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RESUMO 

Cryptococcus neoformans é patógeno importante, principalmente em pacientes 

imunocomprometidos. A principal porta de entrada deste patógeno é pela via respiratória, 

disseminando-se posteriormente e atingindo principalmente o sistema nervoso central, provocando 

a meningite criptocóccica. A primeira parte deste estudo teve como objetivos determinar, nos 106 

isolados clínicos de C. neoformans obtidos de dois Estados (São Paulo e Rio de Janeiro), (1) as 

variedades e (2) os mating-types por PCR (Polymerase Chain Reaction), (3) analisar a diversidade 

genética por PCR-fingerprinting com a seqüência iniciadora específica para regiões microssatélite 

(GACA)4, (4) por RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) com o iniciador 6 e (5) por 

PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) do gene da fosfolipase B (PLB1) 

digerido com a enzima de restrição AvaI e (6) determinar a sensibilidade a quatro antifúngicos 

(fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e anfotericina B) seguindo o método de referência 

(documento M27-A2) do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). A segunda parte teve 

como objetivo, analisar transcritos diferencialmente expressos durante a infecção pulmonar de C. 

neoformans, pela técnica de RDA (Representational Difference Analysis). Entre os 106 isolados, 

104 foram identificados como C. neoformans e apenas dois foram C. gattii (=C. neoformans var. 

gattii), todos MATα. O tipo molecular VNI (C. neoformans var. grubii, sorotipo A) foi o mais 

prevalente entre os isolados (97/106), seguido do tipo VNII (C. neoformans var. grubii, sorotipo A) 

(7/106) e VGII (C. gattii, sorotipos B ou C) (2/106) quando analisados por PCR-fingerprinting e 

PCR-RFLP. Homogeneidade alta foi obtida com o iniciador (GACA)4, com a maioria dos isolados 

apresentando correlação em torno de 0,9. Os resultados do RAPD, por sua vez, revelaram maior 

heterogeneidade com número maior de perfis moleculares. A análise dos perfis de sensibilidade 

mostrou que a maioria dos isolados foram sensíveis aos azóis, enquanto número expressivo de 

isolados intermediários e resistentes para 5-fluorocitosina e com CIM (Concentração inibitória 

mínima) ≥ 1µg/mL foi encontrado para anfotericina B. Em relação ao RDA, oito transcritos foram 

identificados na condição de infecção, sendo que quatro deles apresentaram maior redundância 

(transportador de zinco, transportador de cálcio, chaperona e piruvato decarboxilase). Entre os que 

apresentaram maior redundância, três estão possivelmente relacionados ao estresse e/ou a fatores de 

virulência conhecidos. A epidemiologia, bem como, a interação fungo-hospedeiro durante a 

infecção criptocóccica é bastante complexa e os dados obtidos neste estudo contribuem para o 

melhor entendimento da biologia de C. neoformans. 

 

Palavras chave: Cryptococcus neoformans; Tipagem Molecular; Perfis de Sensibilidade; RDA. 
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ABSTRACT 

Cryptococcus neoformans is an important pathogen, mainly in immunocompromised 

patients. The pathogen penetrates mainly by respiratory way, disseminate afterward and reach 

specially the central nervous system causing the cryptococcal meningitis. The first part of this study 

had the objective to determine, in the 106 clinical isolates of C. neoformans obtained from São 

Paulo and Rio de Janeiro State, (1) the varieties and (2) mating-types by PCR (Polymerase Chain 

Reaction), (3) analyze the genetic diversity by PCR-fingerprinting with specific primer to 

microsatellite regions (GACA)4, (4) by RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) with 

primer 6 and (5) by PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) of the phospholipase 

B gene (PLB1) digested with restriction enzyme AvaI and (6) to determine the susceptibility to four 

antifungal (fluconazole, itraconazole, 5-flucytosine and amphotericin B) following the reference 

method (document M27-A2) from CLSI (Clinical and Laboratory Standard Institute). The second 

part had the goal to analyze differentially expressed transcription during pulmonary infection of C. 

neoformans, by RDA (Representational Difference Analysis) technique. Among 106 isolates, 104 

were identified as C. neoformans and only two were C. gattii (=C. neoformans var. gattii), all 

MATα. The molecular type VNI (C. neoformans var. grubii, serotype A) was the most prevalent 

among the isolates (97/106), followed by VNII (C. neoformans var. grubii, serotype A) (7/106) and 

VGII (C. gattii, serotypes B ou C) (2/106) when analyzed by PCR-fingerprinting and PCR-RFLP. 

High homogeneity was obtained with the primer (GACA)4, with most of the isolates showing 

correlation around 0.9. By contrast, the RAPD analysis revealed more heterogeneous with more 

numbers of molecular profiles. The susceptibilities analysis showed that most of the isolates were 

susceptible to azoles while expressive number of isolates were intermediate and resistant to 5-

flucytosine and showed MIC (Minimal Inhibitory Concentration) ≥ 1µg/ml to amphotericin B. 

Regarding the RDA results, eight transcripts were identified in the infection condition, and four of 

them presented larger redundancy (zinc transporter, calcium transporter, chaperone and pyruvate 

decarboxylase). Among these proteins that showed larger redundancy, three of them are possibly 

related to stress and/or well-known virulence factors. The epidemiology, as well as, the interaction 

yeast-host during cryptococcal infection is very complex and the data obtained in this study 

contribute to elucidate the biology of C. neoformans. 

 

Key words: Cryptococcus neoformans; Molecular Typing; Susceptibility Profiles; RDA. 
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1. INTRODUÇÃO 

Histórico 

A criptococose, micose causada pela levedura capsulada Cryptococcus neoformans é 

importante infecção oportunista, principalmente em pacientes imunossuprimidos causando a 

neurocriptococose. A doença foi descrita pela primeira vez por Otto Busse e Abraham Buschke em 

1894, quando isolaram uma levedura capsulada de lesão de tíbia de uma mulher de 31 anos. Busse 

na ocasião denominou-a Saccharomyces hominis e a infecção Saccharomycosis hominis. No mesmo 

ano, Sanfelice, na Itália, isolou uma levedura capsulada de suco de pêssego e no ano seguinte 

demonstrou sua patogenicidade em animais de laboratório, denominando-a Saccharomyces 

neoformans devido a sua tendência de causar lesões semelhantes a tumores cancerígenos nestes 

animais (LITTMAN e ZIMMERMAN, 1956 apud CASADEVALL e PERFECT, 1998). Curtis, em 

1895, relatou na França o segundo caso de criptococose, isolando a levedura de uma lesão de 

quadril, denominando-a Saccharomyces subcutaneous tumefaciens. Vuillemin, em 1901 

reclassificou os isolados de Busse, Bushcke e Sanfelice colocando-os no gênero Cryptococcus e 

diferenciando-os do gênero Saccharomyces por não formar ascosporos e não fermentar açúcares. 

Em 1905, Von Hansemann relatou o primeiro caso de meningite criptocóccica (DROUHET, 1997 

apud CASADEVALL e PERFECT, 1998). 

A primeira metade do século XX marcou a consolidação de C. neoformans como levedura 

patogênica. S. neoformans, Blastomyces neoformans, Cryptococcus hominis e Torula histolytica 

foram alguns dos nomes utilizados para designar a levedura (MITCHELL e PERFECT, 1995). Em 

1935, Benham estudando vários isolados recuperados de humanos, incluindo aqueles obtidos por 

Busse, Curtis e Sanfelice, agrupou-os dentro do gênero Cryptococcus e em 1950, a própria autora 

propôs a denominação Cryptococcus neoformans para se referir a forma imperfeita da levedura, 

permanecendo a mesma terminologia após estudos realizados por Kurtzman e Fell, (1998). 

Números crescentes da doença são relatados, devido em parte ao maior conhecimento sobre 

o agente, e principalmente pelo aumento de indivíduos imunocomprometidos, como os submetidos 

à terapia imunossupressiva anti-neoplásica, transplantes de órgãos e outras condições de 

imunossupressão (CASADEVALL e PERFECT, 1998). Nas últimas décadas, a importância médica 

da criptococose aumentou dramaticamente em conseqüência da epidemia de Aids (Síndrome da 

imunodeficiência adquirida). As taxas de letalidade descritas na literatura mundial (KOVACS et al., 

1985; ZUGER et al., 1986; CHUCK et al., 1989) variam entre 10 e 20% e expressam a importância 

da doença como um dos grandes desafios à sobrevivência dos pacientes imunossuprimidos. 
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Taxonomia 

Membros do gênero Cryptococcus compreendem espécies produtoras de urease, 

assimiladoras de inositol e de D-glucuronato, sem metabolismo fermentativo. Pelo menos 38 

espécies não neoformans já foram identificadas. São encontradas em vários ambientes e climas 

sobrevivendo a condições extremamente desfavoráveis (CASADEVALL e PERFECT, 1998). 

Apesar das outras espécies terem também grande capacidade de adaptação, a única espécie de 

interesse médico como agente da criptococose é C. neoformans. Os relatos de criptococose 

causados por outras espécies como Cryptococcus laurentii, Cryptococcus curvatus e Cryptococcus 

albidus são raros, provavelmente devido à incapacidade destas em sobreviver em temperatura 

corporal relativamente alta e resistir ao sistema imune do hospedeiro. Lee et al. (2004) isolaram C. 

albidus de um indivíduo transplantado renal que desenvolveu síndrome respiratória aguda, choque 

séptico e máculas nos membros inferiores. 

Os estudos de caracterização antigênica, iniciados por Benham em 1935, foram também de 

grande importância para o reconhecimento de diferentes sorotipos, tornando-se uma importante 

ferramenta em trabalhos epidemiológicos (KWON-CHUNG e BENNETT, 1984; NISHIKAWA et 

al., 2003). Cerca de 90% da cápsula é composta de carboidrato e glucuroxilomanana é o seu 

principal polissacarídio produzido in vitro e in vivo. C. neoformans é separado em cinco sorotipos 

(A, B, C, D e AD) de acordo com as diferenças nesta estrutura (IKEDA et al., 1982; 

BHATTACHARJEE et al., 1984; CHERNIAK e SUNDSTROM, 1994). 

De acordo com Kurtzman e Fell (1998), C. neoformans em sua forma anamorfa pertence ao 

Reino Fungi; Phylum: Eumycota; Subdivisão: Deuteromycota; Classe: Blastomycetes; Família: 

Cryptococcacceae; Gênero: Cryptococcus; Espécie: neoformans; Variedades: C. neoformans var. 

neoformans e C. neoformans var. gattii. A forma teleomorfa foi classificada como Filobasidiella 

neoformans, pertencente ao Reino Fungi; Phylum: Basidiomycota; Classe: Heterobasidiomycetes; 

Ordem: Filobasidiales; Família: Filobasidiacea; Gênero: Filobasidiella; Espécie: F. neoformans; 

Variedades: F. neoformans var. neoformans e F. neoformans var. bacillispora. 

Franzot et al. (1999) analisaram diferenças genotípicas entre os sorotipos A e D da variedade 

neoformans, pela distinção dos padrões de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 

obtidos pela hibridização com sonda CNRE-1 de DNA genômico e pela observação das diferenças 

nas seqüências do gene URA5. Os autores sugeriram que o número grande de diferenças 

encontradas, entre os dois sorotipos, seria suficiente para colocar o sorotipo A em uma nova 

variedade, denominada grubii. 

O nome C. neoformans var. gattii foi proposto por Vanbreuseguem e Takashio em 1970, 

quando células alongadas atípicas foram observadas em líquido céfalo-raquidiano de um menino 

africano com meningite (SORREL, 2001). 
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A variedade neoformans/grubii difere da variedade gattii em vários aspectos, como nos 

padrões de cariótipo eletroforético (WICKES et al., 1994; BOEKHOUT et al.,1997), no RAPD 

(Random Amplification of Polymorphic DNA) (BOEKHOUT et al., 1997), no DNA-fingerprinting 

(VARMA et al., 1995; MEYER et al., 1993, 1999 e 2003); nas seqüências espaçadoras de DNA 

ribossômico (DIAZ et al., 2000); nas características fisiológicas e bioquímicas (BENNETT et al., 

1978; POLACHECK e KWON-CHUNG, 1980; DUFAIT el al., 1987; KWON-CHUNG et al., 

1987; CHERNICAK e SUNDSTROM, 1994); na suscetibilidade a toxina killer de C. laurentii 

(BOEKHOUT e SCORZETTI, 1997), nos habitats e na distribuição geográfica (KWON-CHUNG e 

BENNETT, 1984; CASADEVALL e PERFECT, 1998). 

Boekhout et al., (2001), em estudos de genotipagem por AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism), verificaram uma clara distinção entre as variedades neoformans/grubii e a gattii 

propondo a existência de duas espécies distintas: C. neoformans com as variedades neoformans e 

grubii e o correspondente teleomórfico F. neoformans e C. bacillisporus com o correspondente 

teleomórfico F. bacillispora. KWON-CHUNG et al., 2002, comparando as seqüências de vários 

genes (URA5, CNLAC1, CAP59, CAP64, IGS e ITS de rRNA) de C. neoformans var. neoformans 

e C. neoformans var. gattii obtiveram uma árvore filogenética com formação de clusters claramente 

divergentes. Estes resultados, somados à análise genética da progênie, após o cruzamento entre 

cepas da var. neoformans e gattii, e os dados de tipagem molecular foram suficientes para que uma 

nova espécie fosse proposta, C. gattii (KWON-CHUNG et al., 2002). Recentemente, três isolados 

atípicos foram obtidos de dois pacientes. Após análise por métodos fenotípicos, moleculares e por 

citometria, estes foram identificados como mating type/sorotipo αB/aD (BOVERS et al., 2006). 

O estágio sexual de Filobasidiella neoformans é similar a de outros basidiomicetos 

heterotálicos bipolares. Células de mating type opostos (α e a) se fundem para formar um 

heterocarion que logo se desenvolve para formar hifas dicarióticas. Hifas com núcleos não fundidos 

e grampos de conexão típicos de basidiomicetos são então formados, seguido de divisões dos 

núcleos de forma sincronizada até a formação do basídio na extremidade da hifa. Ocorre então, a 

cariogamia seguida de meiose e esporogênese no ápice do basídio. Os quatro núcleos originados 

durante a meiose permanecem no basídio, enquanto mitoses repetidas pós-meiose geram quatro 

cadeias longas de até 40 esporos. Ao contrário de outros basidiomicetos, os esporos MATα e MATa 

são distribuídos randomicamente entre as quatro cadeias, na razão de 1:1 (KWON-CHUNG, 1975). 

Estudos têm revelado que a migração nuclear durante o cruzamento não acontece de forma 

aleatória e sim organizada e unidirecional do MATα para o MATa e que o DNA mitocondrial 

presente nos basidiósporos foi oriundo de um único tipo, MATa. Estes achados levaram os autores a 

proporem que células MATα e MATa, embora morfologicamente indistinguíveis, possuem genes 
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com funções distintas durante o cruzamento, com o MATα exercendo papel de doador genético e o 

MATa de aceptor genético (XU et al., 2000; McCLELLAND et al., 2004). 

C. neoformans, na fase assexuada, apresenta-se como célula de forma globosa, ovalada ou 

alongada, com ou sem blastoconídios com a cápsula polissacarídica característica que é facilmente 

observada em preparações com tinta da China ou nigrosina. Vários meios de cultura podem ser 

utilizados para o cultivo desta levedura, dada a sua baixa exigência nutricional, necessitando de 

fontes simples de carbono e nitrogênio. Ágar Sabouraud e ágar BHI (Brain Heart Infusion) 

acrescido de antibacterianos são alguns dos meios mais utilizados para o seu cultivo em laboratório 

de rotina. Meios presuntivos como ágar Niger e ágar L-dopa ou dopamina são utilizados na 

identificação prévia do agente. C. neoformans possui a enzima fenoloxidase, que oxida o ácido 

cafeico presente no ágar Níger, resultando na formação de substâncias semelhantes à melanina, 

deixando as colônias de cor marrom (LACAZ et al., 2002). 

Na identificação desta levedura, são observadas características como a presença de 

blastoconídios isolados ou múltiplos, presença de cápsula, assimilação de inositol, produção de 

urease e fenoloxidase. Para a identificação das espécies, devem-se utilizar provas de assimilação de 

fontes de carbono e de nitrogênio. A assimilação do inositol e de D-glucuronato caracteriza o 

gênero e provas de fermentação não são realizadas, pela inabilidade da levedura em fermentar 

carboidratos (KURTZMAN e FELL, 1998). 

Aspectos fenotípicos, habitat, epidemiologia, manifestações clínicas e resposta a terapia 

antifúngica são alguns dos vários pontos em que C. neoformans var. neoformans difere de C. 

neoformans var. gattii. C. neoformans var. gattii assimila D-prolina, D-triptofano e ácido málico, 

utiliza creatina como fonte de carbono e nitrogênio, ao contrário de C. neoformans var. neoformans. 

A identificação dessas duas variedades in vitro pode ser feita em ágar canavanina, glicina, azul de 

bromotimol (CGB) e neste meio apenas a var. gattii é resistente a canavanina e capaz de utilizar a 

glicina como única fonte de carbono e nitrogênio. O meio é alcalinizado devido à liberação de 

amônia, o que é revelado pela mudança de cor (KWON-CHUNG et al., 1992; SORRELL, 2001). 

 

Ecologia 

C. neoformans é levedura cosmopolita com grande capacidade de adaptação, sobrevivendo 

ao frio congelante da Antártida, a elevadas altitudes do Himalaia e a salinidade dos mares 

(CASADEVALL e PERFECT, 1998). 

Atualmente, é grande o número de trabalhos publicados sobre a ecologia de C. neoformans, 

em busca do maior entendimento de sua biologia, epidemiologia e patogenicidade. 

O primeiro isolamento de fontes ambientais foi de suco de pêssego por Sanfelice, em 1894. 

A pesquisa de fontes naturais de C. neoformans e sua relação com o meio ambiente só foi 
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intensificada nos anos 50 com os trabalhos pioneiros de Emmons (EMMONS, 1951 e 1955 apud 

CASADEVALL e PERFECT, 1998). Este autor conseguiu isolar C. neoformans de solos 

contaminados com fezes de aves, propondo uma possível relação entre o fungo e excrementos de 

pássaros, principalmente de pombos (Columbia livia). Esta associação foi logo consolidada, quando 

o mesmo autor verificou a presença da levedura em 14 de 127 amostras, sendo 10 oriundas de locais 

frequentados por pássaros (EMMONS, 1955). Ajello (1958), alguns anos mais tarde, isolou a 

levedura em 71% das amostras de solos contaminados com fezes de pombos e outras aves. Mais 

recentemente, 331 amostras coletadas da cloaca de pombos foram investigadas para presença da 

levedura. Cryptococcus spp foi isolado em 26 (7,85%) amostras, sendo 11 Cryptococcus 

uniguttulatus, seis C. laurentii, seis C. neoformans var. neoformans e três C. albidus (ROSARIO et 

al., 2005) 

A associação de C. neoformans var. neoformans  com excretas de aves tem sido atribuída a 

uma série de adaptações bioquímicas que permitiriam a sobrevivência e crescimento neste nicho. 

Kwon-Chung, (1991), analizando fezes de pombos, verificou que a alta concentração de creatinina 

exercia uma função seletiva contra bactérias e fungos saprobiotas. Além disso, a autora verificou 

que C. neoformans possuia uma deaminase que catalizava a conversão da creatinina a metil 

hidantoína e amônia (POLACHECK e KWON-CHUNG, 1980; KWON-CHUNG, 1991). Um fato 

interessante é que a variedade gattii não está associada a fezes de pombos, apesar de também 

possuir esta enzima, provavelmente devido a uma diferença na regulação de sua via (KWON-

CHUNG, 1976; POLACHECK e KWON-CHUNG et al., 1980). A associação de C. neoformans 

com excrementos de outras espécies aviárias foi também descrita, incluindo canários, papagaios e 

frangos (STAIB, 1962; STAIB et al., 1984; BAWENS et al., 1986; SWINNE et al., 1986; SWINNE 

et al., 1989; CASADEVALL et al., 1992; GRISEO et al., 1995; LOPEZ-MARTINEZ et al., 1995; 

ABEGG et al., 2006). 

Em Bujunbura, Burundi, na Africa Central, C. neoformans var. neoformans foi isolado de 

poeira doméstica em 35% das residências de pacientes aidéticos que mantinham contato com aves 

(SWINNE et al., 1989; SWINNE et al., 1994). Pal (1997) analisou 28 amostras de fezes de pombos 

coletados em Kathmandu, Nepal e sete foram positivas (25%) para C. neoformans var. neoformans.  

Na região da Apulia (Itália), foram encontrados C. neoformans var. neoformans, C. laurentii e C. 

albidus em três cavernas de interesse arqueológico, em fezes de morcegos, de pombos, de raposas e 

em amostras de solo (MONTAGNA et al., 2003). Na região de Madras, Índia, 887 amostras de 

fezes de diferentes aves foram analisadas, sendo 106 positivas para C. neoformans (12%). Um fato 

novo e de grande importância foi o isolamento de C. neoformans de excrementos de corvos, ave 

ubíqua na Índia (GOKULSHANKAR et al., 2004). Em outro estudo, C. neoformans sorotipo A foi 

isolado de fezes de galinha em 36 de 150 casas (24%), durante a estação seca e em seis (4,0%), na 



 6 

chuvosa no subúrbio da Tailândia, o resultado levou os autores a sugerirem que este seria a razão da 

alta incidência de meningite criptocóccica em pacientes HIV positivos (KUROKI et al., 2004). C. 

neoformans var. grubii (sorotipo A) também foi isolado de Eucalyptus camaldulensis em regiões de 

solo com elevada alcalinidade, na região do Mediterrâneo (ERGIN et al., 2004) e em diversas 

espécies de árvores usadas para enfeitar jaulas num zoológico, na Bélgica (BAUWENS et al., 

2004). Mais recentemente, 762 isolados ambientais coletados de três regiões dos EUA foram 

analisados. C. neoformans sorotipo A foi o mais prevalente (85,3%) seguido do sorotipo D (7,6%) e 

AD (7,1%), nenhum sorotipo B ou C foi encontrado e todos foram mating type α (LITVINTSEVA 

et al., 2005). Na Malásia, de 544 excretas de aves coletadas de zoológico, pet shops e áreas 

públicas, 20 foram positivas para C. neoformans. Todos foram sorotipo A, MATα e sensíveis para 

anfotericina B, fluconazol e itraconazol (TAY et al., 2005). 

O nicho ecológico da variedade gattii foi descoberta em 1990 por Ellis e Pfeiffer, quando 

identificaram o primeiro habitat natural da variedade, associando-a com E. camaldulensis, e 

relacionando a distribuição deste eucalipto com a da criptococose causada por esta variedade. Os 

autores postularam uma teoria de exportação em que esta poderia ter associação biotrófica 

específica com E. camaldulensis e, uma vez presente nestes, seriam exportados com as mudas ou 

sementes, da Austrália para outros países. Um reforço desta teoria foi obtido por Pfeiffer e Ellis, em 

1991, ao relatarem o primeiro isolamento, fora da Austrália, da variedade gattii, de E. 

camaldulensis. 

C. neoformans var. gattii foi isolada a partir de Eucalyptus tereticornis, na Costa do Ouro, 

Queensland por Pfeiffer e Ellis, (1992) e na Cidade do México por Licea et al., (1996). Mais tarde 

Pfeiffer e Ellis, (1997) reconheceram mais três espécies de eucaliptos, Eucalyptus rudis, Eucalyptus 

gomphocephala e Eucalyptus blakelyi como hospedeiros naturais de C. neoformans var. gattii, na 

Austrália. Os relatos de isolamento de C. neoformans de árvores e madeiras em decomposição 

levantaram a questão sobre a possibilidade destas fontes, serem as naturais para a levedura 

(LAZERA et al., 1993, 1996, 1998 e 2000; RANDHAWA et al., 2001). Os basidiomicetos, grupo 

em que se inclui C. neoformans possuem a lacase e fenoloxidase que fazem parte de um complexo 

enzimático, com capacidade de degradar lignina presente em troncos (EGGERT et al., 1996). No 

Uruguai, a presença desta variedade foi relatada em ninho de vespa (Polybia accidentalis) por 

Gezuele et al., (1993). Mais recentemente, dois tipos moleculares de C. neoformans var. gattii (VGI 

e VGII) foram isolados de insetos (ordem Lepidoptera; família Oecophoridae) presentes em uma 

única cavidade em árvores da espécie E. tereticornis (KIDD et al., 2003). 

Embora a ocorrência da variedade gattii tenha sido sempre associada a espécies de 

eucaliptos, Lazera et al., (1998) isolaram esta variedade repetidamente de um oco de outra espécie 

de árvore (Moquilea tomentosa). Na região nordeste do Brasil, Lazera et al., (2000) isolaram ambas 
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as variedades de C. neoformans de ocos de árvores de gêneros diferentes, inclusive compartilhando 

o mesmo oco, sugerindo ser este o nicho ecológico primário da levedura. Vilcins et al., (2002) e 

Davel et al., (2003) também relataram o isolamento desta variedade a partir de outras espécies de 

árvores. Na Índia, C. neoformans var. gattii foi isolada de flores de E. tereticornis enquanto a 

variedade grubii foi isolada de cascas de E. camaldulensis em duas ocasiões diferentes, mas 

possuíam o mesmo genótipo e foram mating type α (GUGNANI et al., 2005) 

No Brasil, a variedade gattii foi também isolada de excretas de morcego no sótão de uma 

casa velha no Rio de Janeiro (LAZERA et al., 1993). Nesta cidade, Passoni et al., (1998) isolaram 

C. neoformans var. neoformans de poeira doméstica e de excretas de aves de cativeiro, como 

canários, periquitos e outros psitacídios. Índices elevados de poeira domiciliar e de amostras do 

peridomicílio (13 a 50%) apresentaram contaminação com esta levedura. Na cidade de São Paulo, 

38 locais da região central foram escolhidos para coletar amostras de fezes de pombos e fragmentos 

de árvores e em 10 locais (26,3%) foram isolados C. neoformans var. neoformans. Ainda no mesmo 

trabalho, amostras de 12 árvores do gênero Eucalyptus spp foram coletadas mensalmente durante 

dois anos e C. neoformans var. gattii foi isolado da mesma árvore no parque do Ibirapuera em duas 

ocasiões diferentes (novembro de 1996 e 1997). C. neoformans var. neoformans também foi isolado 

neste e no Parque da Aclimação, mostrando que as duas variedades estão presentes em áreas 

urbanas onde há grande trânsito de pessoas (MONTENEGRO e PAULA, 2000). Fortes et al., 

(2001) isolaram C. neoformans var. gattii de ocos de Guettarda acreana, na floresta amazônica em 

áreas inexploradas pelo homem, no norte do país. Em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, foi 

realizado um estudo utilizando excretas de várias espécies de aves tais como canário belga (Serinus 

canaria), canário do reino (Cordiulis cocullatos), canário da terra (Sicalis flaveola brasiliensis), 

periquito australiano (Melopsittacus unolulatus), Colopsitas (Psittacidae), agapore (Psittacidae), 

mandarim (Psittacidae), pomba rabo de leque (Columba sp), pombo africano (Columba sp) e 

papagaio (Psittacidae). As amostras de fezes foram obtidas de lojas de aves, escolas, domicílios e 

de solos em ambientes abertos. Concentrações elevadas de C. neoformans var. neoformans, sorotipo 

A, de até 46000 propágulos viáveis por grama de material seco foram encontradas, refletindo a 

existência de fontes ambientais na forma de microfocos (FILIÚ et al., 2002). Na cidade de 

Araraquara, no interior de São Paulo, foram estudadas as características fenotípicas e genotípicas de 

isolados de C. neoformans coletados de fezes de pombos em dois focos, 1o e 5o andar, de um prédio 

do centro da cidade. Os isolados do primeiro andar foram mais heterogêneos quando comparados 

com os do quinto, sugerindo que a fonte e/ou o habitat que os pombos se expuseram foram distintos 

(ANDRADE, 2003). Raso et al., (2004) relataram um surto de criptococose em psitacídios de um 

aviário em São Paulo. Sete aves morreram de criptococose disseminada e C. neoformans var. gattii 

foi isolada, identificada com base em testes bioquímicos, fisiológicos e sorológicos e a 
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concentração inibitória mínima foi determinada para fluconazol (64µg/mL), mostrando resistência a 

esta droga. Em Goiania, 290 amostras de fezes de aves, solos, plantas ornamentais e outros 

materiais associados a eucaliptos foram analisadas e a sensibilidade a fluconazol, itraconazol e 

anfotericina B foi determinada. C. neoformans var. grubii foi isolado em 20,3% (36/177) das 

amostras de fezes de pombos e em 14,3% (5/35) das de eucaliptos, mas nenhum apresentou 

resistência às três drogas testadas (KOBAYASHI et al., 2005). Da mesma forma, na cidade de 

Santos foram analisadas 116 amostras, sendo 79 de fezes de pombos e 37 do ar atmosférico do 

mesmo ambiente. Além de C. neoformans sorotipo A, isolado em 11 amostras (13,9%), outras 

espécies foram encontradas como C. albidus (12,6%) e C. laurentii (8,9%), e uma cepa de C. 

neoformans foi resistente a fluconazol (SOARES et al., 2005). Recentemente, excretas de 59 

espécies de aves mantidas em cativeiro foram verificadas para presença de C. neoformans. Trinta e 

oito isolados de C. neoformans foram obtidos sendo 33 (87%) identificados como C. neoformans 

var. grubii e os cinco restantes (13%) como C. gattii (ABEGG et al., 2006). Baroni et. al. (2006), 

analisaram amostras coletadas de várias igrejas do Rio de Janeiro, incluindo fezes de pombos, 

amostras do ar e do solo e também de insetos. C. neoformans foi isolado em 37,8% das amostras de 

fezes (83/219) e em 4,93% (15/304) das amostras de ar, todos sorotipo A. 

 

Epidemiologia 

A criptococose é importante infecção oportunista que acomete indivíduos sadios e 

imunossuprimidos, principalmente aqueles com Aids (MITCHELL e PERFECT, 1995). C. 

neoformans var. grubii, sorotipo A tem distribuição mundial e é a principal variedade associada a 

pacientes aidéticos, mesmo em áreas onde anteriormente prevalecia a variedade gattii (MITCHEL e 

PERFECT, 1995; CASADEVALL e PERFECT, 1998). Na África Central, 47 isolados de C. 

neoformans (sete entre 1951 e 1969 e 40 após este período) foram analisados. Entre 1951 e 1969, 

seis dos sete isolados pertenciam à variedade gattii, enquanto os 40 isolados obtidos após 1969 

foram da variedade neoformans (SWINNE et al., 1986). A variedade neoformans, sorotipo D tem 

distribuição mais limitada com prevalência significativa na Europa (DROMER et al., 1996). C. 

gattii (= C. neoformans var. gattii) sorotipos B e C, por sua vez, tem distribuição limitada a regiões 

tropicais e subtropicais, comportando-se como patógeno primário, acometendo com freqüência, 

indivíduos imunocompetentes (SORREL, 2001). Em regiões da Austrália, Brasil, Camboja, Havaí, 

Sul da Califórnia, mais de 35% dos isolados pertenciam a esta espécie (KWON-CHUNG e 

BENNETT, 1984). Todos foram sorotipados como B, exceto no Sul da Califórnia onde 11 de 35 

isolados foram do tipo C. Na Austrália, Ellis verificou que 50% dos casos de criptococose eram 

causados por C. gattii (ELLIS, 1987). Em Papua, na Nova Guiné, esta espécie foi responsável por 

cinco de seis casos (CURRIE et al., 1990). 
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Infecção por HIV ainda é o principal fator de risco para criptococose e estima-se que 6-8% 

dos pacientes com Aids desenvolvem em algum momento, infecção criptocóccica (FERNANDES et 

al., 2000; MARTINEZ et al., 2001; COLOM et al., 2001; TINTELNOT et al., 2004). A incidência 

de criptococose em pacientes com Aids no mundo varia em torno de 5 a 30% e as maiores 

incidências ocorrem no sudeste dos Estados Unidos e África Equatorial (MITCHELL e PERFECT, 

1995). Destes pacientes, 10 a 25% morrem no início da terapia e 30 a 60% dentro de 12 meses 

(POWDERLY et al., 1992; KNUDSEN et al., 1997; ROBINSON et al., 1999) e em algumas regiões 

atinge 100% de mortalidade (MWABA et al., 2001). Louie et al., (2004) avaliaram a prevalência de 

infecções oportunistas em 100 pacientes HIV positivos hospitalizados na cidade de Ho Cho Minh, 

no Vietnã e a criptococose teve freqüência de 9%. Dromer et al., (2004) revisaram 1644 casos de 

criptococose associados a pacientes HIV positivos na França, após a introdução da terapia 

antiretroviral. Foi verificada uma queda de 46% na incidência da criptococose, após a introdução 

desta terapia (292 casos, 1997-2001), comparado aos anos que a antecederam (1352 casos, 1985-

1996). Origem africana, idade, infecção por HIV, demora no diagnóstico e no estabelecimento da 

síndrome foram alguns dos fatores demográficos associados ao aumento de risco da criptococose no 

período pós HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy). Na região da Carolina do Norte, 

Estados Unidos, a incidência de criptococose entre 1981-2000 foi de 19 novos casos/106 

indivíduos/ano entre os homens com um pico de incidência de 44,8 em 1992 e entre a população 

feminina foi de 2,6 novos casos/106 indivíduos/ano com um pico de 5,6 em 1997. Em ambos os 

grupos, uma nítida influência da epidemia da Aids foi observado na incidência da criptococose e da 

mesma forma, uma queda acentuada ocorreu após a metade da década de 1990, quando a terapia 

antiretroviral foi implantada (FRIEDMAN et al., 2005). Na Tailândia foram avaliados 37 pacientes 

HIV negativos, de 1987 a 2003, que tiveram cultura positiva para C. neoformans. Dentre estes, 24 

tinham outras condições de imunossupressão associadas, sendo as mais freqüentes: tratamento com 

drogas imunossupressoras (41%), lupus eritematoso (16%), câncer (16%) e diabetes mellitus (14%). 

Vinte e três pacientes tiveram criptococose disseminada e o índice de mortalidade atingiu 27% 

(KIERTIBURANAKUL et al., 2006). No Brasil, de 1980 a 2005, 371.827 casos de Aids foram 

relatados e estima-se que 5 a 10% destes pacientes são acometidos por esta micose (BRASIL, 

2005).  

Na Espanha, a incidência da criptococose foi de 88,4% em homens contra 11,6% em 

mulheres, com prevalência de 100% de C. neoformans var. grubii/neoformans e 45,5% dos isolados 

foram sorotipados como A, 22,7% como D e 22,7%, como AD (COLOM et al., 2001). Na 

Colômbia, 370 isolados clínicos foram estudados quanto às variedades e sorotipos. Entre os 

isolados, 95,2% foram identificados como C. neoformans var. grubii/neoformans e 4,8% como C. 
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neoformans var gattii (=C. gattii), sendo 4,5% sorotipo B e 0,3% sorotipo C (ORDONEZ e 

CASTAÑEDA, 2001). 

Tintelnot et al., (2004), em continuação a pesquisa iniciada pela Confederação Européia de 

Micologia Médica (ECMM) em 1997, avaliaram 129 isolados clínicos provenientes da Áustria, 

Alemanha e Suíça. Foi encontrada prevalência de 74,5% (Áustria e Alemanha) e de 52% (Suíça) de 

C. neoformans var. grubii (serotype A), por outro lado, C. neoformans sorotipo AD e C. 

neoformans var neoformans sorotipo D foram encontrados em 26% e 22% dos isolados da Suíça, 

contra 8 e 17,5% da Alemanha e Áustria. 

Um estudo retrospectivo foi feito no Centro de Saúde e Hospital de Vancouver em que vinte 

e seis casos de criptococose, 15 em pacientes HIV positivos e 11 em HIV negativos foram 

diagnosticados no período de junho de 1997 a dezembro de 2002. A variedade grubii foi isolada de 

13 pacientes dos quais 10 eram HIV positivos, enquanto as variedades gattii e neoformans foram 

isoladas de três e dois pacientes, respectivamente. C. laurentii foi isolado de um paciente e em sete 

casos, o diagnóstico foi baseado apenas em observações histopatológicas. Ainda no mesmo 

trabalho, foi verificado que a maioria (10/15) dos pacientes HIV positivos desenvolveu doença 

sistêmica, enquanto os HIV negativos (8/11) apresentaram criptococose pulmonar (HOANG et al., 

2004). 

Na Índia, a maior parte dos 45 isolados de 36 pacientes com criptococose pertencia ao 

sorotipo A (87%), 11% (cinco isolados) ao B e um não foi tipável. Ainda no mesmo trabalho, pela 

primeira vez, foi reportado o isolamento de dois sorotipos, A e B, de um mesmo paciente 

aparentemente imunocompetente, isolados simultaneamente de pulmão e de abscesso no couro 

cabeludo (BANERJEE et al., 2004). Litvintseva et al. (2005) analisaram 176 isolados de C. gattii 

obtidos de pacientes africanos com Aids, dentre os quais, 22 (13,7%) de 161 isolados de Bostswana 

e 2 (13,3%) de 15 de Malawi foram sorotipo C. 

No Brasil, no período de 1992 a 1998, 19 de 78 pacientes com criptococose, internados em 

hospital universitário, em Belém, Pará, foram crianças menores de 13 anos de idade. Dentre estes, 

cinco foram a óbito em três meses, apesar do tratamento com anfotericina B (associado com 

fluconazol ou 5-fluorocitosina). C. neoformans var. gattii (= C. gattii) foi isolado em nove crianças 

(CORREA et al., 1999). Na Bahia, 104 prontuários de pacientes diagnosticados com meningite 

criptocóccica entre 1972 e 1996 foram avaliados e foi verificado que 1/3 dos casos ocorreram em 

indivíduos com idade inferior a 15 anos e sem fatores predisponentes aparentes (DARZÉ et al., 

2000). 

No hospital São José, centro de referência de pacientes com Aids em Fortaleza, no Ceará, 54 

amostras de líquido cefalorraquidiano foram avaliadas, no período de 1 de Janeiro a 31 de 

Dezembro de 2000, dentre estas, cinco foram positivas (9,25%) (MENEZES et al., 2002). Em São 
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Paulo, 84 isolados de C. neoformans obtidos de 61 pacientes com Aids e de 23 sem a síndrome 

foram avaliados quanto ao sorotipo e mating type. Entre os isolados de pacientes aidéticos, 60 

pertenciam a var. grubii (sorotipo A) e apenas um var. gattii. Por outro lado, 15 dos 23 isolados de 

pacientes sem a síndrome foram classificados como var. grubii e os oito restantes como var. gattii. 

Setenta e três de 75 isolados sorotipo A foram MATα e os outros dois, assim como os isolados da 

var. gattii não foram determinados (OHKUSU et al., 2002). 

Nishikawa et al., (2003) realizaram a sorotipagem de 467 isolados (387 clínicos e 80 

ambientais) obtidos de várias regiões do Brasil. Foi observada prevalência do sorotipo A (77,95%), 

seguido pelo sorotipo B (18,2%), AD (1,3%), D (0,4%), C (0,2%) e ainda os não tipáveis (1,93%). 

As prevalências de tipos da região sul e sudeste reproduziram o quadro observado mundialmente, 

ao contrário da região nordeste, em que prevaleceu o sorotipo B, ocorrendo igualmente em 

indivíduos saudáveis, tanto do sexo masculino quanto do feminino. Vidotto et al., 2005 verificaram 

que entre 151 isolados de C. neoformans do Estado de São Paulo, 97,35% foram sorotipo A e 

2,65% AD. 

 

Tipagem Molecular 

A tipagem molecular é potencialmente útil em determinar casos de recidiva ou reinfecção, 

demonstrando os graus de relação entre os isolados no início e em infecções posteriores de um 

mesmo paciente. Várias técnicas moleculares têm sido empregadas na caracterização de agentes 

patogênicos e dentre estas, o PCR-fingerprinting e RAPD são freqüentemente usados com sucesso 

para tipagem de leveduras como C. neoformans (MEYER et al., 1999 e 2003; HORTA et al., 2002; 

CASALI et al., 2003; IGREJA et al., 2004; NGAMWONGSATIT et al., 2005), Candida sp 

(ROBERT et al., 1995, RUHNKE et al., 1999; LEPHART et al., 2004, MARAIS et al., 2004), 

Paracoccidioides brasiliensis (SOARES et al., 1995; MOTTA et al., 2002; HAHN et al., 2003) 

dentre outros. 

A técnica de RAPD consiste basicamente na amplificação de fragmentos de DNA por PCR 

(Polymerase Chain Reaction) utilizando iniciadores aleatórios a uma temperatura baixa de 

anelamento gerando fragmentos de vários tamanhos que são separados e caracterizados por 

eletroforese em gel de agarose (WILLIAMS et al., 1990 e 1991). 

Em relação à C. neoformans, um dos primeiros trabalhos usando RAPD foi realizado por 

Crampin et al (1993), com 12 isolados, sendo nove provenientes de diferentes países, um de origem 

ambiental e dois oriundos de laboratórios. O DNA amplificado produziu um padrão de 4 a 12 

bandas com tamanho de aproximadamente 100 a 1500 pares de base. A análise dos resultados 

demonstrou que cada isolado gerou um padrão diferente de fingerprinting, que parece não estar 

relacionado ao sorotipo. Devido a sua simplicidade técnica, o RAPD apresenta facilidade de uso em 
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larga escala para estudos epidemiológicos, ajudando na identificação de possíveis origens de 

infecção, na diferenciação entre recidivas e reinfecção e até mesmo para identificar falha no 

tratamento. 

Na região de Nagasaki, isolados clínicos e ambientais de C. neoformans var. grubii (sorotipo 

A) foram examinados por RAPD, utilizando três iniciadores randômicos (R28, OPH-02 e OPH-20). 

Os perfis obtidos revelaram seis padrões entre 21 isolados clínicos e três padrões entre oito isolados 

ambientais. O padrão I foi o mais comum (18 entre 29 isolados) e foi encontrado em toda a região 

de Nagasaki. Os padrões I, III e IV foram encontrados tanto entre os isolados clínicos como nos 

ambientais. Os padrões I e IV tiveram uma distribuição característica e em particular o padrão IV 

foi isolado quase exclusivamente (cinco entre seis isolados) na cidade de Nagasaki. Dois isolados 

ambientais revelaram padrões de RAPD idênticos (padrões I e IV) aos dos pacientes, sugerindo que 

isolados clínicos e ambientais pertenciam ao mesmo pool de isolados de C. neoformans 

(YAMAMOTO et al., 1995).  

A relação genética de isolados clínicos e ambientais de C. neoformans foi também estudada 

por Lo Passo et al. (1997) nas Ilhas Maltesas, através da técnica de RAPD, utilizando quatro 

iniciadores, (GTG)5, (GACA)4, M13 e GCGGACGG. As amostras clínicas, isoladas durante um 

ano de pacientes com Aids mostraram grande homogeneidade, apresentando padrões de DNA 

fingerprinting idênticos. Os isolados ambientais, ao contrário, mostraram variabilidade genética 

ampla e nenhuma correlação entre o tipo molecular e o local de isolamento. 

Estudo foi realizado com 97 isolados de C. neoformans, de origem clínica e ambiental, 

através da técnica de RAPD com o iniciador M13, com o objetivo de comparar cepas do Brasil e da 

Austrália e verificar se ocos de árvores poderiam ser também fontes infectantes humanas. Foram 

observadas semelhanças entre os isolados brasileiros e diferenças acentuadas entre os brasileiros, 

australianos e cepas-padrões. Os achados sugeriram que ocos de árvores representavam fontes 

potenciais de infecção humana (TRILLES et al., 1998). Em outro estudo, 27 isolados clínicos e 10 

ambientais foram caracterizados e sua diversidade genética foi investigada por RAPD. Vinte e dois 

iniciadores aleatórios foram testados, dos quais oito confirmaram o polimorfismo, enquanto três 

agruparam a maioria dos isolados clínicos dentro de um único subgrupo (HORTA et al., 2002). 

Meyer et al., (1999 e 2003), em um estudo multicêntrico global, utilizaram a técnica de 

PCR-fingerprinting com o intuito de avaliar a estrutura genética de C. neoformans em mais de 400 

isolados clínicos e ambientais. Oito grupos principais foram encontrados; VNI e VNII (C. 

neoformans var. grubii sorotipo A), VNIII (sorotipo AD), VNIV (var. neoformans sorotipo D) e 

VGI-VGIV (C. neoformans var. gattii sorotipo B e C). Mais tarde, Meyer et al., (2003) estenderam 

o trabalho para outras partes do mundo aplicando além do PCR-fingerprinting, a técnica de RFLP 
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utilizando o gene URA-5. Ambas as técnicas agruparam os isolados nos mesmos oito grupos 

previamente estabelecidos e o tipo VNI mostrou-se mais prevalente entre os isolados. 

No Brasil, 124 isolados (105 clínicos e 19 ambientais) da região sul foram estudados quanto 

à morfologia, bioquímica, tipos moleculares e sorotipos. A maioria dos isolados clínicos e 

ambientais pertencia a C. neoformans var. grubii sorotipo A (89,5 e 52,6%, respectivamente) e 

foram classificados como mating type α (98,1 e 94,7%, respectivamente). A tipagem molecular com 

os iniciadores minissatélites M13 e microssatélite (GACA)4 agrupou a maioria dos isolados no 

grupo VNI, concordando com dados anteriores em que foi estabelecido que a maioria dos isolados 

de C. neoformans pertencia a este grupo (CASALI et al., 2003). Ainda no sul, 38 isolados 

ambientais foram tipados pelas técnicas de PCR-fingerprinting (M13 e (GACA)4) e cariotipagem 

eletroforética. Trinta e três dos 38 isolados foram identificados como VNI (C. neoformans var. 

grubii) e os cinco restantes como VGI (C. gattii) (ABEGG et al., 2006). 

Em estudos de genotipagem com a técnica de AFLP, Boekhout et al., (2001) avaliaram 207 

isolados de C. neoformans de origem clínica, veterinária e ambiental, de vários continentes. Seis 

clusters principais foram identificados, três abrangendo isolados de C. neoformans var. 

neoformans/grubii (sorotipo A e D) e os três restantes abrangendo a variedade gattii (sorotipo B e 

C).  

No Brasil, Trilles et al., (2003) analisaram padrões por AFLP de isolados clínicos e 

ambientais obtidos de fragmentos de árvores e verificaram grau alto de relação entre os isolados. A 

ocorrência do genótipo 6 (= VGII de W. Meyer) entre os isolados clínicos e ambientais tem 

chamado a atenção por atingir pacientes imunocompetentes e mais recentemente por estar 

implicado em um surto no Hospital em Vancouver Island, Canadá (TRILLES et al., 2003; 

BARRETO de OLIVEIRA et al., 2004; HOANG et al., 2004). 

Isolados de C. neoformans de dois grupos de pacientes aidéticos com criptococose, 

provenientes do Rio de Janeiro foram analisados por PCR-fingerprinting e RAPD. O primeiro 

grupo com 60 isolados seqüenciais de 19 pacientes foi analisado para verificar se a cepa era 

persistente ou se ocorria reinfecção por uma nova cepa. O segundo grupo, constituído de 11 

pacientes, cada um com dois isolados de sangue e líquido céfalo-raquiano e antes ou logo após o 

início do tratamento, foram analisados para determinar se o paciente foi infectado por diferentes 

cepas, simultaneamente. Todos os isolados foram tipados por PCR-fingerprinting, utilizando 

iniciadores minisatélites (M13) e microssatélites (GACA)4 e (GTG)5 e por RAPD empregando 

5SOR e CN1. Exceto em dois casos, todos os isolados obtidos do mesmo paciente apresentaram 

perfis idênticos independente da data ou do sítio de isolamento, confirmando que infecções 

persistentes foram causadas mais por relapsos do que por reinfecção (IGREJA et al., 2004). 
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Drogas antifúngicas e teste de sensibilidade 

Antes da descoberta dos antibióticos poliênicos que deu início a uma nova era de sucesso na 

terapia da criptococose, várias estratégias terapêuticas foram avaliadas, a maioria sem sucesso. 

Entre estas, podemos citar o uso de antibióticos como penicilina, tetraciclina e estreptomicina; 

metais pesados; vacinas autógenas e terapia hormonal. A utilização de estrógenos no tratamento da 

criptococose foi baseada na observação de que tanto em humanos quanto em animais, os machos 

eram mais suscetíveis a criptococose quando comparados às fêmeas. Estratégias utilizando métodos 

físicos como radioterapia e uso de extratos de plantas que apresentavam atividade anticriptocóccica 

foram também experimentadas, sem ou quase nenhum sucesso (CASADEVALL e PERFECT, 

1998). 

Em 1956, uma mulher diabética de 46 anos, com diagnóstico de meningite criptocóccica, foi 

tratada com um novo antibiótico poliênico, a anfotericina B que apresentava atividade fungicida in 

vitro. Foi administrada intravenosamente, 100mg da droga ressuspendida em 500mL de salina 

contendo 5% de dextrose por 6 horas; durante 12 dias. Seguido de mais cinco semanas de 

administração em dias alternados. Uma disfunção renal transitória foi observada durante o 

tratamento, mas no final de sete semanas a paciente estava recuperada e com a cultura do líquor 

negativa. A introdução da anfotericina B na terapia da criptococose propiciou uma nova 

perspectiva, aumentando o nível de cura em mais de 50% dos casos (CASADEVALL e PERFECT, 

1998). 

Anfotericina B tem atividade fungicida de amplo espectro e mesmo apresentando 

nefrotoxicidade associada em 50% dos pacientes, é o fármaco de escolha nos tratamentos de 

infecções fúngicas sistêmicas (WHITE et al., 1998; BARQUIST et al., 1999). A droga liga-se ao 

ergosterol presente na membrana plasmática do fungo formando um canal pelo qual saem 

componentes celulares, principalmente íons potássio provocando desequilíbrio do gradiente iônico, 

conseqüentemente a morte do fungo (WHITE et al., 1998). Mais recentemente, o efeito da droga na 

morfologia do fungo foi examinado, durante a infecção em murinos e redução da cápsula 

polissacarídica e diminuição do antígeno polissacaridico no soro foram observadas, sugerindo um 

mecanismo de ação adicional para esta droga (ZARAGOZA et al., 2005) 

A ocorrência de isolados de C. neoformans com resistência primária ou secundária a 

anfotericina B são relativamente raros e relacionados geralmente com alteração na composição do 

ergosterol que é o principal esterol presente na membrana dos fungos (KELLY et al., 1994; 

JOSEPH-HORNE et al., 1996; RODRIGUES-TUDELA, 1997). Casadevall et al., (1993) 

analisaram a sensibilidade de isolados seqüenciais de C. neoformans a anfotericina B e fluconazol 

de cinco pacientes com meningite criptocóccica recorrente. Não foi verificada diminuição da 

suscetibilidade em relação ao primeiro isolado de cada paciente, demonstrando que a recorrência 
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não foi devido à resistência. De forma semelhante, Brandt et al., (1996) analisaram isolados 

seqüenciais de 33 pacientes HIV positivos para verificar se ocorria reinfecção por uma nova cepa 

ou persistência da mesma com aquisição de resistência. Os isolados foram tipados por MEE 

(Multilocus Enzyme Electrophoresis), EK (Electrophoretic Karyotyping), RAPD e hibridização 

com CNRE-1, e determinada a concentração inibitória mínima (CIM) para anfotericina B, 

fluconazol e 5-fluorocitosina. A análise da tipagem demonstrou muito pouca variação nos perfis 

genotípicos, independente da técnica utilizada e da mesma forma, praticamente não houve variação 

da CIM. Os autores sugeriram que a persistência da infecção criptocóccica foi devida 

principalmente a falha no regime do tratamento ou do sistema imunológico do paciente e não por 

reinfecção ou aquisição de resistência à droga. Em Goiânia, 70 isolados clínicos e 40 ambientais 

foram avaliados quanto à sensibilidade a anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol. 

Todos os isolados foram sensíveis às quatro drogas mostrando o mesmo padrão de sensibilidade, 

independente da origem clínica ou ambiental (SOUZA et al., 2005). 

A droga 5-fluorocitosina pertence à classe de fármacos análogos da pirimidina, que interfere 

na síntese de DNA por inibir timidilato sintetase, e na síntese protéica por se incorporar ao RNA. 

Resistência primária à droga é comum em certas leveduras e bolores como em espécies de Candida 

não albicans, Aspergillus spp, C. neoformans e em fungos dimórficos. Resistência secundária 

também é comum, limitando seu uso clínico a terapias combinadas (WHITE et al., 1998). Bennet et 

al., (1979) em estudo multicêntrico, compararam os tratamentos, utilizando-se anfotericina B em 

monoterapia e com esta associada à 5-fluorocitosina. Quando as duas drogas foram utilizadas em 

associação, 67% dos pacientes apresentaram cura ou melhora do quadro, contra 41% dos pacientes 

tratados apenas com anfotericina-B. Além disso, nefrotoxicidade menor foi observada, bem como 

número menor de recaídas no grupo que recebeu 5-fluorocitosina. 

O surgimento de derivados azólicos com biodisponibilidade alta e toxicidade baixa, como 

fluconazol e itraconazol, abriu perspectivas a novos esquemas terapêuticos, sendo usado para fins 

profiláticos, manutenção da terapia e em uso combinado a anfotericina B. Os azóis são drogas 

fungistáticas e agem inibindo uma enzima P-450 da via biossíntética do ergosterol, a lanosterol 

14α-demetilase, codificada pelo gene ERG-11, interrompendo ou levando a produção insuficiente 

do ergosterol e conseqüente formação de membranas defeituosas. Espécies de Mucor são 

intrínsicamente resistentes aos azóis, Candida krusei e Aspergillus fumigatus apresentam resistência 

primária somente a fluconazol e cetoconazol, sendo normalmente sensíveis a itraconazol e 

voriconazol (WHITE et al., 1998). O uso abusivo dos derivados azólicos tem levado segundo 

alguns pesquisadores, ao aparecimento de isolados multirresistentes (GRAYBILL et al., 1998). Na 

Espanha, 317 isolados clínicos de C. neoformans foram avaliados frente à anfotericina B, 

fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina, voriconazol e ravuconazol. Apenas 53,4% dos isolados 
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foram sensíveis a fluconazol sendo comum a ocorrência de resistência cruzada a itraconazol 

(33,8%). A resistência a anfotericina B foi observada em 5,3% dos isolados e em 0,9% e 3,1% para 

voriconazol e ravuconazol, respectivamente (PERKINS et al., 2005). Pfaller et al., (2005a) 

avaliaram a atividade in vitro do itraconazol em 1615 isolados de C. neoformans. A droga foi ativa 

em apenas 80% dos isolados. 

Brouwer et al., (2004) compararam a atividade fungicida da anfotericina B em monoterapia, 

combinada a 5-fluorocitosina, a fluconazol e ao uso concomitante dos três. O uso combinado de 5-

fluorocitosina mostrou melhor eficiência na eliminação do fungo. Larsen et al., (2004) verificaram 

melhor atividade quando anfotericina B foi administrada em combinação a fluconazol. Na 

Argentina, um estudo avaliou a atividade antifúngica in vitro da anfotericina B, fluconazol e 

rifampicina sozinhas e combinadas. Resistência a anfotericina B foi comprovada, bem como 

sinergismo entre anfotericina B + 5-fluorocitosina e entre anfotericina B + rifampicina. Associação 

de fluconazol com 5-fluorocitosina não apresentou qualquer atividade inibitória nos isolados em 

estudo (RODERO et al., 2000). Ao contrário, Abdel-Salam, (2005) obteve sinergismo e atividade 

maior com esta combinação de drogas (fluconazol + 5-fluorocitosina) comparada a fluconazol + 

anfotericina B. 

Mais recentemente, novos esquemas terapêuticos foram utilizados no tratamento da 

criptococose. Preparações de anfotericina B em forma lipossomal têm mostrado boa resposta, com 

negativação do líquor mais rápida e com nefrotoxicidade menor (KOTWANI et al., 2001; CHEN et 

al., 2002, KHAN et al., 2005). Da mesma forma, os novos azóis, posaconazol e voriconazol 

também mostraram ser mais ativos e com espectro de ação maior do que fluconazol e itraconazol 

(PFALLER, 2001; VAN-DUIN, 2004; PFALLER et al., 2004). Atividade in vitro de posaconazol, 

voriconazol e fluconazol foram avaliados em 237 isolados de C. neoformans coletados entre 2001 e 

2002. Os dois primeiros mostraram mais eficiência do que fluconazol, apresentando CIM ≤ a 

1µg/mL em 98-100% dos isolados de C. neoformans (PFALLER et al., 2004). Barchiesi et al., 

(2001) verificaram que a conjugação de posaconazol e 5-fluorocitosina em 15 isolados de C. 

neoformans foi significativamente mais ativa comparada ao seu uso isoladamente, e não foi 

observado nenhum antagonismo entre estas, tanto in vitro quanto in vivo. Recentemente, 

voriconazol, posaconazol e ravuconazol foram testados em 1811 isolados clínicos de C. 

neoformans, coletados entre 1990 a 2004. Em 99% dos isolados a concentração inibitória mínima 

foi igual ou menor a 1µg/mL (PFALLER et al., 2005b). 

 

Fatores de virulência 

Vários fatores de virulência têm sido identificados como importantes para a patogenia de 

C. neoformans, dentre estes, podemos citar a capacidade de crescimento a 37oC, produção de 
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melanina, cápsula polissacarídica, mating type, enzimas e moléculas de sinalização celular 

(CASADEVALL e PERFECT, 1998; CLANCY et al., 2006). 

 

Cápsula polissacarídica 

C. neoformans possui uma cápsula polissacarídica que tem como componente principal a 

glucuroxilomanana (BHATTACHARJEE et al., 1984). A cápsula parece exercer papel importante 

na proteção da levedura contra a dessecação e ingestão por amebas do solo (NIELSON et al., 1978; 

STEENBERGEN et al., 2001; CASADEVALL et al., 2003). A observação de que cepas capsuladas 

foram capazes de sobreviver à fagocitose e de se replicar em Acanthamoeba castellanii, ao 

contrário de sua mutante, levaram os autores a sugerirem que a virulência de C. neoformans foi 

resultante de adaptações contra predadores do meio ambiente, presentes no solo e em vegetações 

(STEENBERGEN et al., 2001; CASADEVALL et al., 2003). 

Cepas acapsuladas, obtidas naturalmente ou por mutagênese, foram menos virulentas 

quando comparadas as capsuladas (KOZEL et al., 1971; FROMTLING et al., 1982; JACOBSON et 

al., 1982; KWON-CHUNG et al., 1986; CHANG e KWON-CHUNG, 1994). Chang e Kwon-

Chung, (1994) em estudos de clonagem, identificaram um gene (CAP 59) envolvido na formação da 

cápsula e verificaram que sua deleção levava a formação de um fenótipo acapsulado e também 

avirulento quando testados em camundongos. A importância da cápsula foi comprovada, após a 

reintrodução do gene que veio acompanhado pelo restabelecimento da condição de virulência. 

Dando continuidade ao trabalho, outros genes (CAP 64, CAP 60 e CAP 10) foram identificados e 

clonados mostrando-se igualmente importantes (CHANG et al., 1996; CHANG e KWON-CHUNG, 

1998; CHANG e KWON-CHUNG, 1999). 

 

Melanina e fenoloxidase (lacase) 

A melanina é um conjunto de substâncias com propriedades similares (BUTLER et al., 

2001). O interesse pela produção de melanina em células fúngicas vem de longa data e vários 

modelos de microorganismos foram usados para seu estudo, incluindo Neurospora crassa (FLING 

et al., 1963; LERCH, 1978), Podospora anserina (ESSER, 1963), Aspergillus nidulans (PIRT e 

ROWLEY, 1969; BULL e CARTER, 1973), Aspergillus oryzae (ICHISHIMA et al., 1984) e 

também em fungos patogênicos como C. neoformans (STAIB, 1962). 

A lacase catalisa a reação de oxidação da L-DOPA, formando um composto intermediário 

altamente reativo, a dopaquinona. Esta, na ausência de grupos tióis, forma o leucodopacromo, que é 

então oxidado a dopacromo. Na etapa seguinte, ocorrem hidroxilação e decarboxilação formando a 

melanina (OZEKI et al., 1997a; OZEKI et al., 1997b; WILLIAMSON et al., 1998). Desde os 

trabalhos pioneiros de Staib (1962), vários outros foram desenvolvidos com o objetivo de esclarecer 
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a biossíntese da melanina e sua relação com a patogenicidade de C. neoformans. Kwon-Chung et 

al., (1982), utilizando cepas mutantes não produtoras de melanina, verificaram que estas foram 

menos virulentas em infecção experimental (KWON-CHUNG et al., 1982; WANG e 

CASADEVALL, 1994; WANG et al., 1995). Wang et al., (1995) demonstraram que pequenas 

quantidades de melanina foram suficientes para proteger as células de C. neoformans de espécies 

reativas de nitrogênio, bem como de espécies reativas de oxigênio. Outras pesquisas verificaram um 

papel importante da melanina na proteção contra lise enzimática e microbiana (BLOOMFIELD e 

ALEXANDER, 1967; ROSAS e CASADEVALL, 2001), na proteção da célula fúngica contra a 

ação deletéria de radicais livres (HILL, 1992) e de agentes oxidantes como hipocloritos e peróxidos 

de oxigênio (JACOBSON e TINNELL, 1993, WANG et al., 1995) e na diminuição da 

suscetibilidade a anfotericina B e caspofungina (VAN DUIN et al., 2002). Outra função proposta é 

a mudança de carga na superfície celular, levando a interferência na fagocitose (WANG et al., 

1995). Huffnagle et al., (1995) verificaram que cepas que produziam grandes quantidades de 

melanina inibiam a produção de fator de necrose tumoral alfa (TNFα), que é uma das principais 

moléculas sinalizadoras na resposta inflamatória mediada por células T, envolvida no recrutamento 

e ativação de neutrófilos. Mais recentemente, uma cepa produtora de melanina e sua mutante foram 

comparadas e diferenças significativas foram encontradas quanto à capacidade de disseminação a 

partir dos alvéolos pulmonares para outros tecidos, demonstrando a importância da melanina tanto 

no início da infecção quanto na sua disseminação para outros tecidos (NOVERR et al., 2004). 

 

Mating type 

C. neoformans é um fungo heterotálico possuindo dois mating types (α e a). Cepas de C. 

neoformans sorotipo D que diferiam apenas em seu mating type foram comparadas e verificou-se 

que tanto as cepas parentais quanto as progênies mating type α eram mais virulentas do que as 

mating type a (KWON-CHUNG et al., 1992). 

Dados de sequenciamento de cepas congênitas de C. neoformans sorotipo D revelaram que o 

comprimento do locus MATα é superior a 100Kb enquanto de MATa é em torno de 120Kb. Ambos 

codificam mais de 20 genes, incluindo vários que são sabidamente essenciais em Saccharomyces 

cerevisae (KAROS et al., 2000; LENGELER et al., 2002; McCLELLAND et al., 2004). Nesta 

levedura, o gene STE12 (ativador de transcrição) é um membro da cascata de transdução de sinal da 

MAP quinase (Mitose Activate Protein) envolvido nos cruzamentos, desenvolvimento de pseudo-

hifa e frutificação haplóide (ROBERTS e FINK, 1994; HERSKOWITZ, 1995). Em C. neoformans, 

cepas mutantes com ausência do fator transcricional STE 12α permaneceram férteis, mas foram 

menos virulentas do que as não mutadas (CHANG et al., 2000; McCLELLAND et al., 2004). 

Chang et al., (2003) verificaram que cepas MATa mutantes com deleção do gene CPRa, que 
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codifica para receptor de feromônio, produziam cápsulas menores em cérebros de camundongos e 

apresentavam-se com virulência significativamente reduzida. Nielsen e colaboradores (2005) 

compararam a virulência de cepas congênitas de C. neoformans var. grubii a e α. Nenhuma 

diferença foi observada na taxa de sobrevivência quando cultivadas com ameba, nematódeos e 

macrófagos, assim como não houve diferença da virulência em camundongos infectados com as 

cepas isoladamente. Entretanto, durante uma coinfecção, as cepas α mostraram maior predileção 

pelo sistema nervoso central. 

 

Enzimas 

Diversas enzimas podem estar associadas à virulência de C. neoformans. Fosfolipases têm 

sido consideradas importantes fatores de virulência, em diversas espécies de fungos 

(GHANNOUM, 2000). Em C. neoformans, a fosfolipase parece exercer papel importante no escape 

da resposta imune do hospedeiro, na destruição de tecido pulmonar e na proteção do fungo contra 

ação de macrófagos (COX et al., 2001; NOVERR et al., 2003). Estudos têm verificado que esta 

proteção pode estar associada à produção de eicosanóides pelo fungo, modulando negativamente a 

função dos macrófagos (NOVERR et al., 2003). 

Urease é uma metaloenzima que cataliza a hidrólise de uréia a amônia e carbamato. A 

importância da urease como fator de virulência foi demonstrado em outros microoganismos como 

Helicobacter pylori e Proteus mirabilis (COX et al., 2000). Estes mesmos autores compararam 

cepas de C. neoformans urease positiva e sua mutante e observaram diferenças significativas na 

sobrevida dos animais e nas contagens da levedura. Os camundongos murinos infectados 

intratraquealmente com cepas mutantes (urease negativa) tinham uma sobrevida maior e uma 

contagem menor de colônias em amostras do cérebro. Além disso, nos exames histológicos do 

pulmão foi verificada uma resposta inflamatória mais intensa, naqueles animais infectados com 

cepas urease positiva sugerindo que a urease desempenha um papel importante na virulência de C. 

neoformans. Mais recentemente, foi demonstrado em infecção experimental que a urease exerce um 

papel importante na disseminação sistêmica de C. neoformans, contribuindo para invasão do 

sistema nervoso central por aumentar o seqüestro da levedura para o interior de microcapilares 

(OLSZEWSKI et al., 2004). 

Proteases são importantes fatores de virulência para diferentes patógenos. Em C. 

neoformans, as proteases podem contribuir para a virulência, destruindo proteínas da membrana 

celular do hospedeiro e inativando proteínas do sistema complemento, auxiliando na penetração 

tecidual e no escape dos mecanismos de defesa (CHEN et al., 1996; RUMA-HAYNES et al., 

2000). Degradação da fibronectina foi observada por uma serinoprotease de C. neoformans, bem 

como, hidrólise de laminina e de colágeno tipo IV por uma protease de massa molecular igual a 
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75kDa, indicando que este fungo produz enzimas extracelulares que podem ajudar na invasão do 

hospedeiro (RODRIGUES et al., 2003). 

Espécies reativas de oxigênio tais como radical superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio e 

radical hidroxil (OH-) são tóxicas para a célula e resultantes de metabolismo oxidativo e de burst 

oxidativo durante processo infeccioso. As principais enzimas envolvidas na detoxificação da célula 

são a superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (NARASIPURA et al., 2005). As 

superóxido dismutases (SOD) são metalo-enzimas que convertem radicais superóxido em peróxido 

de hidrogênio e oxigênio. Em C. neoformans, a superóxido-dismutase citosólica (Cu/Zn dependente 

- SOD1) tem sido estudada e cepas mutantes que tiveram o gene SOD1 deletado apresentaram 

virulência diminuída in vivo, maior suscetibilidade a neutrófilos in vitro e alteração da expressão de 

outros fatores de virulência como lacase, urease e fosfolipase (COX et al., 2003; NARASIPURA et 

al., 2003). Recentemente, a superóxido-dismutase mitocondrial (Mn dependente – SOD2) foi 

também caracterizada e assim como SOD1, cepas mutantes apresentaram virulência diminuída in 

vivo, mas não apresentaram alterações na suscetibilidade a neutrófilos, sugerindo que SOD1 e 

SOD2 apresentam papéis diferentes na biologia e virulência de C. neoformans (NARASIPURA et 

al., 2005). Missall e colaboradores (2005) identificaram e estudaram duas enzimas glutationa 

peroxidases (Gpx1 e Gpx2); cepas mutantes para um ou ambos os genes foram sensíveis a estresse 

peroxidativo e a macrófagos in vitro, mas não apresentaram diferenças de virulência em infecção 

experimental (MISSALL et al., 2005).  

A calcineurina é uma fosfatase específica para serina e treonina, constituída de duas 

subunidades (A, catalítico e B, regulatório) e ativadas por Ca+2/calmodulina. A atividade desta 

enzima parece ser crítica para o crescimento de C. neoformans a 37oC, filamentação durante o 

cruzamento ou frutificação haplóide e virulência em modelos animais (ODOM et al., 1997; CRUZ 

et al., 2000; FOX et al., 2001; CRUZ et al., 2001; FOX et al., 2003; KRAUS e HEITMAN, 2003; 

KRAUS et al., 2005). Cepas mutantes para subunidades A e B têm sido geradas e utilizadas em 

infecção experimental, mostrando-se avirulentas e sugerindo papel importante da calcineurina na 

patogenicidade de C. neoformans (ODOM et al., 1997; CRUZ et al., 2000; FOX et al., 2001).  

Recentemente, Rittershaus et al., 2006 observaram que glicoesfingolípide glucosilceramida 

de C. neoformans é um fator de virulência chave na criptococose com importantes implicações para 

o desenvolvimento de drogas. 

 

Patologia da criptococose 

A criptococose é uma infecção fúngica causada pela levedura capsulada C. neoformans 

(LACAZ et al., 2002). A porta de entrada no organismo é predominantemente pela via aérea 

superior, em que o fungo pode disseminar-se, dependendo do estado de defesa imunológica do 
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hospedeiro. Normalmente, as formas extrapulmonares da criptococose ocorrem em indivíduos 

imunossuprimidos por diversas condições, dentre as quais: Aids, colagenoses (uso de 

corticosteróides e outros agentes imunossupressores), diabéticos, portadores de neoplasias malignas 

e transplantados (em uso de imunossupressores). As localizações mais freqüentes são rins, ossos, 

sistema nervoso central e pele, sendo esta última acometida em 6 a 16% dos casos. Existem, 

contudo, relatos de casos de criptococose extrapulmonar em pacientes aparentemente 

imunocompetentes e o agente etiológico mais freqüentemente encontrado nestes casos é C. gattii, 

tido como fungo patógeno primário (CASADEVAL e PERFECT, 1998). 

 

RDA (Representational Difference Analysis) 

A interação fungo-hospedeiro durante a infecção criptocóccica é extremamente complexa e 

estudos moleculares associados a modelos de infecção in vivo são essenciais para identificar 

prováveis genes responsáveis pela manutenção e proliferação do agente no hospedeiro. Este dado 

ainda não foi explorado suficientemente na literatura, embora já se conheça o genoma deste fungo 

(LOFTUS et al., 2005). 

Nos últimos anos, algumas técnicas têm sido desenvolvidas com o propósito de avaliar a 

expressão diferencial de genes em um organismo ou célula e identificá-los (LIANG et al., 1994; 

WADA et al., 1997). Estas técnicas são ferramentas poderosas, que permitem detectar mudanças na 

expressão dos RNAs mensageiros (RNAm) sem qualquer conhecimento prévio dos genes em 

questão (PASTORIAN et al., 2000). Os métodos mais comumente usados para detectar genes 

diferencialmente expressos, são: RDA (HUBANK e SCHATZ, 1994), DD (Differential Display) 

(LIANG e PARDEE, 1992) e SH (Subtractive Hybridization) (DIATCHENKO et al., 1996). 

Basicamente, todos estes métodos foram desenvolvidos para amplificar e isolar seqüências de ácido 

nucléico, presentes em uma amostra e ausentes (ou expressos em menor extensão) em outra. 

O RDA em sua forma original foi designado para identificar diferenças entre populações de 

DNA genômico (LISITSYN et al., 1995). Esta metodologia foi subseqüentemente modificada para 

permitir a análise de populações de RNAm, sendo uma técnica poderosa e sensível para identificação 

de genes expressos diferencialmente (HUBANK e SCHATZ 1999), permitindo o isolamento de 

seqüências mais e menos expressas em duas diferentes populações de cDNAs (PASTORIAN et al., 

2000). Mais recentemente, populações de cDNAs foram caracterizadas pela técnica de RDA para 

identificar possíveis genes envolvidos no processo de infecção de Metarhizium anisopliae em 

carrapatos Boophilus microplus (DUTRA et al., 2004). 

A meningite criptocóccica ainda é problemática em pacientes imunossuprimidos e 

estudando-se o seu agente etiológico e a porta de entrada do fungo poder-se-á compreender melhor 

os mecanismos de interação iniciais entre ele e o hospedeiro. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Gerais 

• Caracterização de isolados de C. neoformans do Estado de São Paulo e Rio de Janeiro por 

métodos fenotípicos e moleculares. 

• Identificação de genes de C. neoformans com expressão diferencial em condição de infecção 

pulmonar em modelo animal. 

 

2.2. Específicos 

• Determinar as variedades por PCR, utilizando seqüências iniciadoras específicas.  

• Determinar os tipos sexuais (mating type α e a) por PCR. 

• Determinar os perfis genotípicos de C. neoformans, por PCR-fingerprinting com o iniciador 

microssatélite (GACA)4. 

• Determinar os perfis genotípicos de C. neoformans, por RAPD com a seqüência iniciadora 6 e 

compará-los com os perfis obtidos com (GACA)4. 

• Determinar os perfis genotípicos de C. neoformans por PCR-RFLP do gene da fosfolipase B 

(PLB1) utilizando a enzima de restrição Ava I. 

• Determinar os perfis de sensibilidade aos antifúngicos: fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina 

e anfotericina B. 

• Caracterizar transcritos diferencialmente expressos durante a infecção de C. neoformans, 

através da metodologia de RDA, após a recuperação da cepa de tecido pulmonar de camundongo. 
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3. METODOLOGIA 

3.1.Seleção dos isolados. 

Os 106 isolados de C. neoformans foram previamente identificados e estavam estocados nas 

micotecas do Instituto Adolfo Lutz de São Paulo, capital e da rede particular de laboratórios 

(Laboratório Diagnóstico da América), Rio de Janeiro. Quarenta e sete isolados do Estado de São 

Paulo e 59 do Rio de Janeiro foram selecionados e estes, foram reidentificados no Laboratório de 

Micologia Clínica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara e mantidos em caldo BHI 

(Brain Heart Infusion) e glicerol a –20 oC. 

  

3.2. Identificação de C. neoformans. 

3.2.1. Exame direto. 

As colônias isoladas foram observadas em preparações microscópicas com tinta da China 

para observação de cápsula. 

 

3.2.2. Identificação genérica e específica. 

Os isolados foram identificados em gênero através dos seguintes critérios, segundo 

Kurtzman e Fell (1998) e Kwon-Chung et al. (1992). 

1. Prova de urease: uma alçada microbiológica do cultivo da levedura de 48 a 72 horas de 

crescimento foi semeada em ágar uréia de Christensen e incubada a 37°C para observar 

produção de urease, evidenciado pela mudança de cor do meio (rosa). 

2. Presença de enzima fenoloxidase: realizada em ágar Niger a partir da cultura obtida em ágar 

Sabouraud, com 24 a 48 horas de crescimento. As culturas foram incubadas a 25°C e 

observadas diariamente até o 10o para verificar a produção de pigmentos de coloração 

marrom.  

3. Assimilação de inositol: realizada através de prova de assimilação de fontes de carbono a 

partir de cultivos prévios em placas de ágar Sabouraud de 24 a 48 horas de crescimento. 

A determinação das espécies foi executada com base em provas de assimilação de fontes de 

carbono e nitrogênio (KURTZMAN e FELL et al., 1998), a partir de cultivos prévios em placas de 

ágar Sabouraud de 24 a 48 horas de crescimento. Os acúcares glicose, galactose, lactose, melibiose, 

sacarose, maltose e celobiose foram utilizados como fontes de carbono e nitrato de potássio como 

fonte de nitrogênio. 

Os inóculos foram preparados a partir de suspensões de 108 células/mL (escala 1 de 

McFarland), os quais foram adicionados aos meios (C e N, fundidos previamente e separadamente) 

na proporção de 1/20. Após a solidificação, as fontes de carbono e nitrogênio foram distribuídas 
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equidistantemente nas placas contendo os meios C e N, respectivamente, incubada a 25°C e lidas 

após 48 a 72 horas. 

A diferenciação das espécies gattii e neoformans foi realizada pelo crescimento seletivo em 

meio glicina, canavanina e azul de bromotimol (CGB) e por assimilação de D-prolina, segundo 

Kwon-Chung et al. (1982). Leveduras com 24 a 48 horas de crescimento em ágar Sabouraud foram 

semeadas em tubos contendo ágar CGB e incubadas a 25°C. O cultivo foi observado diariamente 

até o quinto dia para a verificação de crescimento e alteração da cor. 

A assimilação de D-prolina foi realizada através da prova de assimilação de fontes de 

nitrogênio em meio N (KWON-CHUNG et al., 1982). 

 

3.3. Metodologia de extração do DNA genômico de C. neoformans. 

As culturas para extração de DNA foram realizadas a partir de uma colônia semeada em 

ágar Sabouraud acrescido de 0,25g/L de cloranfenicol a 30ºC durante 48 horas e em seguida em 

caldo YEPD acrescido de 2,9% de NaCl (10g/L de extrato de levedura, 20g/L de peptona, 20g/L de 

dextrose e 29g/L de NaCl) a 30ºC por 16 horas ou overnight sob agitação constante. 

As culturas foram transferidas para tubos de 50mL (tipo falcon) e centrifugadas a 1620 x g 

por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células foram lavadas, duas vezes, com 2mL de 

EDTA 0,05M. As leveduras foram transferidas numa quantidade de 300µL para Erlenmeyer 

contendo 4mL de tampão CES (citrato de sódio 20mM, pH 5,6; EDTA 50 mM, pH 8,0 e sorbitol 

0,9M) e 200mg de Novozyme 234 (concentração final de 50mg/mL). A suspensão de células foi 

incubada a 37°C durante 3 horas, sob agitação constante, transferida para tubo de 15mL e 

submetida a leve centrifugação (45 x g/5 segundos, 180 x g/5 segundos, 400 x g/5 segundos, 180 x 

g/5 segundos e 45 x g/5 segundos) para separação de restos celulares. Posteriormente, o 

sobrenadante foi transferido para outro tubo e centrifugado a 1620 x g por 10 minutos. Os 

protoplastos foram lavados duas vezes com 2mL de tampão CES, centrifugados a 1620 x g por 10 

minutos e transferidos para eppendorf para seguir-se o protocolo de extração de DNA, segundo 

DEL SAL et al., (1989). A lise dos protoplastos foi realizada pela adição de 500µL de tampão de 

lise (Tris-base 100mM, EDTA 10mM pH 8,0, SDS 1%) e proteinase K numa concentração final de 

aproximadamente 100 µg/mL. Esta suspensão foi agitada gentilmente e incubada a 56°C por 1 hora 

para inativação de DNAses. Após, foram adicionados 200µL de NaCl 5M com incubação a 65oC 

por 10 minutos e uma nova incubação de 20 minutos foi realizada após a adição de 100µL de uma 

solução de CTAB a 10% (brometo de cetiltrimetilamônio). Em seguida, foi adicionado 5µL de uma 

solução estoque de RNAse A a 20mg/mL e incubada por 1 hora a 37oC, para remoção de RNA. A 

extração de DNA foi realizada pela adição, volume a volume, de clorofórmio/álcool isoamílico 

(24:1) seguida de centrifugação a 15400 x g, a 4°C durante 10 minutos. A fase superior foi 



 25 

transferida para outro Eppendorf e extrações adicionais foram feitas quando quantidades grandes de 

proteínas foram visíveis na interface. Isopropanol foi adicionado volume a volume à suspensão para 

precipitar o DNA e incubada a – 20o C por 30 minutos. O precipitado foi centrifugado a 15400 x g 

por 10 minutos a 4o C e em seguida, lavado com etanol 70% e centrifugado a 15400 x g por 10 

minutos a 4o C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento contendo DNA foi invertido em um 

papel de filtro para secagem e após, adicionados 30 a 50µL de TE (Tris-base 40mM, EDTA 2mM 

pH8,0) para ressuspender e solubilizar o mesmo. A nova solução foi incubada a 37oC por uma hora, 

quantificado em espectrofotômetro em comprimento de onda de 260nm. (SAMBROOK e RUSSEL, 

2001) e estocado a -20oC. A pureza foi determinada em espectrofotômetro em comprimento de 

onda de 260nm e 280nm e analisada por eletroforese em gel de agarose a 1% em tampão TBE 1X 

(Tris-base 90mM, ácido bórico 90 mM, EDTA 2 mM pH 8,0) durante 1 hora e 30 minutos a 80 

volts. O gel foi corado pelo brometo de etídio e observado em luz ultravioleta. 

 

3.4. Reação de PCR para determinação das variedades. 

A reação de PCR para determinação das variedades foi realizada utilizando-se as seguintes 

seqüências iniciadoras (D' SOUZA et al, 2004). 

Sorotipo A ou AD: JOHE-7777 5’TTCAACCACGAATATGTA3’ e JOHE-7779 

5’AAGCCTCTCATCCATATCTT3’. 

Sorotipos A ou AD ou D: JOHE-7830 5’TTTCTGCTTTTCACCCATT3’ e JOHE-7833 

5’TGAACAAATACATCATGC3’ 

Sorotipos B ou C: JOHE-7773 5’GATCCTCACGCCATTACG3’ e JOHE-7775 

5’GAATGATGCGCTTAGTTGGA3’. 

Foram utilizadas concentrações de 25pmol de cada seqüência iniciadora e 25ng de DNA 

genômico num tubo contendo uma mistura de deoxinucleotídeos (0.22mM de cada dNTP), tampão 

(1,65mM MgCl2, 55mM KCl, Tris-HCl 22mM pH 8,4) e DNA polimerase termoestável fornecidos 

pelo Kit PCR Supermix (Invitrogen-life technologies). O volume final na reação de amplificação foi 

de 25µL sendo utilizada água Milli-Q estéril. 

A amplificação foi realizada através de um ciclo inicial com temperatura de desnaturação de 

94°C/5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C/30 segundos, 52°C/30 segundos, 72°C/1,5 minutos e 

um ciclo final a 72°C/7 minutos, utilizando-se aparelho termociclador Perkin Elmer modelo 

GeneAmp PCR System 9700. O produto amplificado foi separado em gel de agarose 1,5%, em 

tampão TBE 1x, durante 2 horas a 100 volts, corado com brometo de etídio e observado à luz 

ultravioleta. 
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3.5. Reação de PCR utilizando os iniciadores para mating type αααα e a. 

Foram utilizadas as seqüências iniciadoras para mating type αααα: 

5’CTTCACTGCCATCTTCACCA3’ e 5’GACACAAAGGGTCATGCCA3’, e para mating type a, 

a seqüência 5’CGCCTTCACTGCTACCTTCT3’ e 5’AACGCAAGAGTAAGTCGGGC3’ 

(CHATURVEDI et al., 2000). Foram utilizadas concentrações de 25pmol de cada seqüência 

iniciadora e 25ng de DNA genômico num tubo contendo uma mistura de deoxinucleotídeos 

(0.22mM de cada dNTP), tampão (1,65mM MgCl2, 55mM KCl, Tris-HCl 22mM pH 8,4) e DNA 

polimerase termoestável fornecidos pelo Kit PCR Supermix (Invitrogen-life technologies). A 

quantidade final na reação de amplificação foi de 25µL sendo utilizada água Milli-Q estéril. 

A amplificação foi realizada através de um ciclo inicial com temperatura de desnaturação de 

95°C/3 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C/1 minuto, 57,5°C/1 minuto, 72°C/1 minuto e um 

ciclo final a 72°C/7 minutos, utilizando-se aparelho termociclador Perkin Elmer modelo GeneAmp 

PCR System 9700. O produto amplificado foi separado em gel de agarose 2%, em tampão TBE 1x, 

durante 2 horas a 100 volts, corado com brometo de etídio e observado à luz ultravioleta. 

 

3.6. Reação de PCR-fingerprinting utilizando a região microsatélite (GACA)4. 

A reação foi realizada com concentrações de 25pmol de seqüência iniciadora [(GACA)4 = 

5’GACAGACAGACAGACA3’ (MEYER et al., 1999)] e 25ng de DNA genômico num tubo 

contendo uma mistura liofilizada de deoxinucleotídeos (0,4mM de cada dNTP); tampão (3mM 

MgCl2, 30mM KCl, Tris 10mM pH 8,3) e DNA polimerase termoestável, fornecidos pelo Kit 

Ready to Go (Pharmacia). O volume final na reação de amplificação foi de 25µL sendo utilizada 

água Milli-Q estéril. A amplificação foi realizada através de um ciclo inicial com temperatura de 

desnaturação de 94°C/5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C/20 segundos, 50°C/1 minuto, 

72°C/20 segundos, e um ciclo final a 72°C/6 minutos (MEYER et al., 1999), utilizando-se aparelho 

termociclador Perkin Elmer modelo GeneAmp PCR System 9700. O produto amplificado foi 

separado por eletroforese em gel de agarose a 2% em tampão TBE 1x durante 2 horas e 30 minutos 

a 150 volts. Os produtos de amplificação foram então corados com brometo de etídio e observados 

à luz ultra-violeta. 

 

3.7. Reação de RAPD utilizando a seqüência iniciadora 6. 

A escolha do iniciador 6 para este trabalho foi baseada em estudos anteriores realizados em 

nosso laboratório por Rezende (2002) e Vivaldini (2003). Nestes, seis seqüências iniciadoras 

randômicas (1, 2, 3, 4, 5 e 6), fornecidas pelo Kit Ready-to-Go (Pharmacia), foram avaliadas 

buscando selecionar uma que apresentasse perfil de bandas claras e definidas, e maior poder 

discriminatório entre os isolados. A partir da análise dos perfis genéticos obtidos com as seqüências 
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iniciadoras, a 6 de seqüência 5’CCCGTCAGCA3’foi a que gerou maior polimorfismo e por isso foi 

a escolhida (Anexo 1). 

A reação foi realizada com concentrações de 25pmol de seqüência iniciadora 6 e 25ng de 

DNA genômico num microtubo contendo uma mistura liofilizada de deoxinucleotídeos (0,4mM de 

cada dNTP); tampão (3mM MgCl2, 30mM KCl, Tris 10mM pH 8,3) e DNA polimerase 

termoestável, fornecidos pelo Kit Ready to Go (Pharmacia). O volume final na reação de 

amplificação foi de 25µL sendo utilizada água Milli-Q estéril. 

A amplificação foi realizada através de um ciclo inicial com temperatura de desnaturação de 

95°C/5 minutos, seguido de 45 ciclos de 95°C/1 minuto, 36°C/1 minuto, 72°C/2 minutos, e 1 ciclo 

final a 72°C/10 minutos, utilizando-se aparelho termociclador Perkin Elmer modelo GeneAmp PCR 

System 9700. O produto amplificado foi separado por eletroforese em gel de agarose a 2% em 

tampão TBE 1x durante 2 horas e 30 minutos a 150 volts. Os amplicons no gel foram então corados 

com brometo de etídio e observados à luz ultravioleta. 

 

3.8. Análise de polimorfismo do RAPD e PCR-fingerprinting. 

As imagens dos géis foram capturadas pelo aparelho ImageMaster VDS (Pharmacia 

Biotech). Os dados obtidos por PCR-fingerprinting e RAPD foram analisados pelo programa 

GelCompar II, versão 2.0, utilizando coeficiente de similaridade Dice. As matrizes geradas foram 

analisadas pelo coeficiente de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method, Arithematic 

Averages) originando um dendrograma. 

 

3.9. Reação de PCR-RFLP do gene da fosfolipase B (PLB1). 

Foram utilizados os iniciadores para o gene PLB1: IDPLB1 

(5'TGAGCTTCAGGCGGAGAGAGGTTTGG3') e IDPLB1R 

(5'AGGCTGGGTGGTGTTGTCGTCACC3') (LATOUCHE et al., 2003). 

Foram utilizadas concentrações de 50 pmol de cada seqüência iniciadora e 25ng de DNA 

genômico num tubo contendo uma mistura de deoxinucleotídeos (0.22mM de cada dNTP), tampão 

(1,65mM MgCl2, 55mM KCl, Tris-HCl 22mM pH 8,4) e DNA polimerase termoestável fornecidos 

pelo Kit PCR Supermix (Invitrogen-life technologies). A quantidade final na reação de 

amplificação foi de 50µL sendo utilizada água Milli-Q estéril. 

A amplificação foi realizada através de um ciclo inicial com temperatura de desnaturação de 

94°C/3 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C/45 segundos, 62°C/45 segundos, 72°C/1 minuto e 

um ciclo final a 72°C/7 minutos, utilizando-se aparelho termociclador Perkin Elmer modelo 

GeneAmp PCR System 9700. 
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O produto amplificado foi digerido com enzima de restrição Ava I por 3 horas ou overnight 

e os produtos, separados por eletroforese em gel de agarose a 3% em tampão TBE 1x durante 5 

horas e 30 minutos a 100 volts, corados com brometo de etídio e observados à luz ultravioleta. 

 

3.10. Cepas de referência. 

Foram utilizadas neste trabalho, as seguintes cepas de referência: WM148 (VNI - sorotipo 

A), WM626 (VNII - sorotipo A), WM628 (VNIII - sorotipo AD), WM629 (VNIV - sorotipo D), 

WM179 (VGI - sorotipo B), WM178 (VGII - sorotipo B), WM161 (VGIII - sorotipo B), WM779 

(VGIV - sorotipo C) (MEYER et al., 2003) e ATCC 28957 (sorotipo D, MATαααα) e ATCC 28958 

(sorotipo D, MATa). 

 

3.11. Testes de sensibilidade. 

Os perfis de sensibilidade dos isolados foram estudados frente à anfotericina B, 5-

fluorocitosina, fluconazol e itraconazol, segundo o documento M27-A2 (2002) do CLSI (Clinical 

and Laboratory Standards Institute) com modificações. Foi utilizado o meio RPMI 1640 (com L-

glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol), tamponado com MOPS [ácido 3-

(N-morfolino) propanosulfônico] pH 7,0 acrescido de 2% de glicose e incubação a 35ºC, sob 

agitação constante, durante 72 horas, utilizando placas estéreis com 96 poços de fundo plano. A 

leitura para determinação da CIM (Concentração Inibitória Mínima) foi realizada através de 

espectrofotometria em 490nm. A interpretação dos resultados foi baseada em 50% de inibição do 

crescimento, comparada com o controle positivo, para os azóis e 5-fluorocitosina e 90% de inibição 

para anfotericina B. Foi utilizada como controle dos testes uma cepa padrão ATCC 90012 de 

Cryptococcus neoformans, gentilmente cedida pelo Dr. Juan Luis Rodriguez Tudela, da Unidade de 

Micologia – Centro Nacional de Microbiologia – Instituto de Salud Carlos III – Madrid – Espanha. 

As drogas antifúngicas foram obtidas diretamente dos fabricantes na forma de pó e 

calculadas, quanto às suas potências seguindo recomendações do documento. Anfotericina-B e 

itraconazol foram dissolvidas, cada uma, em dimetilsulfóxido para obtenção de uma solução 

estoque a 3200µg/mL. As soluções-estoques de fluconazol e 5-fluorocitosina foram preparadas, 

cada uma, em água destilada estéril e ajustadas para 10240µg/mL. A partir destas concentrações 

foram preparadas 10 soluções intermediárias seguindo o esquema de diluição do anexo 2. As 

concentrações intermediárias variaram de 3200 a 6,25µg/mL (diluição 1/2) para anfotericina B e 

itraconazol e de 1280 a 2,5µg/mL (diluição 1/2) para fluconazol e 5-fluorocitosina. 

O meio liquido utilizado para a diluição das drogas e para ajuste do inóculo foi o RPMI 

1640 (com L-glutamina, sem bicarbonato e com indicador vermelho de fenol) na concentração de 
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10,4g/L acrescido de 2% de glicose e tampão MOPS 0,165M, pH 7,0, esterilizado através de 

filtração e conservado em refrigerador a 4°C. 

As soluções intermediárias das drogas foram diluídas 1:100 para anfotericina B e itraconazol 

e 1:10 para fluconazol e 5-fluorocitosina para se obter uma solução de trabalho de 32 a 

0,0625µg/mL para anfotericina-B e itraconazol e de 128 a 0,25µg/mL para as drogas 5-

fluorocitosina e fluconazol que foram dispensadas (volume de 100µL) nos poços da coluna 2 a 11. 

A fileira 2 contendo a maior e a 11 a menor concentração da droga, respectivamente. As placas 

foram estocadas a –70oC ou quando utilizadas no dia seguinte, permaneceram entre 4 a 6oC. 

Foram utilizadas culturas recentes de 48 horas de crescimento em meio de ágar Sabouraud a 

30°C. Colônias isoladas foram suspensas em 5mL de solução salina estéril 0,85% e 

homogeneizadas em aparelho Vortex por 15 segundos. A concentração dos inóculos foi ajustada até 

se obter uma transmitância equivalente a escala 0,5 de McFarland, correspondente a uma 

concentração na ordem de 1,0 x 106UFC/mL. Posteriormente, os inóculos foram diluídos (1/100) 

em  meio RPMI 1640, para obtenção de 1,0 x 104UFC/mL. Esta última foi dispensada nos poços de 

02 a 11 (volume de 100 µL) começando da fileira 2 que continha 100µL da maior concentração de 

droga até a 11 com a menor concentração. Este passo diluiu o inóculo (0,5x104 UFC/mL) e a 

concentração das drogas à metade (16 a 0,0313µg/mL para anfotericina-B e itraconazol e de 64 a 

0,125µg/mL para as drogas 5-fluorocitosina e fluconazol). O controle de crescimento consistiu de 

100µL de meio livre de droga (C+), e 100 µL da suspensão de levedura (poço 12). O poço da fileira 

01 não continha suspensão de levedura, apenas meio livre de droga (200µL), funcionando como 

controle de esterilidade ou branco para leitura espectrofotométrica (C-). 

As placas foram incubadas a 35°C, sob agitação constante, e a leitura foi realizada após 72 

horas, através de leitor automatizado para placas de microdiluição a 490nm. 

A determinação dos valores da CIM para anfotericina B foi feita pela inibição de 90% do 

crescimento, quando comparada ao controle positivo (meio livre de droga + suspensão de levedura) 

e inibição de 50% para 5-fluorocitosina e os azóis. 

De acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI, para fluconazol, cepas com valores de 

CIM50 ≤ 8,0µg/mL foram consideradas sensíveis, entre 16-32µg/mL sensíveis dependente de dose e 

≥ 64µg/mL resistentes. Para itraconazol CIM50 ≥ 1,0µg/mL foram consideradas resistentes, ≤ 

0,125µg/mL sensíveis e entre 0,25-0,5µg/mL sensíveis dependente de dose e para 5-FC, CIM50 ≥ 

32µg/mL resistentes, entre 8-16µg/mL intermediário e ≤ 4,0µg/mL sensíveis. Por fim, a norma M27 

A2, não define claramente os limites para identificação de isolados sensíveis e resistentes à 

anfotericina B. 
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3.12. Cultivo de C. neoformans – ativação/repressão gênica. 

Foi utilizada uma cepa padrão de C. neoformans var. grubii, sorotipo A, tipo molecular VNI 

(WM148). A extração de RNA foi realizada de duas situações: a primeira, referida como driver foi 

realizada a partir de culturas de 48 horas de crescimento, cultivadas em ágar Sabouraud dextrose 

acrescido de cloranfenicol a 30oC. A segunda extração, referida como tester, foi realizada a partir de 

culturas recuperadas de tecido pulmonar de camundongo BALBc após infecção experimental. Para 

isso, foi preparada uma suspensão de 109 leveduras em salina estéril que foi inoculada por via 

intranasal, em camundongos com idade de 30 dias, estes foram sacrificados após 12 dias de 

infecção. O pulmão foi assepticamente retirado e após maceração, plaqueado em ágar Sabouraud 

dextrose acrescido de cloranfenicol e feito incubação a 30oC. Colônias isoladas foram submetidas a 

exame direto em tinta da China para verificar presença de cápsula e cultivados em ágar Sabouraud 

dextrose acrescido de cloranfenicol por mais 24 horas a 30oC. 

 

3.13. Extração de RNA total (adaptação de Sokolovsky et al., 1990). 

O crescimento celular formado, após a incubação, foi lavado com água destilada estéril três 

vezes para posterior extração de RNA. As células de C. neoformans foram maceradas com 

nitrogênio líquido e rapidamente transferidas para um tubo (tipo falcon) contendo 3,5mL de Trizol e 

pérolas de vidro. A amostra foi agitada vigorosamente em vórtex por 15 minutos e após, 

centrifugadas a 1620 x g por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, 

adicionado de 0,2mL de clorofórmio para cada 0,75mL de trizol recuperado, agitado vigorosamente 

e deixado em repouso por 10 minutos. Após o repouso, a amostra foi centrifugada a 1620 x g por 15 

minutos e a fase aquosa, transferida para um novo tubo. Foi acrescentada 0,25mL de isopropanol e 

0,25mL de solução de citrato de sódio 0,4M e cloreto de sódio 0,8M para cada 0,75mL de trizol 

recuperado inicialmente, agitado gentilmente e deixado em repouso por 10 minutos a temperatura 

ambiente. A amostra foi centrifugada a 1620 x g por 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o 

precipitado, lavado com etanol a 75%. Nova centrifugação foi realizada a 1620 x g por 5 minutos, o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente. Finalmente, o 

precipitado foi ressuspenso em 30µL de água DEPC (Dietil Pirocarbonato) 0.01% e armazenado a -

70 °C. 

 

3.14. Reação de RDA. 

Foi seguido o protocolo descrito por Pastorian et al., (2000) modificado por Dutra et al., 

(2004). 
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3.14.1. Síntese de cDNA fita simples. 

A síntese da primeira fita de cDNA foi feita em uma reação contendo 1µg de RNA total, 

10pmol/µL da seqüência iniciadora (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3') e 

essa mistura foi aquecida por 2 minutos a 72oC. Em seguida foi acrescentado 10pmol/µL do oligo dT 

modificado (5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT(30)N1N, onde N=A, C, G ou T; N1=A, G 

ou C), 2µL de uma mistura de dNTPs (10 mM), 2µL de RNaseOUT (40U/µL) (Invitrogen), 0,4µL 

de DTT (100mM), 1,2µL de cloreto de magnésio (50mM), 2µL da enzima transcriptase reversa 

(200U/µL) (RT Superscript II - Invitrogen) e 4µL de tampão 5X (Tris-HCl 250mM pH 8,3; KCl 

375mM; MgCl2 15mM). Esta reação foi aquecida durante 1 hora e trinta minutos a 42oC. Após este 

período foi adicionado 80µL de TE (Tris-HCl 10mM; EDTA 1mM pH 8,0) e aquecida por mais 7 

minutos a 72oC. 

 

3.14.2. Síntese de cDNA fita dupla. 

Para síntese da segunda fita de cDNA foi utilizado 3µL da primeira fita, 10pmol/µL da 

seqüência iniciadora (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'), 10µL de tampão 10X (Tris-SO4 

600mM pH 8,9, (NH4)2SO4 180mM), 2µL de uma mistura de dNTPs (10mM), 2µL de sulfato de 

magnésio (50mM), 2µL de Taq Hi-Fi (Invitrogen) e água milli-Q estéril tratada com DEPC 0,01% 

para volume final de 100µL. As condições de amplificação foram as seguintes: um ciclo inicial por 1 

minuto a 95oC, seguido por 20 ciclos de desnaturação por 15 segundos a 95oC, anelamento por 30 

segundos a 55oC, e extensão por 5 minutos a 68oC e um ciclo final de extensão por 7 minutos a 68oC. 

 

3.14.3. Digestão com Sau3AI. 

1µg da fita dupla de cDNA de ambos tester e driver foi digerido com 1µL da enzima 

Sau3AI (10U/µL) (Promega), 5µL de tampão B (Tris-HCl 60mM pH 7,5; NaCl 500mM; MgCl2 

60mM; DTT 10mM), e água milli-Q estéril para volume final de 50µL durante 3 horas e trinta 

minutos a 37oC. Posteriormente, a reação foi purificada através do kit QIAquik (Qiagen) e 

quantificados a 260nm. 

 

3.14.4. Anelamento do primeiro par de adaptadores. 

Os produtos da digestão das amostras tester e driver (300ng) foram ligados ao primeiro par 

de adaptadores RBam12 (5’-GATCCGTTCATG-3’) e RBam24 (5’-

ACCGACGTCGACTATCCATGAACG-3’) (500pmol/µL), nas seguintes condições: 55oC/20 

minutos; 54oC/10 minutos; 53oC/1 minuto; 52oC/1 minuto; 50oC/1 minuto; 45oC/5 minutos; 40oC/5 
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minutos; 30oC/5 minutos; 25oC/5 minutos; 20oC/3 minutos; 15oC/5 minutos; 10oC/5 minutos; 

4oC/30 minutos. 

 

3.14.5. Ligação do primeiro par de adaptadores. 

Após anelamento foi adicionado 1µL de ligase (5U/µL) (Fermentas), 3µL de tampão ligação 

10X (Tris-HCl 400mM; MgCl2 100mM; DTT 100mM; ATP 5mM) e 3µL de ATP (10 mM) 

(Invitrogen), por 18 horas a 16oC em seguida a reação foi purificada através do kit QIAquik 

(Qiagen). 

 

3.14.6. Teste de ligação do primeiro par de adaptadores. 

Para confirmar a ligação dos adaptadores, foi feito o teste utilizando-se: 0,5µL da reação de 

ligação, 5µL de uma mistura de dNTPs (1mM), 2,5µL de tampão 10X (Tris-SO4 600mM pH 8,9; 

(NH4)2SO4 180mM), 2µL de cloreto de magnésio (50mM), 0,5µL de Taq Hi-Fi (Invitrogen) e água 

milli-Q estéril para volume final de 25µL, nas seguintes condições: um ciclo inicial por 1 

minuto/95oC, seguido por 25 ciclos de desnaturação por 45 segundos/95oC e extensão por 4 

minutos/72oC e um ciclo final por 10 minutos/72oC. A reação foi visualizada em gel de agarose 1% 

em tampão TBE 1X, corado pelo brometo de etídio (0,5µg/mL) e observado à luz ultra-violeta. 

 

3.14.7. Primeira amplificação. 

Foi feito um mix contendo 10,4µL de tampão 10X (Tris-SO4 600 mM pH 8,9; (NH4)2SO4 180 

mM), 8,3µL de cloreto de magnésio (50mM), 5,2µL de uma mistura de dNTPs e água milli-Q estéril 

para volume final de 93,4µL. Foram retirados 10µL desta mistura e adicionado 0,5µL de Taq Hi-Fi 

(Invitrogen) e reservado, ao restante  foi adicionado 0,1µL da seqüência iniciadora RBam24 e 6µL 

do produto de ligação, esta foi aquecida durante 2 minutos a 72oC, em seguida foi adicionado o 

restante do mix e aquecido por mais 5 minutos a 72oC, seguido de: 1 ciclo inicial de 1 minuto/95oC, 

seguido por 7 ciclos de 45 segundos/95oC; 4 minutos/72oC e um ciclo final de 10 minutos/72oC.  

Posteriormente foi realizada uma nova PCR, onde 6µL da primeira foi utilizado como 

amplicon para uma segunda reação realizada nas mesmas condições da anterior, entretanto esta foi 

amplificada 30 vezes. Como controle negativo foi utilizado a mesma mistura exceto o produto de 

ligação. A reação foi visualizada em gel de agarose 2,0% em tampão TBE 1X, corado pelo brometo 

de etídio e observado à luz ultravioleta.  

O produto final foi purificado e digerido com a enzima de restrição Sau3AI para remoção dos 

adaptadores e uma nova purificação foi feita. A segunda ligação foi feita usando-se os adaptadores 

NBam12 (5’-GATCCTCCCTCG-3’) e NBam24 (5’-AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAG-3’) 
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que foram anelados e ligados apenas aos produtos de amplificação da condição tester. Para isso, 

foram utilizadas as mesmas condições da primeira reação de anelamento e ligação (itens 3.14.4. e 

3.14.5.) e depois, purificada novamente antes da primeira subtração. 

 

3.14.8. Primeira subtração. 

Para primeira subtração, o tester (cDNA digerido e ligado aos adaptadores) e o driver (cDNA 

digerido sem os adaptadores) foram misturados na proporção de 1:10, acrescido de 50µL de acetato 

de amônio 7,5M e 375µL de etanol absoluto, a reação foi incubada por 3 horas à -20oC. 

Posteriormente, esta foi centrifugada a 20800 x g por 30 minutos e lavada com etanol 70%. O pellet 

foi ressuspendido em 4µL de tampão EE 3X (EPPS 30 mM (Sigma) pH 8,0; EDTA 3 mM), aquecido 

por 95oC/2 minutos. Em seguida, esta foi transferida para um tubo contendo 1,5µL de NaCl 5M, 

coberta com óleo mineral e incubada nas seguintes condições: 95oC/3 minutos; 67oC/24 horas. Após 

este período foi adicionado 40µL de água milli-Q estéril. 

 

3.14.9. Segunda amplificação. 

Após a primeira subtração, os produtos foram amplificados nas mesmas condições do item 

3.14.7., porém, utilizando o iniciador NBam24. 

O produto amplificado foi purificado e digerido com a enzima de restrição Sau3AI e a 

terceira ligação foi feita usando-se os adaptadores JBam12 (5’-GATCCGTTCATG -3’) e JBam24 

(5’-ACCGACGTCGACTATCCATGAACG-3’) que foram anelados e ligados apenas aos produtos 

da condição tester conforme os itens 3.14.4. e 3.14.5. e depois, purificado novamente antes da 

segunda subtração. Esta foi realizada de acordo com o item 3.14.8., porém na proporção de 1:100 de 

tester (produtos da terceira ligação) e driver. A amplificação foi feita com o iniciador JBam24, 

seguindo-se o protocolo descrito no item 3.14.7, após purificação, esta foi clivada com a enzima de 

restrição Sau3AI para remoção dos adaptadores, novamente purificados e, por fim, verificados em 

gel de agarose 2% em tampão TBE 1X corado pelo brometo de etídio, observado à luz ultra-violeta e 

em seguida foi feita a clonagem. 

 
3.14.10. Ligação dos fragmentos em vetor de clonagem. 

Os fragmentos de interesse foram ligados ao vetor de clonagem pUC 18, na proporção de 1:5 

(vetor / inserto). A reação de ligação foi efetuada em 1µL de tampão ligase (1X), 1µL de T4 DNA 

ligase, 1µL de ATP num volume final de 10 µL. Após incubação a 16oC/18horas, este foi 

precipitado e a transformação foi realizada em células de Escherichia coli. 
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3.14.11. Preparo de células competentes para transformação por eletroporação. 

Uma colônia de E. coli XL1 blue foi inoculada em 10mL de meio LB (Luria-Bertani) líquido 

por 18 horas a 37oC. Em seguida, foi inoculado 5mL deste pré-inóculo em 500mL de meio LB, 

incubado a 37oC sob agitação até atingir uma D.O. de 0,35-0,4 em comprimento de onda de 550nm. 

A cultura foi então resfriada em banho de gelo por 30 minutos e centrifugada a 4500 x g por 15 

minutos a 4oC. As células foram ressuspendidas em 450mL de água milli-Q estéril gelada, 

centrifugadas 4500 x g por 15 minutos a 4oC e ressuspendidas em 200mL de água gelada e 

submetidas a uma nova centrifugação. Em seguida as células foram ressuspendidas em 10mL de 

glicerol 10% gelado e centrifugadas. O precipitado foi ressuspenso em aproximadamente 2mL de 

glicerol 10% (3X1010 células/mL), em seguida estas foram aliquotadas, congeladas em nitrogênio 

líquido e mantidas a -80oC. 

 

3.14.12. Transformação de células de E. coli por eletroporação. 

Uma alíquota de 20µL de células competentes foi descongelada em banho de gelo e recebeu a 

adição de 1µL do sistema de ligação (item 3.14.9.). Esta mistura foi então colocada em uma cubeta 

de 0,2cm previamente gelada. A cubeta foi colocada no aparelho de eletroporação com os seguintes 

parâmetros: 2,5mV e 125Ω. Após o pulso as células foram recolhidas com 1mL de meio SOC 

(SAMBROOK e RUSSEL, 2001) e incubadas por 1 hora a 37oC. A suspensão foi plaqueada em ágar 

LB acrescido de 100µg/mL de ampicilina, IPTG (isopropil-tio-β-D-galactopiranosídeo) e X-gal (5-

bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranosídeo), nas concentrações de 0,1mM e 30µg/mL, 

respectivamente, e incubada por 18 horas a 37oC para a seleção de clones recombinantes. 

 

3.14.13. Extração de DNA plasmidial em microplaca. 

As colônias positivas foram crescidas em 1mL de meio LB contendo 50µg/mL de ampicilina 

em microplacas tipo deep well, por 18 horas (overnight), a 37oC sob agitação constante. Após este 

período 100µL dos clones cultivados foram transferidos para placas tipo ELISA, adicionado v/v de 

glicerol 50% e estocadas a -80oC. O restante do crescimento foi centrifugado a 2250 x g por 6 

minutos, o sobrenadante foi descartado e 250µL de solução GTE (glicose 50mM; Tris-HCl 25mM 

pH 8,0; EDTA 10mM pH 8,0) foram adicionados a cada poço. A microplaca foi submetida a 

agitação em vortex e novamente centrifugada a 2250 x g por 10 minutos a 20°C. O sobrenadante foi 

descartado e 80µL de solução GTE foram adicionados a cada poço. Após agitação em vortex as 

suspensões foram transferidas para uma placa tipo ELISA (fundo redondo) contendo 2µL de RNase 

(10mg/mL). Em seguida, 80µL de NaOH 0,2N; SDS 1% foram adicionados a cada poço, a placa foi 

homogeneizada por inversão e mantida à temperatura ambiente por 10 minutos. 80µL de acetato de 
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potássio 3M foram adicionados a cada poço. Após homogeneização por inversão a reação foi 

mantida à temperatura ambiente por 10 minutos. Após esse período, as placas foram incubadas a 

90oC por 30 minutos e em seguida resfriadas em banho de gelo e centrifugada a 2250 x g por 9 

minutos. A reação foi transferida para um sistema contendo uma placa Millipore (MAGV N22) no 

topo de uma placa tipo ELISA (fundo cônico) o qual foi centrifugado a 2250 x g por 6 minutos. O 

sistema foi desmontado, e a etapa seguinte consistiu na precipitação do DNA. Para tanto, 100µL de 

isopropanol foram adicionados ao filtrado, e a placa centrifugada a 2250 x g por 45 minutos, o 

precipitado foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em água milli-Q estéril. 

 

3.14.14. Seqüenciamento. 

O seqüenciamento foi realizado pelo método de Sanger et al., (1977) utilizando o 

seqüenciador automático MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences). As reações foram realizadas 

com o kit DYEnamic ET e Dye Terminator Cycle Sequencing (Amersham Biosciences), seguindo 

os protocolos recomendados pelo fabricante, utilizando o oligonucleotídeo M13 forward onde se 

utilizou um ciclo inicial por 95oC/2 minutos seguido de 35 ciclos a 95oC/20 segundos, 50oC/20 

segundos, 60oC/1 minunto A seqüência nucleotídica foi determinada através da incorporação de 

dideoxinucleotídeos (ddNTP) terminadores e foram analisadas e avaliadas automaticamente através 

dos cromatogramas gerados e interpretados pelo software MegaBACE 1000 sequencer convertidos 

em seqüência de DNA. 

 

3.14.15. Análise das seqüências. 

Inicialmente, as ESTs foram processadas utilizando o programa Phred (EWING et al., 

1998). Somente as seqüências com mais de 100 nucleotídeos e com qualidade Phred maior ou igual 

a 20 foram selecionadas. A retirada de seqüências contaminantes de vetor foi realizada, utilizando-

se o programa Crossmatch (GREEN, 1996) e para a montagem dos contigs foi utilizado o programa 

CAP3 (HUANG & MADAN, 1999). Finalmente, as ESTs resultantes foram comparadas com o 

banco de dados não redundante GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando-se o programa 

BLASTx (ALTSCHUL, et al., 1997). 

 

3.14.16. Confirmação dos resultados por RT-PCR. 

Para confirmação dos resultados por RT-PCR, foram desenhados iniciadores específicos 

para as ESTs que apresentaram maior redundância, entre elas: piruvato decarboxilase (571pb, F 

5’CCGAAACTATCCGAGTGTCCCC3’ e R 5’CCAACAATGTGAAGGACGGGG3’), 

transportador de zinco (555pb, F 5’TCCAGTTCCGGTAATTATCGCG3’ e R 

5’ATCATAGTCCTCCCATGCGCC3’), transportador de cálcio (981pb, F 
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5’AGTTCTTACAAGACTACACCGC 3’ e R 5’GATAGGCGTAGTGATAAGCGG3’) e regulador 

de chaperona (625pb, F 5’TCTCCATTTATATTCGGACGCC3’ e R 

5’AGGCTTAATGATTTCTCCCGG3’). Foi utilizado nas reações, o mesmo RNA usado para o 

RDA e a síntese da primeira fita foi realizada conforme o item 3.14.1. Iniciadores para o gene da 

actina foram utilizados como controle da reação e para ajuste de concentração de cDNA.  

As reações foram realizadas utilizando-se concentrações de 25pmol de cada seqüência 

iniciadora e cDNA num tubo contendo uma mistura de deoxinucleotídeos (0,2mM de cada dNTP), 

tampão (2,0mM MgCl2, 50mM KCl, 20mM(NH4)2SO4, Tris-HCl 75mM pH 9,0) e DNA polimerase 

termoestável (Biotools). O volume final na reação de amplificação foi de 25µL sendo utilizada água 

Milli-Q estéril. As reações de amplificação foram realizadas com temperatura inicial de 95°C por 5 

minutos, seguido de 35 ciclos com temperatura de desnaturação de 95°C por 1 minuto; a 

temperatura de anelamento foi ajustada de acordo com os iniciadores variando de 45 a 55°C por 2 

minutos, 72°C por 1,5 minuto e um ciclo final a 72°C por sete minutos, utilizando-se aparelho 

termociclador Perkin Elmer modelo GeneAmp PCR System 9700. O produto amplificado foi 

separado em gel de agarose 1,5%, em tampão TBE 1X, durante 1,5 hora a 100 volts, corados com 

brometo de etídio e observados à luz ultra-violeta. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Seleção das amostras. 

Foram estudados 106 isolados de 58 pacientes com doença associada ou não a Aids, de dois 

Estados (47 isolados de São Paulo e 59 do Rio de Janeiro), que tiveram episódios de infecção 

durante o período de 1993 a 2000, dentre estes, 27 (46,6%) possuíam isolados seqüenciais e 31 

(53,4%) únicos. Cento e quatro isolados foram identificados como C. neoformans var grubii, 

sorotipo A e apenas dois pertencentes ao Estado do Rio de Janeiro foram identificados como C. 

gattii (= C. neoformans var gattii). Os dados dos isolados avaliados neste estudo estão resumidos 

nas tabelas 1A e 1B. 
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Tabela 1A. Dados e resultados dos isolados de Cryptococcus sp do Estado de São Paulo avaliados 

quanto à espécie, variedade, mating type, tipo molecular e sensibilidade a quatro antifúngicos 

(fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e anfotericina B). 

 

 

 

1 481 95 SP C. neoformans grubii α VNI S S S <1µg/mL 

1 482 95 SP C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

2 540 95 SP C. neoformans grubii α VNI S S S <1µg/mL 

2 541 95 SP C. neoformans grubii α VNI S S S <1µg/mL 

2 14 96 SP C. neoformans grubii α VNI S S S <1µg/mL 

3 13 96 SP C. neoformans grubii α VNI S S S <1µg/mL 

3 49 96 SP C. neoformans grubii α VNI S S S <1µg/mL 

4 98 96 SP C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

4 14 96 SP C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

5 221 96 SP C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

5 18 97 SP C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

6 222 96 SP C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

6 65 97 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

7 62 97 SP C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

7 66 97 SP C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

7 67 97 SP C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

8 377 95 SP C. neoformans grubii α VNI S S S <1µg/mL 

9 379 95 SP C. neoformans grubii α VNI S S S <1µg/mL 

10 387 95 SP C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

11 382 95 SP C. neoformans grubii α VNII  S S S <1µg/mL 

11 384 95 SP C. neoformans grubii α VNII  S S I <1µg/mL 

12 71 96 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD S <1µg/mL 

13 169 96 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD S <1µg/mL 

14 72 96 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

15 141 96 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

16 175 96 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

17 32 97 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

18 196 96 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

18 192 96 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 
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19 2177 99 SP C. neoformans grubii α VNI SDD SDD I <1µg/mL 

20 1950 98 SP C. neoformans grubii α VNI SDD SDD I <1µg/mL 

21 1920 98 SP C. neoformans grubii α VNI SDD SDD I <1µg/mL 

22 1870 98 SP C. neoformans grubii α VNI SDD SDD S ≥1µg/mL 

23 1850 98 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD S ≥1µg/mL 

23 1830 97 SP C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

24 141 96 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD S <1µg/mL 

25 85 98 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

26 35 99 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD S <1µg/mL 

27 110 98 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD S <1µg/mL 

28 34 99 SP C. neoformans grubii α VNI SDD SDD I <1µg/mL 

29 26 98 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD S ≥1µg/mL 

30 142 96 SP C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

31 1269 93 SP C. neoformans grubii α VNI SDD SDD I <1µg/mL 

32 11 98 SP C. neoformans grubii α VNI SDD SDD S <1µg/mL 

33 31 98 SP C. neoformans grubii α VNI SDD SDD I <1µg/mL 

34 6 99 SP C. neoformans grubii α VNI SDD SDD I <1µg/mL 

35 34 98 SP C. neoformans grubii α VNI SDD SDD I <1µg/mL 

SP = São Paulo 

S = sensível 

SDD = sensível dependente de dose 

I = intermediário 

R = resistente 

 

Critérios de classificação estabelecidos pelo CLSI, 

documento M-27 A2. 
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Tabela 1B. Dados e resultados dos isolados de Cryptococcus sp do Estado do Rio de Janeiro 

avaliados quanto à espécie, variedade, mating type, tipo molecular e sensibilidade a quatro 

antifúngicos (fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e anfotericina B). 

 

 

 

1 4 95 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

1 7 95 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

1 8 95 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

1 9 95 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

2 2 95 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD R ≥1µg/mL 

2 6 95 RJ C. neoformans grubii α VNII  SDD S I ≥1µg/mL 

3 26 96 RJ C. neoformans grubii α VNI SDD S R ≥1µg/mL 

3 27 96 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R ≥1µg/mL 

3 28 96 RJ C. neoformans grubii α VNI SDD SDD R ≥1µg/mL 

3 30 96 RJ C. neoformans grubii α VNI R S I ≥1µg/mL 

4 33 96 RJ C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

4 34 97 RJ C. neoformans grubii α VNI SDD S R <1µg/mL 

5 41 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

5 42 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

6 39 97 RJ C. neoformans grubii α VNII  S S I <1µg/mL 

6 40 97 RJ C. neoformans grubii α VNII  SDD SDD R <1µg/mL 

7 43 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

7 44 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

7 45 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

7 47 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

8 32 96 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

9 46 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

9 38 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

9 1 95 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

10 35 97 RJ C. neoformans grubii α VNII  S S I <1µg/mL 

11 49 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

11 50 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

12 52 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

12 54 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 
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12 55 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

13 60 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

13 61 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

13 62 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

14 63 98 RJ C. gattii  α VGII S SDD I <1µg/mL 

14 64 98 RJ C. gattii  α VGII S SDD I <1µg/mL 

15 70 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R ≥1µg/mL 

15 53 97 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD R <1µg/mL 

16 71 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R ≥1µg/mL 

16 74 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

16 67 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

17 76 98 RJ C. neoformans grubii α VNI SDD S I <1µg/mL 

18 80 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD R <1µg/mL 

18 81 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD R <1µg/mL 

18 82 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD I ≥1µg/mL 

18 83 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

18 84 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD R ≥1µg/mL 

18 85 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

18 86 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S S I <1µg/mL 

19 87 98 RJ C. neoformans grubii α VNI SDD SDD I ≥1µg/mL 

20 88 98 RJ C. neoformans grubii α VNI S R I ≥1µg/mL 

21 89 99 RJ C. neoformans grubii α VNII  S S I <1µg/mL 

22 90 99 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R ≥1µg/mL 

22 93 99 RJ C. neoformans grubii α VNI S S I ≥1µg/mL 

22 111 00 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R ≥1µg/mL 

22 112 00 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R ≥1µg/mL 

22 101 99 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

23 103 00 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD I <1µg/mL 

23 104 00 RJ C. neoformans grubii α VNI S S R <1µg/mL 

23 105 00 RJ C. neoformans grubii α VNI S SDD I ≥1µg/mL 

RJ = Rio de Janeiro 

S = sensível 

SDD = sensível dependente de dose 

I = intermediário 

R = resistente 

Critérios de classificação estabelecidos pelo CLSI, 

documento M-27 A2. 
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4.2. Determinação das variedades por PCR. 

A determinação das variedades foi realizada por métodos clássicos em meio CGB 

(Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol) e confirmado por PCR utilizando seqüências iniciadoras 

específicas. Houve 100% de concordância entre os métodos e fragmentos em torno de 1000pb para 

sorotipo A/AD foram obtidos em 104 (98,1%) isolados (C. neoformans var grubii) e para os 

sorotipos B/C (C. gattii = C. neoformans var gattii), em dois (1,9%) (Figura 1). 
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Figura 1. Gel representativo a 1,5% dos produtos de PCR de isolados de C. neoformans obtidos 

com os iniciadores para determinação das variedades. 

A – Cepas de referência, marcador de tamanho molecular 100pb (Promega). 

B – Isolados de C. neoformans do Estado do Rio de Janeiro. 

1 - Paciente (P) 7, Isolado (I) 45; 2 - P-7, I-47; 3 - P-8, I-32; 4 - P-9, I-46; 5 - P-9, I-38; 6 - P-9, I-1; 

7 - P-10, I-35; 8 - P-11, I-49; 9 - P-11, I-50; 10 – P-12, I-52; 11 - P-12, I-54; 12 - P-12, I-55; 13 - P-

13, I-60; 14 - P-13, I-61; 15 - P-13, I-62; 16 - P-14, I-63; 17 - P-14, I-64; 18 - P-15, I-70. 

   - Paciente 14, isolado 63 do Estado do Rio de Janeiro. 

   - Paciente 14, isolado 64 do Estado do Rio de Janeiro. 
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4.3. Determinação dos mating type por PCR. 

Os iniciadores específicos, para determinação dos tipos MATα e MATa dos 106 isolados de 

C. neoformans dos dois Estados, foram utilizados para amplificar fragmentos específicos de 101pb 

e 117pb, respectivamente. As cepas ATCC 28957 (sorotipo D, MATαααα) e ATCC 28958 (sorotipo D, 

MATa) foram usadas como controles positivos. A análise epidemiológica dos mating type mostrou 

prevalência de 100% de MATα (Figura 2). 
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Figura 2. Gel representativo dos produtos de PCR de isolados de C. neoformans do Estado de São 

Paulo e Rio de Janeiro obtidos com os iniciadores para mating-type α e a. 

A - 1, ATCC 28957 (MATαααα); 2, ATCC 28958 (MATa); 3-6, isolados clínicos. 

B – Isolados de C. neoformans do Estado de São Paulo. 

C - Isolados de C. neoformans do Estado do Rio de Janeiro. 
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4.4. RAPD e PCR-fingerprinting. 

O iniciador 6 do Kit Ready to Go e o iniciador microssatélite específico (GACA)4 foram 

utilizados para amplificar o DNA genômico dos 106 isolados de C. neoformans dos Estados de São 

Paulo e Rio de Janeiro. Os perfis de RAPD e PCR-fingerprinting foram analisados de acordo com a 

presença ou ausência de bandas claras e definidas, por meio de imagens digitalizadas capturadas 

dos géis (Figuras 3 e 4) e utilizadas para confecção dos dendrogramas. 

Cepas padrões foram utilizadas na técnica de PCR-fingerprinting com iniciador (GACA)4 

para separar os isolados nos oito tipos moleculares previamente descritos (Figura 3A). O 

dendrograma obtido com (GACA)4 mostrou alta homogeneidade entre os isolados. A média do 

coeficiente de similaridade foi de 0,93 ± 0,1. Os isolados foram distribuídos em quatro grupos 

principais. O grupo I, formado pelo tipo molecular VNI, englobou a maioria dos isolados (93/106 

ou 87,7%) e foram distribuídos em dois subgrupos IA e IB com 0,86 de similaridade. O subgrupo 

IA continha 88 isolados em quatro clusters, apresentando similaridade maior que 0,9 e o subgrupo 

IB com cinco isolados em um cluster de 1,0. O grupo II agrupou sete isolados VNII (6,6%) com 

similaridade em torno de 0,9, distribuídos em três clusters e correlacionado em 0,85 com o grupo I. 

Quatro isolados seqüenciais (grupo III), obtidos de um paciente do Rio de Janeiro, apresentaram 

similaridade de 1,0 e correlacionaram em 0,7 com o grupo I e II. Finalmente, o grupo IV com 

apenas dois isolados de C. gattii (VGII) apresentou similaridade < 0,6 quando comparada aos 

grupos I, II e III (Figura 5). 

A análise do dendrograma obtido com iniciador 6 mostrou maior heterogeneidade, 

comparada com o obtido com (GACA)4.. A média do coeficiente de similaridade foi de 0,81 ± 0,1. 

Foram formados vinte e cinco clusters com quatro grupos principais. O grupo I, com os subgrupos 

IA e IB, englobou 84 isolados VNI com similaridade em torno de 0,78. Destes, 83 pertenciam ao 

subgrupo IA e apresentaram similaridade de 0,85 entre si. O grupo II, contendo 12 isolados, 

correlacionou-se em 0,72 com o grupo I e dividiu-se em dois subgrupos (IIA e IIB), correlacionados 

entre si em 0,84. O subgrupo IIA englobou sete isolados VNII e o subgrupo IIB, cinco VNI. O 

grupo III, formado apenas por isolados VNI, agrupou oito isolados correlacionados entre si em 0,8 e 

com similaridade de 0,65 em relação aos grupos I e II. Por último o grupo IV, apresentando a menor 

relação (< 0,5), continha os dois isolados VGII (Figura 6). 
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Figura 3. Perfis de PCR-fingerprinting com o iniciador (GACA)4 de C. neoformans do Estado de São Paulo e Rio de Janeiro (gel a 2%). 
A – Gel representativo das cepas de referência de C. neoformans dos principais tipos moleculares. 1 – Marcador de tamanho molecular 100pb 
(Invitrogen); 2 – WM148 (VNI – sorotipo A); 3 – WM626 (VNII – sorotipo A); 4 – WM628 (VNIII – sorotipo AD); 5 – WM629 (VNIV – sorotipo 
D); 6 – WM179 (VGI – sorotipo B); 7 - WM178 (VGII – sorotipo B); 8 - WM161 (VGIII – sorotipo B); 9 – WM779 (VGIV – sorotipo C); 10-11 – 
Isolados clínicos; 12 – Cepa ATCC 28958 (sorotipo D); 13 – Isolado clínico; 14 – Tamanho molecular 100pb (Invitrogen). 
B – Isolados de C. neoformans do Estado de São Paulo (ordem = tabela 1A; P = número do paciente, I = número do isolado). 
C - Isolados de C. neoformans do Estado do Rio de Janeiro (ordem = tabela 1B; P = número do paciente, I = número do isolado). 
    - Marcador de tamanho molecular 100pb (Invitrogen). 
    - Tipo molecular VNII.    - Tipo molecular VGII.  
•••• 

A •••• •••• 

1     2    3    4     5    6     7     8    9   10   11   12   13   14 
 B •••• •••• •••• •••• •••• •••• 

São Paulo 
P(1), I(481) a P(7), I(67) P(8), I(377) a P(18), I(192) P(19), I(2177) a P(35), I(34) 

C •••• •••• •••• •••• •••• •••• •••• 
Rio de Janeiro 

P(1), I(4) a P(7), I(44) P(7), I(45) a P(15), I(70) P(15), I(53) a P(22), I(111) 
P(22), I(112) a 
P(23), I(105) 

2072pb 
1500pb 

600pb 

100pb 
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Figura 4. Perfis de RAPD com o iniciador 6 do kit Ready to go de C. neoformans do Estado de São Paulo e Rio de Janeiro (gel a 2%). 
A – Isolados de C. neoformans do Estado de São Paulo (ordem = tabela 1A; P = número do paciente, I = número do isolado). 
B - Isolados de C. neoformans do Estado do Rio de Janeiro (ordem = tabela 1B; P = número do paciente, I = número do isolado). 
    - Marcador de tamanho molecular 100pb (Invitrogen). 
    - Tipo molecular VNII.    - Tipo molecular VGII. 
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•••• •••• •••• •••• •••• •••• 
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•••• 

•••• •••• •••• •••• •••• •••• •••• 
B 

Rio de Janeiro 

P(1), I(4) a P(7), I(44) P(7), I(45) a P(15), I(70) P(15), I(53) a P(22), I(111) 
P(22), I(112) a 
P(23), I(105) 
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1500pb 
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Figura 5. Dendrograma dos isolados de C. neoformans do Estado de São Paulo e Rio de Janeiro 

utilizando a seqüência iniciadora (GACA)4. Marcador de tamanho molecular 100pb (Invitrogen). 

Tipo Molecular VNI = IA, IB e III; VNII = II; VGII = IV.  
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Figura 6. Dendrograma dos isolados de C. neoformans do Estado de São Paulo e Rio de Janeiro 

utilizando a seqüência iniciadora 6 do Kit Ready to Go. Marcador de tamanho molecular 100pb 

(Invitrogen). Tipo molecular VNI = IA, IB, IIB e III; VNII = IIA; VGII = IV. 
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4.5. PCR-RFLP do gene da fosfolipase B (PLB1). 

A técnica de PCR-RFLP do gene PLB1 foi realizada para confirmar os perfis genéticos 

encontrados por PCR-fingerprinting com o iniciador (GACA)4 nos oito tipos moleculares 

principais. Os perfis de PCR-RFLP confirmaram os perfis de PCR-fingerprinting e mostraram 

prevalência de 91,5% (97/106) do tipo molecular VNI, seguido de 6,6% (7/106) de VNII e 1,9% 

(2/106) de VGII (Figura 7 e 8). 
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Figura 7. Perfis de PCR-RFLP de C. neoformans do Estado de São Paulo e Rio de Janeiro (gel a 3%). 
A – Gel representativo das cepas de referência de C. neoformans dos principais tipos moleculares. 1 – Marcador de tamanho molecular 100pb 
(Promega); 2 – WM148 (VNI – sorotipo A); 3 – WM626 (VNII – sorotipo A); 4 – WM628 (VNIII – sorotipo AD); 5 – WM629 (VNIV – sorotipo D); 
6 – WM179 (VGI – sorotipo B); 7 - WM178 (VGII – sorotipo B); 8 - WM161 (VGIII – sorotipo B); 9 – WM779 (VGIV – sorotipo C); 10-13 – 
Isolados clínicos; 14 – Marcador de tamanho molecular 100pb (Promega). 
B – Isolados de C. neoformans do Estado de São Paulo (ordem = tabela 1A; P = número do paciente, I = número do isolado). 
C - Isolados de C. neoformans do Estado do Rio de Janeiro (ordem = tabela 1B; P = número do paciente, I = número do isolado). 
    - Marcador de tamanho molecular 100pb (Promega).     - Marcador de tamanho molecular 100pb (Invitrogen). 
    - Tipo molecular VNII.    - Tipo molecular VGII.  
*  •••• 

*  *  
A 

1   2    3    4   5    6   7   8    9   10  11  12  13  14 

*  *  •••• •••• •••• •••• 
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*  *  *  *  *  *  •••• 
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Figura 8. Prevalência dos tipos genéticos de C. neoformans dos Estados de São Paulo e Rio de 

Janeiro. * = número de isolados. 
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4.6. Avaliação do perfil de sensibilidade de C. neoformans por microdiluição. 

As concentrações inibitórias dos 106 isolados de C. neoformans foram avaliadas pelas 

leituras dos controles positivo e negativo em cada placa e também com base nas leituras da cepa de 

C. neoformans - ATCC 90012. A variação da concentração inibitória mínima, bem como, os valores 

da CIM50 e CIM90 (concentração inibitória mínima para 50 e 90% dos isolados), para fluconazol, 

itraconazol, 5-fluorocitosina e anfotericina B estão representados nas Tabelas 2 e 3. 

O perfil de sensibilidade ao fluconazol mostrou que 83,1% dos isolados foram sensíveis a 

esta droga, pois apresentaram valores de CIM50 entre 4 e 8µg/mL. Dezessete isolados (16,0%) 

foram sensíveis dependente de dose (SDD) e apenas um (Paciente 3, isolado 30) do Rio de Janeiro 

(0,9%) apresentou resistência (CIM50 ≥ 64µg/mL). Com itraconazol, 45 isolados (42,4%) foram 

SDD e um (0,9%) resistente com CIM50 de 2,0µg/mL (Paciente 19, isolado 88). Em contraste aos 

azóis, o perfil de sensibilidade a 5-fluorocitosina mostrou alta frequência de isolados resistentes 

com 30,2% apresentando CIM50 ≥ 32µg/mL e 52,8% com o perfil de intermediário. Quanto a 

anfotericina B, 20 isolados (18,9%) apresentaram CIM ≥ 1µg/mL. A análise estatística, dos perfis 

de sensibilidade a 5-fluorocitosina e anfotericina B, mostrou diferenças significativas (P < 0,05) 

entre os dois Estados. Todos isolados resistentes a 5-fluorocitosina encontrados neste trabalho, 

pertenceram ao Estado do Rio de Janeiro, com prevalência de 54,2% (32 de 59 isolados). Apenas 

três dos 47 isolados (6,4%) de São Paulo apresentaram CIM90 ≥ 1µg/mL para anfotericina B, 

enquanto para o Rio de Janeiro, a prevalência foi de 28,8% (17 de 59 isolados) (Figuras 9 e 10). Os 

valores da concentração inibitória mínima para cada um dos isolados estão representados no anexo 

3. 
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Tabela 2. Variações das CIM (µg/mL) para fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e anfotericina 

B para 106 isolados de C. neoformans de São Paulo e Rio de Janeiro. 

Estados Fluconazol Itraconazol 5-fluorocitosina Anfotericina B 

 CIM 50
* CIM 50 CIM 50 CIM 90

** 

São Paulo 2 - 32 0,0625 - 0,5 2 - 16 0,0313 - 1 

Rio de Janeiro 0,5 - 64 0,0313 - 2 8 - 64 0,313 - 2 

SP + RJ 0,5 - 64 0,0313 - 2 2 - 64 0,0313 - 2 

*CIM50 = 50% de inibição do crescimento. 
** CIM90 = 90% de inibição do crescimento. 
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Tabela 3. CIM50* e CIM90**  de fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e anfotericina B de 

isolados de C. neoformans de São Paulo e Rio de Janeiro. 

Estados Fluconazol Itraconazol 5-Fluorocitosina Anfotericina-B 

 CIM CIM CIM CIM 

 50 90 50 90 50 90 50 90 

SP 4*** 16 0,25 0,25 8 16 0,25 0,5 

RJ 4 16 0,125 0,25 16 64 0,5 1,0 

SP + RJ 4 16 0,125 0,25 16 64 0,5 1,0 

*CIM50 = Concentração inibitória mínima para 50% dos isolados 
** CIM90 = Concentração inibitória mínima para 90% dos isolados 
*** µg/mL 
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Figura 9. Distribuição dos valores da CIM (µg/mL) de fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e 

anfotericina B de isolados clínicos de C. neoformans de São Paulo e Rio de Janeiro.  



 58
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Prevalência de isolados sensíveis, sensíveis dependente de dose, intermediários e resistentes de C. neoformans dos Estados de São Paulo e Rio de 
Janeiro. * Número de isolados. S = sensível, SDD = sensível dependente de dose, I = intermediário, R = resistente. 
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4.7. Expressão diferencial de genes de C. neoformans durante infecção em animais de 

laboratório. 

 Para o estudo foi utilizada uma cepa padrão de C. neoformans var. grubii, sorotipo A e tipo 

molecular VNI (WM148). A extração de RNA foi realizada em duas situações: a primeira, referida 

como driver, foi feita a partir de culturas de 48 horas de crescimento em ágar Sabouraud dextrose. 

A segunda extração, referida como tester, a partir de culturas recuperadas de tecido pulmonar em 

camundongo BALBc na tentativa de identificar genes com expressão diferencial durante a infecção. 

Para isso, foram realizadas duas hibridizações subtrativas nas proporções de 1:10 e 1:100 de tester e 

driver respectivamente, com excesso de driver para remoção das seqüências idênticas nas duas 

condições. Os produtos diferencialmente expressos das duas situações foram amplificados, 

resultando em padrões distintos (figura 11). 
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Figura 11. Produtos diferencialmente expressos de C. neoformans mantidos em meio de cultura e 

recuperados de tecido pulmonar. 1, Marcador de tamanho molecular 1Kb (Invitrogen); 2, Produtos 

diferencialmente expressos (tester = pulmão; driver = meio de cultura); 3- Produtos 

diferencialmente expressos (tester = meio de cultura; driver = pulmão). 

A = 1a subtração (1/10) 

B = 2a subtração (1/100) 
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4.8. Caracterização e função hipotética dos cDNAs obtidos de C. neoformans após infecção 

experimental. 

 Os produtos diferencialmente expressos da condição de infecção por C. neoformans foi 

submetido ao seqüenciamento automático. Um total de 192 clones foi seqüenciado e destes, 148 

foram de boa qualidade. Estes foram analisados e agrupados em oito clusters, com cinco contigs e 

três singlets. As seqüências (contigs e singlets) apresentaram homologia a oito proteínas que estão 

representadas na tabela 4. 
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Tabela 4. Análise dos clones seqüenciados obtidos de C. neoformans da condição de infecção, 

 após aplicação da técnica de RDA. 

Contig Blastx e-value Número 

de cópias 

Número de 

acesso* 

1 pyruvate decarboxylase (Cryptococcus 

neoformans var. neoformans  

JEC21) 

2e-30 35 XP_567475 

2 low-affinity zinc ion transporter 

(Cryptococcus neoformans var.  

neoformans JEC21) 

2e-52 58 XP_570392 

3 calcium ion transporter (Cryptococcus 

neoformans var. neoformans  

JEC21) 

6e-40 34 XP_567812 

4 chaperone regulator (Cryptococcus 

neoformans var. neoformans  

JEC21) 

5e-25 16 XP_568298 

5 Hypothetical protein CNM01150 

(Cryptococcus neoformans var. 

neoformans  

JEC21) 

4e-13 2 XP_568404 

 

Singlet Blastx e-value Número 

de cópias 

Número de 

acesso* 

1 Hypothetical protein SNOG 04077 

(Phaeosphaeria nodorum SN15) 

1e-10 1 EAT89282 

2 DNA binding protein Ncp1 

(Cryptococcus neoformans var. 

neoformans JEC21) 

6e-40 1 XP_567812 

3 Hypothetical protein CNBM0020 

(Cryptococcus neoformans var. 

neoformans B-3501A) 

4e-29 1 EAL17618 

*Número de acesso do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 
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4.9. Confirmação da expressão diferencial por RT-PCR.    
 Para confirmação dos resultados por RT-PCR, foram desenhados iniciadores específicos 

para as ESTs que apresentaram maior redundância, entre elas: piruvato decarboxilase (35 ESTs), 

transportador de zinco (58 ESTs), transportador de cálcio (34 ESTs) e chaperona (16 ESTs). Após a 

amplificação dos produtos das duas condições (meio de cultura e recuperado de pulmão), foi 

possível comprovar a regulação aumentada dos transcritos na situação onde a levedura foi 

recuperada de tecido pulmonar em relação ao mantido em meio de cultura, para três dos quatro genes 

testados (transportador de zinco, transportador de cálcio e chaperona) (Figura 12). Os iniciadores 

para piruvato decarboxilase não amplificou em nenhuma das situações. 
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Figura 12. Confirmação dos resultados do RDA pela técnica de RT-PCR. A – Controle (actina); B - 

transportador de zinco; C - transportador de cálcio; D – regulador de chaperona. 
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5. DISCUSSÃO 

A criptococose é doença fúngica importante que vem despertando interesse cada vez maior 

entre os pesquisadores devido a sua associação com os pacientes imunocomprometidos, em especial 

aqueles com Aids. Segundo o boletim, HIV/Aids das Nações Unidas e Organização Mundial da 

Saúde (http://www.unaids.org/en/), mais de 40 milhões de pessoas no mundo estão infectadas pelo 

vírus HIV e cerca de três milhões morrem todos os anos. Considerado como um dos critérios para 

estabelecer o diagnóstico de Aids, a meningite criptocócica é a infecção fúngica mais comum do 

sistema nervoso central e a terceira complicação neurológica mais freqüente entre os pacientes com 

a síndrome (DEL VALLE E PINA-OVIEDO, 2006). No Brasil, de 1980 a 2005, 371.827 casos de 

Aids foram relatados e estima-se que 5 a 10% destes pacientes são acometidos por esta micose 

(BRASIL, 2005). 

A primeira parte de nosso estudo preocupou-se em verificar a prevalência dos principais 

tipos moleculares, mating type e sorotipos de isolados de C. neoformans do Estado de São Paulo e 

Rio de Janeiro. Neste estudo, 106 isolados foram obtidos de 58 pacientes com doença associada ou 

não a Aids. Destes, 104 foram identificados como C. neoformans var grubii, sorotipo A e apenas 

dois pertencentes ao Estado do Rio de Janeiro foram identificados como C. gattii, consistente com a 

literatura mundial e também a nacional, de que C. neoformans var grubii, sorotipo A é prevalente 

entre os pacientes imunossuprimidos, principalmente os HIV positivos (MITCHELL e PERFECT, 

1995; CASADEVALL e PERFECT, 1998; CASALI et al., 2003; NISHIKAWA et al., 2003; 

BARRETO de OLIVEIRA et al., 2004). A determinação das variedades foi realizada por métodos 

clássicos em meio CGB e confirmado por PCR utilizando seqüências iniciadoras específicas. 

Tradicionalmente, a identificação das espécies C. neoformans e C. gattii pode ser realizada em meio 

de canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) em que só a espécie C. gattii é resistente a 

canavanina e é capaz de utilizar a glicina como única fonte de carbono e nitrogênio, levando a 

alcalinização do meio e sua mudança de cor. O aparecimento de isolados C. neoformans CGB 

falsos positivos (ou negativos) tem levado os pesquisadores a buscar métodos mais específicos para 

identificação dos isolados. As técnicas baseadas na PCR vem sendo uma ótima alternativa, 

mostrando-se, mais sensíveis, específicas e rápidas e sofrendo menos influência de fatores externos 

do que os métodos tradicionais baseados em aspectos fenotípicos (AOKI et al., 1999; LENGELER 

et al., 2001; D’SOUZA et al., 2004; LEAL, 2006). Em nosso estudo, a concordância entre os 

métodos clássicos e moleculares foi de 100%, ao contrário de Leal (2006) que encontrou 

discordância em seis (4,55%) de 132 isolados analisados, sendo os métodos moleculares mais 

específicos. 

C. neoformans é basidiomiceto heterotálico possuindo dois mating types opostos (α e a). O 

cruzamento envolve a fusão de células haplóides α e a e a formação de hifas dicarióticas e basídios 
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com quatro cadeias de basidiósporos (KWON-CHUNG, 1975). Apesar dos basidiósporos serem 

produzidos, na proporção de um α, para um a, o que se observa, tanto em isolados ambientais, 

quanto em isolados clínicos, é uma predominância quase absoluta do tipo α , em torno de 98-99,9% 

(LIN e HEITMAN, 2006). Em nosso estudo, a análise epidemiológica dos mating types, 

determinadas por PCR, mostrou prevalência de 100% de MATα, quadro semelhante ao encontrado 

na literatura mundial e nacional (CASALI et al., 2003; TRILLES et al., 2003; LIN e HEITMAN, 

2006; ABEGG et al., 2006). O motivo desta predominância não está bem claro. Estudos têm 

mostrado que a frutificação haplóide, nome que se dá a passagem da forma assexuada para a forma 

sexuada sem haver o encontro dos mating types opostos, ocorre predominantemente em cepas 

MATα (WICKES et al., 1996; LIN e HEITMAN, 2006). Lin et al. (2005) verificaram que cepas do 

mesmo mating type (α) foram capazes de se fundirem e formarem hifas, basídios e basidiósporos, 

em um processo semelhante a frutificação haplóide, mas com meiose e, consequentemente, troca de 

material genético, característico de reprodução sexuada. Por fim, o tipo sexual parece exercer papel 

importante na virulência de C. neoformans, cepas que diferiam apenas em seu mating type foram 

comparadas em infecção experimental e as cepas MATα foram mais virulentas do que as MATa 

(KWON-CHUNG et al., 1992). Além disso, foi demonstrado que cepas MATα invadem o sistema 

nervoso central com mais eficiência do que as MATa, durante uma coinfecção (NIELSEN et al., 

2005). 

Neste estudo, os 106 isolados foram tipados por RAPD e PCR-fingerprinting com o 

iniciador (GACA)4 e ainda confirmado por RFLP do gene PLB1. O tipo molecular VNI foi o mais 

prevalente entre os isolados (91,5% = 97/106), seguido pelo VNII (6,6% = 7/106) e por último o 

VGII com apenas dois isolados (1,9%). A tipagem molecular por RAPD, ao contrário do PCR-

fingerprinting, mostrou maior polimorfismo, comprovada pela média de similaridade menor (0,81 ± 

0,1) comparada ao PCR-fingerprinting (0,93 ± 0,1) e formação de maior número de clusters como 

observado no dendrograma. Além disso, foi observada a formação de um grupo (II) contendo 

isolados do tipo VNI junto com VNII e formação de grupos com isolados similares por PCR-

fingerprinting e com baixa correlação por RAPD e vice versa (isolados do grupo III). Estudos 

epidemiológicos são essenciais para o entendimento da biologia e da estrutura populacional de um 

microorganismo. Vários métodos de tipagem molecular vêm sendo utilizados em análise 

epidemiológica de C. neoformans, como por exemplo, cariotipagem, PCR-fingerprinting, RAPD, 

RFLP e AFLP (BOEKHOUT et al., 1997; GARCIA-HERMOSO et al., 1999; BOEKHOUT et al., 

2001; CALVO et al., 2001; CASALI et al., 2003; MEYER et al., 2003; TRILLES et al., 2003; 

BARRETO DE OLIVEIRA et al., 2004; IGREJA et al., 2004; DELGADO et al., 2005). As técnicas 

de PCR-fingerprinting com iniciadores mini (M13) ou microsatélite (GACA)4 específicos e RFLP 
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dos genes PLB1 e URA5 vem sendo utilizados em levantamentos globais, dividindo os isolados em 

oito tipos moleculares principais, denominados VNI e VNII (C. neoformans var. grubii, sorotipo 

A), VNIII ( C. neoformans, sorotipo AD), VNIV (C. neoformans var. neoformans, sorotipo D) e 

VGI a VGIV (C. gattii, sorotipos B e C) (MEYER et al., 1999; LATOUCHE et al., 2003; MEYER 

et al., 2003). Vários estudos têm verificado uma predominância do tipo molecular VNI tanto em 

isolados ambientais quanto em clínicos. Um estudo Iberoamericano realizado com cepas de nove 

países, incluindo o Brasil, mostrou prevalência do tipo VNI entre os 340 isolados tipados. Mais 

especificamente, 66 isolados do Brasil foram incluídos, sendo 44 da região sudeste, 11 da região sul 

e 11 da região nordeste, dentre estes, o tipo VNI foi predominante com 82,3% seguido do VGII 

(13,6%) e VNII (3,0%) (MEYER et al., 2003). Casali et al. (2003), em importante estudo na região 

sul do Brasil, investigaram 105 isolados clínicos e 19 ambientais e também verificaram 

predominância do VNI. Mais recentemente, Escandon et al. (2006) analisaram 425 isolados (178 

clínicos e 247 ambientais) de C. neoformans da Colômbia, dentre estes, os mais predominantes 

foram o VNI (269 isolados), seguido do VGII (119) e com menor número de isolados, VGIII (22), 

VGIV (10), VNII (3) e VGI (1). Em nosso estudo, apenas dois isolados seqüenciais de um paciente 

foram identificados como C. gattii, tipo molecular VGII. O tipo VGII tem chamado a atenção dos 

pesquisadores devido a um surto de criptococose causado por cepas hipervirulentas, acometendo 

humanos e também animais, em zonas temperadas, como em Vancouver Island, Canadá 

(STEPHEN et al., 2002; KIDD et al., 2004). A questão sobre a origem geográfica destas cepas e 

como elas chegaram ao Canadá é motivo de discussão. Quando um dos isolados, obtido durante o 

surto, foi comparado a dois dos EUA e um do Brasil pela técnica de multilocus sequence typing 

(MLST), mostrou-se 100% identico aos dos EUA e diferente em apenas um locus dos 30 

analisados, quando comparado ao isolado brasileiro, abrindo a possibilidade de isolados da América 

do sul ser a origem do surto (FRASER et al., 2005). No presente trabalho, quatro isolados 

seqüenciais de um paciente do Rio de Janeiro que formaram um terceiro grupo (III) e 

correlacionaram em 0,7 com os grupos I (VNI) e II (VNII), foram tipados como VNI por RFLP. 

Subpopulações de C. neoformans, em particular da variedade grubii, apresentando perfis 

genotípicos distintos e/ou limitados a uma região geográfica vem sendo relatados. Litvintseva et al., 

2005, pela técnica de MLST, separaram mais de 1000 isolados de C. neoformans var. grubii em três 

grupos principais sendo que um destes grupos foram formados por isolados unicamente de 

Botswana, África. Em outro, Barreto de Oliveira et al. (2004), pela técnica de AFLP, encontraram 

grande diversidade genética entre os isolados brasileiros, incluindo um subgrupo novo entre os 

isolados da var. grubii. A estrutura genética de C. neoformans é bastante complexa e o emprego de 

novos iniciadores, bem como, outras técnicas moleculares são importantes e necessários para 

elucidar sua epidemiologia. No Estado do Rio Grande do Sul, a variabilidade genética de isolados 
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clínicos e ambientais foi testada por 22 iniciadores aleatórios, dentre estes, oito comprovaram o 

polimorfismo (HORTA et al., 2002). Em outro estudo, IGREJA et al. (2004) identificaram 

numerosos subtipos entre isolados seqüenciais recuperados de pacientes com Aids. Recentemente, 

83 isolados de várias regiões do Estado de São Paulo foram tipados por cariotipagem eletroforética 

e RAPD, 22 e 15 perfis foram encontrados, respectivamente (ALMEIDA et al., 2006). 

A tipagem molecular é potencialmente útil em esclarecer casos de recidivas por persistência 

da cepa ou reinfecção por uma nova cepa, demonstrando os graus de relação entre os isolados no 

início e em infeções posteriores de um mesmo paciente. Vinte e sete dos 58 pacientes selecionados 

para este estudo, possuíam isolados seqüenciais. Destes, apenas cinco tiveram mudanças no perfil 

genético. No entanto, com exceção de um paciente, o qual foi infectado pelos tipos moleculares 

VNI e VNII, os quatro restantes apresentaram coeficiente de similaridade alta > 0,9. Estes 

resultados sugerem que a persistência da cepa seja a maior responsável pelas recaídas dos pacientes, 

mais do que a reinfecção por uma nova cepa. No Brasil, isolados seriais de C. neoformans, 

recuperados em diferentes intervalos de tempo e também de sítios diferentes (sangue e líquor), 

foram analisados por PCR-fingerprinting e RAPD, para verificar se ocorre persistência ou 

reinfecção por uma nova cepa e se ocorre coinfecção por duas cepas diferentes. Os resultados 

sugeriram que a persistência da cepa é a maior responsável pelos relapsos e que em alguns casos, 

podem ocorrer coinfecção por cepas diferentes (IGREJA et al., 2004). A identificação de pequenas 

mudanças no perfil genético é de grande importância, pois pode ser indicativo de microevolução, 

que por sua vez, pode traduzir em mudanças fenotípicas como, por exemplo, na virulência, na 

resistência a antifúngicos ou na alteração à resposta imune do hospedeiro (JAIN et al., 2005). Fries 

e Casadevall (1998), comparando isolados seqüenciais que apresentaram mudança no perfil de 

cariótipo, verificaram diferenças na virulência em animais de laboratório, bem como, na capacidade 

de crescimento a 37°C e na produção da cápsula. Em outro, uma cepa padrão, mantida in vitro por 

longo período de tempo em seis laboratórios diferentes, da mesma forma, apresentaram diferenças 

nos perfis de cariótipo associados às mudanças de virulência, na morfologia colonial, na produção 

de cápsula, na melanização e na produção de proteinases extracelulares (FRANZOT et al., 1998). 

Mais recentemente, Jain et al. (2005) pelas técnicas de cariotipagem eletroforética e RFLP e 

Almeida et al., (2006) por cariotipagem e RAPD, verificaram entre isolados seqüenciais, evidências 

de microevolução associados à diminuição da sensibilidade a antifúngicos e também de coinfecção 

por duas cepas diferentes. 

A meningite criptocócica é a forma clínica mais comum e a mais importante da doença, 

apresentando alto índice de letalidade, se tratada tardiamente (CASADEVALL e PERFECT, 1998). 

O tratamento dos pacientes HIV+ com a terapia antiretroviral provocou uma queda no índice de 
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criptococose, no entanto, a doença pode se manifestar mesmo durante este tratamento e o 

prognóstico continua a ser desfavorável (DROMER et al., 2004; FRIEDMAN et al., 2005). O 

tratamento de escolha para esta infecção, consiste na terapia primária com anfotericina B conjugada 

ou não a 5-fluorocitosina, seguida de manutenção com fluconazol por tempos prolongados (SAAG 

et al., 2000). Entretanto, a taxa de letalidade continua consideravelmente alta, em torno de 9,4% 

(VAN Der HOST et al., 1997). Por outro lado, taxas altas de persistência e freqüentes recidivas da 

doença têm causado uma preocupação crescente entre os clínicos a respeito do potencial para o 

surgimento de cepas resistentes aos antifúngicos (BERG et al., 1998; BRANDT et al., 1996). Em 

vista disto, pretendeu-se determinar os perfis de sensibilidade a quatro drogas antifúngicas por 

métodos padronizados de microdiluição (CLSI) portaria M27A-2. Valores de CIM relativamente 

altos foram encontrados entre os isolados clínicos testados neste estudo, provenientes do Estado de 

São Paulo e Rio de Janeiro, podendo ser verificada pelos percentuais de isolados, com perfis de 

sensibilidade dose-dependente (azóis) e intermediários (5-fluorocitosina). Além disso, um 

percentual significativo de isolados com CIM ≥ 1µg/mL para anfotericina B foi encontrado 

(18,9%), no entanto, o ponto de corte para esta droga ainda não foi estabelecido. Trabalhos 

anteriores têm considerado o ponto de corte ≥ 2µg/mL como o de isolados resistentes (NGUYEN e 

YU, 1998; LOZANO-CHIU et al., 1998; PFALLER et al., 2005b). Assim, se levarmos em conta 

apenas àqueles isolados que apresentaram CIM ≥ 2µg/mL, tivemos em nosso trabalho, apenas um 

(1) isolado resistente (0,9% - paciente 22, isolado 93), concordando com o trabalho realizado por 

Pfaller et al. (2005b), em que analisaram 1811 isolados clínicos provenientes de cinco regiões 

globais no período de 1990 a 2004 e verificaram que menos de 1% dos isolados, foram resistentes a 

fluconazol (≥ 64µg/mL) e anfotericina B (≥ 2µg/mL). Por outro lado, a prevalência de isolados 

resistentes a 5-fluorocitosina observado neste trabalho (30,2%), foi discordante do trabalho anterior, 

porém concordante aos trabalhos de Pappalardo et al. (1998) e Pedroso et al. (2006). Recentemente, 

16 isolados ambientais de C. neoformans, 17 de C. albidus, 14 de C. laurentii, e 3 de C. 

uniguttulatus, obtidos na região de Ribeirão Preto, foram avaliados com as mesmas quatro drogas 

testadas neste trabalho, sendo que a 5-fluorocitosina foi a que apresentou maior índice de 

resistência, independente da espécie avaliada (PEDROSO et al., 2006). Quanto aos azóis, muitos 

estudos apontam que a maioria dos isolados humanos de C. neoformans é suscetível in vitro ao 

fluconazol e ao itraconazol (DATTA et al., 2003; PAPPALARDO e MELHEM, 2003; 

KOBAYASHI et al., 2005; SOUZA et a., 2005; PFALLER et al., 2005; TAY et al., 2006). Na 

Índia, 84,1% e 93,2% dos 44 isolados obtidos no Centro de Ciências Médicas foram sensíveis ao 

fluconazol e itraconazol, respectivamente (DATTA et al., 2003). Tay et al., (2006) na Malásia, 

determinaram a CIM por e-test para cinco drogas (anfotericina B, fluconazol, itraconazol, 

cetoconazol e 5-fluorocitosina) em 48 isolados (30 C. neoformans e 18 C. gattii). Nenhum isolado 
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foi resistente a anfotericina B e cetoconazol, mas para 5-fluorocitosina, fluconazol e itraconazol, 

foram encontrados resistência em 4 (8.3%), 2 (4.2%) e 1 isolado (2.1%), respectivamente. No 

Brasil, de acordo com Pappalardo (2003), a maioria dos isolados são sensíveis a fluconazol e 

itraconazol, por outro lado, o índice de resistência a 5-fluorocitosina pode atingir até 50%. 

Kobayashi et al. (2005) testaram a sensibilidade a anfotericina B, itraconazol e fluconazol em 36 

isolados ambientais de C. neoformans e não encontraram nenhuma cepa resistente. Souza et al. 

(2005), da mesma forma, não encontraram resistência entre os 110 isolados testados (70 clínicos e 

40 ambientais) com anfotericina B, itraconazol, fluconazol e ravuconazol, entretanto, foram 

observadas CIMs maiores entre os isolados clínicos comparado aos ambientais. Em nosso estudo, 

apenas o paciente 3 do Rio de Janeiro apresentou variação significativa de CIM para fluconazol de 

2 para 64 µg/mL, dentre os 27 pacientes com isolados seqüenciais neste estudo. Todos os isolados 

pertenciam ao mesmo tipo molecular, sugerindo que pode ter ocorrido adaptação da cepa durante a 

terapia, resultando em aumento da resistência à droga, como já relatado em trabalhos anteriores 

(FRIESE et al., 2001; RODERO et al., 2003). A epidemiologia de C. neoformans é bastante 

complexa e tem sido amplamente estudada no mundo inteiro dado a sua importância como um dos 

principais patógenos associados a pacientes imunocomprometidos. No Brasil, a população de 

pessoas HIV+ é grande (>300.000), entretanto, os dados epidemiológicos sobre a criptococose e seu 

agente etiológico, associada a este grupo de pessoas, ainda são escassos e insuficientes. Assim, 

cremos que neste estudo trouxemos informações importantes sobre a epidemiologia de C. 

neoformans, enriquecendo os dados epidemiológicos nacionais existentes. 

Mais recentemente, vários fatores de virulência foram identificados como importantes para 

a patogenia de C. neoformans, dentre estes, os três mais estudados são a capacidade de 

crescimento a 37oC, a produção de melanina e a cápsula polissacarídica, além de mating type, 

enzimas e moléculas de sinalização celular (CASADEVALL e PERFECT, 1998; IDNURM et al., 

2005). C. neformans é levedura de distribuição ubiquitária com grande capacidade de adaptação. A 

exposição aos esporos ou células com pouca cápsula leva a um quadro de infecção que pode ser 

assintomático e rapidamente curado ou permanecer latente no pulmão por longo período de tempo 

na forma de granuloma. Em pacientes imunocomprometidos, o fungo pode disseminar dos 

pulmões para outros órgãos, atingindo principalmente, o sistema nervoso central causando a 

meningoencefalite que é fatal se não tratada (IDNURM et al., 2005). Por outro lado, a forma 

pulmonar é pouco descrita e esta fase pode ser pouco percebida e mesmo não diagnosticada. 

Portanto, o estudo dos prováveis genes envolvidos durante a infecção pulmonar é de grande 

importância para compreender os mecanismos de interação iniciais entre a levedura e o 

hospedeiro. A meningite criptocóccica ainda é problemática neste grupo de pessoas e esta 

identificação poderá redundar em novas abordagens para circunscrever o processo de 
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disseminação. A técnica de RDA foi empregada neste estudo, buscando caracterizar cDNA 

diferencialmente expressos durante a infecção de C. neoformans, após recuperação da cepa de 

tecido pulmonar. Esta metodologia foi empregada com sucesso para estudar a interação parasito-

hospedeiro em outros fungos como Paracoccidioides brasiliensis (BAILÃO et al., 2006), mas em 

C. neoformans, até o momento, não temos conhecimento de trabalho algum, enfocando esta 

interação inicial. Neste estudo, oito transcritos foram identificados na condição de infecção, sendo 

que quatro delas apresentaram maior redundância (transportador de zinco, transportador de cálcio, 

chaperona e piruvato decarboxilase). 

O zinco é importante nutriente que, embora em pequena quantidade, é necessário para a 

proliferação celular (LULLOFF et al., 2004). Por outro lado, a disponibilidade deste nutriente em 

condição de infecção, é grandemente diminuída por ação de neutrófilos que apresentam em seu 

citoplasma, uma proteína com atividade antimicrobiana que se liga ao zinco, privando a sua 

utilização pelo microorganismo (MAMBULA et al., 2000; LULLOFF et al., 2004). Steen et al. 

(2003), utilizando a técnica de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) para caracterizar 

expressão de genes de C. neoformans recuperados do sistema nervoso central de coelhos, verificou 

expressão aumentada de transportadores de zinco, sugerindo um papel importante para a sua 

sobrevivência no hospedeiro. O transporte de metais, tais como, ferro, cobre e zinco, são 

importantes para a função de muitas proteínas, pois eles estabilizam a estrutura protéica e facilitam 

as reações de oxiredução (RADISKY e KAPLAN, 1999). Neste sentido, embora, em nosso estudo, 

não tenhamos encontrado nehuma enzima relacionada à detoxificação celular, é possível que 

indiretamente, a expressão aumentada de transportador de zinco, seja reflexo, de uma maior 

necessidade de enzimas que eliminem espécies reativas de oxigênio, tais como a superóxido 

dismutase citosólica que é uma enzima Cu/Zn dependente importante para detoxificação da célula 

durante o metabolismo oxidativo e o burst respiratório na resposta imune e ainda considerado como 

um fator de virulência em potencial (COX et al., 2003; NARASIPURA et al., 2003; NARASIPURA 

et al., 2005; DIAS et al., 2006). 

Outro transportador encontrado em nosso estudo que apresentou alta redundância foi o de 

cálcio. Assim como o transportador de zinco, é possível que outras moléculas dependentes de cálcio 

estejam envolvidas, como por expemplo, a calcineurina que é uma fosfatase ativada por 

Ca+2/calmodulina. Vários estudos têm demonstrado que a atividade de calcineurina e o influxo de 

cálcio na célula são interrelacionados e rigorosamente controlados para que possam exercer suas 

funções na adaptação do fungo frente a mudanças do ambiente, na regulação da morfogênese e na 

patogenia (FOX e HEITMAN, 2002). Em C. neoformans, a enzima parece ter papel fundamental 

para o crescimento a 37oC, para a filamentação e para a virulência em animais de laboratório 

(ODOM et al., 1997; CRUZ et al., 2000; FOX et al., 2001; CRUZ et al., 2001; FOX et al., 2003; 
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KRAUS e HEITMAN, 2003; KRAUS et al., 2005). Kraus et al. (2003), verificaram que cepas que 

tiveram a atividade da calcineurina rompida (por mutação ou por uso de inibidor), apresentaram 

mudanças na expressão de genes envolvidos em biossintese de parede, sugerindo papel importante 

da calcineurina para manutenção da integridade da parede celular.  

Outra proteína com alta redundância encontrada em nosso trabalho, foi o regulador de 

chaperona (= heat shock protein) que regula a atividade de um grupo de proteínas Heat schock 

protein (HSP) com massa molecular em torno de 70KDa. As HSP são produzidas pelas próprias 

células em resposta a condições de estresse, permitindo a sobrevivência do microrganismo em 

ambientes ou em situações hostis (GARRIDO et al., 2001; PARCELLIER et al., 2003). Estas , 

coordenam o armazenamento e liberação de proteínas, a degradação de proteínas instáveis, auxiliam 

na prevenção de agregação protéica e também no transporte interno das mesmas (STEEN et al., 

2003). Em C. neformans, as HSP70 parecem ser altamente imunogênicas (Kakeya et al., 1999; 

Burnier et al., 2006). Kakeya et al. (1997 e 1999), analisando a resposta imune em murinos e em 

humanos com criptococose pulmonar, verificaram que as HSP70 eram os principais alvos da 

resposta humoral. Steen et al. (2003), avaliando a expressão de genes em coelhos com meningite 

criptocócica, também verificaram regulação aumentada de HSP70. Um fato interessante é que, ao 

contrário do teste in vivo, in vitro não houve expressão aumentada quando cultivado a 37°C, não só 

da HSP70, mas também das HSP60 e HSP90 (STEEN et al., 2002), sugerindo a existência de outros 

fatores de estresse que estimulem uma maior transcrição destes genes. Ainda no mesmo trabalho, 

foi verificado que outro fator poderia ser a privação de ferro que ocorre durante a infecção no 

hospedeiro. Esta privação pode, por sua vez, ser resultante da ação de neutrófilos num mecanismo 

de ação semelhante ao da privação de zinco (LULLOFF et al., 2004). 

Por fim, foi encontrada alta redundância para a enzima piruvato decarboxilase, cuja função 

está relacionada ao metabolismo de carboidratos. Em C. neoformans, especificamente, esta enzima 

faz parte da via de neoglicogênese, produzindo 2-(alfa-hidroxietil) tiamina difosfato (= 2-

hidroxietil-ThPP) e acetaldeido (anexo 4). A expressão aumentada de piruvato decarboxilase vem 

sendo relatada, não só em condição de infecção ou estresse, mas também em condições ideais de 

crescimento (STEEN et al., 2002 e 2003; LIAN et al., 2005). O fato dos produtos 2-hidroxietil-

ThPP e acetaldeído serem, por sua vez, substratos para uma ampla variedade de enzimas 

pertencentes a outras vias metabólicas, explicaria em parte esta questão, porém maiores 

investigações são necessárias para se estabelecer, com mais exatidão, quais fatores estimulam a 

expressão deste gene. Ao contrário de trabalhos realizados por Dutra et al., 2004, por Bailão et al. 

(2006) e recentemente por Baeza (2006), neste trabalho foi encontrada uma variabilidade menor de 

proteínas (oito tipo de proteínas), após a pesquisa no banco de dados (BLASTx). Este fato 

inesperado pode ter ocorrido devido à passagem da cepa (recuperada do pulmão) pelo meio de 
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cultura ou talvez pelo número relativamente baixo de seqüências analisadas. A interação fungo-

hospedeiro durante a infecção criptocóccica é extremamente complexa e ainda não foi 

suficientemente explorada. Neste sentido, os dados obtidos neste trabalho podem contribuir para um 

melhor entendimento desta interação. 
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6. CONCLUSÕES 

1. A maioria dos isolados (104/106 = 98,1%) foi identificado por PCR como C. neoformans 

var. grubii. 

2. A técnica de RAPD com o iniciador 6 foi mais discriminatória do que o PCR-fingerprinting 

com (GACA)4. 

3. O tipo molecular VNI (C. neoformans var. grubii, sorotipo A) foi o mais prevalente entre os 

isolados (91,5%), seguido do VNII (6,6%) e VGII (1,9%), identificados por PCR-RFLP do 

gene PLB1 e PCR-fingerprinting com (GACA)4.  

4. O tipo sexual MATα foi 100% prevalente entre os isolados estudados. 

5. Os azóis foram eficazes contra os isolados de C. neoformans. Apenas dois isolados foram 

resistentes (um para fluconazol e um para itraconazol). 

6. 5-fluorocitosina, ao contrário dos azóis, mostrou menor atividade com alta prevalência de 

isolados intermediários e resistentes. 

7. Número expressivo de isolados (20 isolados) com CIM ≥ 1µg/mL a anfotericina B foi 

observado. 

8. Houve diferenças significativas dos perfis de sensibilidade a 5-fluorocitosina e anfotericina 

B entre os Estados de São Paulo e Rio de Janeiro. 

9. Foi observada transcrição aumentada de genes, possivelmente, relacionados aos fatores de 

virulência ou a mecanismos de sobrevivência no hospedeiro (transportadores de cálcio e de 

zinco). 

10. Transcrição aumentada foi também observada em genes relacionados a estresse (chaperona), 

bem como, a neoglicogênense. 
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GENOTYPING, SEROTYPING AND DETERMINATION OF MATING- TYPE OF 

Cryptococcus  neoformans CLINICAL ISOLATES FROM SÃO PAULO STATE, BRAZIL 

Marcelo Teruyuki MATSUMOTO  (1), Ana Marisa FUSCO-ALMEIDA (1), Lilian Cristiane  

BAEZA (1), Márcia de Souza Carvalho MELHEM (2) & Maria José Soares MENDES-

GIANNINI (1) 

 

SUMMARY 

The basidiomycetous yeast Cryptococcus neoformans is an important fungal pathogen 

mainly in immunocompromised patients. In this study, 47 clinical isolates of C. neoformans from 

regions of São Paulo State were studied serologically by using the Crypto Check Iatron RM 304-K 

kit, their genetic diversity was estimated by PCR-fingerprinting with a microsatellite-specific 

sequence (GACA)4, RAPD with primer 6 (Amersham Pharmacia Biotech), PCR-restriction 

fragment length polymorphism (RFLP) analysis of the phospholipase B gene (PLB1) digested with 

AvaI and mating type analysis by PCR. All 47 strains isolated from HIV positive patients included 

in this study were serotype A and MATα. The majority of the isolates (45/47) were VNI and only 

two were VNII by PCR-fingerprinting and PCR-RFLP analysis. High degree of homogeneity was 

observed when (GACA)4 was used with the almost all isolates being highly correlated (>0.9). In 

contrast, the RAPD analysis showed more heterogeneous with more number of molecular profiles. 

By PCR-RFLP, none new molecular type was found, enhancing the suggestion that the differences 

based on conserved gene as PLB1, can be resultant of ongoing divergent evolution within the C. 

neoformans complex, into the current eight subtypes. Our results furnish new information on the 

molecular epidemiology of C. neoformans in the southeast region of Brazil. 
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INTRODUCTION 

Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast agent of human and animal 

cryptococcosis30,31. This opportunistic fungal pathogen has a worldwide distribution and is 

responsible for life-threatening infections of the central nervous system, mainly in patients with 

AIDS11,39. Two distinct species have been recognized: C. neoformans with two varieties, var. grubii 

(serotype A), var. neoformans (serotype D) and the hybrid serotype AD and C. gattii, including 

serotypes B and C20,28. 

Human infection is acquired by inhalation of infectious propagules such as desiccated yeast 

cells or maybe basidiospores from environment sources21,35,44. C. neoformans is a heterothallic 

basidiomycete that exists as two mating types, α and a, being determined by single locus MAT, 

with two alleles24 . One of the most interesting features of C. neoformans is the imbalance between 

mating-types prevalence in the environmental as well as clinical isolates. Almost all isolates have 

been found to be mating-type α27. However, some rare isolates identified as MATa/α are 

considered to be occasional diploid or aneuploid strains13,34. 

Most infections, in immunocompromised hosts, are caused by C. neoformans var. grubii11,39. 

In contrast, C. neoformans var. gattii generally affects immunocompetent hosts43. The incidence of 

cryptococcosis varies according to the population, the region and the period studied. In Brazil, from 

1980 to 2002, 215,810 AIDS patients were registered, among whom 6% had cryptococcosis at the 

time of diagnosis9 and São Paulo is the state with the highest rate of this disease. The majority of 

the brazilian clinical and environmental isolates have shown to be serotype A with exception in 

north and northeastern regions where the serotype B is endemic1,4,41,46.  

Epidemiological studies on cryptococcosis are essential to understand the biology of this 

fungus so as to improved current therapy against this infection. Several molecular typing methods 

have been used in epidemiological analyses of clinical and/or environmental isolates of C. 

neoformans, including karyotyping, PCR fingerprinting, random amplified polymorphic DNA 

(RAPD), restriction fragment length polymorphism (RFLP) and amplified fragment length 

polymorphism (AFLP)5,7,8,10,12,16,22,26,37,45. PCR-fingerprinting using mini (M13) or microsatellite 

[(GACA)4] specific sequences as single primers and RFLP (PLB1 and URA5 genes) methods have 

grouped global isolates of C. neoformans into eight major molecular types32,37,38. Likely, 

BOEKHOUT et al. using AFLP analysis grouped into six major AFLP groups8. FRANZOT et al. 

using CNRE-1 RFLP analysis and URA5 sequencing found low genetic diversity among Brazilian 

isolates19; conversely, HORTA et al. have found great differences in RAPD profiles23. On the other 

hand, ALMEIDA et al showed the presence of 22 EK and 15 RAPD profiles that were highly 

related2. 
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Phospholipases are found in a wide range of organisms, including both pathogenic and 

nonpathogenic species of yeasts and moulds6,15,33,36. The phospholipase B (PLB1) gene of C. 

neoformans has been described as important virulence factor in a mouse and rabbit and as 

interesting target for molecular typing of C. neoformans via PCR-RFLP analysis15,32. However until 

the present moment, there are not available data about the molecular epidemiology of C. 

neoformans using PLB1-RFLP method in Brazil. 

Even though C. neoformans is a leading cause of life-threatening mycotic infection among 

AIDS patients in Brazil, a small amount of works have studied this molecular epidemiology. In 

light of this, we analyzed clinical isolates of C. neoformans from several regions of São Paulo State 

to evaluate serotypes, genetic variability using PCR-fingerprinting with (GACA)4 oligonucleotide, 

RAPD with primer 6, PLB1-RFLP and mating type analysis by PCR. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Fungal isolates. 

Forty-seven strains of C. neoformans were isolated at intervals; from thirty-five AIDS 

patients from São José do Rio Preto, Santos, Araraquara and Ribeirão Preto, from various 

geographic areas of São Paulo state, Brazil, during the pre-highly active antiretroviral therapy 

(HAART) period. These isolates were maintained in the Culture Collection of the Instituto Adolfo 

Lutz laboratory, a Public Health National Reference Center, located in six different cities in São 

Paulo State. The C. neoformans cultures were grown at 30°C on Sabouraud dextrose agar with 

chloramphenicol. The isolates were identified by conventional methods to genus, species and 

variety. Serotyping was performed by slide agglutination (Crypto Check Iatron kit, Tokyo, Japan), 

following the manufacturer's instructions.  

 

DNA isolation 

Genomic DNA was extracted and purified by a slight modification of the method of DEL 

SAL et al.17. Briefly, C. neoformans isolates were grown on Sabouraud’s dextrose agar at 30°C for 

48 hours and two loopfuls of cells from the culture were suspended in YEPD medium with 2.9% 

NaCl and then incubated at 30°C overnight. Cells were harvested and suspended in CES (20mmol l-

1 sodium citrate; 50 mmol l-1 EDTA pH 8.0; 0.9 mol l-1 sorbitol) containing Novozym 234 

(NovoNordisk, from Trichoderma harzianum, Denmark). The suspension was incubated at 37°C for 

3 hours, and spheroplasts were collected by centrifugation. DNA was isolated by lysing the 

spheroplasts in TEN buffer with 1% SDS (1 mol l-1 Tris-base; 0.5 mol l-1 EDTA; 1 mol l-1 NaCl; 1% 

SDS). Chloroform-isoamyl alcohol (24:1) was then added, shaken and centrifuged for 13 minutes at 

12000rpm and the aqueous phase was transferred to a new tube. To precipitate the DNA, 
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isopropanol (1:1) was added and incubated at –20°C for 30 minutes. The DNA pellet was washed 

with 70% ethanol, centrifuged and air-dried. Finally, the DNA was resuspended in 80µl TE (40 

mmol l-1 Tris-base, 2 mmol l-1 EDTA). 

 

RAPD and PCR-fingerprinting 

Oligonucleotides of the microsatellite-specific sequence (GACA)4 were used as single 

primers in the PCR, as described by MEYER et al.38. The amplification reactions were performed in 

a volume of 25µl, using the Ready-to-Go RAPD Kit according to the manufacturer’s instructions. 

PCR was performed for 35 cycles in a Perkin-Elmer Thermal cycler (model GeneAmp PCR System 

9700), each consisting of with 20 seconds of denaturation at 94°C, 1 minute annealing at 50°C, and 

20 seconds extension at 72°C, followed by a final extension cycle for 6 minutes at 72°C. 

Amplification products were separated by electrophoresis on 2% agarose gels in 1X TBE buffer 

(Tris-borate-EDTA) at 150V for 2.5 hours, stained with ethidium bromide and then visualized 

under UV light. 

The RAPD analysis was carried out using primer six (5’CCCGTCAGCA-3’; Amersham 

Pharmacia Biotech) in a volume of 25µl, using the Ready-to-Go RAPD Kit according to the 

manufacturer’s instructions. The following cycle conditions were used: initial denaturation at 95°C 

for 5 minutes, followed by 45 cycles of denaturation at 95°C for 1 minute, annealing at 36°C for 1 

minute and amplification at 72°C for 2 minutes, and a final extension at 72°C for 10 minutes. 

Amplification products were separated by electrophoresis, on 2% agarose gels in 1X TBE buffer at 

150V for 2.5 hours and stained with ethidium bromide and then visualized under UV light. 

 

PCR-RFLP analysis of the PLB1 gene. 

The PLB1 fragment was amplified by PCR, in a final volume of 50µl, digested with AvaI in 

accordance with LATOUCHE et al.32 and was separated by electrophoresis on 3% agarose gel at 

100V for 5.5 hours. 

 

Determination of mating type. 

Mating type was established by PCR using two primer pairs, specific for mating-type αααα and 

a, in accordance with CHATURVEDI et al.13. Initial denaturation was done at 95°C for 3 minutes, 

followed by 30 cycles of denaturation at 94°C for 1 minute, annealing at 57.5°C for 1 minute, 

amplification at 72°C for 1 minute, and a final extension at 72°C for 7 minutes, in a GeneAmp PCR 

System 9700 (Perkin-Elmer). Amplification products were separated by electrophoresis on 2% 

agarose gels in 1X TBE buffer at 120V for 2 hours stained with ethidium bromide and then 

visualized under UV light. 
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Reference strains 

The following C. neoformans standard reference strains representing each major molecular 

type were used in PCR fingerprinting and PCR-RFLP: WM148 (VNI - serotype A), WM626 (VNII 

- serotype A), WM628 (VNIII - serotype AD), WM629 (VNIV - serotype D), WM179 (VGI - 

serotype B), WM178 (VGII - serotype B), WM161 (VGIII - serotype B), WM779 (VGIV - serotype 

C)37. 

The C. neoformans strains ATCC 28957 (serotype D, MATαααα) and ATCC 28958 (serotype 

D, MATa) were used as positive control for determination of mating type by PCR. 

Statistical Analysis 

The computer software GelCompar II (Applied Maths, Version 2.0, Belgium) was used to 

determine the genetic relatedness of the isolates. Similarity coefficients were calculated by using the 

Dice Algorithm and cluster analysis was performed by the UPGMA (Unweighted Pair-Group 

Method Using Arithmetic Averages) tree method.  

 

RESULTS 

Fungal isolates 

A total of 47 cryptococcal isolates from four São Paulo State districts were recovered from 

35 HIV-positive patients, among whom nine (25%) had more than one sample taken at the time of 

diagnosis and during the treatment and 27 (75%) provided single samples. All isolates were 

identified as C. neoformans var grubii, serotype A. 

 

Determination of Mating Type by PCR 

The MATαααα and MATa specific primers pair was used to amplify specific fragments of 

101bp and 117bp, respectively. Epidemiological analysis of the mating type showed 100% 

prevalence of MATαααα in all four regions (Figure 1). 

 

PLB1-RFLP, PCR-fingerprinting and RAPD analysis. 

The PLB1-RFLP and (GACA)4-PCR fingerprinting analysis were carried out to separate the 

strains of C. neoformans into eight major molecular types (Figure 2A).  

The RFLP profiles generated showed prevalence of 95.7% (45/47) of the molecular type 

VNI and only two VNII (4.3%) (Figure 2B). 
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Random primer 6 and a single primer specific to microsatellite repeats (GACA)4 were used 

to amplify DNA polymorphisms within the cryptococcal genome. RAPD profiles and PCR 

fingerprinting types were assigned according to the major bands. For both (GACA)4 and random 

primer 6, all visible and well-defined bands identified visually and confirmed by the software were 

included in the analysis (Fig. 2B). Similarity dendrogram analysis obtained with (GACA)4 showed 

a high overall homogeneity among the 47 isolates from São Paulo State. The mean coefficient 

similarity value of the strains was 0.98 ± 0.04. Two major groups were formed. The group I, 

corresponding C. neoformans var. grubii (VNI type strains), was clustered 45 isolates (95.7%) in 

three profiles with similarity around 0.94. The second minor group (II) with only two VNII type 

strains was formed showing correlation of 0.84 with the VNI group (Fig. 3). In contrast, the 

dendrogram based on RAPD profiles with primer 6 showed more heterogeneous profile. The mean 

coefficient similarity of the strains was 0.84 ± 0.15. A total of 14 profiles were distributed in three 

major groups that showed similarity around 0.55. The group I had approximately 0.8 of similarity 

and clustered 41 strains (87.2%) in 11 profiles, all molecular type VNI. The two strains VNII were 

grouped in a distinct cluster (group II) as obtained with (GACA)4 showing correlation around 0.7 

with the group I. Finally, the group III containing four isolates and two profiles included strains 

from Santos and Araraquara districts that had 100% similarity with PCR fingerprinting but when 

compared with RAPD showed a low similarity coefficient (< 0.6) with the other two groups (Fig. 

4). 

 

DISCUSSION 

The epidemiology of C. neoformans complex has been extensively explored worldwide but 

in Brazil, specially in São Paulo State, the data on molecular epidemiology remain scarce and more 

information would helpful to elucidate the distribution of the major molecular types among 

brazilian isolates. The genetic structure of C. neoformans is very complex and the employment of 

new primers in RAPD, as well as other molecular tools, such as the PCR-RFLP method based on 

PLB1 gene in this work, are interesting and important for elucidate your epidemiology. All isolates 

included in this study were recovered from HIV-positive patients and identified as C. neoformans 

var grubii, serotype A. This finding is consistent with previous studies showing that the majority of 

the cases of cryptococcosis in immunocompromised hosts, mainly patients with AIDS, in Brazil as 

well as worldwide, are caused by serotype A11,12,39,41. NISHIKAWA et al serotyped 467 C. 

neoformans isolates from clinical and environmental sources in Brazil. Serotype A was more 

prevalence mainly in southern and southeast regions while the serotype B was predominant in north 

and northeastern region41. 

  

  



 

 

108

Several typing approaches have been used in epidemiological studies to characterize and 

investigate the genetic structure of C. neoformans isolates. All C. neoformans isolates were grouped 

into one major molecular type VNI (var. grubii, serotype A) with (GACA)4-PCR fingerprinting and 

confirmed by PLB1-RFLP, with exception of two strains that were identified as VNII, from Santos 

district. Our results are similar to previous studies that found VNI type strains as the commonest 

molecular type. An IberoAmerican study performed with strains from nine countries including 

Brazil showed prevalence of VNI among 340 C. neoformans strains. Specifically, 66 Brazilian 

strains were included revealing only three molecular types being VNI more predominant with 

82.3% followed by VGII (13.6%) and VNII (3.0 %)37. CASALI et al., in an important survey of 

Brazilian cryptococcal isolates from the southern region of the country, investigated 105 clinical 

and 19 environmental isolates and also verified a predominance of C. neoformans var. grubii 

molecular type VNI12. Although with low number of strains, the RAPD analysis showed notable 

heterogeneity. While the (GACA)4 PCR fingerprinting yielded four profiles distributed in two 

major groups with mean similarity value of 0.98 ± 0.04, the primer 6 RAPD yielded 14 profiles in 

three major groups with mean similarity of 0.84 ± 0.15 value. Moreover, four isolates that were 

high similar with PCR-fingerprinting showed low correlation with primer 6. These results can have 

occurred because the primer probably hybridizes with less conserved regions of the genomic DNA 

generating more polymorphisms3. In a previous study, twenty two arbitrary polymerase chain 

reaction primers were tested in clinical and environmental isolates from the Brazilian state Rio 

Grande do Sul among them eight confirmed the genetic polymorphism23. In another, numerous 

distinguishable subtypes were identified among strains recovered from AIDS patients26. 

Nine patients investigated in this study had more than one sample taken at the time of 

diagnosis and during the treatment. Almost all serial isolates showed identical genotypes 

independent of the time of isolation. Only one patient with two serial isolates had genotype variety 

with primer 6 but not with (GACA)4. However the value of coefficient similarity was >0.9 

suggesting that microevolution probably occurred.  

The PCR-RFLP method based on PLB1 gene is of great importance because highlights 

differences based on partial sequence of a single virulence gene, while PCR-fingerprinting, on the 

other hand, amplifies mostly noncoding DNA sequences across the whole genome14,32. In our 

knowledge, there are not reports evolving Brazilian samples using this method. The PLB1-RFLP 

was applied associated with PCR-fingerprinting to differentiate the strains into eight molecular 

types previously described as well as verify the possible existence of a new molecular subtype. In 

the present work, VNI was prevalent in 45/47 isolates (95.7%) while VNII was 2/47 (4.3%), none 

new molecular subtype was found. Our results enhance previous data that suggest the differences 

based on more conserved genes as PLB1 or URA-5 by PCR-RFLP can be resultant of ongoing 
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divergent evolution within the C. neoformans complex, into the current eight subtypes and not only 

coincidental32. 

Mating type αααα-specific primer was used here and yielded a 101bp MATα fragment in all 

cases, showing that all C. neoformans isolates were MATα, consistently with a previous study 

showing that MATα is more frequent than MATa among clinical as well as environmental 

isolates12,25,27,42. Information about the mating-types of C. neoformans strains is important for an 

understanding of their ecology and virulence. It has been reported that MATαααα is more virulent than 

the opposite type MATa29. Moreover, in coinfection with both mating types, the MATαααα strains 

more likely disseminate to the central nervous systems which might explain the prevalence among 

the clinical isolates40. 

In conclusion, the results obtained in this study add new information to the available data on 

molecular epidemiology of C. neoformans in the southeast region of Brazil.  
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GENOTIPAGEM, SOROTIPAGEM E DETERMINAÇÃO DE MATING-T YPE DE 

ISOLADOS CLÍNICOS DE Cryptococcus  neoformans DO ESTADO DE SÃO PAULO, 

BRASIL 

 

RESUMO 

Cryptococcus neoformans, pertencente à classe dos basidiomicetos, é um importante 

patógeno, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Neste estudo, 47 isolados clínicos de 

C. neoformans de várias regiões do Estado de São Paulo foram avaliados quanto aos sorotipos e o 

mating-type por PCR. A diversidade genética foi analisada por PCR-fingerprinting com a seqüência 

iniciadora específica para regiões microssatélite (GACA)4, RAPD com o iniciador 6 (Amersham 

Pharmacia Biotech) e por RFLP do gene PLB1 digerido com AvaI. Todos os isolados foram obtidos 

de pacientes HIV positivos e identificados como sorotipo A e MATα. A maioria dos isolados 

pertenceram ao tipo molecular VNI (45/47) e apenas dois foram VNII quando analisados por PCR-

fingerprinting e PCR-RFLP. Homogeneidade alta foi obtida com o iniciador (GACA)4, com a 

maioria dos isolados apresentando correlação alta (>0.9). Os resultados do RAPD, por sua vez, 

revelaram maior heterogeneidade com numero maior de perfis moleculares. Por PCR-RFLP, 

nenhum tipo molecular novo foi encontrado, realçando a idéia de que em genes conservados como 

PLB1, as diferenças podem ser resultantes de divergências evolutivas dentro do complexo C. 

neoformans, separando os isolados nos oito subtipos moleculares já estabelecidos. Nossos 

resultados fornecem novas informações sobre a epidemiologia molecular de C. neoformans na 

região sudeste do Brasil. 
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Figure 1. PCR amplification of C. neoformans isolates for determination of mating type. Lane 1, 

molecular weight marker (Gibco 100bp); 2, ATCC 28957 (MATαααα); 3, ATCC 28958 (MATa); 4-7, 

clinical isolates; 8, negative control. 

 

αααα a αααα a αααα a αααα a αααα a αααα a αααα a 
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Figure 2.  

2A. PCR fingerprinting with primer (GACA)4 (AI) and PLB1-RFLP with AvaI (AII) patterns of C. 

neoformans. Lane 1*, molecular weight marker; 2-5, molecular types VNI, VNII, VNIII, VNIV; 6-

9, molecular types VGI, VGII, VGIII, VGIV 

2B. Representative gel of (GACA)4-PCR fingerprinting (BI), Primer 6-RAPD (BII) and PLB1-

RFLP (BIII) from clinical isolates of C. neoformans. Lane 1*, molecular weight marker; 2-4, 

clinical isolates 377, 379 and 387 (molecular type VNI, serotype A); 5-6, clinical isolates 382 and 

384 (molecular type VNII, serotype A). 

* Molecular weight marker (Gibco 100bp) to the (GACA)4-PCR fingerprinting (AI and BI) and 

Primer 6-RAPD (BII). 

Molecular weight marker (Promega 100bp) to the PLB1-RFLP (AII and BIII). 
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Figure 3. Dendrogram of the PCR-fingerprinting patterns obtained from C. neoformans isolates 

with primer (GACA)4. 
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Figure 4. Dendrogram of the RAPD patterns obtained from C. neoformans isolates with primer 6. 
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8. ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 1. Perfis representativos de RAPD de cinco isolados de C. neoformans obtidos com os 

iniciadores 1, 2, 3, 4, 5 e 6 do Kit Ready to Go (gel a 2%). •••• = Marcador de tamanho molecular 

100bp (Invitrogen). 

Sequência 1 Sequência 2 Sequência 3 

1     2     3   4    5           1     2    3     4    5           1     2     3    4    5          •••• •••• •••• 

Sequência 4  Sequência 5  Sequência 6 
 

1     2      3    4    5            1     2    3    4     5            1     2     3    4    5          •••• •••• •••• 

São Paulo 

2072pb 
1500pb 

600pb 

100pb 
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Anexo 2. Esquema de diluição das drogas solúveis e insolúveis em água. M27-A2, 2002 – CLSI. 

Drogas solúveis em água (fluconazol e 5-fluorocitosina) 

Passo Concentração 

(µg/mL) 

Fonte Volume 

(mL) 

+ Meio* 

(mL) 

= Concentração 

Intermediária  

(µg/mL) 

= Concentração 

Final (1:10) 

(µg/mL) 

1 10240 Estoque 1,0  7,0  1280  128 

2 1280 Passo 1 1,0  1,0  640  64 

3 1280 Passo 1 1,0  3,0  320  32 

4 320 Passo 3 1,0  1,0  160  16 

5 320 Passo 3 0,5  1,5  80  8 

6 320 Passo 3 0,5  3,5  40  4 

7 40 Passo 6 1,0  1,0  20  2 

8 40 Passo 6 0,5  1,5  10  1 

9 40 Passo 6 0,5  3,5  5  0,5 

10 5 Passo 9 1,0  1,0  2,5  0,25 

A concentração na placa será a metade da concentração final (1:10), devido a adição do inoculo. 

 

Drogas insolúveis em água (anfotericina B e itraconazol) 

Passo Concentração 

(µg/mL) 

Fonte Volume 

(mL) 

+ Meio 

(mL) 

= Concentração 

Intermediária  

(µg/mL) 

= Concentração 

Final (1:100) 

(µg/mL) 

1 3200 Estoque     3200  32 

2 3200 Estoque 0,5  0,5  1600  16 

3 3200 Estoque 0,5  1,5  800  8 

4 3200 Estoque 0,5  3,5  400  4 

5 400 Passo 4 0,5  0,5  200  2 

6 400 Passo 4 0,5  1,5  100  1 

7 400 Passo 4 0,5  3,5  50  0,5 

8 50 Passo 7 0,5  0,5  25  0,25 

9 50 Passo 7 0,5  1,5  12,5  0,125 

10 50 Passo 7 0,5  3,5  6,25  0,0625 

* = Dimetil Sulfóxido 

A concentração na placa será a metade da concentração final (1:100), devido a adição do inoculo. 
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Anexo 3A. Valores de CIM (µg/mL) para fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e anfotericina B 

de isolados C. neoformans do Estado de São Paulo. 

    CIMs (µg/mL) 

Paciente Isolado Ano Estado Fluconazol Itraconazol 5-Fluorocitosina Anfotericina B 

1 481 95 SP 2 S 0,125 S 4 S 0,0625 

1 482 95 SP 4 S 0,125 S 8 I 0,0625 

2 540 95 SP 4 S 0,0625 S 4 S 0,125 

2 541 95 SP 4 S 0,0625 S 4 S 0,125 

2 14 96 SP 8 S 0,0625 S 4 S 0,125 

3 13 96 SP 2 S 0,0625 S 4 S 0,0625 

3 49 96 SP 8 S 0,0625 S 4 S 0,0625 

4 98 96 SP 4 S 0,125 S 16 I 0,5 

4 14 96 SP 4 S 0,125 S 16 I 0,5 

5 221 96 SP 4 S 0,0625 S 8 I 0,125 

5 18 97 SP 4 S 0,0625 S 8 I 0,125 

6 222 96 SP 4 S 0,125 S 8 I 0,25 

6 65 97 SP 8 S 0,5 SDD 16 I 0,25 

7 62 97 SP 4 S 0,0625 S 16 I 0,25 

7 66 97 SP 8 S 0,125 S 16 I 0,25 

7 67 97 SP 8 S 0,125 S 16 I 0,25 

8 377 95 SP 4 S 0,0625 S 2 S 0,0625 

9 379 95 SP 4 S 0,0625 S 2 S 0,0313 

10 387 95 SP 4 S 0,0625 S 8 I 0,0625 

11 382 95 SP 2 S 0,125 S 4 S 0,0625 

11 384 95 SP 2 S 0,125 S 8 I 0,0625 

12 71 96 SP 4 S 0,25 SDD 4 S 0,0625 

13 169 96 SP 4 S 0,5 SDD 4 S 0,0625 

14 72 96 SP 2 S 0,25 SDD 8 I 0,25 

15 141 96 SP 2 S 0,25 SDD 8 I 0,25 

16 175 96 SP 4 S 0,25 SDD 8 I 0,25 

17 32 97 SP 4 S 0,25 SDD 8 I 0,25 

18 196 96 SP 4 S 0,25 SDD 16 I 0,5 

18 192 96 SP 4 S 0,25 SDD 16 I 0,125 

19 2177 99 SP 16 SDD 0,25 SDD 8 I 0,5 

20 1950 98 SP 16 SDD 0,25 SDD 8 I 0,25 

21 1920 98 SP 16 SDD 0,25 SDD 8 I 0,5 

22 1870 98 SP 32 SDD 0,5 SDD 4 S 1 
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23 1850 98 SP 4 S 0,5 SDD 4 S 1 

23 1830 97 SP 8 S 0,125 S 8 I 0,5 

24 141 96 SP 8 S 0,25 SDD 4 S 0,5 

25 85 98 SP 8 S 0,25 SDD 8 I 0,5 

26 35 99 SP 4 S 0,25 SDD 4 S 0,5 

27 110 98 SP 8 S 0,25 SDD 4 S 0,5 

28 34 99 SP 16 SDD 0,25 SDD 8 I 0,5 

29 26 98 SP 8 S 0,25 SDD 2 S 1 

30 142 96 SP 8 S 0,25 SDD 8 I 0,5 

31 1269 93 SP 16 SDD 0,25 SDD 8 I 0,5 

32 11 98 SP 16 SDD 0,25 SDD 4 S 0,5 

33 31 98 SP 16 SDD 0,25 SDD 8 I 0,5 

34 6 99 SP 16 SDD 0,25 SDD 16 I 0,5 

35 34 98 SP 16 SDD 0,25 SDD 8 I 0,5 

 

SP = São Paulo 

S = sensível 

SDD = sensível dependente de dose 

I = intermediário 

R = resistente 

 

 

 

 

 

Critérios de classificação estabelecidos pelo CLSI, 

documento M-27 A2. 
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Anexo 3B. Valores de CIM (µg/mL) para fluconazol, itraconazol, 5-fluorocitosina e anfotericina B 

de isolados C. neoformans do Estado do Rio de Janeiro. 

    CIMs (µg/mL) 

Paciente Isolado Ano Estado Fluconazol Itraconazol 5-Fluorocitosina Anfotericina B 

1 4 95 RJ 4 S 0,0313 S 32 R 0,25 

1 7 95 RJ 4 S 0,0313 S 32 R 0,125 

1 8 95 RJ 8 S 0,0313 S 32 R 0,25 

1 9 95 RJ 8 S 0,125 S 32 R 0,5 

2 2 95 RJ 8 S 0,5 SDD 64 R 1,0 

2 6 95 RJ 16 SDD 0,0625 S 16 I 1 

3 26 96 RJ 16 SDD 0,125 S 32 R 1 

3 27 96 RJ 2 S 0,125 S 32 R 1 

3 28 96 RJ 16 SDD 0,25 SDD 32 R 1 

3 30 96 RJ 64 R 0,125 S 16 I 1 

4 33 96 RJ 4 S 0,0625 S 16 I 0,5 

4 34 97 RJ 16 SDD 0,125 S 64 R 0,5 

5 41 97 RJ 8 S 0,125 S 64 R 0,5 

5 42 97 RJ 8 S 0,125 S 64 R 0,5 

6 39 97 RJ 2 S 0,0625 S 8 I 0,5 

6 40 97 RJ 16 SDD 0,25 SDD 32 R 0,5 

7 43 97 RJ 8 S 0,0313 S 32 R 0,25 

7 44 97 RJ 4 S 0,0313 S 16 I 0,5 

7 45 97 RJ 8 S 0,125 S 16 I 0,5 

7 47 97 RJ 4 S 0,25 SDD 16 I 0,5 

8 32 96 RJ 2 S 0,0313 S 32 R 0,5 

9 46 97 RJ 8 S 0,125 S 32 R 0,5 

9 38 97 RJ 8 S 0,0625 S 32 R 0,5 

9 1 95 RJ 8 S 0,125 S 64 R 0,5 

10 35 97 RJ 2 S 0,125 S 8 I 0,5 

11 49 97 RJ 1 S 0,125 S 8 I 0,0313 

11 50 97 RJ 8 S 0,0625 S 64 R 0,5 

12 52 97 RJ 8 S 0,0625 S 64 R 0,5 

12 54 97 RJ 2 S 0,0625 S 32 R 0,125 

12 55 97 RJ 2 S 0,0625 S 16 I 0,5 

13 60 97 RJ 4 S 0,5 SDD 8 I 0,5 

13 61 97 RJ 4 S 0,25 SDD 16 I 0,5 

13 62 97 RJ 8 S 0,25 SDD 8 I 0,5 
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14 63 98 RJ 4 S 0,25 SDD 16 I 0,5 

14 64 98 RJ 4 S 0,5 SDD 16 I 0,25 

15 70 98 RJ 4 S 0,0625 S 64 R 1 

15 53 97 RJ 8 S 0,25 SDD 64 R 0,5 

16 71 98 RJ 4 S 0,125 S 64 R 1 

16 74 98 RJ 8 S 0,125 S 64 R 0,5 

16 67 98 RJ 2 S 0,5 SDD 16 I 0,5 

17 76 98 RJ 16 SDD 0,125 S 16 I 0,5 

18 80 98 RJ 0,5 S 0,25 SDD 64 R 0,5 

18 81 98 RJ 4 S 0,25 SDD 64 R 0,5 

18 82 98 RJ 1 S 0,25 SDD 8 I 1 

18 83 98 RJ 4 S 0,25 SDD 8 I 0,5 

18 84 98 RJ 8 S 0,25 SDD 64 R 1 

18 85 98 RJ 8 S 0,125 S 16 I 0,5 

18 86 98 RJ 8 S 0,125 S 8 I 0,5 

19 87 98 RJ 16 SDD 0,25 SDD 8 I 1 

20 88 98 RJ 1 S 2 R 16 I 1 

21 89 99 RJ 1 S 0,0313 S 8 I 0,5 

22 90 99 RJ 4 S 0,0625 S 32 R 1 

22 93 99 RJ 4 S 0,0313 S 16 I 2 

22 111 00 RJ 4 S 0,125 S 64 R 1 

22 112 00 RJ 8 S 0,125 S 64 R 1 

22 101 99 RJ 8 S 0,125 S 64 R 0,25 

23 103 00 RJ 8 S 0,25 SDD 16 I 0,5 

23 104 00 RJ 8 S 0,125 S 64 R 0,5 

23 105 00 RJ 8 S 0,25 SDD 16 I 1 

 

RJ = Rio de Janeiro 

S = sensível 

SDD = sensível dependente de dose 

I = intermediário 

R = resistente 

 

Critérios de classificação estabelecidos pelo CLSI, 

documento M-27 A2. 
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Anexo 4. Esquema representativo da via de glicólise e neoglicogênese de C. neoformans 

(http://www.genome.jp/dbget-bin/show_pathway?cne00010+CNJ00950). 

             = Piruvato decarboxilase 
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