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RESUMO

A criptococose é uma infecção fúngica oportunista causada por leveduras do gênero Cryptococcus, principalmente 
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. Devido ao tropismo pelo sistema nervoso central, a principal 
manifestação clínica da doença é a meningite criptocócica, que acomete com maior gravidade indivíduos com síndrome 
da imunodeficiência adquirida. O interesse em aspectos fenotípicos, tais como diâmetro de cápsula, hidrólise de ureia, 
atividade fenoloxidase, vem aumentando por constituírem a virulência do fungo. O objetivo do presente estudo foi 
quimiotipar as espécies de Cryptococcus recuperados de 15 casos de meningite criptocócica, caracterizando-os quanto 
aos aspectos fenotípicos. Sendo assim, leveduras anteriormente identificadas como C. neoformans (n = 15) pelo sistema 
semiautomatizado API ID 32C, e armazenadas na micoteca do Laboratório de Micologia da Seção de Bacteriologia e 
Micologia do Instituto Evandro Chagas, foram quimiotipadas em meio canavanina-glicina-azul de bromotimol, e 
avaliadas quanto ao crescimento a 37° C, sensibilidade à cicloheximida, hidrólise da ureia e atividade da fenoloxidase. A 
partir da semeadura em meio canavanina-glicina-azul de bromotimol, observamos que 47% (7/15) das leveduras eram 
Cryptococcus gattii e 53% (8/15) eram Cryptococcus neoformans. Apenas um isolado (1/15; 6,7%) foi capaz de crescer a 
37° C, sendo que todos foram sensíveis à cicloheximida, bem como produziram hidrólise da ureia. A atividade da 
fenoloxidase foi observada em todos os isolados estudados, ocorrendo em até 72 h após a incubação. Neste estudo, o 
isolamento de Cryptococcus neoformans em casos de meningite criptocócica em Belém, Estado do Pará, Brasil, foi mais 
frequente. Tanto Cryptococcus neoformans como Cryptococcus gattii apresentaram características fenotípicas típicas, 
assumindo-se que em nossa região ocorrem isolados virulentos.

Palavras-chaves: Cryptococcus neoformans; Cryptococcus gattii; Meningite Criptocócica; Fenotipagem.

INTRODUÇÃO

A partir das duas últimas décadas do século XX, 
principalmente, vem sendo observado o aumento da 
frequência e gravidade das infecções fúngicas, 
provavelmente como consequência do aumento de 
populações  de  risco,  como  indivíduos  com  síndrome 

da imunodeficiência adquirida (aids), câncer, 
autoimunidades, desnutrição, antibioticoterapia de longa 

1duração e portadores de transplantes, entre outras . As 
leveduras mais frequentemente isoladas nestes grupos 

2pertencem aos gêneros Candida e Cryptococcus .

Cryptococcus spp são leveduras capsuladas que se 
disseminam amplamente e são mundialmente 
reconhecidas como importantes patógenos fúngicos 
oportunistas, incidindo com maior frequência sobre 

3indivíduos com aids . Embora o gênero Cryptococcus se 
constitua de mais de 30 espécies, somente duas espécies, 
C. neoformans e C. gattii, são causadoras de 

4manifestações clínicas mais graves de criptococose . A 
infecção é habitualmente adquirida pela inalação de 
propágulos viáveis no ambiente. Embora os pulmões sejam 
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o sítio primário da infecção, a disseminação pode levar à 
meningoencefalite, que é a manifestação clínica mais 

5diagnosticada em humanos . A incidência da meningite 
criptocócica vem diminuindo nos últimos anos devido à 
terapia antirretroviral altamente eficaz; no entanto, a 
distribuição gratuita da medicação é pouco aplicada 

6mundialmente, contribuindo para a severidade dos casos .

C. neoformans tem distribuição mundial e seus 
propágulos   são   relacionados   a   excretas   de   aves   e  
ocos   de   árvores,   afetando   principalmente 

7hospedeiros imunocomprometidos . C. gattii causa 
infecções respiratórias e disseminadas, acometendo 

8predominantemente indivíduos imunocompetentes . 
Classicamente, é limitado aos trópicos e subtrópicos, sendo 
comumente isolado de reservatórios ambientais, incluindo 

9Eucalyptus camaldulensis e outras espécies de árvores .

A virulência de C. neoformans e C. gattii está associada 
à produção de oxidases e de proteases, bem como a 
propriedades antifagocíticas dos polissacarídeos 

10capsulares . São considerados fatores de virulência a 
11cápsula, o crescimento a 37° C, a produção de melanina  

12e a atividade urease . Como primeiro fator de virulência 
descrito para os agentes, a cápsula é composta de no 
mínimo dois polissacarídeos, glucuronoxilomanana, 
galactoxilomanana e uma pequena proporção de 

13manoproteínas , que têm grande número de efeitos no 
hospedeiro, tais como ativação e depleção do sistema 
complemento, reduzida resposta de anticorpos, inibição 

14,15da migração de leucócitos e da fagocitose . A melanina 
contribui para virulência por conferir resistência às células 
fúngicas contra o ataque das células imunológicas 

16efetoras . A atividade urease tem sido implicada como 
fator primário na patogênese da doença e sua atividade 
pode ser espécie e/ou sítio de infecção específica. O 
interesse em aspectos fenotípicos, tais como diâmetro de 
cápsula, hidrólise de ureia, atividade fenoloxidase, vem 

17aumentando por constituírem a virulência do fungo . O 
objetivo deste estudo foi identificar as espécies de 
Cryptococcus isoladas de 15 casos de neurocriptococose, 
caracterizando-as fenotipicamente.

MATERIAIS E MÉTODOS

Leveduras do gênero Cryptococcus isoladas de 
pacientes com meningite criptocócica foram identificadas 
por quimiotipagem em meio canavanina-glicina-azul de 
bromotimol (CGB). A caracterização fenotípica foi obtida 
mediante análises de crescimento a 37° C, sensibilidade à 
cicloheximida, hidrólise da ureia e atividade da 
fenoloxidase.

ISOLADOS DE CRYPTOCOCCUS

Foram estudados 15 isolados de Cryptococcus 
recuperados de paciente com meningite criptocócica, 
diagnosticados por coloração negativa (tinta da China) em 
amostras de líquido cefalorraquidiano no período de 2005 
a 2009. As amostras de liquor foram provenientes da 
rotina laboratorial do Laboratório de Micologia da Seção 
de Bacteriologia e Micologia (SABMI) do Instituto Evandro 
Chagas (IEC), sendo os pacientes admitidos por demanda 
espontânea. Dos pacientes, 53% (8/15) eram do sexo 

feminino e 47% (7/15) do sexo masculino, variando a 
idade entre 15 e 56 anos. Todos os isolados foram 
identificados previamente como C. neoformans pelo 
sistema semiautomatizado API ID32C (bio Merieux, 
França). Os fungos foram recuperados do espécime clínico 
e mantidos em ágar Sabouraud dextrose 2% (Difco, 
Detroit, Michigan) a 30º C, e, posteriormente à 
recuperação e identificação, os isolados fúngicos foram 
semeados em meio caldo extrato de malte acrescido de 
15% de glicerol e congelados a -70º C, compondo 
atualmente parte da micoteca do Laboratório de 
Micologia da SABMI/IEC. 

INDUÇÃO DE CÁPSULA

Procedeu-se o ensaio de indução de cápsula, como 
18descrito por Zaragoza e Casadevall , para minimizar a 

interferência do armazenamento e viabilizar a 
recuperação do principal fator de virulência destas 
leveduras. Resumidamente, as leveduras foram mantidas 
em 10 mL de caldo Sabouraud ácido (2% dextrose, 1% 
peptona, pH 5.7) por 24 h sob leve agitação (150 rpm). 
Posteriormente, foram lavadas com PBS pH 7.2, 
inoculadas em caldo Sabouraud diluído dez vezes em 
água destilada e incubadas a 30° C por pelo menos 18 h. 
Ao final do ensaio, uma lâmina de microscopia 
convencional foi preparada com uma alíquota de 10 mL 
deste cultivo e uma gota de tinta da China, visualizando-se 
em microscópio ótico (Carl Zeiss) sob aumento de 40 x. 
Observando-se a presença de cápsula espessa, uma 
alíquota da suspensão de cada isolado foi semeada em 
ágar Sabouraud dextrose 2% (Difco, Detroit, Michigan), 

o incubando-se a 30 C por 24-48 h, sendo então os 
isolados submetidos aos ensaios fenotípicos.

QUIMIOTIPAGEM

As espécies de Cryptococcus foram diferenciadas entre 
C. neoformans e C. gattii com base na utilização de fonte 
nitrogenada em meio L-canavanina-glicina-azul de 

19bromotimol, como descrito por Kwon-Chung et al .

CRESCIMENTO A 37° C

Os isolados foram semeados em Ágar Sabouraud 
Dextrose 2% e mantidos a 37° C por até sete dias.

SENSIBILIDADE À CICLOHEXIMIDA

Os isolados foram semeados em ágar Mycosel (Difco, 
Detroit, Michigan) e mantidos a 30° C por até sete dias.

ATIVIDADE UREASE

Atividade urease foi observada pela ocorrência de 
assimilação do composto nitrogenado, presente no meio 
ureia de Christensen (peptona 0,1%, glicose 0,1%, NaCl 
0,5%, KH PO  0,2%, ureia 2%, vermelho de fenol 2 4

0,0012%, ágar 1,8%), tornando-o alcalino. A reação 
positiva foi visualizada pela mudança de cor do indicador 
de pH de amarelo para rosa/vermelho.

ATIVIDADE FENOLOXIDASE

A produção de melanina foi observada a partir da 
atividade fenoloxidase dos isolados frente ao extrato de 
sementes de níger {Guizotia abyssinica} (sementes de 
níger 5%, KH PO  0,1%, dextrose 0,1%, creatinina 0,1%, 2 4



ágar 1,5%), que contém tirosina e ácido clorogênico como 
substratos, seguindo-se a técnica descrita por Paliwal e 

20Randhawa .

RESULTADOS

Os 15 isolados de Cryptococcus foram identificados 
por meio de quimiotipagem em meio CGB, observando-se 
que 53% (8/15) das leveduras foram identificadas como C. 
neoformans e 47% (7/15) como C. gattii (Figura 1).

No presente estudo, um isolado (6,7%; 1/15) foi 
termotolerante à temperatura de 37° C. Quanto à 
sensibilidade à cicloheximida, todos os isolados foram 
sensíveis, independentemente da espécie (Tabela 1). Em 
relação à atividade urease, todos os isolados 
hidrolisaram a ureia após 24 h de incubação em meio 
ágar ureia de Christensen, indicando a permanência de 
um importante fator de virulência (Figura 3). A atividade 
fenoloxidase foi observada em todos os isolados com 
produção do pigmento acastanhado em meio de 
semente de Níger até 72 h após a incubação (Figura 4). A 
tabela 1 resume todos os resultados obtidos neste 
estudo.
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Figura 1 – Identificação de C. neoformans e C. gattii em meio 
CGB

A B

A: C. gattii; B: C. neoformans.

A indução de cápsula propiciou a observação do efeito 
do armazenamento e a viabilidade de restauração deste 
fator de virulência depois de condições in vitro. O 
restabelecimento da característica mais básica de 
virulência dos isolados foi obtido em, no máximo, 24 h 
após incubação em caldo Sabouraud diluído. No 
momento da recuperação dos isolados após o 
armazenamento, estes mostravam ínfimas cápsulas, 
confundíveis com paredes celulares fúngicas espessas. Ao 
final do ensaio de indução, observou-se o aparecimento 
de amplo diâmetro de cápsula (Figura 2).

Figura 2 – Indução de cápsula em isolados de C. neoformans e 

C. gattii armazenados por longo período de tempo 

A B

A: Microscopia após reisolamento das leveduras em ágar Sabouraud 
dextrose; B: Microscopia evidenciando a espessa cápsula desenvolvida 
pelos isolados após o ensaio de indução.

Tabela 1  Descrição dos resultados de identificação e caracterização fenotípica de 15 
isolados de Cryptococcus

–

Isolado 

C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

C10

C11

C12

C13

C14

C15

Identificação 
(CGB)

C. gattii

C. gattii

C. gattii

C. gattii

C. neoformans

C. neoformans

C. neoformans

C. neoformans

C. gattii

C. neoformans

C. neoformans

C. neoformans

C. gattii

C. gattii

C. neoformans

Aspectos fenotípicos

Cápsula

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Crescimento a 
37° C

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

Sensibilidade à 
cicloheximida

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Atividade 
urease

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Melanina*

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

* A produção de melanina foi baseada na atividade fenoloxidase.



Brasil, mediante a utilização do meio CGB. Este é 
empregado na prática clínica há vários anos, como 
ferramenta para identificação das duas principais espécies 
causadoras de criptococose, sendo que os poucos 
resultados falsopositivos estimulam a sua aplicação, 
relatando-se 100% de eficácia e com o grau de 
concordância com a identificação molecular chegando 

21até 95,4% . Apesar das espécies C. curvatus, C. laurentii e 
C. luteolus também utilizarem a glicina e induzirem a 
mudança de cor do meio para azul cobalto, a utilização de 
outros métodos auxiliares como, por exemplo, perfil de 
produção de melanina associado ao PCR multiplex ou 
sequenciamento da região D2 da subunidade 28S do 
rDNA para isolados com ausência/diminuição da 
produção de melanina elimina completamente a falsa 

22identificação . No presente estudo, todos os isolados 
foram submetidos à identificação semiautomatizada 
utilizando API ID32C. Esta é baseada na assimilação de 
carboidratos e foi conduzida neste trabalho com a 
finalidade, principalmente, de confirmar resultados de 
cultivo daqueles isolados que possuíam cápsula pouco 
espessa à microscopia de luz e morfotipo da colônia não 
característico (ausência de aspecto mucoide). Apesar da 
assimilação de carboidratos não permitir a diferenciação 
entre C. neoformans e C. gattii, por apresentarem estas 
espécies o mesmo perfil de assimilação, pôde-se excluir a 
presença de outras leveduras, tais como as do gênero 
Candida.

A predominância de C. neoformans (53%) corrobora 
achados anteriores, desenvolvidos nesta região, nos quais 
se observou maior frequência desta espécie como agente 

23 24etiológico da criptococose  e de isolamento ambiental . 
Poucos são os estudos que apresentam dados sobre 
distribuição de casos de criptococose no Estado do Pará 
atualmente. Dentre estes, em 1999 foi relatada a 
ocorrência de casos de meningite criptocócica em crianças 

25imunocompetentes . Posteriormente, em estudo 
retrospectivo incluindo casos de criptococose ocorridos 
entre 2003 e 2007, observou-se que a etiologia dos 43 
casos admitidos era devida a C. neoformans (50%) e C. 
gattii (50%), sendo que o tipo molecular VGII deste foi 
indicado como principal agente causador de criptococose 
nesta região, indicando uma frequência inesperada de 

23casos em crianças imunocompetentes . Estes resultados 
estimularam o isolamento do fungo de potenciais fontes de 

24infecção para estes hospedeiros em Belém . Obteve-se 
então o isolamento de C. neoformans VNI e C. gattii VGII 
de ocos de árvore e gaiolas de aves. Em relação à 
distribuição da etiologia da criptococose no Brasil, C. 
neoformans sorotipo A é mais prevalente nas Regiões Sul, 
Sudeste e Centro-Oeste do país, enquanto que C. gattii é 

26um importante patógeno na Região Nordeste .

A despeito da distribuição mundial de casos de 
criptococose causados por C. neoformans em indivíduos 

27imunocomprometidos , a criptococose gattii é uma 
infecção fúngica que acomete principalmente indivíduos 

28imunocompetentes em regiões tropicais e subtropicais , 
apresentando, pois, importante relevância em nossa 
região. Sabe-se atualmente que, em algumas localidades, 
C. gattii é reconhecido como um agente endêmico 
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A: Reação urease negativa; B: Reação urease positiva.

Figura 4 – Pigmento castanho produzido devido à atividade 
fenoloxidase de isolados de C. neoformans e C. 
gattii em ágar níger

A

B

Figura 3 – Atividade urease produzidas por isolados de C. 
neoformans e C. gattii no meio ureia de Christensen

DISCUSSÃO

O presente estudo identificou C. neoformans e C. gattii 
como agentes causadores de meningite criptocócica 
(neurocriptococose) na Cidade Belém, Estado do Pará, 



causador da criptococose. Por exemplo, na Ilha de 
Vancouver (Canadá) o agente frequentemente acomete 
tanto indivíduos residentes como turistas, onde, no 
primeiro surto, foi relatada a ocorrência de 200 casos, dos 

29quais 9% foram fatais . Em regiões do noroeste do 
Pacífico, especificamente nos Estados Unidos da América, 
tais como Califórnia, Idaho, Oregon e Washington, casos 
foram diagnosticados e alguns foram sugeridos como 

30importados da Ilha de Vancouver . No Japão, um caso de 
criptococoma foi diagnosticado em um paciente não 
infectado pelo HIV, do qual se isolou C. gattii VGIIa, 

31sugerindo-se a dispersão ambiental deste . Em Atlanta 
(1992 a 2000) e Houston (1993 a 2000), foram 
diagnosticados 880 e 611 casos de criptococose, 
respectivamente, sugeridos como autóctones; contudo a 

32etiologia dos casos não foi contemplada . Na América do 
Sul, excluindo-se os relatos de isolamento proveniente de 
pacientes brasileiros, são poucos os trabalhos na literatura 
que versam sobre a distribuição de C. neoformans e C. 

33gattii. Pérez et al , objetivando determinar esta 
distribuição, relataram a recuperação de 120 (90,9%) 
isolados de C. neoformans e 12 (9,1%) de C. gattii 
advindos de casos diagnosticados entre 1995 e 2004.

Estudos provenientes de variadas regiões do mundo 
vêm descrevendo características fenotípicas de C. 
neoformans e C. gattii, recuperados tanto de espécimes 

34clínicos de pacientes com criptococose  como de 
35materiais derivados do ambiente . Avaliamos a presença 

dos principais fatores de virulência associados a C. 
neoformans e C. gattii. Resultados da incubação dos 
isolados a 37° C, demonstraram-nos que apenas um (C. 
neoformans) apresentou habilidade de crescer a esta 
temperatura, indicando a termotolerância do mesmo. Isto 
porque tem-se sugerido que a habilidade de crescimento a 
35-37° C está diretamente relacionada ao potencial de 

disseminação do isolado fúngico no organismo do 
36hospedeiro mediante a formação de biofilme .

A clássica sensibilidade à cicloheximida foi observada 
por todos os isolados, demonstrando a manutenção de 
uma característica intrínseca destes fungos. A despeito de 
achados raros na literatura, nos quais são relatados 

37isolados atípicos quanto à atividade urease , nossos 
isolados apresentaram esta atividade em até 48 h depois 
de incubados no meio de Christensen.

A melanina é um importante fator de virulência para 
38leveduras de Cryptococcus , relacionada principalmente 

ao mecanismo de evasão ao sistema imunológico do 
hospedeiro, dificultando a fagocitose das leveduras por 

16células imunológicas efetoras . Todos os isolados por nós 
analisados foram capazes de produzir melanina em média 
48 h após incubação no meio contendo extrato de Níger, 
indicando a manutenção desta propriedade, considerada 
como um importante fator de virulência de C. neoformans 
e C. gattii, mesmo após o armazenamento por longo 
período de tempo.

CONCLUSÃO

Os métodos semiautomatizados e automatizados 
atualmente disponíveis não permitem a diferenciação 
entre as duas principais espécies causadoras de 
criptococose. As espécies C. neoformans e C. gattii 
circulantes em Belém são tipicamente virulentas. A partir 
dos resultados apresentados, foi observado que as 
características típicas de leveduras causadoras de 
meningite criptocócica permaneceram ativas mesmo após 
manutenção in vitro. As principais características 
fenotípicas, tais como presença de cápsula, sensibilidade a 
cicloheximida, atividade urease e fenoloxidade, estiveram 
presentes em todos os isolados analisados. 
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Chemotype determination and phenotypic characterization of isolated Cryptococcus 
from Belém, Pará State, Brazil

Keywords: Cryptococcus neoformans; Cryptococcus gattii; Meningitis, Cryptococcal; Phenotyping.

ABSTRACT

Cryptococcosis is an opportunistic fungal infection that is caused by yeasts of the genus Cryptococcus, mainly Cryptococcus 
neoformans and Cryptococcus gattii. Due to their tropism for the central nervous system, the main clinical manifestation of 
the disease is cryptococcal meningitis, which most severely affects individuals with acquired immunodeficiency syndrome. 
There is increasing interest in some of the phenotypic aspects of these yeasts, such as capsule diameter, urea hydrolysis, and 
phenoloxidase activity, because they determine the virulence of the fungus. The objective of this study was to determine the 
chemotype of the Cryptococcus species that were recovered from 15 cases of cryptococcal meningitis and to characterize 
their phenotypic features. A group of yeasts that were previously identified as C. neoformans (n = 15) by the semi-
automated system API ID 32C and stored in the fungal collection of the Laboratory of Mycology of the Bacteriology and 
Micology Section on the Instituto Evandro Chagas were chemotyped in canavanine glycine bromothymol blue medium and 
assessed for their growth at 37º C, cycloheximide sensitivity, urea hydrolysis ability, and phenoloxidase activity. Based on 
culture in canavanine glycine bromothymol blue medium, we observed that 47% (7/15) of the yeasts were C. gattii and that 
53% (8/15) were C. neoformans. Only one isolate (1/15) was able to grow at 37º C; all isolates were sensitive to 
cycloheximide and could hydrolyze urea. Phenoloxidase activity was observed in all groups, occurring up to 72 h after 
incubation. In this study, cryptococcal meningitis cases in Belém, Pará State, Brazil, were more commonly caused by C. 
neoformans. Both C. neoformans and C. gattii exhibited typical phenotypic traits, and it was assumed that, virulent isolates 
occur in our region.



Quimiotipado y caracterización fenotípica de Cryptococcus aislados en Belém, Estado de 
Pará, Brasil

RESUMEN

La criptococosis es una infección fúngica oportunista causada por levaduras del género Cryptococcus, principalmente 
Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii. Debido al tropismo por el sistema nervioso central, la principal 
manifestación clínica de la enfermedad es la meningitis criptocócica, que acomete con más gravedad a individuos con 
síndrome da inmunodeficiencia adquirida. El interés en aspectos fenotípicos, tales como el diámetro de la cápsula, la 
hidrólisis de la urea, la actividad fenoloxidasa, han venido en aumento por constituirse en la virulencia del hongo. El 
objetivo del presente estudio fue el de quimiotipar las especies de Cryptococcus recuperados de 15 casos de meningitis 
criptocócica, caracterizándolos con relación a los aspectos fenotípicos. Siendo así, levaduras anteriormente identificadas 
como C. neoformans (n = 15) por el sistema semiautomatizado API ID 32C, y almacenadas en la micoteca del Laboratorio 
de Micología de la Sección de Bacteriología y Micología del Instituto Evandro Chagas, fueron quimiotipadas en medio 
canavanina-glicina-azul de bromotimol, y evaluadas con relación a crecimiento a 37° C, sensibilidad a la cicloheximida, 
hidrólisis de la urea y actividad de la fenoloxidasa. A partir del sembrado en medio canavanina-glicina-azul de 
bromotimol, observamos que 47% (7/15) de las levaduras eran de Cryptococcus gattii y 53% (8/15) de Cryptococcus 
neoformans. Apenas un aislado (1/15; 6,7%) fue capaz de crecer a 37° C, siendo que todos fueron sensibles a la 
cicloheximida, bien como produjeron hidrólisis de la urea. La actividad de la fenoloxidasa se observó en todos los aislados 
estudiados, ocurriendo en hasta 72 h después de la incubación. En este estudio el aislado de Cryptococcus neoformans en 
casos de meningitis criptocócica en la Ciudad Belém, Estado de Pará, Brasil, fue más frecuente. Tanto Cryptococcus 
neoformans como Cryptococcus gattii presentaron características fenotípicas típicas, asumiéndose que en nuestra región 
ocurren aislados virulentos.

Palabras clave: Cryptococcus neoformans; Cryptococcus gattii; Meningitis Criptocócica; Fenotipado.
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