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Suscetibilidade a antifúngicos de variedades de
Cryptococcus neoformans isoladas de pacientes 

em hospital universitário

Susceptibility to antifungal agents among Cryptococcus neoformans
varieties isolated from patients at a university hospital

Paulo Roberto da Silva1, Rosiley Aparecida de Souza Rabelo1,
Ana Paula Sarreta Terra2 e David Nascimento Silva Teixeira2

RESUMO

Este trabalho identificou variedades de Cryptococcus neoformans e avaliou a suscetibilidade a antifúngicos pelo protocolo M27-A2 do National
Committee for Clinical Laboratory Standards em isolados de 35 pacientes do Hospital Escola da Universidade Federal do Triângulo Mineiro. 
A variedade gatti foi identificada em 11.4% (no = 4) dos casos. A concentração inibitória mínima ( g/ml) dos isolados de Cryptococcus neoformans 
neoformans variou de 0,062 - 2,000 (anfotericina B), 0,250 - 8,000 (fluconazol), 0,062 - 1,000 (itraconazol) e 0,125 - 1,000 (cetoconazol). A 
variedade gattii apresentou concentração inibitória mínima de 0,125 - 2,000 (anfotericina B), 0,250 - 16,00 (fluconazol), 0,062 - 1,000 (itraconazol) 
e  0,125 - 4,000 (cetoconazol). Detectaram-se 2 isolados resistentes ao itraconazol e 2 a anfotericina B (1 isolado de cada variedade por antifúngico). 
Os dados mostram a importância da determinação da variedade e da concentração inibitória mínima de isolados de Cryptococcus neoformans para 
monitorar o desenvolvimento de resistência e possibilitar uma terapia mais adequada na criptococose.
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ABSTRACT

This study identified Cryptococcus neoformans varieties isolated from 35 patients at teaching hospital of the Federal University of the Triângulo Mineiro 
and evaluated the susceptibility to antifungal agents among these samples using the protocol M27-A2 from the National Committee for Clinical Laboratory 
Standards. The gattii variety was identified in 11.4% of the cases (n = 4). The minimum inhibitory concentration ( g/ml) of Cryptococcus neoformans 
neoformans isolates ranged from 0.062 to 2.000 (amphotericin B), 0.250 to 8.000 (fluconazole), 0.062 to 1.000 (itraconazole) and 0.125 to 1.000 
(ketoconazole). The gattii variety presented a minimum inhibitory concentration range of 0.125 to 2.000 (amphotericin B), 0.250 to 16.00 (fluconazole), 
0.062 to 1.000 (itraconazole) and 0.125 to 4.000 (ketoconazole). Two isolates resistant to itraconazole and two resistant to amphotericin B (one isolate 
of each variety per antifungal agent) were found. These data show the importance of determining the variety and minimum inhibitory concentration of 
Cryptococcus neoformans isolates, in order to monitor resistance development and enable better treatment for cryptococcosis.
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O Cryptococcus neoformans é uma levedura ovalada 
com uma cápsula rica em polissacarídeos sendo normalmente 
encontrado associado a fezes de aves (Columba lívia) ou árvores 
(Eucalipitus), e cuja maior proporção de indivíduos afetados 
são aqueles portadores do vírus da imunodeficiência humana 
(HIV)13. De acordo com a Coordenação Nacional de DST/AIDS 
do Ministério da Saúde, no período de 1980 a 2002, 6% das 
infecções oportunistas encontradas em pacientes HIV positivos 

foram causadas pelo Cryptococcus neoformans12. Considerando 
as infecções fúngicas oportunistas que acometem pacientes 
portadores de HIV no mundo, a criptococose é a segunda mais 
freqüente13.

Segundo diversos estudos6 11 o Cryptococcus neoformans
pode ser classificado em duas variedades de acordo com os 
seus antígenos polissacarídeos capsulares, o Cryptococcus 
neoformans variedade neoformans (sorotipos A, D e AD) e o 
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Cryptococcus neoformans variedade gattii (sorotipos B e C). 
A variedade neoformans é cosmopolita e tem como principal 
ambiente as fezes de pombos e outras aves10. Já a variedade gattii
é encontrada preferencialmente no meio campestre, em regiões 
tropicais e semitropicais, sendo o primeiro isolamento descrito 
em 1990 a partir de uma árvore (Eucalyptus calmadulensis)7.
Em indivíduos imunocomprometidos, a principal variedade 
encontrada como responsável pela criptococose tem sido a 
neoformans, enquanto que nos imunocompetentes ocorre 
a predominância da variedade gattii3 25. Além disto, existem 
relatos de uma maior dificuldade e menor resposta terapêutica 
ao tratamento com antifúngicos nas infecções pela variedade
gattii18 25. O aparecimento de infecções fúngicas reincidentes 
e a resistência de determinadas leveduras à terapia usual tem 
estimulado o uso de testes de suscetibilidade in vitro para escolha 
e acompanhamento da quimioterapia antifúngica mais adequada 
a cada caso2 5.

Existem muito poucos trabalhos sobre identificação das 
variedades de Cryptococcus neoformans isoladas na região 
do Triângulo Mineiro15. Diante disto, nosso trabalho teve como 
objetivo avaliar a suscetibilidade in vitro a quatro antifúngicos 
(anfotericina B, fluconazol, cetoconazol e itraconazol) segundo 
o protocolo M27-A 2002 do Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI), antigo National Committee for Clinical 
Laboratory Standards (NCCLS)16, de variedades de Cryptococcus 
neoformans isoladas de pacientes com criptococose, atendidos 
no Hospital Escola da Universidade Federal do Triângulo Mineiro 
(HE-UFTM).

MATERIAL E MÉTODOS

Amostras biológicas de paciente com criptococose. 
Neste trabalho, oram estudadas 35 amostras de Cryptococcus
neoformans isoladas pelo Serviço de Patologia Clínica da UFTM 
a partir do líquido cefalorraquidiano (LCR), raspado de lesão 
(pele), lavado brônquio-alveolar e sangue venoso periférico 
de pacientes durante o diagnóstico de criptococose. Cepas 
controle cedidas pela Universidade Federal de Goiás (UFG), 
previamente identificadas como CBS 132, (sorotipo A, variedade 
neoformans) e ICB 565 (sorotipo B, variedade gattii) também 
foram avaliadas. 

Dados clínicos: Os dados dos pacientes tais como idade, 
sexo, procedência e sorologia para HIV foram obtidos no Serviço 
de Arquivo Médico (SAME) da UFTM e organizados em bancos 
de dados. A maioria dos pacientes acometidos de criptococose, 
85,7 % (no = 30), foi do sexo masculino, sendo 42,8% 
(no = 15) na faixa etária entre trinta e um a quarenta anos. Com 
relação à sorologia para HIV, 85,7% (no = 30) dos pacientes 
tinham sorologia positiva. Em 11,4% (no = 4) dos casos, 
encontramos outras causas de imunossupressão identificadas 
como lipossarcoma (no = 1), lupus (no = 1), transplante renal 
(no = 1) diabetes (no = 1). Apenas um paciente não apresentou 
fatores predisponentes para a criptococose. Com relação ao 
tratamento e evolução, 88,6% (no = 31) dos pacientes utilizaram 
anfotericina B, com doses variando de 20 a 30mg/kg, sendo que 

68% destes (no = 21) também fizeram uso de fluconazol. O paciente 
em que foi isolado o Cryptococcus neoformans de raspado lesão 
de couro cabeludo foi tratado somente com o itraconazol e 
três pacientes foram tratados somente com fluconazol. Dos 35 
pacientes diagnosticados com criptococose, 26 (74,2%) foram a 
óbito. Em relação às formas de manifestação da criptococose, dos 
35 pacientes estudados, 30 (85,7%) foram diagnosticados como 
neurocriptococose, dois pacientes apresentaram criptococose 
pulmonar, um foi acometido por criptococose cutânea e em dois 
casos o Cryptococcus neoformans foi detectado somente por 
hemocultura. O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de 
Ética em Pesquisa da UFTM com o número de protocolo 677.

Identificação das variedades de Cryptococcus 
neoformans isoladas. Inicialmente, foi identificada a presença 
de fungo encapsulado nas amostras biológicas por exame direto 
em microscopia de luz na presença de tinta da nanquim. Após a 
identificação as amostras foram cultivadas em ágar Sabouraud 
dextrose (DIFCO-USA), em estufa a 35 + 1°C. Colônias sugestivas 
de Cryptococcus neoformans foram repicadas em meio ágar 
niger e meio de Christensen, para avaliar-se respectivamente a 
atividade de fenoxidase e uréase, além da realização do teste de 
assimilação de açúcar inositol. Quando os resultados de todas 
estas provas eram positivos identificava-se a espécie Cryptococcus 
neoformans4 26. As variedades de Cryptococcus neoformans
foram identificadas pelo meio L-canavanina-glicina-azul de 
bromotimol (CGB)11.

Teste de suscetibilidade a antifúngicos. Foi realizado 
o teste de microdiluição em caldo utilizando método proposto 
pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), antigo 
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards)
segundo protocolo M-27–A216 para determinar a concentração 
inibitória mínima (CIM), visando avaliar o perfil de suscetibilidade 
das variedades de Cryptococcus neoformans aos derivados 
azólicos: itraconazol, cetoconazol, e fluconazol (Genix-Índia) 
e ao poliênico anfotericina B (Cristália-Brasil). Todos os testes 
foram realizados em duplicata.

Controle de qualidade. Uma cepa controle de Candida
parapsilosis, (ATCC 22019) com CIMs pré-estabelecidas foi 
testada em cada experimento realizado para a validação dos 
resultados obtidos para as amostras de Cryptococcus neoformans.
Também foram utilizadas duas cepas controle de Cryptococcus
neoformans identificadas como CBS 132, (sorotipo A, variedade 
neoformans) e ICB 565 (sorotipo B, variedade gattii). Todas 
estas cepas foram cedidas pela Universidade Federal de Goiás 
(UFG) e apresentaram resultados equivalentes aos obtidos pelo 
nosso estudo quando avaliadas previamente frente aos antifúngicos 
dos fabricantes que os patentearam. Como o protocolo M27-A216

do NCCLS não propôs valores limites de suscetibilidade para 
o Cryptococcus neoformans, foram considerados resistentes 
os isolados que apresentaram CIM > 64g/ml, para fluconazol, 
CIM > 1g/ml para o itraconazol e CIM > 2 g/mL para a 
anfotericina B conforme sugerido previamente por estudos de 
outros autores17 19 22 24. Os dados foram apresentados em CIM

50

e CIM
90

, que correspondem à concentração de cada antifúngico 
capaz de inibir 50% ou 90% dos isolados, respectivamente.
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RESULTADOS

Suscetibilidade dos isolados aos antifúngicos. Na 
Tabela 1, são apresentados a CIM

50
, CIM

90
 e a variação da CIM 

para os quatros antifúngicos estudados frente às variedades de 
Cryptococcus neoformans isoladas. Com relação ao cetoconazol, 
todos os isolados da variedade neoformans foram considerados 
susceptíveis in vitro este antifúngico. Os isolados da variedade 
gattii também foram susceptíveis à ação do cetoconazol, porém 
apresentando valores de CIM

50
 (0,5 g/mL) e CIM

90
 (4 g/mL) mais 

elevados do que os encontrados para a variedade neoformans.
Os isolados da variedade neoformans foram susceptíveis ao 
fluconazol e dentre as amostras de variedade gattii, um dos 
isolados apresentou um valor mais elevado de CIM (16 g/mL),
porém ainda considerado susceptível a este antifúngico. As 
variedades gatti e neoformans apresentaram perfis equivalentes 
de suscetibilidade ao itraconazol, com a maioria dos isolados 
susceptivel a este antifúngico, porém foram encontradas duas 
amostras resistentes com CIM de 1 g/mL, sendo uma de cada 
variedade. Em relação à anfotericina B, foram detectados 
dois isolados resistentes com CIM igual a 2 g/mL, sendo um 
da variedade neoformans e outro da variedade gattii. Os 
resultados de CIM para a cepa contrôle de Candida parapsilosis,
(ATCC 22019) utilizado em nossos experimentos foram 
equivalentes aos valores de referência descritos pelo NCCLS.

Tabela 1 - Suscetibilidade in vitro a antifúngicos de variedades de 
Cryptococcus neoformans isoladas de pacientes atendidos no Hospital Escola 
da Universidade Federal do Triângulo Mineiro.

Agente antifúngico  

e variedade de Isolados                           CIM (mg/ml)

Cryptococcus neoformans (no) variação CIM50 CIM90
Anfotericina B   

variedade neoformans 31 0,062 - 2,000 0,250 1,000

variedade gattii 4 0,125 - 2,000 0,125 2,000

Fluconazol   

variedade neoformans 31 0,250 - 8,000 4,000 4,000

variedade gattii 4 0,250 - 16,00 8,000 16,00

Itraconazol

variedade neoformans 31 0,062 - 1,000 0,125 0,500

variedade gattii 4 0,062 - 1,000 0,062 1,000

Cetoconazol   

variedade neoformans 31 0,125 - 1,000 0,250 0,500

variedade gattii 4 0,125 - 4,000 0,500 4,000

CIM50 e CIM90: representam a concentração de antifúngico capaz de inibir, 
respectivamente, 50 e 90% dos isolados de Cryptococcus neoformans.

Valores máximos de Concentração Inibitória Mínima 
quanto ao local de isolamento. Quanto ao local de isolamento 
podemos observar que, em geral, as amostras de Cryptococcus 
neoformas obtidas do líquor apresentaram valores mais elevados 
de CIM para todos os antifúngicos testados quando comparados 
com os isolados de sangue, pele e lavado brônquio-alveolar (Tabela 2). 
A exceção ocorreu para o caso específico da suscetibilidade in 
vitro dos isolados do lavado brônquio-alveolar frente ao fluconazol. 
Neste caso, as amostras apresentaram valores de CIM elevados, 
equivalente àqueles encontrados para o líquor.

Tabela 2 - Variação da Concentração Inibitória Mínima quanto ao local 
de isolamento das amostras de Cryptococcus neoformans.

                      Variação da CIM (mg/ml)/

         Local de isolamento do Cryptococcus  neoformans (no  de amostras)

líquor sangue lavado brônquio-alveolar pele

Agente antifúngico (no = 30) (no = 2) (no = 2) (no = 1)

Anfotericina B 0,062 - 2,000 0,250 - 0,250 0,125 - 0,125 0,062

Fluconazol 0,250 - 16,00 2,000 - 2,000 2,000 - 8,000 2,00

Itraconazol 0,062 - 1,000 0,125 - 0,125 0,062 - 0,062 0,062

Cetoconazol 0,250 - 4,000 0,250 - 0,250 0,062 - 0,500 0,062

CIM: representa a concentração de antifúngico capaz de inibir in vitro o crescimento 
do respectivo isolado de Cryptococcus neoformans.

DISCUSSÃO

No presente trabalho, a maioria dos casos diagnosticados de 
criptococose no HE-UFTM apresentou a variedade neoformans 
como principal agente etiológico (Tabela 1). Neste aspecto, nossos 
dados são similares aos estudos feitos em outras regiões que 
apontam esta variedade como a principal responsável por casos de 
criptococose em pacientes com a síndrome da imunodeficiência 
adquirida (SIDA)13 25.

A maioria dos estudos encontrados na literatura mostra que 
isolados de Cryptococcus neoformans apresentam suscetibilidade 
in vitro a diferentes antifúngicos9 24. A resistência de Cryptococcus 
neoformans aos antifúngicos in vitro é fenômeno pouco 
freqüente, embora existam alguns relatos20 24. Neste trabalho, 
detectamos a presença de isolados clínicos resistentes ao 
itraconazol e a anfotericina B na região do Triângulo Mineiro. 
Com relação ao fluconazol, não foram detectados Cryptococcus 
neoformans resistentes a este antifúngico, embora um isolado da 
variedade gattii tenha apresentado uma CIM relativamente elevada 
(16g/mL). A terapia de longa duração com o fluconazol na 
criptococose tem sido descrita como um dos fatores associados 
ao desenvolvimento de cepas resistentes a este antifúngico5 13 17 21.
Dentro deste contexto, o itraconazol tem sido apontado como uma 
alternativa interessante ao fluconazol, devido à alta suscetibilidade in 
vitro de isolados de Cryptococcus neoformans a este antifúngico 
descrita em estudos anteriores9. Diferentemente de outros trabalhos 
da literatura8 9 28 encontramos em nosso estudo dois isolados clínicos 
resistentes ao itraconazol com CIM de 1g/mL (um da variedade 
neoformans e outro da gattii). Estes resultados sugerem que o uso 
alternativo do itraconazol ao fluconazol também deve ser avaliado com 
cautela, pois apesar da atividade in vitro do fluconazol ser baixa em 
alguns estudos, acredita-se que in vivo este antifúngico possa atingir 
níveis plasmáticos mais elevados que o itraconazol14.

A anfotericina B tem sido freqüentemente utilizada no 
tratamento inicial da criptococose13, sendo que a detecção de 
cepas de Cryptococcus neoformans resistentes a este antifúngico 
é infreqüente. No entanto, encontramos dois isolados resistentes 
a anfotericina B em nosso estudo (um da variedade neoformans
e outro da variedade gattii). Nossos dados também mostram que 
a variedade gatti apresenta uma tendência a exibir CIMs um pouco 
mais elevados do que a variedade neoformans, reforçando, em parte, 
observações anteriores de que esta variedade é de terapia mais difícil 
e prolongada se comparada a variedade neoformans25 27.
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Os resultados obtidos também mostraram que os Cryptococcus 
neoformans isolados de liquor apresentaram CIMs mais elevados 
do que as amostras biológicas coletadas à partir de outros locais. 
A exceção ocorreu para os isolados de lavado brônquio-alveolar 
quando testados frente ao fluconazol que apresentaram, neste 
caso, valores de CIMs equivalentes àqueles encontrados no 
liquor. O aparecimento de cepas de Cryptococcus neoformans
resistentes está geralmente associado com infecções crônicas 
encontradas em indivíduos imunocomprometidos e com 
neurocriptococose, sendo mais facilmente encontradas, nestes 
casos, cepas resistentes ou com CIMs elevados nas amostras de 
líquor rotineiramente utilizadas para o diagnóstico laboratorial 
destes pacientes13 23. Embora tenham sido isoladas somente duas 
cepas no lavado brônquio-alveolar, estas apresentaram CIMs 
mais elevados para fluconazol, devido provavelmente ao seu uso 
constante por pacientes imunocomprometidos por SIDA, podendo 
o fungo inicialmente causar uma infecção pulmonar sintomática 
ou não e posteriormente disseminar-se para as meninges e causar 
neurocriptococose.

Em conclusão, os dados obtidos mostram que a variedade 
neoformans foi a mais prevalente como causadora de 
criptococose em pacientes atendidos no Hospital Escola da UFTM. 
A maioria dos isolados de Cryptococcus neoformans apresentou 
um perfil de suscetibilidade in vitro, sendo encontrado apenas 
dois isolados não-suscetíveis, indicando que a resistência aos 
antifúngicos convencionais ainda não é um problema significativo. 
Todavia, a realização de estudos que detectem a variedade e a CIM 
de isolados de Cryptococcus neoformans é importante para se 
monitorar o aparecimento de novas cepas resistentes. 
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