento, ou fungicida 

causando a morte celular. 
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AMB, descoberta em 1956 por Gold e colaboradores, é produzida a partir do 

Streptomyces nodosus e faz parte do grupo de antibióticos macrolídeos poliênicos. 

Seu mecanismo de ação consiste na ligação ao ergosterol, presente na membrana 

dos fungos. Esta interação provoca a formação de poros e canais, aumentando a 

permeabilidade celular, interferindo nas funções de transporte, causando 

perturbações metabólicas e consequente morte celular. Este mecanismo de ação 

explica grande parte da toxicidade do polieno, pois ocorre sua ligação, também, aos 

esteróis da membrana plasmática humana, como o colesterol (Richardson e 

Warnock, 1993; Bennett, 2003; Rang et al., 2004). A absorção oral da AMB é 

mínima (5%) e, por ser pouco absorvida pelo trato gastrointestinal ela deve ser 

administrada, exclusivamente, por via endovenosa. Esse fármaco é complexado com 

desoxicolato de sódio, porém, existem preparações lipídicas como solução coloidal e 

encapsulamento em lipossomas. Estas formulações lipídicas causam menos efeitos 

indesejáveis, entretanto, o custo é consideravelmente mais alto, e, desta forma, 

deve ser feita uma avaliação do custo-benefício em cada caso específico (Bennett, 

2003; Rang et al., 2004). 

Os antifúngicos azólicos imidazólicos, constituem um grupo de agentes 

fungistáticos sintéticos que inibem a enzima 14-α-demetilase do sistema do 

citocromo P450 codificada pelo gene ERG11. Esta enzima tem participação na 

síntese do ergosterol. Com a diminuição da formação do ergosterol da membrana 

ocorre interferência na ação das enzimas ligadas na membrana, há inibição da 

replicação fúngica. A essa ação fungistática, segue-se a ação fungicida dos azóis, 

por acúmulo de esteróis precursores do ergosterol, que são tóxicos para a célula 

fúngica. Os triazólicos mais utilizados na criptococose são FLU e itraconazol 

(Richardson e Warnock, 1993; Bennett, 2003; Rang et al., 2004; Chen e Sorrel, 

2007). 

FLU apresenta boa biodisponibilidade oral, além de poder ser administrado 

por via endovenosa. Difunde-se, rapidamente, pelos tecidos atingindo concentrações 

séricas e teciduais elevadas (Chen e Sorrel, 2007; Richardson e Warnock, 1993).  
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1.4 Resistência dos agentes da criptococose aos antifúngicos 

 

A terapia de manutenção, realizada a longo prazo com derivados azólicos 

pode levar, ao aparecimento de isolados multirresistentes, falha terapêutica e 

recaída (Graybill et al., 1998; Perfect e Cox, 1999). 

Os mecanismos mais comuns de resistência a azólicos têm sido estudados, 

extensivamente, em Saccharomyces cerevisiae e espécies patogênicas de Candida, 

como: C. albicans e C. glabrata. Estas espécies são filogeneticamente distantes de 

C. neoformans. Mas sabe-se que nelas ocorrem  vários mecanismos que podem 

estar envolvidos com resistência, incluíndo: o menor acúmulo intracelular de 

antifúngicos azólicos, associado com maior expressão gênica de proteínas de efluxo 

celular, superprodução de enzima alvo dos azóis, implementação de vias 

metabólicas alternativas e/ou alterações na molécula  14-α-demetilase (Sionov et al., 

2009).  

Pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares responsáveis pela 

resistência aos azóis em Cryptococcus, exceto para mutação no ERG11 relatada em 

cepa isolada de um paciente com AIDS que foi associada a quadro de 

meningoencefalite criptocócica recidivante (Rodero et al., 2003). Estudos recentes 

demonstraram que a resistência aos azólicos, nessa espécie de levedura, também 

pode ser devido à heteroresistência, designada como o aparecimento, dentro de 

uma cepa sensível, subpopulação resistente, de que pode tolerar concentrações de 

FLU maiores do que a CIM da cepa. Heteroresistência de C. neoformans parece 

envolver aneuploidias cromossômicas e, portanto, o número de cópias de genes de 

resistência, incluindo ERG11, fica aumentado na vigência desse fenômeno. Este 

mecanismo pode, portanto, resultar em elevada transcrição do ERG11 com maior 

produção da enzima 14-α-demetilase (Sionov et al., 2009; Sionov et al., 2010; Varma 

e Kwon-Chung, 2010). 

Outro mecanismo molecular de resistência ao FLU descrito em C. neoformans 

é o efluxo do antifúngico provocado por bombas de efluxo. Embora numerosos 

genes do genoma desta espécie tenham sido associados a bombas de efluxo, até a 

data apenas um dos transportadores ABC, AFR1, tem sido atribuído a efluxo de FLU 

(Posteraro et al., 2003) 
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Os mecanismos de resistência para AMB em C. neoformans são mal 

compreendidos, apesar da sua utilização desde os anos 1960. Além disso, a ligação 

entre mutações genéticas em Cryptococcus spp. e CIMs elevadas deste agente 

ainda não foi determinada. O teste de sensibilidade por metodologia M27-A3 

demonstraram que MICs elevados para C. neoformans foram preditivos de falha 

clínica para os azólicos e, em menor grau para o polienos (Perfect e Cox, 1999). 

CIMs de AMB >2 mg / ml foram associada à falha clínica, foram descritas mutações 

na enzima alvo, e na via de biossíntese de ergosterol (por exemplo, 5,6-

dessaturase), ou um aumento no efluxo da droga a partir da célula fúngica (Joseph-

Horne et al., 1996; Kelly et al., 1994). Em isolados polieno resistentes de Candida e 

Cryptococcus, o teor do ergosterol foi menor do que em isolados sensíveis (Kelly et 

al., 1994; Espinel-Ingroff et al., 2012). 

Nos últimos anos, diferenças de susceptibilidade in vitro entre C. neoformans 

e C. gattii, bem como aos tipos moleculares e sorotipos, aos antifúngicos tem sido 

relatados (Trilles et al., 2011; Espinel-Ingroff et al., 2012), e aparentemente a 

resposta ao tratamento de infecções causadas por C. gattii , necessitam  tanto de 

terapia mais prolongada e/ou intervenção cirúrgica (Byrnes et al., 2011). 

Recentes estudos, tem descrito resistência in vitro de C. gattii aos azólicos, 

particularmente entre algumas cepas altamente virulentas do tipo molecular VGII 

responsável pelo surto  no noroeste do Pacífico (Hagen et al., 2010; Iqbal et al. 

2010). Há dados inconsistentes sobre esta lacuna, mas acredita-se que pode existir 

diferenças de susceptibilidade a nível de subtipo molecular de C. gattii (Cheng et al., 

2009). 

 

 

1.5.Testes de Sensibilidade a Antifúngicos 

 

1.5.1 Teste de microdiluição  

 

Os métodos para investigação in vitro dos fenótipos de resistência são 

fundamentados em método de referência, desenvolvidos especialmente pelo Clinical 

Laboratory Standards Institute (CLSI). Este método tem como base a reação de 

inibição de crescimento do agente etiológico em meio líquido contendo antifúngicos, 

denominada microdiluição (CLSI, 2008). O comitê europeu European Committee for 
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Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) propôs modificações nesse método, 

no intuito de tornar mais objetiva e reprodutível a leitura do ensaio e diminuir o 

tempo para emissão de resultados (Cuenca-Estrella et al., 2002; Rodriguez-Tudela 

et al., 2007). O método produz resultados equivalentes ao do CLSI para o gênero 

Candida (Espinel-Ingroff et al., 2005). Apesar de não ser, ainda referenciada para o 

gênero Cryptococcus, a metodologia do grupo europeu foi empregada para 

amostras de C. neoformans em estudo brasileiro (Dias et al., 2006 ). 

A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) é uma ferramenta 

que tornou-se extremamente útil para decidir o tratamento de pacientes infectados 

com patógenos fúngicos. Porém o crescimento de leveduras não fermentadoras, 

como C. gattii nos protocolos de teste de sensibilidade a antifúngicos é, em grande 

parte, comprometida, devido a limitação de oxigênio encontrados nas placas de 

microdiluição, o meio líquido utilizado e as condições de incubação como 

temperatura e agitação. Várias modificações das condições padrão têm sido 

sugeridas para melhorar o crescimento das leveduras nestas condições (Zaragoza 

et al., 2011).  

Ambos os métodos de referência tem acurácia para avaliar fenótipos de 

resistência ao (FLU) em cepas de Candida e Cryptococcus, entretanto, é consenso 

que para (AMB), outras técnicas devem ser empregadas para melhorar o 

desempenho do método (Park et al., 2006). O método de curvas de morte foi 

indicado como uma dessas ferramentas que oferece dados mais fidedignos para 

demonstrar atividade fungicida da AMB. Esta metodologia já foi empregada para 

amostras de Candida spp. e C. neoformans (Klepser et al., 1998; Rodero et al., 

2000; Papparlado et al., 2009; Córdoba et al., 2011). 

   

 

1.5.2  Metodologia de Curvas de morte  

  

A metodologia de curvas de morte expressa a porcentagem de micro 

organismos mortos em função da ação de uma concentração fixa do antifúngico, em 

condições pré-estabelecidas. Para isso, é realizada uma contagem do número de 

células viáveis após intervalos periódicos de exposição ao fármaco. Uma figura tipo 

dose (tempo)-resposta pode ser construída, na base log 10, para ilustrar as 
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diferentes contagens segundo o  período de incubação. O ponto final da reação 

(endpoint) é definido quando a taxa de morte for >99,9% em relação ao número 

inicial de colônias no tempo zero.  Trata-se, portanto, de um teste para avaliar a 

eficácia fungicida, mas a vantagem sobre o método de concentração fungicida 

mínima é que ele fornece a informação da dinâmica da ação do antifúngico sobre o 

agente etiológico (Klepser et al., 1998; Rodero et al., 2000; Papparlado et al., 2009; 

Córdoba et al., 2011). Por curvas de morte, podem ser ensaiadas várias 

concentrações do fármaco, como fizeram Klepser e colaboradores (1997;1998),  que  

estudaram  a  atividade  de FLU e AMB  contra    isolados  de C.  albicans  e C. 

neoformans.    

Frente aos dados apresentados nota-se que há poucos dados nacionais sobre a 

distribuição dos tipos moleculares de C. gattii, e raros dados do Estado de São 

Paulo. Portanto, estudo descritivo que analisa tanto os tipos moleculares quanto 

perfis de suscetibilidade a antifúngicos trariam grande contribuição para esta lacuna. 
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2.Objetivos 
 

 

 

2.1  Geral 

 

Contribuir para o conhecimento da epidemiologia molecular da criptococose 

causada por C. gattii. 

 

 

2.2  Específicos 

 

 

1.Avaliar a distribuições dos tipos moleculares de cepas de C. gattii isoladas de 

fontes, clínica e ambiental; 

2.Determinar a frequência de isolados resistentes a fluconazol e anfotericina B, por 

testes de sensibilidade por microdiluição; 

3.Avaliar a ação fungicida de anfotericina B, por metodologia de curvas de morte 

sobre isolados clínicos e ambientais de C. gattii;  

4.Comparar os resultados dos dois métodos.  
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3  Material e Métodos  

 

3.1 Isolados clínicos e ambientais de C. gattii 

 

Foram analisados 55 isolados de C. gattii, sendo 50 de origem clínica (1999-

2009) e 5 ambiental (1996 e 2011). Estes estão mantidos em glicerol a 15% sob -20 

ºC na micoteca do Núcleo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL) de São Paulo.  

Quatro isolados ambientais foram gentilmente, cedidos pela Profa. Dra. 

Claudete Rodrigues Paula do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 

São Paulo, sendo obtidos, de solo contaminado com fezes de pombo. E a outra 

amostra foi isolada de fezes pombo na cidade de Araraquara. 

O IAL de São Paulo é um laboratório central de saúde pública (LACEN) do 

governo de Estado de São Paulo que é referência para micoses e mantém, em sua 

micoteca, isolados clínicos e ambientais de C. gattii provenientes de diversas 

cidades do Estado de São Paulo. Essa condição oferece a oportunidade de estudo 

de grande número de cepas, representantes das diversas regiões geográficas do 

Estado. 

 

 

3.1.2 Identificação de gênero e espécie dos isolados ambientais 

  

  A triagem inicial do gênero Cryptococcus spp. foi realizada com a pesquisa da 

atividade da enzima fenoloxidase em meio de cultura preparado com semente de 

Níger (Guizotia abyssinica). Todas as colônias, de coloração marrom nesses meios, 

foram repicadas para ágar Sabouraud dextrose (Difco) com cloranfenicol. 

A identificação de Cryptococcus spp. foi realizada pela análise morfológica com 

tinta da China, para observação da cápsula.  Em seguida, foram realizados testes 

bioquímicos: a detecção da enzima urease em meio de Christensen, crescimento à 

37°C, ausência de fermentação de carboidratos, e perfil de assimilação de fontes de 

carbono e de nitrogênio. Para identificação da espécie foi realizado o teste do CGB 

(Canavanina, glicina e azul de bromotimol) como consta na figura 5. 
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Figura 5. Fluxograma de identificação de C. gattii. 

              

              Das cinco cepas ambientais analisadas neste estudo, 4 (75%) foram 

provenientes da cidade de São Paulo e 1 (25%) de Araraquara. Quanto ao tipo de 

amostra, 4 (75%) foram isoladas de solo com fezes de aves e 1 (25%) de fezes de 

pombo (Quadro 2). 

 

Gênero Espécie 

(-)  (+) (-)  
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Quadro 2. Isolados ambientais de C. gattii 

 

Número da 
amostra 

Espécie Tipo de 
material 

Cidade Ano de 
Isolamento 

ICB-182 C. gattii Solo com fezes São Paulo 1996 

ICB-183 C. gattii Solo com fezes São Paulo 1996 

ICB-184 C. gattii Solo com fezes São Paulo 1996 

ICB-82 C. gattii Solo com fezes São Paulo 1996 

2G C. gattii Fezes de pombo Araraquara 2011 

 

 

3.1.3 Isolados clínicos 

 

      Os isolados clínicos de C. gattii, foram provenientes de líquido 

cefalorraquidiano (98%) e lavado bronco alveolar (2%), de pacientes com 

criptococose. A maioria dos isolados (76%) foi proveniente de cidades do interior do 

Estado de São Paulo e o período de isolamento foi de 1994 a 2009 (Apêndice 1). 

Todos os isolados foram previamente identificados por métodos tradicionais, com 

base em suas características morfológicas e bioquímicas antes de serem 

incorporados à micoteca do Núcleo de Micologia do IAL de São Paulo.  

         Os isolados foram descongelados, plaqueados em ágar cromogênico 

(Chromagar Candida®) para confirmação de pureza e, em ágar níger para 

confirmação do gênero. Em seguida foi realizada análise morfológica com tinta da 

China para observação da cápsula, e o teste do CGB para confirmação da espécie. 

As culturas assim processadas foram submetidas a todos os testes previstos neste 

estudo. 
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3.1.4 Cepas padrão de C. gattii 

 

       Para os ensaios moleculares foram utilizadas cepas padrão correspondentes 

aos quatro tipos moleculares de C. gattii: WM 179 (sorotipo B, VGI), WM 178 

(sorotipo B, VGII), WM 161 (sorotipo B, VGIII) e WM 779 (sorotipo C, VGIV) 

gentilmente cedidas pela referência internacional para esta dissertação, Prof. Dr. 

Wieland Meyer (Universidade de Sydney, Austrália). 

 

 

3.2 Análise Molecular 

 

3.2.1 Fase pré-analítica 

 

Para a análise molecular, foi aplicada a técnica de PCR, e a de PCR-RFLP.  A 

extração de DNA genômico foi realizada em duas etapas: 

 

3.2.1.1 Obtenção de protoplastos (Branchini et al. 1994, Shin et al., 2001) 

 

 Algumas colônias de leveduras, com crescimento de até 48h, foram 

removidas para um microtubo tipo Eppendorf contendo 1ml de EDTA 50mM. Cada 

um dos microtubos foi centrifugado em microcentrífuga a 10.000 rpm por 15’. O 

sobrenadante foi desprezado e, ao sedimento, foi adicionado 1ml de EDTA 50 mM. 

Este processo de lavagem foi repetido até que o sobrenadante ficou límpido e foi, 

então desprezado. Para a digestão da cápsula e parede, as células do sedimento 

foram ressuspensas em 200 µL de tampão CES (20mM de tampão citrato, pH 5,6; 

50mM de EDTA; pH 8,0; 0,9M de sorbitol), contendo 30 µL de enzima lítica obtida de 

Trichoderma harzianum (Sigma). Para tanto, suspensão foi incubada a 37ºC por 2h 

à 3h, sob agitação constante. A seguir, os microtubos contendo os protoplastos 

foram centrifugados a 5000 rpm por 10 minutos, sob temperatura de 4ºC. Foram 

feitas, a seguir, três lavagens do sedimento com 1mL de tampão CES e, então, o 

sedimento foi ressuspenso em 200µL de tampão CES.   
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3.2.1.2 Lise Celular (segundo Sambrook et al.,1989) 

 

Aos protoplastos obtidos foi adicionado 200 a 300 µl de tampão de lise.  Após 

homogenização em vórtex, o material foi incubado em banho maria a 50ºC, por 2 

horas, com agitação em vórtex a cada 30’. Posteriormente, o material foi 

centrifugado por 5’ e o sobrenadante foi retirado para outro microtubo. Ao 

sobrenadante foram adicionados 200 a 400 µl de clorofórmio (24:1 clorofórmio/ 

isopropanol) para promover a precipitação das proteínas. Após centrifugação por 

15’, houve a formação de três fases. A fase superior aquosa foi retirada para outro 

microtubo e para promover a precipitação do DNA, foi adicionado 300 µl de 

isopropanol. O material foi centrifugado por 10’ a 10.000 rpm e o sobrenadante 

desprezado. Ao sedimento foi adicionado 200 a 500 µl de etanol a 70%. Após 

centrifugação por 10’ a 10.000 rpm, o sobrenadante foi desprezado. Após secagem 

do sedimento contendo DNA o mesmo foi ressuspenso com 50 µl de água Mili Q e 

mantidoem frezeer -20ºC até sua utilização. 

 

3.2.2 Fase analítica 

 

Para a quantificação de DNA genômico, as amostras foram colocadas em um 

aparelho de quantificação o Nanodrop. O equipamento apresentou o grau de pureza 

das extrações pela razão entre as leituras de densidade ótica (DO) de 260/ DO 280, 

que tiveram que apresentar valores entre 1,8 e 2,0 como considera valor ideal 

Sambrook e colaboradores.  

 

 

3.2.2.1 Técnicas de PCR e PCR-RFLP 

 

    Para a amplificação da seqüência alvo do DNA  foi utilizada a solução pronta 

para uso Go Taq® Green Master Mix (Promega). Esta solução contém Taq DNA 

polimerase, dNTPs, MgCl2 e tampões em concentrações ótimas para amplificação 

do DNA por PCR. As soluções contêm também, dois corantes que permitem 

monitorar o curso da eletroforese e sua densidade é suficiente para que o produto 

da PCR seja aplicado diretamente no gel.  
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    Para a técnica de PCR-RFLP (Meyer et al., 2003) foi amplificado o fragmento 

URA5 utilizando-se par de primers URA5( 5´- 

ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG-3´) e Sj01( 5’- 

TTAAGACCTCTCTGAACACCGTACTC-3’) nas seguintes condições: desnaturação 

inicial sob 94ºC por 5’, 35 ciclos sob 94ºC por 45”; 63ºC por 1’; 72ºC por 2’ e 

extensão final de 10’ a 72ºC. Os produtos do PCR foram digeridos duplamente HhaI 

( 20 U/ul)  e Cfr13I,isômero de Sau96I, a ( 10U/ul) por 3 horas. Os produtos de 

amplificação foram submetidos à eletroforese em sistema horizontal contendo TBE 

durante 40 minutos a 100V e 400mA (consta na figura 6).  

Os géis foram então observados em transiluminador com luz ultravioleta a 302 nm 

(Syngene). Os perfis de bandas das cepas clínicas e ambientais de C. gattii foram 

assinalados visualmente por comparação com os perfis obtidos com as cepas 

referência  bem definidas para a espécie (VGI-VGIV). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Gel de agarose representativo contendo os tipos moleculares de C. gattii. 

Linhas 1 e 2: fragmentos característicos de Cryptococcus spp. (PCR primers URA5 e 

SJ01). Linhas 3-8: fragmentos obtidos por RFLP (enzimas Cfr13I e HhaI)  de 

amostras VGI e VGII e cepas-padrão. Linha M: marcador de peso molecular de 100 
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3.3 Determinação da suscetibilidade a antifúngicos 

 

3.3.1 Microdiluição 

 

O perfil de susceptibilidade de cada isolado foi avaliado, em duplicata, pela 

metodologia de referência de microdiluição em placas AFST-EUCAST documento E. 

Def. 7.1 (Rodriguez-Tudela et al., 2008) adotando recentes recomendações para 

leveduras não-fermentadoras (Zaragoza et al., 2011). A seguinte modificaçção foi 

adotada: incubação à 30 oC. Os resultados dos testes foram expressos em 

concentração inibitória mínima (CIM).  

O meio de cultura usado na prova foi RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, USA), 

sem bicarbonato de sódio e com L-glutamina. Os antifúngicos: anfotericina B 

(SIGMA, St.Louis, EEUU) e fluconazol (Pfizer Laboratories) foram utilizados na 

forma p.a. 

A solução-mãe de FLU, na concentração de 5120 µg/mL, foi preparada em 

água destilada e a de AMB com 1600 µg/mL em DMSO (dimetilsulfóxido). As 

soluções de uso, para serem colocadas nas placas de microtitulação onde foram 

feitos os testes, foram preparadas de modo que as concentrações finais dos 

antifúngicos, após a adição do inóculo de levedura, ficassem de 64 mg/L a 0,125 

mg/L para FLU e entre 16 mg/L a 0,03 mg/L para AMB. Cada concentração de 

antifúngico foi distribuído em alíquotas de 100 µL, nas colunas 2 até a 11, 

correspondendo a cada coluna, uma concentração. As placas foram vedadas e 

congeladas à temperatura de -70 °C, por período máximo de 6 meses até o 

momento do uso (Rodriguez-Tudela et al., 2008). 

Em cada placa foram avaliadas seis isolados e duas cepas-padrão. As cepas 

C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019, foram usadas em todos os 

testes para validar os resultados (Barry et al., 2000). 

Para o teste, um inóculo de cada isolado foi feito em solução salina em 

concentração de 1 a 5x105 ufc/mL.  Alíquotas de 100 µL, de cada inóculo foram 

colocadas nos poços das placas descongeladas contendo antifúngicos. Com este 

procedimento a concentração final de cada inóculo foi reduzida à metade, ficando 

0,5 a 2,5 x105 ufc/mL. Em cada placa foram colocados inóculos de 6 isolados nas 



41 

 

fileiras A e F, sendo as duas últimas fileiras (G e H) destinadas às cepas-padrão, 

para controle interno de qualidade do teste.  

O controle de esterilidade, preparado na coluna 1, foi feito com o meio RPMI, 

sem antifúngico e sem inóculo o qual serviu também, na hora da leitura, como 

“branco” do espectrofotômetro o qual foi utilizado na leitura dos testes. O controle de 

crescimento de cada isolado, denominado de controle positivo, foi colocado na 

coluna 12, sendo preparado com: 100 µL de RPMI e 100 µL do inóculo. As placas 

foram, então, tampadas e incubadas a 30 ºC. A leitura de turbidez, resultante do 

crescimento das amostras, foi realizada às 48h e quando o valor da D. O. foi > 0,3 o 

resultado foi lido, caso contrário, nova leitura foi feita às 72h. A absorbância dos 

orifícios foi lida em espectrofotômetro (TITERTEK MULTISCAN, FLOW, Suécia) sob 

filtro de 492 nm e os valores foram registrados em impressora, para posterior 

compilação e análise de resultados. 

 O ponto de leitura ou “endpoint”, que indica a concentração inibitória mínima 

(CIM) de FLU foi o que permitiu inibição de 50% do crescimento (“inhibition 

concentration” ou IC50) em relação ao controle positivo de cada isolado. Para AMB 

o ponto de leitura foi naquela concentração que inibiu >90% (IC90) do crescimento 

de cada isolado. Um exemplo representativo da placa de teste consta na Figura 7.  

Para interpretar os valores de CIM foi adotado critérios de Aller et al. (2000), 

segundo a qual, valores de CIM de FLU >16 mg/L classificam as cepas como 

resistentes a este azol. Para AMB, a interpretação utilizada foi a mesma de Pfaller et 

al. (2005), segundo a qual, valores de CIM >2 mg/L classificam as cepas como 

resistentes a este polieno. 
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Figura 7. Exemplo de placa de microtitulação contendo concentrações (mg/L) de 

fluconazol para determinação de CIM. C+: controle-positivo, C-: controle-negativo. 

 

 

3.3.2 Curvas de morte   

 

Para AMB as amostras foram avaliadas pela metodologia de curvas de morte 

segundo descrito por Klepser et al., 1998, Rodero et al., 2000 e em Pappalardo et 

al., 2009. As culturas foram cultivadas duas vezes em placas com ágar dextrose 

batata, previamente, aos testes de curva de morte. Três a cinco colônias, após 

crescimento (24-48 h) na placa, foram suspensas em 9 mL de água estéril. A 

suspensão foi ajustada, de acordo à mesma turbidez do tubo 0,5 da escala de 

McFarland (aproximadamente 1.106 ufc/mL a 5.106 ufc/mL). Um mililitro da 

suspensão ajustada foi adicionado a 9 mL de RPMI 1640 tamponado com tampão 

MOPS. Isso resultou em diluição da suspensão fúngica em 1:10, tornando-a com 

1.105 a 5.105 ufc/mL. O inóculo foi também transferido à solução de 1 mg/L de AMB 

(diluição 1:10). Alíquotas de 30 L dessa suspensão foram, imediatamente, 

plaqueadas em ágar batata e incubadas a 35ºC. Este procedimento caracterizou o 

64  32  16  8   4   2   1  0,5  0,25 0,12 
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tempo zero (T0) de reação, ou seja, antes do início da incubação do inóculo com a 

anfotericina B. Em tempos pré-determinados, de 6h,12h, 24h, 48h e 72h, alíquotas 

de 100-L foram removidas da suspensão contendo inóculo e AMB, foram diluídas 

em RPMI (1:10) e, então, plaqueadas. Esses procedimentos corresponderam, 

respectivamente, aos tempos T6, T12, T24, T48, e T72. Após 72h de incubação a 

35°C, as colônias foram contadas para elaboração das curvas de morte(Figura 4). 

A contagem mínima de 1000 ufc/mL para cada inóculo foi garantida no tempo 

inicial (T0) para validação do teste. O tempo necessário para redução de  >99,9% 

(3log10) em relação ao inóculo inicial foi determinado para cada isolado (Pearson et 

al., 1980). Atividade fungicida (endpoint da reação) foi considerada quando o 

número de unidades formadoras de colônias (ufc) por mililitro foi <99,9%, quando 

comparada ao tamanho do inóculo no momento da diluição inicial. Controle-positivo 

de crescimento do inóculo foi preparado em solução de RPMI sem adição de AMB e, 

do mesmo modo, foi preparado de T0 ao T72. 

A contagem (log10 do número de ufc/mL) versus tempo foi inserida em 

Figuras, para estudo de comparações da atividade antifúngica. Uma curva de morte 

versus tempo foi feita para cada isolado e comparado com o valor de CIM. Uma 

curva de morte com valores médios, contemplando todas as amostras, foi elaborada 

e comparada com a curva do controle-positivo. A técnica permite estimar, de forma 

dinâmica, a ação fungicida da AMB, ou seja, a diminuição no número de fungos 

viáveis ao longo do tempo. 

              

 

Figura 8. Placas de Petri em testes de curvas de morte, ilustrando a diminuição do 

número de colônias de C. gattii (ufc/mL) segundo tempo de exposição a 1 mg/L de 

anfotericina B.  T0, tempo zero; T6, 6 h; T12, 12 h; T24, 24 h; T48, 48 h; T72, 72 h 

de exposição. 

 

        T0                    T6                       T12                  T24                   T48               T72 
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4. Resultados  

4.1 Caracterização genotípica 

            

  Neste estudo foram avaliados 55 isolados de C. gattii (90,9% clínicos e 9,1% 

ambientais), dos quais foi amplificado um fragmento do gene de, aproximadamente, 

750bp, após uso dos primers: URA5 e SJO1. A digestão do fragmento específico 

usando as endo nucleases HhaI e Cfr13I (isômero de Sau96I) mostraram que: de 50 

isolados clínicos de C. gattii, 47 (94%) eram do tipo molecular VGII e três (6%) eram  

VGI. Entre os isolados ambientais houve predominância do genótipo VGII (3/5; 

60%), sendo todos provenientes da cidade de São Paulo. Em relação a VGI (2/40%), 

era um da cidade São Paulo e um de Araraquara (Figuras 5 e 6). 

 

 

 

Figura 9. Distribuição dos tipos moleculares de C. gattii de 55 amostras clínicas e 

ambientais 
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Figura 10. Gel de agarose contendo os tipos moleculares dos isolados clínicos e 

ambientais de C. gattii por técnica de PCR-RFLP. Linhas 21,36 e 55 tipo molecular 

VGI, linhas 12-20, 22-60, 31-34, 37-39, e 56-58 tipo molecular VGII 

 

4.2 Perfil de Sensibilidade a antifúngicos 

4.2.1 Microdiluição 

           Os testes de sensibilidade, para cinqüenta isolados clínicos e cinco 

ambientais, frente aos antifúngicos: fluconazol e anfotericina B, foram realizados 

pela metodologia de referência AFST-EUCAST E Def 7.1 (Rodriguez-Tudela et al., 

2008) adotando recentes recomendações para leveduras não-fermentadoras 

(Zaragoza et al., 2011). Os valores de CIM, avaliados sob os parâmetros de intervalo 
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de CIM, CIM50, CIM90 e média geométrica frente aos dois tipos moleculares seguido 

da origem dos isolados de C. gattii, estão expressos na Tabela 1. 

           O perfil de sensibilidade frente à FLU para os 55 isolados indicou intervalo de 

CIM de 1 - 64 mg/L, moda 8 mg/L, média 11.3 mg/L, CIM50 8 mg/L, CIM90 16 mg/L.  

           O valor da média geométrica para os isolados clínicos frente à FLU foi de 

11.8 mg/L. FLU demonstrou baixa atividade frente ao genótipo VGII, sendo que 

25.5% dos isolados clínicos apresentaram susceptibilidade reduzida (CIMs ≥16 

mg/L). Verificou-se que 24 (47,2%) dos isolados apresentaram CIMs elevadas 

8mg/L. 

            Para AMB, os valores correspondentes a CIM para os 55 isolados, foram: 

intervalo 0,12-0,5 mg/L, moda 0,5 mg/L, média 0,36 mg/L, CIM50 0,5 mg/L, CIM90 0,5 

mg/L. Todos os isolados apresentaram CIMs baixas para AMB (< 2mg/L) e os tipos 

moleculares VGI e VGII apresentaram perfil de susceptibilidade equivalente. 

 

Tabela 1. Suscetibilidade, em valores de concentração inibittória mínima (CIM) a 

fluconazol e anfotericina B de 55 isolados de C. gattii, segundo origem e tipos 

moleculares 

 

Origem 

 

Tipo molecular 
(número de 
isolados) 

Fluconazol Anfotericina B 

CIM (mg L-1) % CIM (mg L-1) % 

Intervalo 50/90 MG S/R Intervalo 50/90 MG S/R 

Ambientais 
 

VGI (2) 4-8 4/8 6 100/0 0.12 0.12/0.12 0.12 100/0 

VGII (3) 4-8 8/8 6.6 100/0 0.12-0.25  0.12 / 0.25 0.16 100/0 

Total (5) 4-8 8/8 6.4 100/0 0.12-0.25    0.12 / 0.25 0.14 100/0 

Clínicas 
 

VGI (3) 4-8 4/8 5.3 100/0 0.12-0.5  0.25 / 0.5 0.29 100/0 

   VGII (47) 1-64 8/16 12.2 74.5/25.5 0.12-0.5     0.5  /  0.5 0.39 100/0 

   Total (50) 1-64 8/16 11.8 76.0/24.0 0.12-0.5     0.5  /  0.5 0.38 100/0 

                           Total 
 

1-64 8/16 11.3 78.2/21.8 0.12-0.5     0.5 / 0.5 0.36 100/0 

 MG, média geométrica; S, sensível; R, resistente 
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4.2.2 Curvas de morte 

 

        Os resultados das curvas de morte dos 55 isolados clínicos e ambientais frente 

à AMB estão apresentados respectivamente na Tabela 2 e Figuras 11 e 12. O tempo 

necessário para ocorrer o efeito fungicida foi de 6h para a maioria dos isolados 

(70,9%), a taxa de mortalidade aumentou (14,6%) com 12h chegando a 86%. 

Verificou-se que 3.6% das cepas ainda seguiu crescendo às 24h (94,6%) e atingiu 

máximo (94,6%) às 48h (consta na tabela 3). Dois isolados não apresentaram efeito 

fungicida a AMB após 72h de exposição, ambos de origem clínica e do tipo 

molecular VGII (consta no quadro 3). 

 

 

Tabela 2. Efeito fungicida de anfotericina B (1mg/L) sobre 55 isolados de C. gattii 

por metodologia de curvas de morte 

 
 

N número de isolados mortos 
*Não foi considerado o efeito de recrescimento 
 

            

 

Tempo de 
exposição (h) N (%) N cumulativo (%) 

6 39 (70,9) 70,9 

12 8 (14,6) 86 

24 5 (9,1) 94,6 

48 1 (1,8) 96,4 

72 0* (0) 96,4 

Total 53 (96,4) 96,4 
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Figura 11. Curvas de morte de 50 isolados clínicos de Cryptococcus gattii testados 

com 1mg L-1 de anfotericina B. Controle  

 

Quadro 3. Isolados de C. gattii sem efeito fungicida da anfotericina B (AMB), em 

testes de curvas de morte, e segundo valor de CIM  

 

Tipo  

molecular 

N° do  

isolado 

Origem 

amostra 

CIM AMB 
(mg/L) 

VGII 14 Clínica 0,5 

VGII 50 Clinica 0,5 

 

 

            Para isolados ambientais do tipo molecular VGI, um teve efeito fungicida 

após 6h e o outro apenas após 24h de exposição a AMB. Para VGII os tempos de 

morte foram 6h (1), 12h (1) e 24h (1). Às 72h 18 (34%) isolados clínicos todos VGII e 

2 (40%) ambientais (VGI e VGII) tiveram recrescimento após 48 horas de exposição 

à AMB. Todos os isolados clínicos (3/50; 6%) do tipo molecular VGI morreram no 

período inicial de 6h.   
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Figura 12. Curvas de morte de 5 isolados ambientais de Cryptococcus gattii 

testados com 1mg L-1 de anfotericina B. Controle  

 

 

A análise de Curvas de Morte e CIM indicou que entre os isolados do tipo 

molecular VGI a minoria (2/5; 40%) dos que tiveram CIM baixa para AMB (0,12 

mg/L), o tempo para ocorrer o efeito fungicida foi no período inicial de 6 horas 

(tabela 4). Entre os isolados do tipo molecular VGII 8.3% ainda estavam viáveis após 

24 horas de exposição a 1 mg/L do antifúngico, sendo a metade (2/4) com CIM de 

0,5 mg/L para AMB. 
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Tabela 3. Concentração inibitória mínima e tipo molecular de isolados de  C. gattii 

 

 

Tipo 
molecular 
                                            

AMB CIM  
(mg/L) 
 

TKC 

0,12 0,25 0,5 Total(%) 

VGI T6 2 1 1 4(80) 

 T12 - - - - 

 T24 1 - - 1(20) 

 Total(%) 3(60) 1(20) 1(20) 5(100) 

VGII T6 6 8 20 34(71) 

 T12 2 1 6 9(18.7) 

 T24 1 1 2 4(8.3) 

 T48 - 1 - 1(2) 

 Total 9(18.7) 11(23) 28(58.3) 48(100%)* 

      

 
* Dois isolados clínicos não sofreram efeito fungicida 
TKC, resultado de efeito fungicida por Time-Kill Curves ; T, tempo em 
horas;  AMB, anfotericina B, CIM, concentração inibitória mínima 

 
 

O efeito de recrescimento observado em (38.1%) dos 55 isolados clínicos e 

ambientais, não ocorreu no tipo molecular VGI. E entre os isolados do tipo molecular 

VGII que apresentaram este efeito, 70% tiveram CIM de 0,5 mg/L para AMB. 

 

Tabela 4. Concentração inibitória mínima de isolados que tiveram recrescimento em 

curvas de morte segundo tipo molecular 

 

 

Tipo 

molecular 

AMB CIM    

(mg/L) 

Recrescimento 

  T72 

 

Total(%) 

 0,12 3 3(15) 

VGII 0,25 3 3(15) 

 0,5 12 14(70) 

 

T, tempo em horas; AMB, anfotericina B; CIM, concentração 
inibitória mínima 
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5. Discussão 

            A prevalência do genótipo VGII (91%) observada em nosso estudo foi 

semelhante a dados nacionais anteriores (76-100%). Dados latino-americanos 

(99,2%), e do noroeste dos Estados Unidos (80%), além de relatos do Canadá 

(95%) e Austrália (71%), também demonstraram a prevalência do genótipo VGII 

entre as infecções por C. gattii (Kidd et al., 2004; Campbell et al., 2005; Escadon et 

al., 2006; MacDougall et al., 2007; Santos et al., 2008; Trilles et al., 2008; Mora et 

al., 2010).  

             Os métodos de referência para determinação da CIM não são totalmente 

padronizados para avaliar o perfil de susceptibilidade antifúngica de leveduras não 

fermentadoras como C. gattii. Isto se deve, em parte, ao crescimento prejudicado 

dessas leveduras nas condições propostas pelo teste, incluindo a temperatura de 

incubação e o meio de cultura. Recentemente, um estudo comparativo de análise da 

cinética de crescimento de espécies representativas de leveduras não 

fermentadoras, além de outros parâmetros, mostrou que a incubação a 30 ºC 

melhorou a cinética de crescimento desses organismos (Zaragoza et al., 2011). 

               Nós testamos a susceptibilidade antifúngica de todas as 55 amostras com 

a temperatura de 30 ºC, uma vez que ficou provado que os valores de CIM obtidos 

nessa condição mostraram elevada porcentagem de concordância e significativa 

correlação entre os métodos de referência CLSI e AFST-EUCAST. Realizamos 

testes em duplicata em ambas as temperaturas (35 ºC e 30 ºC) nas 55 amostras 

anteriormente (dados não mostrados), e obtivemos resultados de CIM semelhantes 

(+ 1 diluição log 2) para as duas drogas antifúngicas. A determinação do CIM ficou 

mais fácil e clara na  temperatura de 30 ºC, pois os isolados tiveram um crescimento 

suficiente (densidade óptica> 0,3) em placas de microdiluição em meio RPMI, sem 

agitação e com até 72h de incubação. 

                Os breakpoints para a interpretação da susceptibilidade das espécies de 

Cryptococcus ainda não foram definidos para metodologia CLSI ou AFST-EUCAST 

para qualquer um dos agentes antifúngicos. Para os testes de susceptibilidade das 
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amostras de C. gattii  frente ao fluconazol usamos os pontos de corte (>16 mg/L) 

aplicado a C. neoformans por Aller (Aller et al., 2000). 

             Encontramos susceptibilidade in vitro reduzida ao fluconazol em 12 de 55 

amostras (21,8%). Nosso resultado é inferior em relação ao achado na Colômbia 

onde a taxa de CIM foi de 33% (De Bedout et al., 1999) e é aproximadamente o 

dobro 12,7% dos isolados relatados na Espanha (Morera-Lopez et al., 2005). Chen e 

colaboradores relataram CIMs mais elevadas (>64 mgL-1) para  fluconazol, em 20% 

de 18 isolados de C. gattii da Austrália (CHEN et al., 2000). Os resultados de CIM50 

e CIM90 para fluconazol deste estudo (CIM50, 8 mgL-1 e CIM90, 16 mg L-1) foram 

similares aos de outros estudos (Iqbal et al., 2010; Hagen et al., 2010; Trilles et al., 

2011) e 1 log2 em um estudo (Gomez-Lopez et al., 2008). 

                Há dados in vitro inconsistentes sobre a susceptibilidade a azóis de cepas 

de C. gattii. Dados anteriores mostraram que existe uma semelhança de CIM entre 

C. gattii e C. neoformans (Torres-Rodriguez et al., 2008; Thompson et al., 2009). No 

entanto, outros estudos (Gomez-Lopez et al., 2008; Tay et al., 2006; Trilles et al., 

2011) mostraram alta porcentagem de isolados de C. gattii com CIMs mais elevadas 

para fluconazol, quando comparado com C. neoformans (Tay et al., 2006; Trilles et 

al., 2011). Além disso,  atenção deve ser dada ao relato de Varma e Kwon-Chung 

(2010), mostrando que 86% dos isolados de C. gattii expressam um nível 

heterorresistência >16 mgL-1 ao fluconazol em comparação com 46% das cepas de 

C. neoformans. Eles descobriram que todos os isolados clínicos não expostos ao 

azóis, assim como as cepas ambientais manifestaram heterorresistência ao 

fluconazol. Além disso, esta heterorresistência foi uma característica intrínseca que 

foi associada com sua virulência das cepas testadas. Assim, o nível mais elevado de 

heterorresistência ao fluconazol das cepas de C. gattii pode ser outro fator que 

influência as CIMs dessas, resultando na variabilidade dos resultados de ensaios de 

susceptibilidade antifúngica in vitro relatadas em diferentes estudos (Varma e Kwon-

Chung, 2010) .  

              Se cepas de C. gattii tem CIMs superiores a isolados de C. neoformans é 

incerto, mas em comparação com C. neoformans, parece que C. gattii requer mais 
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prolongada terapia antifúngica, já que criptococomas são mais comuns e exige 

remoção cirúrgica (Perfect et al., 2010). 

              Infelizmente, não houve estudos que correlacionam CIMs de isolados de C. 

gattii e evolução clínica, e assim a relação entre CIMs elevadas e resultado clínico 

não é conhecido. Até agora, sabemos que há apenas estudos para a espécie  C. 

neoformans (White et al., 1998; Aller et al., 2000; Dannanoui et al., 2006; Chowdhary 

et al., 2011) comparando CIMs ao fluconazol e evolução clínica. Poucos estudos 

têm relatado a suscetibilidade de C. gattii  (De Bedout et al., 1999; Chen et al., 2000; 

Trilles et al., 2004; Morera-Lopez et al., 2005; Morgan et al., 2006; Gomez-Lopez et 

al., 2008; Thompson et al., 2009; Chong et al., 2010; Iqbal et al., 2010; Trilles et al., 

2011; Chowdhary et al., 2011) e alguns destes estudos não separa os isolados de C. 

gattii de acordo com o seu tipo molecular.  

             Em um estudo recente, a técnica AFLP foi utilizada para  caracterização 

molecular dos isolados de C. gattii. Os testes de sensibilidade mostraram que cepas 

clínicas pertencentes ao subtipo AFLP6 (VGII) tiveram significativamente CIMs duas 

vezes mais elevadas para fluconazol em comparação com isolados AFLP4 (VGI). 

Além disso, estudos têm mostrado CIMs elevadas para azóis entre alguns sutipos 

moleculares VGII na Índia (Chowdhary et al., 2011) e para os subtipos responsáveis 

pelo surto do Noroeste do Pacífico (Iqbal et al., 2010; Hagen et al., 2010 ). Um 

recente estudo australiano mostrou CIMs mais elevadas aos azóis fluconazol e 

voriconazol, para o subtipo molecular VGII em comparação com os de VGI, e do 

sutipo molecular de  C. neoformans (Chong et al., 2010).  

              Resultados de outros estudos são semelhantes aos encontrados nesse 

estudo, indicando que o tipo molecular VGII é menos susceptível ao fluconazol do 

que o VGI. Curiosamente, encontramos isolados do tipo molecular VGII com CIMs 

mais elevadas ao fluconazol (47,3% isolados CIM >8 mg/L-1), enquanto dois 

isolados (40%) VGI tiveram CIM de 8 mg/L-1. Todos isolados com CIMs >16 mg/L-1 

eram do subtipo molecular VGII. Além disso, ambos valores de CIM50 e CIM90 foram 

o dobro para as cepas do subtipo molecular VGII, em comparação com aqueles de 

cepas VGI. A observação de que o fluconazol tinha baixa atividade antifúngica 

contra o tipo molecular VGII foi um achado consistente em estudos anteriores 
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(Cheng et al., 2009; Chong et al., 2010; Iqbal et al., 2010; Hagen et al., 2010; Trilles, 

et al., 2011; Chowdhary et al., 2011). No entanto, o número de isolados do tipo 

molecular VGI é muito pequeno (n = 5) para comparar as suas características de 

suscetibilidade antifúngica com as do subtipo molecular VGII (n = 50). A diferença na 

susceptibilidade entre os tipos moleculares de C. gattii, pode ter uma importante 

implicação na escolha do tratamento, representando um novo fator de influência na 

resposta clínica ao tratamento, especialmente em regiões com alta diversidade 

genética da população de C. gattii VGII. 

             CIMs frente a anfotericina B neste estudo foram relativamente baixas, com o 

limite máximo de 0,5 mg/L-1,  todas as cepas foram classificadas como suscetíveis, 

mas a importância clínica destes valores para C. gattii é desconhecida. Dados 

anteriores demonstraram que isolados de C. gattii foram altamente sensíveis à 

anfotericina B e nenhuma diferença foi encontrada na susceptibilidade entre os tipos 

moleculares VNI, VGI e VGII de isolados brasileiros criptococose (Trilles et al., 

2011). Embora alguns autores têm demonstrado que C. gattii poderia ser menos 

suscetível que C. neoformans (Khan et al., 2007; Cheng et al., 2009).  

            O método curva de morte revela a atividade fungicida dos fármacos 

antifúngicos e representa uma ferramenta mais útil para monitorar a resistência, é 

importante para alcançar uma compreensão mais clara dos padrões de morte da 

anfotericina B, um agente fungicida. Em um estudo anterior (Papparlado et al., 

2009), usando a metodologia de curva de morte, mostrou que a diferença entre as 

atividades fungistática, avaliada por CIM, e as atividades fungicida pode ser cepa 

dependente entre isolados clínicos de C. neoformans.  

              Foi realizada análise de curva de morte com uma concentração de 1 mg/L-1 

de anfotericina B, que representa cerca de 4 vezes a CIM das 50 cepas testadas. 

Encontramos diferentes atividades de morte, dependendo da cepa de  C. gattii. A 

maioria das cepas foram mortas após 6h de exposição à droga. Entre as cepas que 

apresentaram CIMs baixas no método de microdiluição (CIM, 0,12-0,5 mg/L-1) 

encontramos seis isolados clínicos (12%; 6/50) e dois isolados ambientais (40%; 2/5) 

para os quais foi necessário um tempo de exposição longo (24-72h)  para alcançar o 

efeito fungicida. Fato interessante, que todas essas cepas foram do tipo molecular 
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VGII. Ao contrário, todas as cepas do tipo molecular VGI foram mortas por 

anfotericina B às 6h, com excessão de um isolado ambiental que apresentou 

recrescimento após 48h de esposição a AMB. Encontramos células viáveis em dois 

isolados mesmo às 72 h de exposição.   

            Fato interessante, caracterizado como recrescimento em 20 (38,1%) dos 55 

isolados, sendo 18 clínicos e 2 ambientais. Ainda que, haja na literatura disponível 

poucos estudos sobre efeito fungicida de anfotericina B em cepas de Cryptococcus 

spp., há relatos anteriores desse fenômeno. O recrescimento de um isolado, após 

longos períodos ( 72h) de exposição à anfotericina B por método de curvas de 

morte, foi chamado de tolerância por Klepser et al., 1997 e adotado por Rodero et al. 

(2000), e Pappalardo et al. (2009). A tolerância foi considerada sinônimo de 

resistência à anfotericina B  observada por curva de morte, da mesma forma como 

relatado neste estudo para espécies de Candida (Klepser et al., 1997; Rodero et al., 

2000; Keele et al., 2001; Canton et al., 2003; Canton et al., 2004).  

             Vários estudos concluíram que a taxa de morte de C. neoformans não se 

correlacionou com a CIM para o isolado testado (Rodero et al., 2000; Burgess e 

Hastings, 2000; Nooney et al., 2005). Do mesmo modo, não encontramos 

associação entre resultados de curva de morte e CIM. Pela metodologia da curva de 

morte, observamos padrões fungicidas distintos entre as cepas C. gattii com baixas 

CIM à anfotericina B. Isso pode indicar que a CIM obtidas pelo método de 

microdiluição em caldo é limitada para avaliar a atividade da anfotericina B como 

sugerido em estudos anteriores (Rex et al., 1995; Ernest et al., 2000; Pappalardo et 

al., 2009).  

              Estudos sobre a suscetibilidade in vitro a antifúngicos de isolados 

ambientais de C. gattii são escassos. Dados sobre cepas ambientais podem dar 

informações úteis para o estabelecimento de pontos de corte epidemiológicos desta 

espécie emergente. Estudamos cinco isolados, (80%) obtidos a partir de solo que 

continham excretas de pássaros e (20%) de fezes de pombo. Enquanto cepas do 

genótipo VGII foram predominantes (60%) em comparação com VGI (40%), 

porcentagem similar de cada tipo molecular foi descrita no maior estudo ambiental 
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até a data, onde foram isoladas 57 cepas ambientais (AFLP4/VGI, 21,9% e, 

AFLP6/VGII 22,5%) de C. gattii (Hagen et al., 2010).  

            Neste estudo, nenhuma das cinco  cepas ambientais C. gattii testadas 

apresentaram CIMs elevadas in vitro, tanto para fluconazol ou anfotericina B e, 

portanto, todos os isolados permaneceram altamente suscetíveis, de acordo com 

dados anteriores (Trilles et al., 2004; Escadon et al., 2006; Hagen et al., 2010). CIMs 

fluconazol diferiam por um máximo de 1 log2 de diluição entre cepas ambientais 

(CIM50 = CIM90, 8mg L-1) e cepas clínicas (CIM 50, 8 mg L-1 / CIM90,16 mg L-1). 

Alguns estudos anteriores demonstram perfil semelhante de suscetibilidade entre as 

cepas ambientais e clínicas (Trilles et al., 2004; Escadon et al., 2006; Khan et al., 

2007). Estes autores concluíram que a suscetibilidade antifúngica não é dependente 

da origem dos isolados testados. 

           Os dados de cepas ambientais permite entender as características dos 

agentes etiológicos desde que este é o nicho. 

           A metodologia de curvas de morte poderá ser de grande utilidade para 

contribuir para o prognóstico da infecção por C. gatii. 

          Os resultados desse estudo podem contribuir para a clínica, desde que avalia 

a ação de fluconazol e anfotericina B sobre cepas clínicas de C. gattii. Ainda, os 

resultados dos tipos moleculares, podem dar subsídios para estudos futuros sobre 

correlação entre esses dados e aspectos clínico-terapêuticos. 
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6. Conclusões 

 Dois tipos moleculares - VGI (40%) e VGII (60%), em porcentagens 

semelhantes, foram encontrados entre isolados ambientais; 

 Cepas clínicas foram, predominantemente, VGII (94%) mas VGI (6%) foi 

também encontrado; 

 O encontro de VGI, tanto em cepas ambientais quanto clínicas, é bastante 

relevante, visto a raridade desse achado em estudos prévios nacionais. 

Este dado é inédito em cepas do estado de São Paulo; 

 A resistência a fluconazol, maior em isolados VGII clínicos em relação aos 

ambientais deste genótipo, foi maior do que no tipo VGI; 

 Altos valores de CIM`s para fluconazol, para amostras do tipo molecular 

VGI (50%) e VGII (74%); 

 Todos os isolados, independente de origem e tipo molecular, foram  

altamente sensíveis à anfotericina B segundo método de microdiluição, 

confirmando dados da literatura; 

 Entre as cepas sensíveis, foi observada ação fungicida variada, por  

método de curvas de morte que discriminou cepas mais resistentes e 

cepas tolerantes ao fármaco; 

 Futuros estudos de correlação clínico-laboratorial poderão avaliar a 

relevância dos testes de curvas de morte para apoio ao manejo da 

criptococose.  
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Número Cepa Iniciais Ano Sexo Idade Mat. Biol. 

 

HIV Cidade 

1 186/94 ER 1994 NI NI Líquor ni S. José do Rio Preto 

2 197/94 RPS 1994 NI NI Líquor pos S. José do Rio Preto 

3 217/94 GP 1994 NI NI Líquor ni Ribeirão Preto - Sertãozinho 

4 40/96 PRT 1996 NI NI Líquor neg Limeira 

5 45/97 JLC 1997 NI NI Líquor pos Sorocaba 

6 47/97 MJM 1997 NI NI Líquor pos Sorocaba 

7 128/97 JAB 1997 NI NI Líquor pos S. José do Rio Preto 

8 05/98 AM 1998 M 40 Líquor pos Sorocaba - Avaré 

9 51/98 IOF 1998 NI NI Líquor neg S. José do Rio Preto 

10 114/98 RI 1998 NI NI Líquor pos S. José do Rio Preto 

11 118/98 AAR 1998 NI NI Líquor pos Campinas- Paulínia 

12 127/98 OJM 1998 NI NI Líquor pos Campinas- Jundiaí 

13 132/98 CBL 1998 NI NI Líquor pos Campinas 

14 01/99 GSA 1999 NI NI Líquor neg São Paulo 

15 21/99 AFS 1999 NI NI Líquor ni Sorocaba- Tatuí 

16 64/99 LCG 1999 M 31 Líquor pos Campinas - Piracicaba 

17 67/99 DAS 1999 NI NI Líquor neg Campinas- Indaiatuba 

18 275/99 UA 1999 NI NI Líquor pos S. José do Rio Preto 

19 02/00 EB 2000 F NI Líquor ni SP- DST/AIDS N. Sra do Ó 

20 43/00 VLFS 2000 M 50 Líquor pos Campinas 

21 237/00 MAP 2000 F 43 Líquor ni Bauru 

22 1869/00 GPS 2000 NI NI Líquor neg São Paulo 

23 20/01 MTY 2001 M 25 Líquor neg IIER 

23 1913/01 MBB 2001 NI NI Líquor pos S. José do Rio Preto 

25 30/01 RCM 2001 M 10 Líquor ni IIER 

26 118/01 CRT 2001 NI NI Líquor neg Campinas-PUCC 

27 121/01 ACNS 2001 F NI Líquor neg Campinas-Itatiba 

28 125/01 SMS 2001 M NI Líquor ni Campinas-HMMG 

29 136/01 MCG 2001 M NI Líquor pos S. José do Rio Preto 

30 174/01 BAM 2001 M NI Líquor pos IAL Campinas-Jundiaí 

Apêndice 1. Dados dos isolados clínicos 
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31 188/01 NFM 2001 M NI Líquor ni IIER 

32 28/02 JFM 2002 M 12 Líquor neg Hospital Universitário - USP 

33 74/02 FLS 2002 M 35 Líquor neg Sorocaba 

34 93/02 JBO 2002 M 51 Líquor ni Campinas 

35 95/02 VMB 2002 M NI Líquor ni IAL Campinas-Jundiaí 

36 87/03 EJC 2003 M 50 Líquor ni IAL Campinas-Jundiaí 

37 131/03 GAN 2003 M NI Líquor neg IIER 

38 196/03 LPT 2003 F NI Líquor ni IIER 

39 194/04 SCFM 2004 F 21 Líquor pos Ribeirão Preto – Sertãozinho 

40 582/04 GRM 2004 F 34 LBA neg HC- SP 

41 600/04 MJR 2004 F 48 Líquor pos IAL Campinas-Valinhos 

42 34/05 MRS 2005 M NI Líquor ni Atibaia 

43 86/05 NPL 2005 M 27 Líquor ni Ubatuba-IAL Taubaté 

44 1-54131-1/01 GGL 2001 M 31 Líquor ni Taubaté 

45 1-57050-1/01 SCB 2001 F 36 Líquor pos São Paulo 

46 2-12357-1/09 MJSS 2009 F NI Líquor ni Bauru 

47 10-3940-1/09 CMCC 2009 NI NI Líquor ni S. José do Rio Preto 

48 10-3945-1/09 MF 2009 43 NI Líquor ni S. José do Rio Preto 

49 1-103947-1/09 JPB 2009 65 NI Líquor ni S. José do Rio Preto 

50 1-1154-1/09 DSS 2001 26 NI Líquor ni São Paulo 

  



75 

 

Apêndice 2. Tipos moleculares e susceptibilidade a antifúngicos de 55 isolados clínicos e ambientais de C. gattii 

 

Número Cepa Genótipo FLU AMB 

1 186/94 VGII 64 0,5 

2 197/94 VGII 8 0,5 

3 217/94 VGII 16 0,5 

4 40/96 VGI 4 0,25 

5 45/97 VGII 16 0,5 

6 47/97 VGII 16 0,25 

7 128/97 VGII 8 0,5 

8 05/98 VGII 8 0,5 

9 51/98 VGII 4 0,25 

10 114/98 VGII 64 0,25 

11 118/98 VGII 8 0,12 

12 127/98 VGII 4 0,5 

13 132/98 VGII 4 0,5 

14 01/99 VGII 8 0,5 

15 21/99 VGII 8 0,5 

16 64/99 VGII 16 0,5 

17 67/99 VGII 4 0,5 

18 275/99 VGII 4 0,25 

19 02/00 VGII 8 0,5 

20 43/00 VGII 8 0,5 

21 237/00 VGII 1 0,5 

22 1869/00 VGII 8 0,5 

23 20/01 VGII 8 0,5 

23 1913/01 VGI 4 0,5 

25 30/01 VGII 4 0,25 

26 118/01 VGII 4 0,25 
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27 121/01 VGII 2 0,25 

28 125/01 VGII 4 0,5 

29 136/01 VGII 8 0,5 

30 174/01 VGII 8 0,25 

31 188/01 VGII 64 0,5 

32 28/02 VGII 8 0,5 

33 74/02 VGII 8 0,5 

34 93/02 VGII 8 0,5 

35 95/02 VGII 4 0,5 

36 87/03 VGII 8 0,5 

37 131/03 VGI 8 0,12 

38 196/03 VGII 4 0,12 

39 194/04 VGII 32 0,12 

40 582/04 VGII 4 0,12 

41 600/04 VGII 8 0,12 

42 34/05 VGII 8 0,12 

43 86/05 VGII 16 0,5 

44 1-54131-1/01 VGII 8 0,12 

45 1-57050-1/01 VGII 16 0,25 

46 2-12357-1/09 VGII 16 0,5 

47 10-3940-1/09 VGII 8 0,5 

48 10-3945-1/09 VGII 8 0,5 

49 1-103947-1/09 VGII 8 0,25 

50 1-1154-1/09 VGII 16 0,5 

51 82-ICB VGI 8 0,12 

52 182-ICB VGII 4 0,12 

53 183-ICB VGII 8 0,12 

54 184-ICB VGII 8 0,25 

55 2G VGI 4 0,12 
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