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RESUMO: A criptococose € uma micose sistémica de carater oportunista, ocasionada pelo fungo
do género Cryptococcus spp. Com o surgimento da AIDS, a criptococose tornou-se uma das
infeccdes sistémicas mais comuns entre os individuos HIV positivos, devido a queda da imunidade
desses pacientes. Assim, o objetivo do presente estudo foi descrever os métodos de diagnostico
laboratorial de criptococose em individuos imunodeprimidos. A pesquisa enquadra-se em um
estudo de levantamento bibliogréafico descritivo. A coleta de dados foi realizada a partir das bases
de dados SCIELO, PUBMED e MINISTERIO DA SAUDE. A busca foi conduzida utilizando-se as
palavras-chaves e descritores: criptococose; pacientes HIV-positivos; diagnostico; epidemiologia. O
diagnostico laboratorial é realizado através do exame direto que consiste na identificacdo das
capsulas da leveduras no microscopio 6ptico. Pode-se realizar cultura do microrganismo em Agar
Sabouraud e Mycosel. A sorologia € realizada através da pesquisa do antigeno como: teste de
aglutinacdo de latex e o imunoensaio ligado a enzima (ELISA). Exames histopatoldgicos pode ser
atil devido a formacéo de lesGes diferentes, testes bioquimicos também pode ser utilizados como o
meio L-canavanina-glicina-azul de bromotimol. A PCR é uma das técnicas mais utilizadas devido a
maior sensibilidade e especificidade superiores a cultura e ao exame direto. As caracteristicas
morfoldgicas do microrganismo no espécime clinico ou na cultura, quando observadas atentamente,
podem direcionar a identificacdo do microrganismo o mais rapido possivel, fazendo que ocorra uma
administracdo dos medicamentos para o tratamendo da infeccdo. A suspeita clinica e os dados
clinicos do paciente permitem agilizar os procedimentos laboratoriais, permitindo a utilizacdo de
meios de cultura seletivos e/ou diferenciais, incubacdo em temperatura adequada e realizacdo de
provas de identificacdo direcionadas.

Palavras chave: Criptococose. Imunodeprimidos. Diagnéstico Laboratorial.

ABSTRACT: Cryptococcosis is an opportunistic systemic mycosis, caused by the fungus of the
genus Cryptococcus spp. With the onset of AIDS, cryptococcosis has become one of the most
common systemic infections among those available. HIVV-positive patients due to a drop in patients'
immunity. The research fits into a descriptive bibliographic survey. A data collection was
performed in the databases SCIELO, PUBMED and MINISTRY OF HEALTH. The search was
conducted using keywords and descriptors: cryptococcosis; HIV-positive; diagnosis; epidemiology.
The laboratory diagnosis is made through the direct examination consisting of the identification of
the yeast capsules in the optical microscope. The culture of the microorganism can be carried out in
Sabouraud and Mycosel Agar. An analysis by means of antigen search: latex agglutination test and
enzyme linked immunoassay (ELISA). Histopathological examinations may be useful due to the
formation of different lesions, biochemical testes can also be used as the B-canavanine-glycine
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blue-bromothymol medium. PCR is one of the most sought after techniques for greater sensitivity
and specificity than culture and direct examination. As morphological features of the non-specific
clinical or cultured microorganism, when observed closely, they may direct the identification of the
microorganism as soon as possible, causing administration of the drugs to treat the infection. A
clinical suspicion and clinical data of the patient, in addition to streamlining laboratory procedures,
allow the use of selective and / or differential culture media, incubation at adequate temperature and
conducting targeted identification tests.

Key words: Cryptococcosis; Immunodepressed; Laboratory Diagnosis.

1 INTRODUCAO

A criptococose € uma micose sistémica de carater oportunista, ocasionada pelo fungo do
género Cryptococcus spp., a infeccdo ocorre através da inalacdo de propagulos e leveduras
desidratadas (SILVA, 2009), podendo manifestar-se através da colonizacdo assintomatica, porém

pode ocorrer infeccdo pulmonar e até casos de meningite fatal (MINISTERIO, 2012).

O género deste fungo consiste em duas espécies patogénicas ao ser humano: C. neoformans
gue no meio ambiente sdo encontradas leveduras em dejetos de aves como 0s pombos e o C. gattii,
associados principalmente com florestas de eucaliptos. (QUEIROZ et al., 2008; BARBOSA et al.,
2013). Com o surgimento da AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana), ocasionada pelo HIV
(Virus da Imunodeficiéncia Humana), a criptococose tornou-se uma das infecgfes sistémicas mais
comuns entre os individuos HIV positivos, devido a queda da imunidade desses pacientes.
(BRASIL, 2013; QUIAN et al., 2012).

A infeccdo ocorre como uma pandemia, sendo presente na maioria dos casos que ocorrem na
Asia e Africa do Sul, seguidas pela América Central e do Sul, sendo o Brasil 0 4° pais com maior
namero de casos (COGLIATI et al., 2013). Ndo ha estimativas de prevaléncia da infec¢cdo, mas ja
existem evidéncias, através da pesquisa de anticorpos, que a infeccdo possa ocorrer desde a infancia
do individuo, porém tornando-se sintomética quando ocorre a queda da imunidade (GOLDMAN et
al., 2001).

O C. neoformans e C. gattii correspondem a forma assexuada de basidiomicetos.
Apresentam-se como leveduras globosas ou ovaladas, com 3 a 8 um de didametro, com brotamento
Gnico ou multiplo, envolvidas por uma capsula caracteristica de mucopolissacarideos. Em cultivo in
vitro as duas espécies apresentam colbnia de cor branca a creme, brilhante, de textura mucoide,

margem lisa e inteira em &gar sabouraud, em agar niger, devido a producdo de melanina, ha
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formacédo de colbnias marrons, sendo caracteristica do C. neoformans e C.gatti, ndo ocorrendo em
outras espécies do género, nem outras leveduras de interesse médico, com raras excecdes.
(CONSENSO, 2008).

A interacdo do patdgeno-hospedeiro se da pelos principais fatores de viruléncia do C.
neoformans como a termotolerancia, os componentes da parede celular e da cépsula, a capacidade
de adesdo, os receptores de hormonios e a produgédo de enzimas (KUROKAWA et al.,1998). Entre
0S mecanismos imunossupressores induzidos pela presenca da capsula incluem-se: inibicdo da
fagocitose, inibicdo da ligacdo de 1gG, bloqueio da fixacdo de C3 e da via da ativacdo de
complemento pela via classica, supressdo da proliferacdo da expressdo das moléculas de adesdo
(MAGLIANI et al., 2005; SHOHAM et al., 2005).

Tanto a parede celular como a capsula sdo sintetizada pelos fungos, estruturas que protegem
0s microrganismos contra células de defesa do hospedeiro. A producdo de melanina que se deposita
na parede do fungo € proveniente de substratos contendo dopamina e da acdo de enzimas
catalizadoras como a fenoloxidase. O cérebro é rico em substratos para a fenoloxidase tais como a
dopamina e poderia ser responsavel pela propensdo destes organismos em infectarem o sistema
nervoso. No organismo do hospedeiro, os fungos encontram uma série de mecanismos relacionados
a imunidade inata e adquirira no qual tentam elimina-los, através da liberacdo de citocinas por
estimulos de macréfagos (RODRIGUES et al., 1999).

Alguns autores relatam o comprometimento da imunidade em pacientes com criptococose,
seria importante levar em consideracao ndo apenas 0 comprometimento sistémico do individuo, mas
também a eficacia dessa resposta em diferentes 6rgdos. Estudos destacam que o linfocito T possui
eficacia reduzida no tecido cerebral, em comparagdo ao que se observa em outros 6rgdos como o
pulmé&o, além disso ha um atraso no desenvolvimento da resposta inflamatoria no tecido cerebral
em comparagdo com outros Orgdos, com isto individuos imunodeprimidos sdo susceptiveis a
infeccdo (CONSENSO, 2008).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi descrever os métodos de diagnostico laboratorial

de criptococose em individuos imunodeprimidos.
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2 METODOS

O estudo tratou-se de um levantamento bibliogréfico descritivo, no qual foi abordado a
criptococose desde sua definicdo, epidemiologia, etiopatogenia, manifestacfes clinicas, até o seu
diagnostico e tratamento. O levantamento de dados foi realizado através das bases de dados
SCIELO, PUBMED e MINISTERIO DA SAUDE. Os idiomas estabelecidos foram portugués,
espanhol e inglés. A busca foi conduzida utilizando as seguintes palavras-chaves e descritores:
criptococose; pacientes HIV-positivos; diagnostico; epidemiologia. Os critérios de incluséo
adotados foram artigos, periddicos de revisdo de literatura e ensaios clinicos que apresentaram
como temas principais a criptococose em pacientes portadores do HIV\SIDA. Estudos que nao

estavam em conformidade com o assunto foram excluidos.
3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Manifestacdes Clinicas

As manifestacbes clinicas geralmente sdo relacionadas ao sistema nervoso central, com
quadro de meningoencefalite subaguda ou cronica. Os sintomas normalmente séo febre e cefaleia, e
em alguns casos pode ocorrer alteracdo do nivel de consciéncia. A infeccdo pulmonar pode
apresentar-se assintomatica, ou apresentar manifestacbes compativeis com quadro gripal, o que
dificulta a suspeita, devido que o quadro gripal é caracteristico de diversas doencas (MITCHELL et
al., 1995).

Em imunodeprimidos pode ocorrer disseminagdo sistémica, como 0 acometimento
geniturinario, gerando pielonefrite, sendo que a cultura de urina especifica pode ser importante
nesse caso, inclusive em casos de criptococemia. A préstata também pode ser atingida, sendo uma
possivel fonte de recidivas em pacientes imunodeprimidos (HERNANDEZ et al., 1999; PINTO-
JUNIOR et al., 2006). Outras manifestacdes podem ocorrer como: hepatite, sinusite, lesdes em
diversos 6rgdos e tecidos, como pele, olhos, esdfago, boca, estbmago, intestino, trato genital
feminino e 0ssos (KWON-CHUNG et al., 1992).

3.2 Meningite

Em individuos imunodeprimidos a meningite ocorre de forma aguda, principalmente em

pacientes do sexo masculino, com carga fungica elevada, com ampla variacdo de sinais e sintomas
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clinicos, inclusive auséncia de sinais meningeos (QUICK et al., 1989; DROMER et al., 2007).
Durante a meningite alguns pacientes podem apresentar poucos sinais e sintomas como febre e
cefaleia, deméncia progressiva e confusdo mental que ocorre nos pacientes com linfocitos T CD4+
menor que 50 células/mm3, o que dificulta que o sistema imunoldgico consiga a eliminacdo do
fungo do sistema nervoso central. A hipertensdo intracraniana ocorre em aproximadamente 50%
dos pacientes, devido a altar carga flangica, contribuindo para significativo aumento da
morbimortalidade da doenca (SHARON et al., 2014).

A meningite criptococica pode evoluir com um namero significativo de sequelas e déficits
neuroldgicos, dentre as mais frequentes sdo: diminuicdo da capacidade mental (30%), reducdo da
acuidade visual (8%) e paralisia permanente de nervos cranianos (5%) e hidrocefalia. A forma
disseminada da doenca pode apresentar-se como febre de origem indeterminada, como
hepatosplenomegalia febril, bem como através do acometimento de adrenais, rins, linfonodos de
mediastino, pele, 0ssos, miocardio, endocardio, tiredide, testiculo, hipofise, entre outros (SHARON
etal., 2014).

Pacientes imunodeprimidos que sdo acometidos pelo C. gatti, sdo submetidos a tratamentos
antifangicos prolongados e adquirem sequelas neuroldgicas que exigem intervencoes
neurocirurgicas, por apresentarem meningite mais prolongada e resposta inflamatéria mais intensa,

devido a maior agressividade desta espécie (CHEN et al., 2000).
3.3 Criptococose Pulmonar

O acometimento pulmonar é o segundo mais frequente apds o acometimento do sistema
nervoso central, apresentando manifestacbes assintomaticas ou sintomaticas. Devido o
acometimento pulmonar-linfonodo, ocorre uma semelhanca as doengas: histoplasmose e a
tuberculose. Frequentemente infeccdo subpleural ocorre de forma assintomatica, pois os propagulos
fangicos sdo pequenos e se depositam nos alvéolos periféricos (NADROUS et al., 2003; SHARON
etal., 2014).

Os pulmdes estdo envolvidos em aproximadamente 30% dos casos, onde observa-se
subdiagnostico destas formas no paciente infectado pelo HIV. A maioria dos pacientes nao

infectados pelo HIV e imunodeprimidos que apresentam acometimento pulmonar pertence a
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categoria de pacientes transplantados de érgdos (CASADIVALL et al., 1998; CAMPBELL et al.,
1996; KERKERING et al., 1981).

Esta micose é descrita em todas as idades, porém é mais prevalente em individuos entre 30 a
50 anos de idade, principalmente ocorrendo em homens cerca de 70% e mulheres em 30%. Nos
altimos anos houve o aumento de casos relacionados as criangas, devido a desnutricdo e ao
nascimento de criangas imunocomprometidas (CASALI et al., 2001; MAFRA et al., 2008).

3.4 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico laboratorial da criptococose € realizado atraves: liquor (LCR), urina,
fragmentos de tecido, aspirados de lesdes cutaneas, escarro e demais amostras do trato respiratorio.
O diagndstico definitivo é realizado pelo exame direto que detecta a presenga do prdoprio organismo
no material e exames auxiliares como imagem, cultura, exames bioquimicos, exame
histopatolégico, sorologia e técnicas moleculares (COLOMBO et al., 2014; XAVIER et al., 2009).

3.4.1 Exame Direto

Quase todos os casos de criptococose sdo diagnosticados atraveés da visualizagdo do
microrganismos através de espécimes clinicos adequados e / ou um titulo de antigeno criptococico
de soro ou liquor (LCR) (CONSENSO, 2008).

O LCR deve sempre ser examinado para pesquisa de criptococos, a menos que a pungéo
lombar ndo possa ser realizada. O exame direto, é realizado uma preparacdo em Iamina com o
material biol6gico e tinta Nanquim ou tinta da China ou tinta da india que, ao microscépio 6ptico,
coloca em evidéncia a capsula polissacaridica da levedura. Também pode ser acrescentado 0 KOH a
10% para reduzir elementos interferentes que possam induzir a erro na microscopia. A visualizacdo
microscapica € de leveduras redondas ou ovais, com brotamentos Unicos ligados por finas conexdes
ou sem brotamentos. Amostras refrigeradas podem atenuar a capsula de polissacarideos, por isso,
devem-se preferir amostras recentes. Este método apresenta sensibilidade a 94,1% e especificidade
de 100% (DIAZ et al., 2011). Este método € um teste de diagnostico barato e simples para amostras
de LCR, tornando-se positivo em 5 min. A tinta da China normalmente se d& positivos em 70 a 95
dos pacientes imunodeprimidos (LALLOO et al., 1994).
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3.4.2 Cultura

A cultura continua essencial para o auxilio do diagnéstico, pois uma vez que a pesquisa do
antigeno criptocdcico ndo distingue as espécies C. neoformans e C. gattii, sendo o material pode ser
cultivado a partir de qualquer local do corpo. Para diagnosticar a infeccdo pulmonar, pode-se ser

utilizado lavado broncoalveolar, aspirados de agulhas e bidpsias pulmonares (CONSENSO, 2008).

Os criptococos crescem prontamente sobre Agar bacterioldgico (por exemplo, Agar Sangue)
e cultivo com o Agar Sabouraud e Agar Mycosel, em meio de cultura diferencial pode-se utilizar o
agar Semente de Niger (alpiste), Agar semente de girassol, 4gar dopamina, agar L-dopa ou &gar
batata-cenoura (LACAZ, 1991). O Agar Sabouraud em algumas culturas utiliza-se antibidtico
Cloranfenicol adicionado, para inibir crescimento de bactérias e solucdo petptonica a 1% para
induzir producdo de capsula pelo fungo . O Fungo leva de 48 a 72 horas para o crescimento em
temperatura entre 25° a 37° C, suas coldnias apresentam coloracdo de branco a bege, € com um
aspecto de mucoide e brilhante tomando com aspecto de leite condensado. A identificacdo entéo
ocorre através da avaliagdo microscdpica dos organismos. No entanto, as culturas podem se tornar

secas e opacas com o tempo (BENNETT et al., 2014).

Outro agar utilizado é o 4gar Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol (CGB) que distingue
de forma confiavel entre C. gattii (col6nias produzem um pigmento azul) e C. neoformans (sem
alteracdo na cor da coldnia), sendo a cor azul resulta da utilizacdo de glicina, que reduz a amonia,
provocando a alcalinizagdo e, portanto, a cor azul e a susceptibilidade a canavanina, sendo o C.
gattii possui a capacidade de utilizacdo de glicina. Testes falso negativos podem dar devido que o
C. gattii pode ndo mudar a colora¢do do meio mesmo depois de varios dias, porém estes casos sao
incomuns. Mesmo que seja improvavel que as cepas de Candida sp. sejam confundidas com C.
gattii ou vice-versa, os cientistas de laboratério devem estar atentos a inspecionar cuidadosamente e
a testar todas as colénias suspeitas de C. gattii (KWO-CHUNG et al., 1981).

3.4.3 Sorologia

A sorologia é realizada para a pesquisa de antigenos capsulares polissacaridicos solGveis nos
fluidos corporais do individuo como liquor, urina, lavado broncoalveolar. O teste de ELISA (Ensaio
Imunoenzimatico) pode ser realizado para diagndstico porém ndo devem substituir o exame direto

(BENNETT et al., 2014). A pesquisa de antigeno da criptococose tem sido detectado por incubacéao

v.4, n.01: Jan-Julho, 2018, ISSN:24479330



SAUDE & CIENCIA EM ACAO — Revista Académica do Instituto de Ciéncias da Satde

de espécies especificas como o C.neoformans. O teste pode ser quantificado. Existem dois
formatos comerciais comuns de teste para pesquisa de antigeno: o teste de aglutinagéo de latex e o
imunoensaio ligado a enzima (ELISA) (DIAZ et al., 2011).

O teste de aglutinacdo de latex, € o método mais comum empregado para triagem ou
titulacdo do soro. As particulas de latex, recobertas com imunoglobulinas hiperimunes especificas
de coelho, s&o misturadas com dilui¢es da amostra do paciente, que pode ser liquor, soro ou urina,
torna-se positiva em uma diluicdo de 1:4 € altamente sugestiva de infeccdo criptocdcica. Titulos
maiores ou iguais a 8 geralmente indicam doenca ativa, que se da na maioria dos pacientes com
AIDS tem altos titulos do antigeno (DIAZ et al., 2011).

O anticorpo utilizado no teste de ELISA foi desenvolvido a partir de uma cepa de C.
neoformans, os resultados ocasionais como falso-negativos podem resultar de uma menor afinidade
do anticorpo para C. gattii. Na préatica clinica, a sensibilidade do teste para a infeccdo por C. gattii
permanece elevada, inclusive para pacientes HIV positivos onde 90% para doencga pulmonar, com
87 a 100% de sensibilidade para testes de LCR (CHEN et al., 2000; MORGAN et al., 2002).

A técnica de ELISA é um pouco mais sensivel que outras metodologias, porém requer um
leitor de placas e é mais caro. Em estudos de infeccdo por C. neoformans, ocorreu falsamente
resultados de efeito pro-zona ou ocasionalmente, devido a infeccdo com a resisténcias de capsulas
do fungo, pela presenca de fator reumatoéide, doenca vascular do colageno, malignidade e influéncia
da qualidade do agar (CHAU et al., 2010).

3.4.4 Histopatoldgico

Exames histopatolégicos pode ser util devido a formacdo de lesGes diferentes, como por
exemplo: padrdo gelatinoso e o padrdo granulomatoso. O padrdo gelatinoso caracteriza-se por
pouco ou nenhuma reacdo inflamatoria e grande quantidade de fungos com capsula volumosa. O
padrdo granulomatoso caracteriza-se pela presenga de granulomas epitelidides, células gigantes,
linfocitos e proliferacdo linfoblastica. O infiltrado inflamatdrio é fundamentalmente constituido por
macrofagos e a quantidade de parasitas é sensivelmente menor que nas gelatinosas. As coloragdes
Uteis para a visualizacdo do fungo sdo H.E. (hematoxilina e eosina), mucicarmim, PAS (Periodic

Acid-Schiff), Alcian Blue . Mucicarmim cora as células de vermelho e Fontana-Masson cora a
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melanina fangica de marrom avermelhado, e sdo mais especificas para C. neoformans (PEDROSO
et al., 2006).

3.4.5 Testes Bioquimicos

Testes bioguimicos também pode ser utilizados como o meio L-canavanina-glicina-azul de
bromotimol, onde a espécie C. gatti cresce no meio canavanina, utiliza a glicina e apresenta
coloracdo azul no meio. A espécie C. neoformans cresce no meio, porém ndo altera a coloragdo do
meio. Pode-se utilizar o teste do Agar Uréia, onde o C. neoformans muda a cor do meio apés 7 dias

incubacdo para_a cor rosa pink, pois o fungo hidrolisa a uréia do meio (ALMEIDA et al., 2014).
3.4.6 Técnicas Moleculares

Os testes moleculares estdo sendo cada vez mais utilizados, na atualidade, sdo praticamente
essenciais, sdo raras as excegdes que ndo se utiliza-se esses testes. A PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) demostra niveis de sensibilidade e especificidade superiores a cultura e ao exame
direto, devido que a PCR amplifica as sequéncias génicas especificas do fungo, além disso, é
possivel uma melhor identificacdo, entre as duas formas patogénicas do Cryptococcus sp
(BENNETT etal., 2014).

Os métodos de identificagdo moleculares sdo mais recentes e sdo Uteis em estudos
epidemioldgicos, para a identificacdo da variedade, do sorotipo, e variagdes individuais de cepas. O
método de PCR, sendo sensivel, especifico, e reprodutivel, representa uma ferramenta promissora
para analise de amostras de liquor em pacientes com suspeita clinica de neurocriptococose. Os
resultados da pesquisa de DNA em liquor de paciente com meningite criptococica tém
correlacionado com a melhora clinica durante o tratamento (ALMEIDA et al., 2014; YEO et al.,
2002). O uso dessas técnicas para a identificacdo de C. neoformans também é um avanco
importante, pois permite um resultado mais preciso e mais rapido que o usual. Em relacdo a
sensibilidade, a PCR apresenta sensibilidade de 92,9% que é superior quando comparada com a
cultura do fungo, que apresenta 85,7%, e a prova da tinta Nanquim, com 76,8% (LEAL et al., 2006;
LEAL et al., 2008).

A PCR Multiplex € uma série de alvos de genes e que pode ser realizada rapidamente e com

uma pequena quantidade de DNA em comparacdo com a PCR convencional, onde permite uma
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identificacdo mais rapida ao nivel da espécie e pode distinguir entre sorétipos usando diferentes
combinacOes de primers, tornando-se o resultado mais seguro e &gil (LEAL et al., 2008).

CONSIDERACOES FINAIS

O diagndstico laboratorial da criptococose em individuos imunodeprimidos pode ser
realizado com seguranga quando técnicas e métodos laboratoriais sdo utilizados adequadamente. As
caracteristicas morfoldgicas do microrganismo no espécime clinico ou na cultura, quando
observadas atentamente, podem direcionar a identificagio do microrganismo o mais rapido
possivel, fazendo que ocorra uma administracdo dos medicamentos para o tratamendo da infeccao.
A suspeita clinica e os dados clinicos do paciente permitem também agilizar os procedimentos
laboratoriais, permitindo a utilizagcdo de meios de cultura seletivos e/ou diferenciais, incubacdo em
temperatura adequada e realizacdo de provas de identificacdo direcionadas. O conhecimento dos
materiais clinicos onde C. neoformans ou C. gattii pode ser isolado é importante para a triagem

inicial, que vai da realizacdo do exame direto a escolha dos meios de cultura.

Considerando a maior sobrevida e qualidade de vida de individuos em condicdo de
imunocomprometimento, diversas espécies de microrganismos estdo emergindo como agentes de
infeccdo., com isto o conhecimento mais profundo e atualizado sobre esses microrganismos e suas
principais caracteristicas diferenciais é importante para um diagnéstico mais rapido e mais seguro
destes pacientes, diminuindo o nimero de 6bitos. Além disso, os profissionais de salude devem
fornecer instrucdes corretas de como deve ser feita a limpeza dos locais nas cidades que sdo fontes
de infeccdo, com a intencdo de diminuir cada vez mais a contaminacdo do meio ambiente e das

pessoas por essa infecdo fungica oportunista.
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