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Resumo

Crytococcus sp. € o principal agente fiingico causador de meningite em cerca de 70% dos casos de
pessoas vivendo com HIV. Em 2016, foi estimada em Mogambique uma prevaléncia de
antigenémia criptococica de 19,4% em adultos virgem ao TARV com células CD4<200/ mm*. O
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina (LM/FAMED) ¢ um dos principais
laboratorios que fornece servigos de diagnostico de infec¢do flngica invasiva causada por
Crytococcus sp. na Cidade de Maputo visto que acredita-se que o diagnostico precoce da doenga
melhora a conducta terapéutica. No entanto, o laboratério, depois de exame microscopico directo
de liquido cefalorraquidiano impregnada em tinta de china, aplica simultaneamente dois meios de
cultura, dgar Sabouraud e agar canavanina-glicina-azul de bromotimol, resultando em gastos de
reagentes ¢ consumo de tempo, considerando que os dois tem finalidade diferente e sao

interdependentes.

O presente estudo visou propor um algoritmo optimizado para a deteccdo de Crytococcus sp. em
amostra de liquido cefalorraquidiano com recurso aos registos de resultados microbioldgicos de
amostras analisadas entre Janeiro 2024 a4 Agosto 2025, tendo em conta a acuracia das técnicas de
exame microscopico directo e cultural, considerando o meio especifico dgar canavanina-glicina-
azul de bromotimol como padrao. O estudo decorreu no Departamento de Microbiologia da
Faculdade de Medicina da Universidade Eduardo Mondlane. A analise de dados foi feita no
aplicativo Microsoft Office Excel, onde a avaliacao da acurécia baseou-se em medidas de precisao
diagnostica, nomeadamente, a sensibilidade e especificidade. Os resultados foram reportados em

forma de tabelas.

Num total de 192 amostras processadas houve variagdes na detec¢do de Cryptococcus sp. em
funcao da metodologia aplicada. A positividade obtida através do método de cultura padrao foi de
5,2% (10/192), enquanto o exame direto com tinta da China apresentou uma positividade de 13,5%
(26/192). A avaliagdo da acuracia do exame directo com tinta da China em relagdo a cultura,
apresentou os seguintes indices: sensibilidade 30,0% e especificidade 86,8%. Tendo em conta estes
resultados, o fluxograma propde a manutengdo de exame directo com tinha de china como
abordagem inicial, seguido de cultura em agar sabouraud e confirmagdo em agar canavanina-

glicina-azul de bromotimol .

Palavras-chaves: Cryptococcus sp., meningite, tinta de china, cultura, liquido cefalorraquidiano.
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1. Introducao

As micoses invasivas causadas por fungos contribuem significativamente para a mobilidade e
mortalidade em individuos imunodeprimidos, destacando-se entre os principais, Cryptococcus sp.,
causador da criptococose, um fungo leveduriforme, encapsulado que se encontra em todo o lado,
especialmente em matéria organica em decomposicao como em fezes de aves. O contagio ¢ feito
por inalagdo de propagulos, como basididsporos ou leveduras secas, provocando inicialmente
infec¢des pulmonares com possibilidade de progressao para as meninges (Kohler ez al., 2019; Zhao
& Lin, 2021; Carmo et al., 2022). O sistema nervoso central e os pulmdes sdo os locais de

envolvimento mais comuns, seguidos pelo sistema cutaneo e reticulo endotelial (Saini ez al., 2018).

Cryptococcus sp. adapta-se de forma rapida, alguns factores de viruléncia como a capsula, a
formacdo de melanina e a secre¢do de diversas enzimas, favorecem a sua sobrevivéncia no
ambiente e no hospedeiro infectado. A presenca da capsula polisacaridica em torno da parede
celular produzida no ambiente como no hospedeiro infectado representa um importante factor de
viruléncia, pois auxiliam na evasao imunitaria do hospedeiro (Carmo et al., 2022). Outros factores
de viruléncias sdo igualmente encontrados como a capacidade de replicacdo intra e extracelular
nos fagocitos, alteragdes na morfologia e haploidia, predilecdo por infectar o sistema nervoso
central (SNC) e a capacidade de utilizar neurotransmissores e fontes de carbono especificas

disponiveis no cérebro também favorece a sua sobrevivéncia no hospedeiro (Bahn ez al., 2020).

Neste contexto, o impacto epidemioldgico da criptococose ¢ significativo. Um estudo aponta que
anualmente sdo documentadas aproximadamente 223.100 infeccdes, 70% das quais ocorrem na
Africa Subsariana. Na Uganda estima-se 60% dos casos de meningite com risco de vida entre as
pessoas que vivem com HIV/SIDA, contudo a auséncia de tratamento ¢ que condiciona o aumento

das taxas de mortalidade (Coelho & Farrer, 2020; Wembabazi et al., 2022).

Consequentemente, a criptococose ¢ considerada uma das micoses com um curso particularmente
grave que frequentemente ¢ diagnosticada tardiamente. Isso deve-se a auséncia de sinais clinicos
iniciais especificos. Estima-se que a infec¢@o por esta micose seja sintomatica em apenas 30 a 40%
dos casos, pelo que os doentes apresentam geralmente comprometimento do sistema nervoso
central e deteriora¢do neuroldgica. Geralmente, os doentes apresentam uma deterioragdo gradual
da vigilancia e das capacidades cognitivas ao longo de varias semanas, acompanhada de cefaleias,

febre e apatia (Carmo et al., 2022).



O diagnéstico de Crytococcus sp. baseia-se em exames micologicos, histopatologicos, seroldgicos,
exames directos e a cultura. Apesar das melhorias geradas no ambito do detec¢ao através de
multiplos ensaios de intervengdo, a mortalidade por criptococose ¢ elevada, principalmente em
paises de baixo rendimento. Embora os métodos de deteccdo de Cryptococcus sp. estejam em
continua evolucdo, persistem limitagdes relevantes incluindo dificuldades no cultivo e isolamento
frequentemente decorrentes da baixa carga fungica no LCR, bem como a disponibilidade restrita
de testes seroldgicos, os quais, apesar de apresentarem sensibilidade e especificidade de 90% nao

sao de facil acesso (Perfect & Bicanic, 2015; Chang et al., 2024).

As técnicas baseadas em cultura envolvem o isolamento e cultivo de fungos em meios selectivos
e diferenciais para obtencao de culturas puras. Cryptococcus sp. cresce em meios comuns como
agar sabouraud dextrose, apresentando geralmente colonias mucoides e brilhantes, mas também
cresce em meios diferenciais como o agar batata-cenoura, agar semente de alpiste, 4gar semente
de Niger e agar semente de girassol, que levam a formacao de coldénias marrom a preta por conter
compostos fenodlicos . O meio dgar canavanina-glicina-azul de bromotimol pode ser utilizado para
diferenciagdo das espécies C. neoformans e C.gatti sendo o material cultivado a partir de liquido
cefalorraquidiano, lavado bronco-alveolar, expetoracdo e biopsias pulmonares (Pfaller, 2015;
Maziarz et al., 2016; Silveira et al., 2018; Khare ef al., 2020; Dantas et al., 2023; Moreira ef al.,
2015; Pouris et al., 2025).

No fluxograma de trabalho no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Eduardo Mondlane (LM/FAMED), a detec¢do de Cryptococcus sp. ¢ feita
recorrendo-se a microscopia directa e a cultura. A tinta de China ¢ empregue como método de
coloragdo do LCR e dois meios de cultura sdo utilizados simultaneamente, nomeadamente agar
sabouraud dextrose e o meio diferencial cromogéneo, agar canavanina-glicina-azul de bromotimol
(CGB). Contudo tem sido verificado a discrepancia de resultados entre as técnicas € o uso
simultaneo que implica no elevado custo e consumo de tempo. A literatura mostra que, o0 meio
CGB permite distinguir C. gattii do C. neoformans, num periodo de incubag¢ado cultural entre 48 e
72 horas entre 25° a 37°C, colonias de C. gattii produzem um pigmento azul, enquanto que as
colonias de C. neoformans nao produzem alteragdo da cor. O tom azul produzido pelas coldnias
de C. gattii resulta da utilizacdo de glicina, que reduz amonia, provocando a alcanizacio (Maziarz

et al., 2016; Silveira et al., 2018; Khare et al., 2020; Dantas et al., 2023).



No entanto, a viabilidade das técnicas diagndsticas pode variar. Um estudo realizado em Quénia
visando determinar a acuracia da técnica de detecgdo directa comparativamente a técnica cultural
apontou para uma sensibilidade de 95,8% e especificidade de 66,7% no entanto estes resultados
contrastam com alguns estudos que apontam menor sensibilidade da técnica, por esta requerer
infraestruturas laboratoriais, e poder facilmente ser influenciada por factores como a concentracao

do fungo e habilidades do operador (Gitonga et al., 2017; Hsido et al., 2021).

Diante disso, o presente estudo visou propor um fluxograma optimizado de acordo com a acuracia
da técnica de tinta de china tendo como referéncia a cultura que podera melhorar o rendimento
diagnostico, o fluxo de trabalho e o uso racional dos meios disponiveis. A avaliacao baseou-se em
medidas de precisdo diagnostica, nomeadamente a sensibilidade e especificidade, fundamentais
para determinar a capacidade de um teste discriminar correctamente os individuos com e sem

doenga.
1.1.Problema

Crytococcus sp., € o principal agente fingico causador de meningite em pessoas vivendo com HIV
(Gitonga et al., 2017). Em 2014, cerca de 223.100 individuos a nivel global desenvolveram a
meningite criptocdcica, resultando em 181.100 mortes (Dantas et al., 2023). Em 2016, em
Mogambique, foi estimada uma prevaléncia de antigenémia criptocécica de 19,4% em adultos
virgem ao TARV com células CD4<200/mm? (Sacarlal & Denning, 2018). Estimou-se ainda que
Mocambique apresenta uma incidéncia de 18.600 casos anuais de meningite criptococica

(Rajasingham et al., 2017).

A elevada carga de HIV na Africa Subsariana fez com que a criptococose se tornasse um problema
de satde publica, tendo sido alistado em 2022 pela OMS como um agente fungico prioritario,
contudo o diagnoéstico das doengas flingicas continua com algumas lacunas devido a baixo nlimero
de laboratdrios clinicos com capacidade e habilidade para realizar testes micologicos. A falta de
padronizagdo dos procedimentos em Mogambique, constitui um dos principais desafios, resultando
em diferengas significativas nos métodos aplicados e impactando na reprodutibilidade,
comparabilidade dos resultados entre estudos e laboratdorios (Ogundeji et al., 2016; Sacarlal &

Denning, 2018; Chang et al., 2024).



O Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina da Universidade Eduardo Mondlane
(LM/FAMED) tem estabelecido procedimentos de diagnostico fenotipico e molecular de infecg¢des
fingicas invasivas, contribuindo deste modo no acesso ao disgnostico especializado (Sacarlal &

Dennings 2018).

A aplicagdo de procedimentos para deteccdao de Cryptococcus sp., nomeadamente a tinta de china
e cultura, constituem técnicas validadas e comumente usadas na detec¢ao de Cryptococcus sp. No
entanto, um dos maiores desafios reside na auséncia de um fluxograma optimizado, com um fluxo
de trabalho claramente definido, o que acaba por influenciar negativamente nas praticas de rotina
laboratorial, levando ao uso simultaneo dos meios agar sabouraud dextrose € 0 meio cromogénio
selectivo dgar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB), o que resulta no excessivo uso dos
meios e duplicagdo dos reforcos, e para além disso as técnicas empregues apresentam discrepancia
entre os resultados obtidos. Em determinadas situagdes, ¢ possivel observar leveduras
encapsuladas na preparacao com tinta de china, mas sem correspondente crescimento na cultura,
inversamente, ha casos em que a cultura se apresenta positiva, mesmo sem visualizagdo clara das
leveduras na preparagdao com a tinta de china . Diante dessas limitagdes, importa determinar a
acuracia das técnicas e propor um fluxograma optimizado que confira aos procedimentos a
precisao, eficiéncia e fiabilidade. Neste contexto a questdo levantada para a seguinte pesquisa ¢:
Qual é o fluxo laboratorial que pode contribuir no melhor rendimento diagnéstico e

diferenciaciao das espécies de Cryptococcus?
1.2.Justificativa

A criptococose ¢ uma infeccdo grave causada por Crytococcus sp. que acomete individuos
imunocomprometidos e contribuido de forma significativa na morbilidade e mortalidade de
individuos (Dantas et al., 2023). A incidéncia e a gravidade desta infec¢do micologica invasiva
letal tem aumentado, cerca de 70% dos individuos com HIV/SIDA desenvolvem doencga

neuroldgica.

O LM/FAMED tem contribuido no controlo desta infeccdo através de duas técnicas
microbioldgicas, nomeadamente: exame directo que inclui a tinta de china e o exame cultural, com
recurso a meio agar sabouraud dextrose e o meio cromogénio selectivo para Cryfococcus sp.,

precisamente agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB). O presente estudo visou o



estabelecimento de um fluxograma optimizado, contribuindo no melhor rendimento diagnostico e

uso racional dos meios disponiveis.
2. Objectivos
2.1.0bjectivo geral

» Propor um fluxograma optimizado para a detec¢do de Cryptococcus sp. em amostras de

Liquido Cefalorraquidiano no Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina.
2.2.0bjectivos especificos

» Determinar a frequéncia de culturas positivas de Cryptococcus sp. em amostras de LCR no
Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina entre Janeiro 2024 4 Agosto 2025
com base no livro de registos;

» Determinar a acuracia da técnica de detec¢do directa de Cryprococcus sp. tendo como
referéncia a cultura;

» Optimizar o fluxograma laboratorial de deteccdo de Cryptococcus sp.



3. Referencial teodrico
3.1.Taxonomia e filogenia de Cryptococcus sp.

Cryptococcus sp. pertence ao dominio eucariotas, reino fungi, filo basidiomycota, ordem
tremellales, familia criptococcaceae e género criptococo. Cryptococcus sp. diversifica-se em
espécies patogénicas (C. neoformans, C. deneoformans, C. bacillisporus, C. tetragattii, C.
deuterogatti e C. gattii) e ndo patogénicas (C.amylolentus, C.wingfieldii e C. floricola) (Bahn et
al., 2020; Coelho et al., 2025). Contudo as anélises de sequéncia apontam para dois grandes grupos
patogénicos dentro do patogéno Cryptococcus, correspondente ao Cryptococcus neoformans €
Cryptococcus gattii, que divergiram de um ancestral comum ha mais de 40 milhdes de anos. O
C.neoformans encontra-se distribuido mundialmente e causa criptococose sistémica
principalmente imunocomprometidos, enquanto que espécies de C. gattii complexos sao
frequentemente encontrados em regides tropicais e subtropicais e afectam individuos

imunocompetentes (Bahn ef al., 2020).
3.2.Propriedades de Cryptococcus sp.

Cryptococcus sp. sao fungos mesofilos aerdbicos que encontram-se principalmente em arvores ou
em solo contaminado com excrementos de aves. Sao células leveduriformes e crescem através de
brotamento em condi¢des ricas em nutrientes. Apresentam uma camada capsula polissacaridica
cuja produgdo ¢ estimulada por condi¢cdes que mimitiza a fisiologia humana, incluindo CO;
elevado, baixo teor de ferro, pH neutro ou alcalino. Tem a capaciadade de utilizar varios

substractos fenolicos, incluindo neurotrasmissor dopamina (Bahn ef al., 2020).
3.3.Ciclo de vida de Cryptococcus sp.

O ciclo de vida de Cryptococcus sp. envolve forma assexuada e sexuada. A forma assexuada ¢ a
levedura haploide encapsulada que se reproduz por mitose com brotamentamento de base estreita
que se encontra em amostras clinicas e ambientais. A forma sexuada ¢ actuamente observada sob
certas condi¢des laboratoriais, resultando em meiose entre dois tipos de acasalamento (MATAa e
MATAaq) para formar ligagdes em grampo, basidios e basidiosporos. As cepas do tipo de

acasalamento a representam a grande maioria dos isolados clinicos e ambientais, podendo dever-



se a sua capacidade de produzir frutos haploides. O acasalamento entre duas estirpes do mesmo
sexo (MATAa- MATAGQ) pode produzir os esporos infecciosos que causam infec¢do em humanos

(Maziarz & Perfect, 2016).
3.4. Epidemiologia de Cryptococcus sp. no mundo

A criptococose ¢ uma infec¢do fungica sistémica, distribuida de forma global e endémica no
nordeste do Brasil, Paraguai, México, Australia, India, Sudeste Asiatico, Europa, California
(EUA), Nigéria, Africa do Sul, Mogambique, Uganda, Etiopia, Quénia, Tanzania, Reptblica

Democratica do Congo, Zimbébue, Indonésia e Zambia (Carmo et al., 2022).

Em 2014 estimativas mostravam que a incidéncia global de meningite criptocdcica era substancial,
com 223.100 casos anualmente e a Africa Subsariana apresentava maior carga da doenca, pois é
onde o HIV/SIDA ¢ um factor de risco dominante (Rajasingham et al., 2017; Wembabazi et al.,
2022). E considerado uma ameagca a satide ptblica, sendo responsavel por 15 % das mortes entre
os doentes com HIV/SIDA. As taxas de mortalidade da meningite criptococica com os tratamentos
antifingicos actuais variam entre 10 a 70%, sendo as taxas de mortalidade mais elevadas

observadas nas regides subsaarianas de Africa (Bahn et al., 2020).

Em Africa as infec¢des do sistema nervoso central (SNC) mais notificadas sio a meningite
criptococica e a histoplasmose. Em 2017, estimou-se que cerca de 160.000 pessoas foram
diagnosticadas com meningite criptococica em Africa, dos quais 98% destes casos localizam-se
na regido Subsaariana, constituindo na sua maioria casos da Africa do Sul, Nigéria e Mogambique
com cerca de 20.000 casos por ano, comparativamente a norte de Africa com menor numero de

casos (Mohamed et al., 2022).

Em Mocambique C. neoformans ¢ considerada a causa mais comum de meningite entre adultos
com imunodepressdo grave devido ao HIV. Estima-se que o nimero de casos ronde os 18.600 por
ano, num estudo com doentes hospitalizados com HIV no Sul de Mocambique, a prevaléncia foi

de aproximadamente 5,3% (Langa ef al., 2025).
3.5. Caracteristicas clinicas de criptococose

Cryptococcus sp. ndo € transmitido de humano para humano, a exposi¢cdo ambiental ¢ comum e

assintomatica na populacdo em geral, uma vez que o fungo ¢ eliminado ou entra em estado latente,



a criptococose apresenta manifestacdes variadas, sendo a meningite criptococica a forma grave

mais comum (Bahn et al., 2020; Chang et al., 2024).

As aves actuam como grandes disseminadores ambientais, podendo mover-se entre as terras
agricolas e areas urbanizadas semeando células criptococicas por toda a ecologia. O contetdo
nitrogenado e o pH baixo das fezes s3o essenciais para suportar a sobrevivéncia fungica por dois
anos. A perturbacdo mecanica destas fezes pode resultar em propagulos infecciosos aerolizados
que podem ser inalados e estabelecer uma infec¢do pulmonar priméria numa pessoa susceptivel

(Rapeso et al., 2025).

A doenca pode ser assintomatica e sintomatica. Os sintomas mais comuns sdo febre, mal-estar e
dor de cabeca, outros sintomas como tosse, dispneia e erupcao cutdnea sugerem uma doenca
disseminada (Ruschel & Thapa, 2023). A criptococose pulmonar ¢ assintomatica em até 25-55%
dos casos se apresentando como um achado incidental em exames de imagem toracica (Howard-

Jones et al., 2022).
3.6. Mecanismo de viruléncia de Cryptococcus sp.

Muitos factores de viruléncia contribuem para a patologia deste patogéno intracelular oportunista,
como a capsula, a formagao de melanina e a secrecdo de diversas enzimas. A presenga de uma
capsula polisacaridica em torno da parede celular produzida tanto no ambiente como em
hospedeiros indectetados representa um importante factor de viruléncia. Estudos bioquimicos
demonstram que a capsula é composta principalmente por um polimero designado
glucuronoxilomano e por outro designado glucuronoxilomanano e por nanoproteinas. Os
polissacarideos capsulares tem propriedades imunomoduladoras € melhoram a sobrevivéncia dos
fungos, auxiliando na evasao imunitaria do hospedeiro. O glucuronoxilomano ¢ um forte inibidor
da fagocitose e ¢ imunomodulador através da regulagdo negativa de citocinas inflamatorias,
deple¢do de componentes do complemento e inibi¢do da apresentacdo de antigénios dos
mondacitos, outros componentes coo a lactonoidrolase capsular envolvidos na estrutura terciaria
capsular, inibem a deposi¢cdo de componentes do sistema complemento, esta inibi¢do impede a
destrui¢dao do fungo através da formagdo do complexo de ataque a membrana e dos fragmentos

IC3b, que sdo importantes opsoninas (Bahn ef al., 2020; Carmo et al., 2022).



Cryptococcus sp. produz biofilmes que aderem a superficies bidticas ou abidticas e estdo rodeadas
por uma matriz extracelular que pode proteger a levedura dos medicamentos antifungicos e do
sistema imunitario do hospedeiro e pode afectar os dispositivos médicos (Carmo et al., 2022).
Outro factor de viruléncia ¢ a melanina, um pigmento escuro amplamente encontrado na natureza,
que ¢ resistente aos acidos e insoluvel em agua. Em Cryptococcus sp. a melanina € sintetizada na
presenca de compostos difendlicos, a melanina acumula-se na parede celular providenciando
proteccao contra luz ultravioleta, radiacdo, péptidos antimicrobianos, calor, medicamentos
antifungicos e fagocitose. A acumula¢do da melanina confere vantagem selectiva durante a

infeccao (Rossi & Zaragoza, 2017).

As alteracdes morfologicas nos fungos como o desenvolvimento de hifas, desempenham também
um papel importante durante a viruléncia porque contribuem para a adesao, disseminagao e evasao
imunitaria, no caso de Cryptococcus sp. os filamentos sdo formados apenas durante a reproducao
sexuada, mas raramente estdo presentes nos tecidos. Durante a infeccdo, a maioria das células
encontra-se como blastoconideos arredondados, contudo existe uma grande variagdo no tamanho
das células fungicas, o que resulta no aparecimento de células de tamanho anormalmente grandes,

denominadas células titd (Rossi & Zaragoza, 2017).
4. Meétodos de deteccao de Cryptococcus sp.
4.1. Analises preliminares da amostra de liquido cefalorraquidiano

Antes do tratamento da amostra sdo feitas analises preliminares para fornecer um diagndstico
presuntivo de meningite criptococica. Estas andlises incluem a cor, a transparéncia , a viscocidade,

as proteinas, a glicose, a contagem de leucdcitos e a contagem de eritrocitos do LCR (Kwizera et

al., 2024).

A cor do LCR normal deve ser incolor, a sua anélise pode ser feita de forma macroscdpica em
frente a uma folha de papel branca. As alteragdes da cor do LCR nao sdo diagnosticas mas podem
indicar a presenca de outras substancias na amostra. A coloragdo rosa, amarela ou laranja ¢
indicativo da presenca de compostos pigmentados, como a oxiemoglobina, a birrulina e a
metaemoglobina, que sdo geralmente derivados da degradacdo dos globulos vermelhos. O LCR
turvo ou opaco pode indicar a presenca de globulos brancos ou vermelhos, microrganismos ou um

aumento dos niveis de proteinas. Os doentes com meningite criptococica apresentam geralmente



um liquor incolor, mas um turvo ¢ comumente indicativo de meningite bacteriana ou meningite
tuberculosa ou uma coinfec¢do de meningite criptococica € meningite bacteriana ou tuberculosa.
O LCR normal tem a mesma consisténcia que a 4gua mas o espesso pode indicar meningite. Os
doentes com meningite criptocdcica apresentam ocasionalmente LCR mais espesso, mas isso nao

¢ conclusivo (Kwizera et al., 2024).

As proteinas do LCR sdo analisadas medindo a densidade 6ptica com um espectrofotdmetro e, em
seguida, comparando-a com uma curva padrdo de concentracdes proteicas conhecidas. As
diminui¢des na proteina do LCR nao sdo geralmente consideradas significativas. Os niveis
proteicos no LCR apresentam uma elevada variabilidade na meningite criptocdcica associada ao
HIV (Kwizera et al., 2024). O teste de pandy ¢ um método semi-quantitativo convencional para
avaliar o aumento de proteinas, especialmente a globulina no LCR, que ¢ determinado pela
precipitagdo em solugdo de fenol. E um teste visual tradicional para a dosagem de proteinas, com
a vantagem de apresentar resultados rapidos e de baixo custo. Em adultos e criangas, o nivel normal
de proteina total no LCR deve ser inferior a 45 mg/dL. Os resultados proteicos anormais podem
auxiliar no diagnostico e tratamento de diversas doencas, especialmente inflamagdes do sistema

nervoso central (Dong et al., 2024).

A contagem de leucocitos no LCR € outro parametro importante, pois considera-se normal a
existéncia de poucos globulos brancos no LCR, no entanto o aumento significativo pode ser
causado por uma infec¢do. Nesta analise verifica-se a quantidade e a variacao da morfologia dos
glébulos brancos presentes numa amostra. A visualizagdo de pequenas quantidades de linfocitos e
mondcitos ¢ normal no LCR. Uma contagem de gldbulos brancos acima ou igual a 5 células/ ul é

considerada elevada. Os linfocitos sdo geralmente elevados na meningite criptococica (Kwizera et

al., 2024).
4.2.Diagnostico laboratorial de Cryptococcus sp.

O diagnostico de Cryptococcus sp. em doentes infectados pelo HIV € baseado em microscopia,
tinta de China ou India, cultura do liquido cefalorraquidiano (LCR) e a detecgdo do antigeno

criptocdeico no soro ou no LCR (Zhao et al., 2023).
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4.2.1. Microscopia de tinta de china

O uso da microscopia de tinta de china ou india, ¢ considerado um método que aplica um reagente
de baixo custo e pode ser realizado em condigdes laboratoriais simples, no entanto apesar da sua
facil acessibilidade, apresenta dependéncia de interpretacdo subjectiva e uma baixa sensibilidade
(42,9%), particularmente em doentes com baixa carga fingica, por isso ndo se torna viavel como
a unica ferramenta de diagnostico, pela susceptibilidade de apontar para diagnosticos errados
principalmente logo apds o inicio dos sintomas ou em doentes em tratamento antirretroviral (Paes

et al.,2018; Zhao et al., 2023; Morjaria et al., 2025).
4.2.2. Cultura fingica de Cryptococcus sp.

A cultura fingica € o padrao de ouro para diagnostico de Cryptococcus sp. contudo, também pode
produzir falso-negativos semelhantemente a tinta de china quando a carga fungica ¢ baixa, por isso
para contrapor essa possibilidade o volume de LCR aplicada para a cultura fingica foi modificado
de 10 ul para 100 ul. Esta alteracao levou a uma melhoria da sensibilidade diagnostica da cultura
fingica do LCR de 82,4% para 94,25%. Porém existem desvantagens intrinsecas concernentes a
cultura fungica como a natureza geral de crescimento lento do fungo, bem como um estado
fisiologico especifico de Cryptococcus sp. designado por estado viadvel, mas nao cultivavel. Estes
factores condicionam a demora do resultado na cultura, contudo ela ¢ essencial para o diagnodstico

definitivo (Zhao et al., 2023).
4.2.3. Teste de aglutinacio em latex CrAg

A detec¢do de antigenos criptococicos, como o polissacarideo capsular glucuronoxilomanano
(GXM) no soro ou no LCR, tornou-se uma abordagem diagnostica essencial e € utilizada para o
diagndstico presuntivo, por ser um teste muito sensivel, especifico e eficaz que pode detectar a
infecgad precocemente, antes do inicio dos sintomas e antes que a doenca possa evoluir para
meningite com risco de vida. A sua sensibilidade ¢ de 94% e a especificidade de 100% (Zhao et

al., 2023; Pfaller, 2015).

O teste de aglutinagdo em latex CrAg ¢ um teste serologico qualitativo e semi-quantitativo para
deteccdo de antigénios polisacaridicos capsulares, pode ser realizado em sangue total, soro, plasma

e LCR. O teste tem um valor diagnostico e progndstico, uma vez que a doenga progressiva &
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geralmente acompanhada por titulos crescentes de antigenos. Este teste requer pré-aquecimento

da amostra e os resultado ¢ obtido em 2 horas (Kwizera et al., 2024).
4.2.4. Ensaio imunoenzimatico

O ensaio imunoenzimatico tem sido utilizado para diagnosticar a meningite criptococica e ela
requer infraestruturas laboratoriais mais sofisticadas (nivel de biosseguranga 2 ou 3). Apresenta

um tempo de resposta de 24 horas e uma baixa sensibilidade (Kwizera ef al., 2024).
4.2.5. Reacciio em cadeia da polimerase em tempo real

A reaccdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) apresenta elevada sensibilidade e
especificidade, ¢ rapida e pode ser realizada com pequenos volumes de LCR. Os testes RT-PCR
apresentam um excelente desempenho com o tempo de resposta de aproximadamente 4 horas

(Kwizera et al., 2024).
4.2.6. Histopatologia

A histopatologia ¢ utilizada para diagnosticar doengas disseminadas através de bidpsias. E usada
em estudos de autopsia para determinar a causa da morte. Baseia-se nas caracteristicas
micromorfolégicas do Cryptococcus sp. € inclui técnicas histoquimicas de hematoxilina e eosina

e prata de grocott, bem como coloragdes histoquimicas especiais (Kwizera et al., 2024).
4.3.Acuracia dos testes diagnésticos para deteccao de Cryptococcus sp.
4.3.1. Sensibilidade

A sensibilidade ¢ a propor¢ao de individuos verdadeiros positivos em relagao ao total de pacientes
com determinada condi¢@o ou seja com a doenca. A sensibilidade também pode ser a capacidade
de um teste ou instrumento produzir um resultado positivo para um individuo que possui essa

doenga. A equacdo corresponde a : Verdadeiros positivos (VP)/Verdadeiros positivos (VP)+Falsos

vp
VP+FN

negativos (FN) ou Sensibilidade= . A sensibilidade ndo possibilita que os profissionais de

saide concluam que os individuos que testaram positivo, ndo tenham a doenga (Shreffler &

Huecker, 2023).
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4.3.2. Especificidade

A especificidade € a proporcao de verdadeiros negativos em relacdo a todos os individuos que nao
apresentam uma doenca ou condi¢do. Consiste na capacidade do teste ou instrumento de obter
resultados dentro da faixa normal ou negativos para uma pessoa que nao possui a doenca. A

formula é: Verdadeiros Negativos (VN)/ Verdadeiros negativos (VN)+Falsos positivos (FP) ou

VN
VN+FP

especificidade= (Shreffler & Huecker, 2023).

Na acurécia considera-se (Baratloo et al., 2015):

e Falsos positivos (FP): o nimero de casos identificados incorrectamente como pacientes.

e Falsos negativos (FN): o numero de casos identificados incorrectamente como saudaveis.

e Verdadeiros positivos (VP): o numero de casos correctamente identificados como
pacientes.

e Verdadeiros negativos (VN): o nimero de casos correctamente identificados como

saudaveis.
Considerando o padrao ouro a cultura serdo considerados:

e Falsos positivos (FP): amostras de individuos que apresentam positividade na técnica de
tinta de china e sem crescimento de fungos no exame cultural.

e Falsos negativos (FN): amostras de individuos que nao apresentam positividade na técnica
de tinta de china e apresentam positividade no exame cultural.

e Verdadeiros positivos (VP): amostras de individuos que apresentam positividade na
técnica de tina de china e no exame cultural ou apenas no exame cultural.

¢ Verdadeiros negativos (VN): amostras de individuos que apresentam negatividade na

técnica de tina de china e no exame cultural.
4.4.Manejo clinico de criptococose

O tratamento da doenca depende das caracteristicas do hospedeiro, do envolvimento do 6rgao e da
apresentacdo clinica e inclui terapéutica antifingica na doenca divide-se em fazes de indugao,
consolidagdo e manutencdo (ou profilaxia secundaria). A fase de indugdo permite eliminar ou
reduzir significativamente a carga fingica, enquanto que a fase de consolidacdo visa manter a

negatividade fungica e a normalizagdo dos pardmetros clinicos e laboratoriais. A fase de
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manutencao ¢ administrada em doentes HIV positivos até recuperacdo imunoldgica para prevenir
recidivas, durante 12 a 24 meses e até que a contagem de células CD4 atinja 100 a 200 células

(Carmo et al., 2022).

Os principais antifungicos usados para o tratamento da doenca criptocdcica em todo mundo sdo a
anfotericina, a flucitosina e o fluconazol . A anfotericina liga-se ao ergosterol na membrana celular,
levando a formacgao de poros e a morte celular, enquanto a flucitosina inibe a replicagdo do ADN
e a sintese proteica, o fluconazol, bloqueia a produgdo de ergosterol na via de biossintese, visando
especificamente a acumulagdo de um intermediario esterol toxico (Carmo et al., 2022; Zhao et al.,

2023).

Na pratica actual limitam-se a quatro classes de agentes antiflingicos sistémicos, azdis, polienos,
pirimidinas e equinocandinas. A limitagdo nas opgdes de tratamento antiflingico para a infe¢ao
invasiva por Cryptococcus € significativa, dado que Cryptococcus sp. tem resisténcia intrinsecas
equinocandinas e alguns isolados clinicos aos azois. Portanto, a polieno anfotericina B (AmB) tem
sido prescrita como o principal medicamento antifungico para o tratamento de infecgdes
crptococicas, apesar da sua toxicidade e do custo muito elevado das formulagdes menos toxicas

(Zhao et al., 2023).
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5. Metodologia

5.1.Tipo de estudo

A presente pesquisa ¢ um estudo transversal retrospectivo com base em analise de dados
secundarios colhidos no estudo principal com o titulo “Vigilancia das infecgdes fingicas cutaneas,

invasivas e oportunistas no Hospital Central de Maputo” com o registo Ref.*: 475/CNBS/25”.

5.2.Area do estudo

O estudo foi realizado no Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina (LM/FAMED).
A LM/FAMED esté localizada na cidade de Maputo, distrito municipal KaMpfumo, situando-se
entre a Av. Eduardo Mondlane e Av. Salvador Allende n.® 702. Esta subdivididido em dois
Sectores, o de Microbiologia e o de Parasitologia. O Sector de Microbiologia inclui quatro de
subunidades nomeadamente, Micologia, Bacteriologia, Serologia e Biologia Molecular. O
LB/FAMED suporta actividades de ensino da disciplina de Microbiologia do curso de Licenciatura
em Medicina Geral, e apoia nas actividades de laboratério aos estudantes de area de ciéncias

biologicas, mestrado e doutoramento.
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Figura 1: Mapa de localizagdo do LM/FAMED.
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5.3.Populac¢ido e amostragem

Para este estudo foram incluidos dados de anélises microbioldgicas de LCR retiradas do livro de
registo dos resultados do estudo principal. As amostras de LCR recebidas no LM/FAMED eram
provenientes do Hospital Central de Maputo (HCM) e do Centro de Referéncia do Alto Maé
(CRAM). A amostragem foi por conveniéncia, através da inclusdo de todos os dados de amostras
de pacientes submetidas ao laboratorio entre Janeiro 2024 & Agosto 2025 para pesquisa de

Cryptococcus sp. € que reuniam todos os requisitos dos critérios de inclusdo.
5.4.Critérios de inclusiao

Foram incluidas no estudo os resultados de todas amostras do LCR cuja requisi¢do solicitava

pesquisa de fungos ou Crytococcus sp € que continham dados de proveniéncia.
5.5.Critérios de exclusiao

Foram excluidos dados incompletos na base (proveniéncia, resultado de cultura e da tinta de

china).
5.6.Procedimentos

5.6.1. Extraccio de dados

A fonte de dados foi o livro de registo de entrada de amostras e dos resultado das andlise
microbiologicas. O livro de registo capta os dados como nome, idade, sexo, raca e a origem da
amostra, assim como a data e hora de recepgao, e o resultado do procedimento analitico. A cada

registo de amostra foi atribuido um codigo de forma sequenciada.

5.6.2. Técnicas de processamento de amostras no estudo principal

No estudo principal, as amostra de LCR foram centrifugadas em tubos de falcon de 15ml a
velocidade de 1500 rpm por 10-15 minutos, a fim de visualizagdo do Cryptococcus sp. Despois da
centrifugacdo, o concentrado foi usado para preparagdo de um esfregaco em ldmina. Sobre o
esfregaco, foi colocado uma gota de tinta de china. De seguida, foi colocada uma lamela sobre a
suspensdo e por fim visualizado ao microscopio Optico com a objectiva 40x. Nesta técnica, a
capsula polisacaridica do Cryptococccus sp. ndo absorve o corante, resultando no aspecto de um

circulo branco refratario sobre um fundo escuro.
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Em paralelo, uma parte do sedimento ou sobrenadante foi semeada em estrias por esgotamento
com pipetas estéreis calibradas de 100 pl em placas de dgar sabouraud dextrose e dgar canavanina-
glicina-azul de bromotimol (CGB). O preparado foi incubado na estufa por 7 dias a 37°C. As
caracteristica das colonias em agar sabouraud dextrose foram as seguintes: lisas, mucoides ou
viscosas. Em agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) as colénias de Cryptococcus sp.
tomaram a cor azulada resultante da utilizacdo de glicina durante 48 4 72h (Klein et al., 2009;

Mctaggart et al., 2011; Chisale et al., 2020; Dantas et al., 2023).
6. Tipos e variaveis no presente estudo

As varidveis do presente estudo foram:
e Variaveis independente: Proveniéncia.

e Variaveis dependentes: Resultados de anélise microbioldgicas com a tinta de china
(positivos e negativos) e resultados de analise microbioldgicas com a cultura (positivos e

negativos).
6.1.Materiais e consumiveis no presente estudo

Tabela 1: Materiais e consumiveis necessarios para a realizacao do estudo

Materiais e consumiveis
Livro de registos do laboratdrio para consulta
Caneta Bic para anotagdes
Lapis HB para anotagdes
Caderno de anotacoes
Agrafador
Laptop para registo de informacgdes

7. Aspectos éticos

Este ¢ um sub-estudo do estudo principal com o titulo “Vigilancia das infec¢des flingicas cutaneas,
invasivas e oportunistas no Hospital Central de Maputo” com o registo Ref.*: 475/CNBS/25
(Anexo 2). Por questdes éticas os dados colhidos registados nos livros de registo do LM/FAMED
foram codificadas de modo garantir confidencialidade dos individuos. Por tratar-se de um estudo
retrospectivo, este ndo implicou nenhum adicional risco aos pacientes visto que ndo contou com

intervengao activa dos participantes e as questdes éticas foram devidamente observadas.
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8. Analise de dados

Tabela 2: Tabela de tratamento de dados

Objectivos especificos Variaveis Analises de dados
1.Determinar a  frequéncia  de
Cryptococcus sp. nas amostras de LCR
recebidas no LM/FAMED entre Janeiro | Resultado  cultural em  Agar| Estatistica  descritiva
2024 a Agosto 2025; Sabouraud dextrose e CGB (propor¢io)
Resultado da tinta de china Calculo de sensibilidade e
especificidade  baseado

2..Determinar a acuracia da técnica
detecgdo directa de Cryprococcus sp.

Resultado de método cultural (CGB

em tabela de contingéncia
2x2 e da significancia
com base na plataforma

tendo como referéncia a cultura; ¢ agar sabouraud dextrose) Medcalculate.
Resultado da tinta de china Calcu} N Qe sensibilidade ¢
especificidade  baseado

3.0Optimizar o fluxograma laboratorial
para deteccdo de Cryprococcus sp.

Resultado de método cultural (CGB
¢ agar sabouraud dextrose)

em tabela de contingéncia
2x2 e da significancia
com base na plataforma
Medcalculate.
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9. Resultados
9.1.Frequéncia de Cryptococcus sp. nas amostras de LCR recebidas no LM/FAMED

A analise de base de dados contendo resultados de exame microbiologicos entre Janeiro 2024 e
Agosto 2025, demonstrou que deram entrada no LM/FAMED um total de 235 amostras. Para o
presente estudo foram excluidas 43 (18%) amostras por falta de informagdo relevante para a
analise. Foram incluidas na analise 192 (82%) resultados de amostras. As amostras com resultados
analisados, 173 (90,1%) provinham do HCM (Hospital Central de Maputo) e 19 (9,9%) do CRAM
(Centro de Referéncia do Alto Mag¢).

Com o método cultural, 10 (5,2%; 10/192) amostras foram positivas para Cryptococcus sp. em
meio agar sabouraud dextrose (SDA) e 4gar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB), dos

quais 7 (3,6%) eram do HCM e 3 (1,6%) do CRAM (tabela 3).

Tabela 3: Resultados laboratoriais da cultura em meio agar sabouraud dextrose (SDA) e agar

canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) em relagdo a proveniéncia

Resultados de cultura (SDA e CGB)

Proveniéncia
Positivo Negativo Outros Total
CRAM 3 (1,6%) 16 (8,3%) 0% 19 (9,9%)
HCM 7 (3,6%) 164 (85,4%) 2(1%) 173 (90,1%)
Total 10 (5,2%) 180 (93,7%) 2 (1%) 192(100%)

*Qutros- crescimento de outros microrganismos diferentes de Cryptococcus sp.

No exame directo com tinha de china, em 26 (13,5%; 26/192) amostras foram observadas
estruturas sugestivas de leveduras capsuladas, o que sugeriu a presenca de Cryptococcus sp. Do
total de amostras positivas, 18 (9,4%; 18/192) provinham do HCM e 8 (4,2%; 8/192) do CRAM
(tabela 4).

Tabela 4: Resultados laboratoriais em relagdo ao exame com tinta de china

Resultados do exame directo com tinta de china

Proveniéncia Positivo Negativo Total
CRAM 8 (4,2%) 11(5,7%) 19 (9,9%)
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HCM 18 (9,4%) 155 (80,7%) 173 (90,1%)
Total 26(13,5%) 166 (86,4%) 192 (100%)

9.2.Acuracia da técnica de detecciao directa (tinta de china) tendo como padrao a cultura

(CGB) na deteccio de Cryptococcus sp.

Das 192 amostras analisadas, obteve-se 3 (1,6%) verdadeiros positivos (VP) e 158 (82,3%)
verdadeiros negativos (VN). Com base nos resultados de exame directo, 24 (12,5%) casos tiveram
resultados falsos positivos (FP) e 7 (3,6%) falsos negativos (FN) (tabela 5). Estes resultados
mostram que, se a manutencdo do tratamento dependesse unicamente do resultado de exame
directo, provavelmente 24 pacientes teriam sido mantidos numa terapéutica inapropriada contra

os 3 pacientes verdadeiramente positivos.

Tabela 5: Célculo de sensibilidade e especificidade da técnica de detec¢do directa tendo como

padrao o meio cultural CGB de Cryptococcus sp.

.. Teste padrao (CGB)
Teste em avaliacao " .
Cultura positiva Cultura Negativa Total
Tinta de china positiva 3 (1,6%) 24 (12,5%) 27 (14,1%)
Tinta de china negativa 7 (3,6%) 158 (82,3%) 165 (85,9%)
Total 10 (5,2%) 182 (94,8%) 192 (100%)

Com base nos resultados, foi calculada a acuracia diagndstica do exame directo, como se segue:

e Sensibilidade (ou capacidade de identificar positivos):

Sensibilidade = — - = > = 3 _ 030 300
ensibilidade = 7oy = 357 = 19— 930 30%)

o Especificidade (ou capacidade de identificar negativos):

VN 158 158
VN +FP 158+ 24 182

Especificidade = ~ 0,868 (86,8%)

Estimando a sensibilidade, a técnica com tinta de china apresentou uma sensibilidade de 30% (IC

95%:6,67%-65,25%) e especificidade de 86,8% (IC 95%: 81,02%-91,36).
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9.3. Proposta de fluxograma laboratorial para detec¢cio de Crypfococcus sp. para o uso no
LM/FAMED

O fluxograma actualmente em uso no LM/FAMED ¢ o seguinte:

[ Amostra de LCR }
¥

| Centrifugar 1500-3100 rpm por 10min |

Exame directo com tinta de china: colocar uma gota do
sedimento de LCR sobre a ldmina seguido de uma gota de
tinta de china (Positivo:leveduras capsuladas ndo coradas;
Negativo: Sem visualizagio de leveduras capsuladas nio

coradas)
¥
_ ¥
Cultivar 100ul do Cultivar 100ul do
sobrenadante no meio sobrenadante no meio
SDA CGB
v }
v } l 1
Sem Crescimento
crescimento positivo: colonias ng Crescimento
mucoides, crescimento positivo: colonias

Cremosas e com pigmento azul
brilantes

!
Guardar os 1solados

no skim milk no tubo
de eppendorfa -23 °C

Figura 2: Fluxograma laboratorial em uso para deteccdo de Cryptococcus sp. no LM/FAMED
*SDA- agar sabouraud dextrose; CGB- canavanina-glicina-azul de bromotimol.

O fluxograma utilizado no LM/FAMED envolve o uso simultineo do meio selectivo agar
sabouraud dextrose (SDA) e meio diferencial dgar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB)

no ambito de detec¢do de Cryptococcus sp.
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Com base na baixa sensibilidade da técnica de tinta de china, propde-se o seguinte fluxograma:

[ Amosira de LCR ]

¥
| Centrifugar 1500-3100 rpm por 10min |

Exame directo com tinfa de china: colocar uma gota do
sedimento de LCR. sobre a ldmina segindo de uma gota de
tinta de china (Positivo:leveduras capsuladas ndo coradas;
Negativo: Sem visualizagio de leveduras capsuladas nio

coradas)

*

Cultivar 100u! do sobrenadante no meio SDA,
incubar na estufa de 48 4 72h entre 25°437°Ce
guardar o sobrenadante restante a2 ° 4 § °C

¥

! ) ] X
[ ng ] Crescimento positivo: colonias
crescimento mucoides, cremosas e brilhantes

., iy
1
( Subcultivar em CGB e incubar )

na estufa de 24 3 48h entre 25 ©

N 437°C )
. |

p v v

Colonias com pigmento [ Colonias amareladas: )

azul: sugestivas de sugestivas de Cryptococcus
\ Cryptococcus gattil g neofai'mans p,
r -

(" Guardar os isolados no Guardar os isolados no

skim milk no tubo de skim mulk no tubo de
. eppendorfa-23°C \___eppendorfa-23°C )

Figura 3: Fluxograma laboratorial proposto para deteccdo de Cryptococcus sp. no LM/FAMED

O fluxograma proposto sugere que apés a aplicacdo da técnica de detecgad com tinta de china, se
aplique uso sequencial dos meios de cultura, iniciando com o meio selectivo agar sabouraud
dextrose (SDA) e, em seguida, o meio diferencial 4gar canavanina-glicina-azul de bromotimol

para diferenciacdo das espécies (Anexo 1).
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10. Discussao dos resultados

A frequéncia de Cryptococcus sp., verificada no presente estudo com base no meio de cultura agar
canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) foi relativamente mais alta (5,2%; 10/192) do que
a verificada em outros estudos realizados em Quénia (1,6%; 8/499) e na Uganda (0/200)
(Wembabazi et al., 2022). De igual modo, a frequéncia de casos positivos através de exame directo
com tinha de china, 14,1% (27/192) casos, foi relativamente mais alta do que a registada no estudo

realizado em Malawi , com 6,4% (17/265) (Chisale et al., 2020).

Em Laboratorios de Microbiologia em Mogambique, incluindo o da FAMED, a técnica de exame
directo com tinta de china ¢ frequentemente usada por ser um método mais rapido e de baixo custo.
Porém, a sensibilidade e especificidade ¢ condicionada pela concentragdo do fungo, normalmente
requer uma alta carga fungica maior que 1.000 UFC/mL para sua detec¢ao e a proficiéncia do
microscopista € outro factor determinante, pois os leucdcitos lizados podem ser confundidos com

elementos fungicos (Gitonga ef al.,2019; Vidal & Boulware, 2015).

Consequentemente, os treinamentos continuos na aplicacdo e interpretacdo da observagao
microscopica sao determinantes para a qualidade do resultado (Pfaller, 2015). Olhando para a
realidade de Mogambique, os treinamentos continuos podem afectar significativamente na
vigilancia epidemioldgica, redugdo da mortalidade, custos associados a internamentos
desnecessarios e compra de antifngicos para administra¢ao de individuos falsos positivos olhando

para os factores logisticos.

A sensibilidade da tinta de china observada no LM/FAMED (30%) foi baixa relativamente ao
estudo realizado em Malawi (86%) (Boulware et al., 2014). Contudo foi semelhante com outros
estudos realizados na Africa Subsariana. Por essa razdo, a cultura é priorizada para confirmagio,
sendo o meio dgar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) ideal para a diferenciacdo das
espécies C.gattii e C.neoformans. C.gattii pela sua capacidade de usar glicina como fonte de
nitrogénio e carbono, o seu crescimento condiciona a alteracdo do meio para azul enquanto que no

caso de C.neoformans, o meio permanece inalterado (Kwon-Chung et al., 2014).

A identificagdo precisa das espécies nao ¢ apenas de interesse taxondmico, mas também pode ser

clinicamente relevante, visto que pacientes infectados por cada espécie podem apresentar
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diferentes factores de risco, no caso de C.neoformans o factor de risco mais comum ¢ o SIDA e
este normalmente estd associada a meningite enquanto que infecgdes causadas por C. gatii sdo
relatadas com mais frequéncia em pacientes imunocompetentes com risco indefinido e ¢ a causa
principal das infec¢des pulmonares (Kwon-Chung et al., 2014). A eficicia dos tratamentos
antifingicos também pode variar de acordo com a espécie pois as concentracdes inibitorias
minimas médias para antifungicos azolicos como fluconazol variam de acordo com a espécie

(Poplin et al., 2024).

Um estudo sobre a distribuigdo dos testes diagnésticos em Uganda e Africa do Sul, revelou maior
sensibilidade da cultura em compara¢ao com a tinta de china (86,1%), embora o desempenho possa
variar em fun¢ao do volume do LCR (aproximadamente 82% para 10ul e 94% para 100ul), o que
reforga ainda mais a necessidade do uso da cultura como método adicional (Cohen, 1984;

Boulware et al., 2014; Abassi et al., 2015; Mazizrz et al., 2016; Rajasingham et al., 2019).

O numero de falsos positivos (24) verificados no estudo implica custos na compra de antifungicos
e impacto na resisténcia antimicrobiana levando a falha do tratamento da criptococose, devido as
mutacoes que podem ocorrer nas células. O numero de falsos positivos pode estar directamente
relacionado aos factores inerentes ao proprio reagente, como condi¢des de conservagao e titulagao
realizada pelos comerciantes, podendo afectar no desempenho da técnica de exame directo.
Afirma-se que alguns fornecedores comerciais adicionam conservantes, como o timerosal,
tornando esta formulacao toxica para Cryfococcus sp, 0 que permite apenas a verificacao de
estruturas estaticas mas também podendo contribuir na dificil visualizacao da capsula, originando

casos falsos negativos e, consequentemente, aumento das taxas de mortalidade (Paes et al., 2018).

Os 24 falsos positivos e 7 falsos negativos verificados no estudo aumentam o risco de um
diagnostico perdido de meningite criptocédcica, o que pode aumentar o risco da mortalidade dos
pacientes. Em contrapartida, uma baixa carga fingica no liquido cefalorraquidiano (LCR) esta

associada a uma alta taxa de sobrevida nos pacientes (Chen et al., 2026).

A tinta de china usada no LM/FAMED, ¢ adquirida em papelarias na cidade de Maputo, podendo
ser um outro factor que influéncia os resultados obtidos, uma vez que nao passa por nenhum
mecanismo interno de verificagdo de qualidade e as condi¢des de conservacdo ndo estdo

especificadas. Estes factores impdem a necessidade de controlo de qualidade da tinta a ser aplicada
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e sempre que possivel, a sua filtragdo prévia, para evitar que o fungo seja confundido com

artefactos, bolhas de ar, detritos celulares e precipitados (Paes et al., 2018).

O crescimento em meio de cultura, embora considerado o método de referéncia, também apresenta
algumas limitacdes. A sua sensibilidade ¢ afectada pela carga fungica e estagio da infeccdo. Estas
particularidades exigem um tempo de incubagdo 7 a 14 dias, o que aumenta o tempo de resposta.
Para melhorar o decisdo clinica, € relevante quantificar e reportar o namero de linfocitos presentes,
pois, geralmente, a presenca de linfocitos igual ou maior do que 5 células/ ul sugere meningite

criptococica (Kwizera et al., 2024).

Apesar de baixa sensibilidade de exame directo, este método € economicamente viavel, e a
deteccao precoce ¢ importante na gestdo de antifungicos, reducao do tempo de hospitalizagdes e
ocorréncia de morbidades adicionais como acidente vascular, cegueira, surdez, comprometimento
neurologico e disfungdo cognitiva que podem ser ocasionadas pelo diagnostico tardio (Pfaller,
2015; Oliveira de Sousa et al., 2023). Segundo Chen et al. (2026) pacientes com resultados

negativos no teste da tinta de china apresentam baixo risco de mortalidade em 90 dias.

Contudo, dependendo do estado imunoldgico do individuo, da gravidade da doenga e da
disponibilidade de medicamentos, varios esquemas terapéuticos devem ser considerados para o
tratamento da criptococose. A OMS recomenda o tratamento utilizando uma estratégia que inclui
trés etapas, a indugao inicial com base em anfotericina B, de forma insolada ou combinada com a
flucitosina, seguido da consolidagdo e manutengdo com base em fluconazol. O esquema
preferencial para pacientes HIV-positivos com alta carga fungica no liquido cefalorraquidiano
consiste em anfoterina B mais 5-flucitosina (AmB+5FC). Assim a caracterizagdo dos pacientes
com resultados negativos para tinta de china ou cultura ¢ essencial para melhorar a compreensao

e o tratamento (Oliveira de Sousa ef al., 2023; Chen et al., 2026).

O fluxograma escolhido propde a aplicagdo do meio 4gar Sabouraud dextrose como meio de
isolamento primario, seguida da submissao das coldnias isoladas a0 meio 4gar canavanina-glicina-
azul de bromotimol (CGB) para confirmagdo e diferenciagdo. Esta proposta melhora a
racionalizacdo de meios de diagnostico no processo de detec¢do de Cryptococcus sp. (Park et

al.,2017; Al-Zubaidy & Shabaa, 2023).
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11. Conclusio

» A frequéncia de meningite por Cryptococcus sp. foi relativamente mais alta em relag@o aos
estudos similares da regido Subsaariana.

» A tinta de china demonstrou ser menos sensivel que a cultura mas retém um grande
desempenho na exclusdo de casos negativos de infeccdo por Cryptococcus sp.

» O fluxograma delineado no presente estudo posiciona o meio de cultura 4gar canavanina-
glicina-azul de bromotimol como procedimento de confirmagao e diferenciacao de culturas

positivas de Cryptococcus sp. em meio agar sabouraud dextrose.

12. Limitacoes

O estudo teve como limitacoes:
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» A exclusdo de 43 (18%) amostras devido a falta de informagdes essenciais (proveniéncia,
resultado da tinta de China e resultado da cultura). Os dados podem ter influenciado nas
estimativas da frequéncia e acuracia das técnicas.

» Por se tratar de um estudo com recursos a dados secundarios, ndo foi possivel identificar
os factores que contribuiram para a baixa sensibilidade do exame directo com tinta de

china.

13. Recomendacodes
» Aos investigadores ou pesquisadores, a aplicagdo de um fluxograma sequencial no

diagnéstico de criptococose e filtragdo da tinta de china.
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» Ao LM/FAMED, a implementacdo de um sistema de registo digital de dados a fim de
garantir a captagdo exaustiva e seguranga das informagdes e melhorar a vigilancia

epidemioldgica de base laboratorial.
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Anexos 1

Laboratorio de Microbiologia

Procedimento Operacional Padrao

Codigo do POP LCR_LAB_DOZ_wld_PT

Titul Processamento de amosiras de Liguido Cefalorraguidiano para detecgio de
Crypocncous sp.

Piginas 1

Lingua da wersdo |FT

original

Elaborado por: Rivisio por: Aprowado por Dafa da aplicagdo:

LRk, Mate Matob

Data & assinaturac

Data & assinaturac

Data & assinaturac

Dafa da prdaima revsdoe

1 INTRODUCAD

Processamendo o amostra de Liouldo cefalomacuiciane (LCE) & um precediments que visa a
verficagdo de leveduras capsuladas sugestivas de Orpplococrus sp. no coniosdn de susprita de

infeccan flingica invasiva
QEECTIVD

Descrewer o processamento ¢ andlise laboratonal de Liguido cefalormaguidiano para venficacdo de

|Eveimas Capsu ladas iLgESh'.-E. o Crypdooodcus sp
CEFMICOES E SHELAS

# LR Lguida cefaborraguidiara

CAMPO DE AFUCACAD

Este FOP aplica-se a Unicade de Mioologia no LAE] FRALIERL
RESPOMSABIIDADES

E da respansabllicade de todos os bécnkcos ensaolddos mo estuco de LER oom responsabilidade

laboratorial de processaments oo amosbras.
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POP_LCR_LAB_ 002_w1.0_PT
5. PROCEDIMENTOS

5.1. Recepgdo da amostra de LCR

&5 amostras de LCR pars e=te procedimento sdo recebidas no laboratdrio em tubos de falcon,
transpartada e cabia a temperatura amblente - A armasira e LCR deve se fazer acompanhar de
urra requisigda com a idenbificacio do paciente ow com o codigo do partidpante do esbuda. O
volume aceitdvel ¢ de pelo mence Smil. O processamento desta amostra cese ser efectuada
cheterenda as padndes de seguranca estabebecidos. Se a amastra nda for processada, ela dese ser

conserdada ra geleira a temperatura entre 2°C e £°C por um peniocda ndo superior a 72h.
5.2. Matorial necessiso

#*  Pipetas pasteur exteribzada
*  luvas de ldtex

*  Centrifuga

®  idebe

#  Bicodebunsen

&  Syporie para tubo de faloon
] Mloreecdp ka dptico

] Tirita de chima (tinka naguim)
. Liminas ¢ lamebs

#  Tubas de enaaio

= gar sabouraud destrose

= dgar caravanina glicina aoul ce Bromotimel
*  Esiufa

] Microiubo de 1,8 mil

5.3. Codificagso

&ao dar entrada na laboratdrio a amastra dewe ser atribulda um cédigo de identificacsa no formata
EEfano.

= 00N ¢ o cidigo do participante na sequénoi da entrada

5.4. Proctessamento do LOR

1. Margue o tebo de faloon oom o cddigo da amasta;
2. Centrifugue a amostra o LOS 3 1500-3 100 rpen por 20 minubos;



aliquota o sobrenzadante para um tube de falcon previamente marcado & use 100 ul parz a
sementeira em dgar sabourad dextrose;

Retire uma gota do sedimento para a lamina e adicione uma gota de tinta de china;
cologue 2 lamela sobre & [3mina e obssrve no microscépio dptico com a objectiva de 40x;
Conservar o sobrenadante restante da amostra no microcubo na temperatura de 2° & B°C
para testes subsequentes Cas0 NeCEssErio;

Mo caso de resultado positive em agar sabourad dextross, inocule & subcultive em Zgar
cenavanina glicina azul de bromaotimel (CEE) parz diferenciacio de espécies de Cryptococcus
[coldnicas na cor azul sdo sugestivas de Cryptococcus gottil @ coldnias amareladas sugestivas

de Cryptococcus neaformans).

6. REFEREMNCIAS

NJA

7. ANEXOS

NJA

E. EMENDAS

Data

Revisdo actual Modificagdes

36



Anexo 2

L DE MOCAMMIQUE
TRIO DASALDE

COMITY DE BIOETIC A PARA A SAUDE
CBNOM2EST

Exmo. Senhor
Dr. José Langa
Faculdade de Medicina

Rel47SIONBS2S Data 13 de Agosto de 2025

Assunto: Removacio da aprovagho do protocolo de estudo imtntulado: “Vigildncia dax

infeccaes fingicas cutdneas, invasivas € opoviunistax no Hospial Cenreal de Mapuwo™

O Comité Nacional de Bioética para Saide (ONBS), analisou o relatéoo de progresso do
cstudo intitulado: “Vigildncia das infecohes fiingicas cutdneas, invasivay ¢ aportemistas mo
Hospital Central de Mapute™. ¢, sobve o mesmo. chegou d seguime conclusdo

Nio havendo nenbum inconveniente de ordem dica que impegn a continuacio do estado, o
CNBS da 1 sun devada aprovagio ao estudo, salientando que:

e A presente aprovagho tora a validade de um ano, terrmnando esta a 13 de Agosto de
2026, Os investigadores deverdio submeter o padido de renovacha da aprovacio um
meés antes de wnmanar O prazo.

o  Qualquer alteragiio 4 ser introduzida no Protocols, incluindo os seus anexos deve ser

subhmetida a0 CNBS para aprovagio

Sem mars de momento gueiram sccitar as nossas cordiais saodagtes.

Enderoze C Postar 202
Marinidro S Saste - 2¢ a0 o Telalore: 4258 A2 408 6350
Ay Rrtsmrdio MenSiane, N™ 1008 1 Satencior Als C-mat —tavocsvirossil el com
Uagara: - Mogamt e MUIT D0 283 481
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