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RESUMO

O presente trabalho, além da revisdo da literatura sobre quimiotipagem do C. neoformans, com
novos dados sobre a epidemiologia da criptococose, teve por finalidade principal a caracterizagio das
duas variedades desta levedura em pacientes com neurocriptococose, HIV + e HIV -. As variedades
neoformans € gattii estdo hoje bem definidas bioquimicamente, com o emprego do meio C.G.B.,
proposto por KWON-CHUNG et al. (1982) *. O isolamento do C. neoformans var. gattii das flores
e folhas do Eucalyptus camaldulensis e do Eucalyptus tereticornis, na Australia, através dos trabalhos
de ELLIS & PFEIFFER (1990)! ¢ PFEIFFER & ELLIS (1992)*, possibilitou investigagdes
epidemiologicas das mais interessantes sobre este microrganismo, levedura capsulada a qual
SANFELICE %% na Itilia, em 1894 ¢ 1895 despertou a atengdo do meio médico. BUSSE ¢, em 1894,
descrevia o primeiro caso de criptococose humana sob a forma de lesfo ssea, simulando sarcoma. As
pesquisas nacionais sobre o assunto em foco foram destacadas, seguindo-se a experiéncia dos Autores
com o meio de C.G.B. (L - canavanina, glicina e azul de bromotimol). Foi possivel, através deste meio
o estudo de 50 amostras de liquor, sendo 39 procedentes deaidéticos (78%) e 11 de néo aidéticos (22%).
De pacientes HIV+, 37 (74%) foram identificados como C. neoformans var. neoformans e 2 (4%)como
C. negformans var. gattii. Dos HIV -8 (16%) foram classificados como C. neoformans var. neoformans
€ 3 (6%) como C. neoformans var. gattii. Através deste trabalho, evidencia-se a importancia da
neurocriptococose, principalmente entre os aidéticos, demonstrando-se mais uma vez o interesse do
meio CGB na quimiotipagem do C. neoformans em suas duas variedades, ganhando em importéncia
a demonstragio de que duas espécies de eucalipto podem funcionar como “4rvores-hospedeiras” para
o Cryptococcus neoformans var. gatlii.
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Cryptococcus neoformans var. gattii.
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INTRODUGAO

QUIMIOTIPAGEM DO
Cryptococcus neoformans

Duas importantes descobertas realizadas por
STAIB (1962)%, (1987)%, (1988)* possibilitaram, pos-
teriormente, grandes avangos na chamada quimio-
tipagem do C. neoformans, separando suas duas varie-
dades: neoformans (sorotipos A-D) e gattii (soretipos B-
C). Referimo-nos & capacidade do C. neoformans assi-
milar a creatinina como fonte de nitrogénio e a produgio
de melanina em meios contendo extrato aquoso de
Guizotia abyssinica (4gar-crealinina; Bird seed 4gar;
Niger sced dgar ou dgar - STAIB). A produgiio de um
pigmento marrom (Brown Colour Effect), por uma
fenol-oxidase, identificaria amostras de C. neoformans,
0 mesmo nio ocorrendo com outras leveduras. A produ-
¢do de melanina estd intimamente relacionada com a
viruléncia da amostra, pois ¢ um polimero inerte, nio
havendo enzimas capazes de hidrolizd-la ou anticorpos
que a reconhegam (STAIB ef al., 1987) %,

KWON-CHUNG et al. (1978) %, foram os primciros
a descreverem técnica rdpida, simples ¢ acurada para
tentar diferenciar as varicdades através da quimiotipagem
em meio de cultura, contendo creatinina, dextrose e azul
de bromotimol como indicador (dgar CDB).

A base bioquimica da variagio da cor do meio, foi
estudada, depois, por POLACHECK & KWON-
CITUNG (1980) %2, concluindo que na variedade gattii
ocorre produgiio de amdnia, a parlir da degradagdo da
creatinina por ago da creatinina deiminase, resultando
em metilhidantoina e amdnia (o meio torna-se alcalino,
passando da cor amarela para azul). Fato contrério,
acontece com a var. neoformans, que tem inibida a
sintese da enzima pela presenga de pouca quantidade de
amdnia. Outra diferenga observada por KWON-
CHUNG et al. (1978) * nas duas variedades de C.
neoformans relaciona-se 4 produgoc de urease em meios
contendo 100 uM de EDTA; assim, amostras de C.
neoformans var. negformans sio mais resistentes ao
EDTA em relagdo a C. neoformans var. gatlii, mos-
trando reagfio positiva em 1 hora, a 37°C. Amostras de
C. neoformans var. gattii sio negativas até 4 horas de
incubacgdo. Esta inibigiio é eliminada quando o cétion
Ni** (mas néo outros cations) ¢ incorporado aos meios
contendo EDTA, tudo fazendo crer em maior afinidade
do C. neoformans var. neoformans ao cation Ni%".
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SALKIN & HURD (1982) * desenvolveram novo
meio, 0 GCP (glicina-cicloheximida-fenol vermelho)
para diferenciar as duas variedades de Cryptococcus. Os
sorotipos A-D nfio apresentam crescimento pois, os
mesmos, sio inibidos pela ciclo-heximida, enquanto
que, os sorotipos B-C crescem, tornando o dgar réseo-
pardo. Resultados negativos, sdo observados em cerca
de 10% do C. neoformans var. gattii. Em Sdo Paulo,
MENDES et al., (1989) * trabalharam com o referido
meio, classificando 11 amostras isoladas de pacientes
com AIDS, como C. neoformans var. neoformans
(sorotipos A-D).

KWON-CIUNG et al. (1982) * descreveram outro
agar a base de L- canavanina, glicina e azul de
bromotimo! (CGB), verificando que todas as amostras
de C. neoformans var. gattii utilizavam a glicina como
fonte de carbono e nitrogénio, resistindo & L-canavanina
(andlogo de arginina). Uma glicina-decarboxilase foi
detectada nos extratos celulares.

A amdnia liberada durante a clivagem da glicina ¢
a responsavel pela reagio positiva e o indicador torna o
meio azul-cobalto no C. neoformans var. gattii (B-C), o
mesmo ndo ocorrendo com C. neoformans var.
neoformans (A-D) em que todas as amostras do sorotipo
D e 33% do sorotipo A sdo sensiveis a L-canavanina nas
concentragdes de até 5 pg/ml ou menos.

Este meio mostrou-se superior aos dois anteriores,
GCP e CDB.. De acordo com KWON-CHUNG &
BENNETT (1992) ¥, em mais de 500 amostras exami-
nadas de C. neoformans nenhum falso resultado foi
obtido, diferenciando nitidamente as duas variedades.

O meio de D-prolina formulado por DUFAIT et al.
(1987) " parece ser itil na separagfio das duas variedades
de Cryptococcus, visto que a var. gattii € a tnica que
utiliza D-prolina como fonte de nitrogénio.

ALGUNS NOVOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS
SOBRE A CRIPTOCOCOSE

E provével que a creatinina desempenhe papel de
grande importancia na ecologia das duas variedades. A
creatinina ¢ um dos produtos nitrogenados naturais
excretada pelos pombos, cujas fezes, ricas também em
amdnia, representam excelente reservatério natural para
o Cryptococcus neoformans var. neoformans POLA-



MELO, N.T. de; LACAZ, C. da S.; CHARBEL, C.E.; PEREIRA, A.D.; HEINS-VACCARI, EM.; FRANCA-NETTO, A.S.; MACHADO, L. dos R. &
LIVRAMENTO, J.A. - Quimiotipagem do Cryptococcus neoformans. Revisio da literatura. Novos dados epidemiolégicos sobre a criptococose. Nossa

experiéncia com o emprego do meio de C.G.B. no estudo daquela levedura.

Rev. Inst. Med. trop. S. Pauls, 35 (5):469-478, 1993,

CHECK & KWON-CHUNG, (1980) *e POLACHECK
et al. (1982) *. Segundo observagdes de KWON-
CHUNG et al. (1978)  C. neoformans var. gattii assi-
mila de modo muito mais cfetivo a creatinina, do que C.
neoformans var. neoformans.

Fato dos mais interessantes foi registrado por
ELLIS & PFEIFFER (1990) ' isolando em Adelaide
(Australia) de folhas, sementes, flores e cascas de
eucalipto (Zucalyptus camaldulensis) amostras de C.
neoformans var. galtii. Nas infecgdes por esta levedura,
o principal propdgulo seria representado pelos
basididésporos presentes nas flores de eucalipto que fun-
cionaria como “4rvore-hospedeira” para o fungo, através
de uma associagfio biotréfica (Figura 1). No que diz
respeito a forma de infecgfo pelo C. neoformans, tudo
faz crer que esses basididsporos penetram através da
arvore respiratéria (ELLIS & PFEIFFER, 1992) ' (Ta-
bela 5). C. neoformans var. gattii teria sido exportado da
Austrélia para outras partes do mundo através de semen-
tes do E. camaldulensis, contendo micélio dicaridtico
daquela levedura. Sabe-se que C. neoformans var. gattii
é raramente encontrado em pacientes com AIDS.

ECOLOGIA DO CRYPTQCOCCUS NEOFORMANS
ELLIS & PFEIFFER, 199016

C. neoformans C. neoformans
var. gaftii var. neoformans
Eucalyplus —_— Planta +—————< 1 Desconhecida

canaldgensis Hospedeira
Koala Basididsporos Aves
Excrementos | — Leveduras eapsnladas 1| Excremeatos
Habitat protegido

Habitat exposto i luz {(solo, resto de vegelals

solar & excrementos

Levedura elimigada scumulados)

rescrvatério [ vetor
de dispnrsdo
Fig. 1

PFEIFFER & ELLIS (1991) “isolaram, também,
amostras de C. neoformans var. gattii de eucaliptos da
Califérnia. Esta associagfo ecoldgica, especifica, do C.
neoformans var. gattii com Eucalyptus camaldulensis
explica a incidéncia maior da criptococose, por esta
variedade, entre os aborigenes australianos e, em Koala
(Phascolaretos cinerius), habitando zonas com predo-
minio de eucalipto e, a menor frequéncia desta infec¢do
em pacientes com AIDS. Em 1992, PFEIFFER & ELLIS
41 isolaram do Eucalyptus tereticornis (Forest red gum),
na Australia, amostras de C. neoformans var. gattii
(sorotipo B). Eucalyptus camaldulensis ¢ muito seme-
lhante ao E. tereticornis. Segundo os dados de KWON-
CHUNG & BENNETT (1984) %, existe elevada
prevaléncia de C. neoformans var. gattii na Austrilia,
Brasil, Cambodia, Havai, México, Paraguai, Tailandia,
Vietnam e Nepal ( zonas tropicais e subtropicais).

IKEDA et al., (1982) ' realizaram sorotipagem de
amostras de C. neoformans, bem como anélise
antigénica dos quatro sorotipos conhecidos desta leve-
dura. Os sorotipos A-D, possuem os fatores antigénicos
1,2,3,7e1,2, 3, 8 respectivamente. Os sorotipos B-
C tém os fatores antigénicos 1,2,4,5 e 1, 4, 6 respec-
tivamente. De 62 amostras de C. neoformans isoladas no
Japdo, 58 foram do sorotipo A, 3 do sorotipo AD e 1
do sorotipo D.

Diferengas bioquimicas foram assinaladas por
BENNETT et al. (1978) * distinguindo os sorotipos A-D
e B-C do C. neoformans var. neoformans ¢ C.
neoformans var. gattii.

As tabelas 1, 2, 3 e 4 retiradas do trabalho de
BENNETT & KWON-CHUNG (1989) * mostram a
prevaléncia dos sorotipos A, D, B e C em diversas partes
do mundo.

GATTI & EECKELS (1970) “isolaram de liquor de
um bantti do Congo, com crises convulsivas, amostra de

Tabela 1

Prevaléncia do sorotipo A

Estados Unidos 262/355 73,8%
Excluindo Sul da California 215269 79,9%
Canada : 62/78 79,5%
Nova Zelindia, Australia 35/50 70,0%
Europa 78/117 66,7%
América do Sul 44176 57,9%
Sudeste da Asia 9/18 50,0%
Japdo 58/62 93,5%
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Tabela 2

Prevaléncia do sorotipe D

Dinamarca e Ttdlia 16/19 84,2%
Suiga * 17/23 73,9%
Alemanha 517 29,4%
Europa, qualquer outra parte 3/98 3,1%
Nova Zelandia, Austrilia 2/50 4,0%
Estados Unidos 21/355 5,9%
Canadi 5778 6,4%
América do Sul 6/76 7,9%

* incluindo 18 de Schoeler

Tabela 3

Prevaléncia do sorotipo B
Sudeste da Asia 9/18 50,0%
Sudeste da Asia (Schoeler) 9/23 39,1%
Austrélia 9/24 37,5%
Venezuela 5/16 31,2%
Brasil 14/48 29,2%
Sul da Califérnia 22/86 25,6%
Argentina 1/10 10,0%
Canada 5178 6,4%
Estados Unidos, .
exceto Sul da Califérnia 13/269 4,8%
Nova Zelandia 1726 3,8%
Europa 4117 3,4%

Tabela 4

Prevaléncia do sorotipo C
Sul da Califérnia 11/86 12,8%
Estados Unidos,
exceto Sul da Califérnia 51269 1,9%
América do Sul 1776 1,3%
Canadé 1/80 1,2%
Europa 17117 0,9%
Nova Zelindia, Austrilia 0/50 0%

C. negformans descrita como “atipica” pois a mesma apre-
sentava-se sob a forma de células alongadas. Ainda em
1970 VANBREUSEGHEM & TAKASHIO ¢ deram a
esta amostra a denominagio C. neoformans var. gattii 3.

FROMTLING ct al. (1982) ® de 90 amostras de C.
neoformans isoladas nos Estados Unidos, verificaram
que 3 pertenciam ao sorotipo B-C (Cryptococcus
neoformans var. gattii).

C. neoformans var. neoformans foi isolado da po-
cira e excretas de pombos c galinhas em Kinshasa
(Zaire) por SWINNE et al. (1986) %57
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BOTTONE et al. (1986) “em um paciente da cidade
de New York, isolaram pela primeira vez amostra de C.
neoformans sorotipo B, sendo que as células observadas
eram bem maiores que as habitualmente registradas. A
paciente nfio cra portadora de AIDS e, sim, de um
carcinoma pulmonar.

SHIMIZU et al. (1986) *2, na Califérnia, de um total
de 46 amostras obtidas de 30 pacientes, sendo 20 por-
tadores de AIDS, verificaram que nesses ultimos, todas
eram de Cryptococcus neoformans var. neoformans. De
10 pacientes ndo aidéticos, 2 estavam infectados com C.
neoformans var. gatlii.

RINALDI et al. (1986) * cxaminaram 28 amostras
de C. neoformans isoladas na Califémia, sendo 14 pa-
cientes com AIDS. Istas tltimas pertenciam todas &

variedade de C. neoformans var. neoformans (sorotipos
A, D ou AD).

CLANCY et al. (1990) ', de um paciente com
AIDS, isolaram no Sudoeste da Califérnia, C. neofor-
mans var. gattii (sorotipo B). Este paciente viviaem Los
Angeles mas, viajava frequentemente para Sdo Paulo ¢
Rio de Janeiro, drcas endémicas desse microrganismo.

LAZERA (1989) *, estudando na cidade do Rio de
Janeiro as fontes saprofiticas do C. neoformans, utilizan-
do amostras de solo de diversas origens, em numero de
83, isolou 11 amostras dessa levedura (13,2% de
positividade).

C. neoformans foi isolado, inclusive, de fezes de
morcegos ¢ em oco dc arvore (Syzygium jambolana)

Tabela §

Forma e tamanho dos propagulos infectantes do
Cryptococcus neoformans
(Segundo ELLIS & PFEIFFER, 1992)V

Propagulo Forma Tamanho
Leveduras capsuladas Globosa ou oval 3-8 um
{ambas variedades)

Leveduras dessecadas Globosa ou oval 2 wmn
em excretas de pombos
Basidiosporos da var. Esférica, oblonga
neoformans cliptica ou cilin- 1,8-3x2-5 um
drica com paredes
pouco rugosas
Basidiosporos da var. Bacilar, de parede 1-1,8 x3-8 um

gattii fisa
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bidtopo até entdo niio relacionado ao fungo. Estudadas
em dgar CGB, 7 amostras foram identificadas como C.
neoformans var. neoformans e 1, C. neoformans var.
gattii.

GEZUELE et al. (1989) % fazem referéncia ao iso-
lamento do C. neoformans var. gattii no Uruguai, de
restos de uma colméia de vespa comunitdria (Polybia
occidentalis), empregando os meios de CGP e CGB.
Esta amostra foi citada no trabalhe de CONTI-DIAZ
(1990) =

PEREZ RAMIREZ (1991) %, com material do
Hospital Emilio Ribas (Sic Paulo), estudando a
criptococose em casos de AIDS, de 29 pacientes, isolou
24 amostras de C. neoformans sendo 23 da var,
neoformans ¢ 1 nfio determinado. Em 5 casos o cultivo
foi negativo. ANDREU et al. (1991) fem Cuba, isolaram
o C. neoformans em meios i base de sementes de giras-
sol (Helianthus annus). Bioquimicamente as 10 amos-
tras isoladas do liquor em um hospital da cidade de La
Habana comportaram-s¢ como C. neoformans var.
neoformans.

SWINNE et al. (1991) *isolaram da pocira domés-
tica, em Bujumbura (Burundi) amostras de C. neofor-
mans var. neoformans, acreditando que o0s pacientes
HIV-positivos, portadores de criptococose se contami-
naram com 0s propdgulos que se originam principal-
mente de fezes de pombo 25,

MALIK et al. (1992) *, isolaram de 29 casos de
criptococose em gatos, na Austrilia, 27 amostras, sendo
21 de C. neoformans var. neoformans ¢ 6 de C.
neoformans var. gattii. BAVA & NEGRONI (1992) 3,
estudando 105 casos de criptococose diagnosticados na
Argentina, entre 1981 a 1990 verificaram que, em 57
pacientes a causa predisponente cra a AIDS. C.
neoformans var. neoformans foi isolado em 101 pacien-
tes ¢ nos 4 restantes a var. gattii (sorotipo B).

DROMER et al. (1992) ¥, registraram o primeiro
caso de criptococose, na Franga, por C. neoforinans var.
gattii. (sorotipo B). O paciente residente neste pais, ha
23 anos, procedia de Cambodia, tendo vivido 3 anos no
Zaire.

Nota:

Os Autores sugerem reativagdo de infecgdo latente
pois, nfio havia “doenga de base” evidente.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas culturas de Cryptococcus neo-
Jormans isoladas do liquor dc pacientes atendidos no
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo, 46 casos ¢ da cidade de
Salvador - Bahia, 4 casos. As culturas de C. neoformans
foram identificadas através de provas de urease em mcio
de CHRISTENSLEN, assimilagio de carboidratos e cres-
cimento a 37°. Para a quimiotipagem das duas varieda-
des do C. neoformans utilizamos o meio de Canavanina-
Glicina-Azul de Bromotimol (4gar-CGB), preparado de
acordo com KWON-CHUNG ct al. (1982) *. A compo-
sigdo do meio de cultura para 1000ml contém: 1) Solu-
¢io A: 10g de glicina; 30 mg de sulfato de L-
Canavanina; 50 ul de tiamina HCl; 1,0g de fosfato de
potdssio monobasico e 1,0g de sulfato de magnésio
dissolvidos em 100ml dc dgua destilada ¢ esterilizada
em filtro Milliporc 0,45 pum; 2) Solugo B: 20 ml de azul
de bromotimol sédico 0,4% (pll 5,8 + 0,1) adicionado
a 20g de 4gar dissolvido em 880ml de dgua destilada.
Auteclavar a 120°C por 15 minutos. Esfriar o meio a
60°C ¢ adicionar 100m! da solugfio A.

As cepas de C. neoformans foram semeadas no
meio de CGB e incubadas a 28°C durante S dias. Varia-
¢do na coloragio do meio de cullivo foram observadas
a partir do 2° dia de incubagio. Resultados da reagio
foram feitos segundo o esquema: 0 = nenhuma variagio;
1+ = leve variac¢fo na cor; 2+ = meio azul-esverdeado;
3+ = azul cobalto e fundo azul-csverdeado; 4+ = azul
cobalto até o fundo do tubo. Quando o resultado variar
dec 0 a 2+ = var. neoformans (sorotipos A-D) 2+ =
indcterminado e igual ou acima de 3+ = var. gattii
(sorotipos B-C). A prova ¢é positiva quando o meio de
cultura de cor amarelo-ouro (plf 5,8 £ 0,1) passa para a
cor azul (pH em tormo do 7,0) = C. neoformans var.
gattii. O meio de CGB foi anteriormente examinado em
sua sensibilidade ¢ especificidade com 16 amostras
identificadas bioquimicamente, da Micoteca do Instituto
de Medicina Tropical de Sdo Paulo, assim classificadas:

C. neoformans var. neoformans
C. neoformans var. gattii

(A-D) 2
B-C) 14

Nenhuma das amostras examinadas de liquor, procediam de transplantados renais, desde que, com o emprego da ciclosporina A a criptococose

nio mais foi observada no Servigo de Transplante Renal do Hospital das Clinicas. Este dado é de grande importincia, pois antes do emprego daquele
imunossupressor a frequéneia da neurocriptococose cra relativamente elevada, sendo que o material clinico desses casos serviu para tese de

doutoramento de Nobrega (1987) 3.
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RESULTADOS

Foram examinadas 50 amostras de C. neoformans,
isoladas em édgar-Sabouraud, a partir do liquor, proce-
dentes de pacientes HIV+ e HIV-. A caracterizagio das
variedades foi efetuada em 4gar-CGB e os resultados sdo
os seguintes:

N°DE CASOS HIV+ Hiv- TOTAL
50 39(78%)  11(22%) 50(100%)
C. neoformans
var. neoformans 37(74%) 8(16%) 45(90%)
C. negformans
var. gattii 2(4%) 3(6%) 5(10%)
DISCUSSAO

Nosso trabalho, com 50 amostras de C. neo-
Jormans, todas isoladas do liquor em casos confirma-
dos de meningite criptocéeica registra a ocorréncia do
Cryptococcus neoformans var. gaitii, em pacientes
HIV-positivos (2 casos - 4%) ¢ [11V-negativos (3 casos
- 6%), sem doenga de base definida. A maioria foi
identificada como C. neoformans var. neoformans (45
casos - 90%), sendo 37 (74%) de pacientes HIV+ ¢ 8
(16%) de HIV-.

Alguns pesquisadores sugeriram que a var. gattii
aparece com maior frequéncia em pacientes imuno-com-
petentes, sendo menos virulenta que a var. neoformans
(LEVITZ, 1991) 3. Nio tivemos a possibilidade de
realizar a sorotipagem das referidas amostras. De qual-
quer modo, fica evidente que no Brasi] existem as varie-
dades gattii ¢ neoformans, agentes de neuro-
criptococose, inclusive em pacientes aidéticos.

Na quimiotipagem do C. negformans, demos prefe-
réncia ao meio de CGB (Canavanina, Glicina e Azul de
Bromotimol), proposto por KWON-CHUNG et al.
(1982) **, meio este ja estudado em comparagdo ao CDB
(Creatinina, Dextrose ¢ Azul de Bromotimol) e GCP
(Glicina, ciclo-heximida e fenol vermelho) ¢ que apre-
senta melhores resultados.

No Brasil, os primeiros registros sobre a frequéncia
das duas variedades de C. neoformans por sorotipagem
ou quimiotipagem oferecem os seguintes resultados
(Tabela 6).

474

C. neoformans var. gattii ja foi registrado na Ar-
gentina por BAVA & NEGRONI (1990) 2e em paciente
com sindrome de PANCOAST por MITCHELL &
SORRELL (1992) *,

C. neoformans var. neoformans, ocorre com grande
frequéncia no Japdo e Coréia, por exemplo, predominan-
do a var. gattii no Zaire, Quénia, Costa do Marfim e
Repiblica dos Camardes. J& na Australia, antes da “epi-
demia da AIDS”, de 102 amostras de C. neoformans, a
metade era provocada por uma das duas variedades,
neoformans (50%) e gattii (50%).

Convém assinalar que em Adelaide, ELLIS &
PFEIFFER (1990) ' registraram o isolamento do C.
neoformans var. gattii de cucalipto.

Com o advento da AIDS, os casos de criptococose
comegaram a ser registrados com maior frequéncia, em
cerca de um tergo dos pacientes. Atualmente, nos Esta-
dos Unidos, mais de 50% dos casos de criptococose
ocorrem em pacientes com AIDS, principalmente sob a
forma de meningite. A maioria dos pacientes com AIDS
¢ infectada pelo C. neoformans var. neoformans. Poucos
casos sdo devidos & var. gattii, um no Zaire, outro no
Canada, Los Angeles ¢ Brasil (ROZENBAUM et al.,
1990) ¢, segundo dados de KWON-CHUNG &
BENNETT (1992)*". Fora dos Estados Unidos, a inci-
déncia da criptococose entre os aidéticos parece ser
menor. Na Africa (parte central) ¢ elevada a incidéncia
da criptococose por C. neoformans var. gattii.

Os estudos epidemiolégicos realizados anterior-
mente & “epidemia da AIDS” mostram que C.
neoformans var. gattii predominava em regides tropicais
e subtropicais, sendo que o sorotipo B é cerca de 4,5
vezes mais prevalente que o sorotipo C.

Na Africa Central é tio comum a criptococose entre
os aidéticos que a presenga desta infecgdo fiingica quase
diagnostica a AIDS * %7,

Segundo KWON-CIHUNG et al. (1988) % os paci-
entes com AIDS sdo mais frequentemente infectados
com C. neoformans var. neoformans. De acordo com
ROZENBAUM et al. (1992) 7 C. neoformans var.
neoformans seria um agente oportunista ¢ a var. gattii
um patdgeno primario.

NOBREGA (1987) % estudou 35 casos de
neurocriptococose, sendo 17 transplantados renais, tra-
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Tabela 6

Frequéncia das duas variedades de Cryplococcus neaformans no Brasil, determinadas por sorotipagem ou quimiotipagem.

AUTOR (ES) N°DE AMOSTRAS SOROTIPO %
LACAZ & RODRIGUES (1983) ®-% (sorotipagemn) 14 A 56,0
- 25 amostras de C. neoformans 2 D 8,0
9 B 36,0
KWON-CHUNG & BENNETT (1984) »* (sorotipagem)
- 20 amostras de C. neoformans 14 A 45,5
var. neoformans 4 D 12,9
1 AD 3,2
1 ndo tipado 32
- 11 amostras de C. neoformans 10 B 323
var. gattii 0 C 0
1 ndo tipado 3,2
CALVO (1988} e CALVO et al. (1990) *(sorotipagem)
- 25 amostras de C. neoformans isoladas 22 A 88,0
do liquor de pacientes aidéticos 3 ndo tipado 12,0
PAULA et al. (1988) ¥ (quimiotipagem)
- 40 amostras de C. neoformans
- var. neoformans 25 A-D 62,5
- var gattii 13 B-C 32,5
- ndo tipado 2 - 5,0
MENDES et al. (1989) ®(quimiotipagem)
- 11 amostras de C. neoformans isvladas de pacientes aidéticos 11 A-D 100,0
ROZENBAUM (1990) * e ROZENBAUM et al. (1992) 7
- 83 amostras de C. neoformans {(quimiotipagem)
var. neoformans 75 A-D 90,4
var, gattii 8 B-C 9,6
-27 amostras de C. neoformans (sorotipagem)
- var. neoformans 19 A 70,3
- var gattii 8 B 29,6
ROZENBAUM et al. (1990} *¢¢ (1992) *7 (quimiotipagem)
- 66 amostras de C. neoformans isoladas de 65 A-D 98,5
pacientes aidéticos 1 B-C 1,5

tados com outros medicamentos imunossupressores di-
ferentes da CsA.

Fato digno de nota observado na Unidade de Trans-
plante Renal do Hospital das Clinicas, trabalho de
SAMPAIO et al. (1992) *. Estudando 1.168 pacientes
transplantados, no periodo de 1978 - 1990, verificaram
20 casos de neurocriptococose, quando o csquema de
imunossupressio era azatioprina e prednisona. A partir
de 1986, coincidindo com o emprego da Ciclosporina A
houve uma queda significativa na incidéncia desta infec-
¢do. Nenhum dos pacientes sob o uso da CsA teve a
infecgdio fungica. X provivel que a ciclosporina, hoje
obtida por sintese, possa ter uma atividade antifingica
sobre o C. neoformans. Trata-sc de problema a ser
melhor investigado.

Aos interessados sobre ciclosporina A, recomenda-

mos a leitura da excelente revisio coordenada por
BOREL (1986) . Em 1988 MODY et al. *, verificaram
em camundongos inoculados com C. neoformans por via
venosa ou traqueal, o efeito protetor da ciclosporina A
(injetada por via subcutinea), o mesmo acontecendo in
vitro, quando se adicionava o referido imunossupressor
aos meios de cultivo contendo o fungo, em concentra-
¢Oes compardveis aos encontrados no sangue circulante
dos camundongos em experimentagio. /n vitro, concen-
tragdes de 1 pg/ml inibiam o crescimento de amostras
de C. neoformans.

Anteriormente, em 1985, PERFECT & DURACK
¥ estudaram os efeitos da ciclosporina A na meningite
criptocécica experimental, em coelhos, chegando a re-
sultados diferentes, concluindo, pelos seus achados, que
aquele imunodepressor poderia até aumentar a incidén-
cia da criptococose em seres humanos, principalmente
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se associada & teraplutica com corticéides. Convém
referir que neste experimento, a ciclosporina A nio foi
detectada no liquor em quantidade suficiente para inibir
o desenvolvimento do fungo. Sabe-sc que a ciclosporina
A foi originalmente obtida de um extrato de dois fungos
imperfeitos - Cylindrocarpon lucidon e Tolypocladium
inflatum, atuando sobre a interleucina - 2, diminuindo
sua liberagio através dos linfécitos T ativados.

SUMMARY

Biotyping of Cryptococcus neoformans. Review of
the literature. New epidemiologic informations
about cryptococcosis. Our experience with the

utilization of C.G.B medium in this yeast.

The purpose of this work was to collect the main
information from the literature about the biotyping of
Cryptococcus neoformans. The more up-to date research
concerning the epidemiology of cryptococcosis
comprising quite a few articles, mainly afler the advent
of AIDS, was also reviewed. The Cryptococcus neofor-
mans varieties neoformans and gattii are well defined
biochemically nowadays chiclly through the C.G.B.
medium, according to KWON-CHUNG et al. (1982) *.
The isolation of C. neoformans var. gattii from flowers
and leaves of Eucalyptus camaldulensis and Eucalyptus
tereticornis, specially in Australia, through the works of
ELLIS & PFEIFFER (1990) '*and PFEIFFER & ELLIS
(1992) * permitted very interesting epidemiological
investigations on C. neoformans, a capsulaled yeast by
which SANFELICE *>*', in [taly (1894; 1895) attracted
attention of medical class. BUSSE 8, in 1894, described
the first human case of cryptococcosis under the
presentation of a bone lesion simulating sarcoma.

In this paper, the Brazilian researchers focused on
this subject were pointed out, followed by the Author’s
experience with the C.G.B medium (L - canavanine,
glycin and bromothymol blue) proposed by KWON-
CHUNG et al. (1982) * with very good results. It was
possible with such medium the study of 50 C.N.S. liquor
samples, being 39 from AIDS patients (78%) and 11
from non-AIDS ones (22%). Thirty-seven out of the 39
HIV- positive patients (74%) were identified as C. neo-
Jormans var. neoformans and 2 (4%) as C. neoformans
var. gattii. From the negative HIV, 8 (16%) were
classified as C. neoformans var. neoformans and 3 (6%)
as C. neoformans var. gattii. We could not perform the
serotyping of the above referred samples. It is evident
anyway that in Brazil there exist both varietics gautii and
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neoformans, agents of neurocryptococcosis, including
AIDS patients.

The importance of neurocryptococcosis, mainly
among AIDS patients, is stressed here, showing once
more the value of C.G.B. medium in the typing of C.
neoformans in its two varieties. Also, it is of relevant
importance the demonstration that some species of
eucalyptus may act as “host-trees” of C. neoformans var.
gattii.
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