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Resumo 

Crytococcus sp. é o principal agente fúngico causador de meningite em cerca de 70% dos casos de 

pessoas vivendo com HIV. Em 2016, foi estimada em Moçambique uma prevalência de 

antigenémia criptocócica de 19,4% em adultos virgem ao TARV com células CD4<200/ mm3.. O 

Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina (LM/FAMED) é um dos principais 

laboratórios que fornece serviços de diagnóstico de infecção fúngica invasiva causada por 

Crytococcus sp. na Cidade de Maputo visto que acredita-se que o diagnóstico precoce da doença 

melhora a conducta terapêutica. No entanto, o laboratório, depois de exame microscópico directo 

de líquido cefalorraquidiano impregnada em tinta de china, aplica simultaneamente dois meios de 

cultura, ágar Sabouraud e ágar canavanina-glicina-azul de bromotimol, resultando em gastos de 

reagentes e consumo de tempo, considerando que os dois tem finalidade diferente e são 

interdependentes. 

 O presente estudo visou propor um algoritmo optimizado para a detecção de Crytococcus sp.  em 

amostra de líquido cefalorraquidiano com recurso aos registos de resultados microbiológicos de 

amostras analisadas entre Janeiro 2024 á Agosto 2025, tendo em conta a acurácia das técnicas de 

exame microscópico directo e cultural, considerando o meio específico ágar canavanina-glicina-

azul de bromotimol como padrão. O estudo decorreu no Departamento de Microbiologia da 

Faculdade de Medicina da Universidade Eduardo Mondlane.  A análise de dados foi feita no 

aplicativo Microsoft Office Excel, onde a avaliação da acurácia baseou-se em medidas de precisão 

diagnóstica, nomeadamente, a sensibilidade e especificidade. Os resultados foram reportados em 

forma de tabelas. 

Num total de 192 amostras processadas houve variações na detecção de Cryptococcus sp. em 

função da metodologia aplicada. A positividade obtida através do método de cultura padrão foi de 

5,2% (10/192), enquanto o exame direto com tinta da China apresentou uma positividade de 13,5% 

(26/192). A avaliação da acurácia do exame directo com tinta da China em relação à cultura, 

apresentou os seguintes índices: sensibilidade 30,0% e especificidade 86,8%. Tendo em conta estes 

resultados, o fluxograma propõe a manutenção de exame directo com tinha de china como 

abordagem inicial, seguido de cultura em ágar sabouraud e confirmação em ágar   canavanina-

glicina-azul de bromotimol . 

Palavras-chaves: Cryptococcus sp., meningite, tinta de china, cultura, líquido cefalorraquidiano. 
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1. Introdução 

As micoses invasivas causadas por fungos contribuem significativamente para a mobilidade e 

mortalidade em indivíduos 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 orgânica em decomposição como em fezes de aves. O contágio é feito 

por inalação de propágulos, como basidiósporos ou leveduras secas, provocando inicialmente 

infecções pulmonares com possibilidade de progressão para as meninges (Kohler et al., 2019; Zhao 

& Lin, 2021; Carmo et al., 2022). O sistema nervoso central e os pulmões são os locais de 

envolvimento mais comuns, seguidos pelo sistema cutâneo e retículo endotelial (Saini et al., 2018). 

Cryptococcus sp. adapta-se de forma rápida, alguns factores de virulência como a cápsula, a 

formação de melanina e a secreção de diversas enzimas, favorecem a sua sobrevivência no 

ambiente e no hospedeiro infectado. A presença da cápsula polisacarídica em torno da parede 

celular produzida no ambiente como no hospedeiro infectado representa um importante factor de 

virulência, pois auxiliam na evasão imunitária do hospedeiro (Carmo et al., 2022). Outros factores 

de virulências são igualmente encontrados como a capacidade de replicação intra e extracelular 

nos fagócitos, alterações na morfologia e haploidia, predileção por infectar o sistema nervoso 

central (SNC) e a capacidade de utilizar neurotransmissores e fontes de carbono específicas 

disponíveis no cérebro também favorece a sua sobrevivência no hospedeiro (Bahn et al., 2020). 

Neste contexto, o impacto epidemiológico da criptococose é significativo. Um estudo aponta que 

anualmente são documentadas aproximadamente 223.100 infecções, 70% das quais ocorrem na 

África Subsariana. Na Uganda estima-se 60% dos casos de meningite com risco de vida entre as 

pessoas que vivem com HIV/SIDA, contudo a ausência de tratamento é que condiciona o aumento 

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

Consequentemente, a criptococose é considerada uma das micoses com um curso particularmente 

grave que frequentemente é diagnosticada tardiamente. Isso deve-se à ausência de sinais clínicos 

iniciais específicos. Estima-se que a infecção por esta micose seja sintomática em apenas 30 a 40% 

dos casos, pelo que os doentes apresentam geralmente comprometimento do sistema nervoso 

central e deterioração neurológica. Geralmente, os doentes apresentam uma deterioração gradual 

da vigilância e das capacidades cognitivas ao longo de várias semanas, acompanhada de cefaleias, 

febre e apatia (Carmo et al., 2022 ). 
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O diagnóstico de Crytococcus sp. baseia-se em exames micológicos, histopatológicos, serológicos, 

exames directos e a cultura.  Apesar das melhorias geradas no âmbito do detecção através de 

múltiplos ensaios de intervenção, a mortalidade por criptococose é elevada, principalmente em 

países de baixo rendimento. Embora os métodos de detecção de Cryptococcus sp. estejam em 

contínua evolução, persistem limitações relevantes incluindo dificuldades no cultivo e isolamento 

frequentemente decorrentes da baixa carga fúngica no LCR, bem como a disponibilidade restrita 

de testes serológicos, os quais, apesar de apresentarem sensibilidade e especificidade de 90% não 

são de fácil 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 obtenção de culturas puras. Cryptococcus sp. cresce em meios comuns como 

ágar sabouraud dextrose, apresentando geralmente colónias mucoides e brilhantes, mas também 

cresce em meios diferenciais como o ágar batata-cenoura, ágar semente de alpiste, ágar semente 

de Níger e ágar semente de girassol, que levam a formação de colónias marrom a preta por conter 

compostos fenólicos . O meio ágar canavanina-glicina-azul de bromotimol pode ser utilizado para 

diferenciação das espécies C. neoformans e C.gatti sendo o material cultivado a partir de líquido 

cefalorraquidiano,  lavado bronco-alveolar, expetoração e biópsias pulmonares (Pfaller, 2015; 

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

2015; Pouris et al., 2025).  

No fluxograma de trabalho no Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina da 

Universidade Eduardo Mondlane (LM/FAMED), a detecção de Cryptococcus sp. é feita 

recorrendo-se a microscopia directa e a cultura. A tinta de China é empregue como método de 

coloração do LCR e dois meios de cultura são utilizados simultaneamente, nomeadamente ágar 

sabouraud dextrose e o meio diferencial cromogéneo, ágar canavanina-glicina-azul de bromotimol 

(CGB). Contudo tem sido verificado a discrepância de resultados entre as técnicas e o uso 

simultâneo que implica no elevado custo e consumo de tempo. A literatura mostra que, o meio 

CGB permite distinguir C. gattii do C. neoformans, num período de incubação cultural entre 48 e 

72 horas entre 25° a 37°C, colónias de C. gattii produzem um pigmento azul, enquanto que as 

colónias de C. neoformans não produzem alteração da cor. O tom azul produzido pelas colónias 

de C. gattii resulta da utilização de glicina, que reduz amônia, provocando a alcanização (Maziarz 

et al., 2016; Silveira et al., 2018; Khare et al., 2020; Dantas et al., 2023). 
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No entanto, a viabilidade das técnicas diagnósticas pode variar. Um estudo realizado em Quénia 

visando determinar a  acurácia da técnica de detecção 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 concentração 

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

Diante disso, o presente estudo visou  propor um fluxograma optimizado de acordo com a acurácia 

da técnica de tinta de china tendo como referência a cultura que poderá melhorar o rendimento 

diagnóstico, o fluxo de trabalho e o uso racional dos meios disponíveis. A avaliação baseou-se em 

medidas de precisão diagnóstica, nomeadamente a sensibilidade e especificidade, fundamentais 

para determinar a capacidade de um teste discriminar correctamente os indivíduos com e sem 

doença.  

1.1.Problema 

Crytococcus sp., é o principal agente fúngico causador de meningite em pessoas vivendo com HIV 

(Gitonga et al., 2017). Em 2014, cerca de 223.100 indivíduos a nível global desenvolveram a 

meningite criptocócica, resultando em 181.100 mortes (Dantas et al., 2023). Em 2016, em 

Moçambique, foi estimada uma prevalência de antigenémia criptocócica de 19,4% em adultos 

virgem ao TARV com células CD4<200/mm3 (Sacarlal & Denning, 2018). Estimou-se ainda que 

Moçambique apresenta uma incidência de 18.600 casos anuais de meningite criptocócica 

(Rajasingham et al., 2017). 

A elevada carga de HIV na África Subsariana fez com que a criptococose se tornasse um problema 

de saúde pública, tendo sido alistado em 2022 pela OMS como um agente fúngico prioritário, 

contudo o diagnóstico das doenças fúngicas continua com algumas lacunas devido a baixo número 

de laboratórios clínicos com capacidade e habilidade para realizar testes micológicos. A falta de 

padronização dos procedimentos em Moçambique, constitui um dos principais desafios, resultando 

em diferenças significativas nos métodos aplicados e impactando na reprodutibilidade, 

comparabilidade dos resultados entre estudos e laboratórios (Ogundeji et al., 2016; Sacarlal & 

Denning, 2018; Chang et al., 2024). 
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O Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina da Universidade Eduardo Mondlane 

(LM/FAMED) tem estabelecido procedimentos de diagnóstico fenotípico e molecular de infecções 

fúngicas invasivas, contribuindo deste modo no acesso ao disgnóstico especializado (Sacarlal & 

Dennings 2018).  

A aplicação de procedimentos para detecção de Cryptococcus sp., nomeadamente a tinta de china 

e cultura, constituem técnicas validadas e comumente usadas  na detecção de Cryptococcus sp. No 

entanto, um dos maiores desafios reside na ausência  de um fluxograma optimizado, com um fluxo 

de trabalho claramente definido, o que acaba por influenciar negativamente nas práticas de rotina 

laboratorial, levando ao uso simultâneo dos meios ágar sabouraud dextrose e o meio cromogénio 

selectivo ágar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB), o que resulta no excessivo uso dos 

meios e duplicação dos reforços, e para além disso as técnicas empregues apresentam discrepância 

entre os resultados obtidos. Em determinadas situações, é possível observar leveduras 

encapsuladas na preparação com tinta de china, mas sem correspondente crescimento na cultura, 

inversamente, há casos em que a cultura se apresenta positiva, mesmo sem visualização clara das 

leveduras na preparação com a tinta de china . Diante dessas limitações, importa determinar a 

acurácia das técnicas e propor um fluxograma optimizado que confira aos procedimentos a 

precisão, eficiência e fiabilidade. Neste contexto a questão levantada para a seguinte pesquisa é: 

Qual é o fluxo laboratorial que pode contribuir no melhor rendimento diagnóstico e 

diferenciação das espécies de Cryptococcus? 

1.2.Justificativa 

A criptococose é uma infecção grave causada por Crytococcus sp. que acomete indivíduos 

imunocomprometidos e contribuído de forma significativa na morbilidade e mortalidade de 

indivíduos (Dantas et al., 2023). A incidência e a gravidade desta infecção micológica invasiva  

letal tem aumentado, cerca de 70% dos indivíduos com HIV/SIDA desenvolvem doença 

neurológica. 

O LM/FAMED tem contribuído no controlo desta infecção através de duas técnicas 

microbiológicas, nomeadamente: exame directo que inclui a tinta de china e o exame cultural, com 

recurso a meio ágar sabouraud dextrose e o meio cromogénio selectivo para Crytococcus sp., 

precisamente ágar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB). O presente estudo visou o 
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estabelecimento de um fluxograma optimizado, contribuindo no melhor rendimento diagnóstico e 

uso racional dos meios disponíveis. 

2. Objectivos  

2.1.Objectivo geral 

➢ Propor um fluxograma optimizado  para a detecção de Cryptococcus sp. em amostras de 

Líquido Cefalorraquidiano no Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina. 

2.2.Objectivos específicos  

➢ Determinar a frequência de culturas positivas de Cryptococcus sp. em amostras de LCR no 

Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina entre Janeiro 2024 á Agosto 2025 

com base no livro de registos; 

➢ Determinar a acurácia da técnica de detecção directa de Cryptococcus sp. tendo como 

referência a cultura; 

➢ Optimizar o fluxograma laboratorial de detecção de Cryptococcus sp. 
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3. Referencial teórico  

3.1.Taxonomia e filogenia de Cryptococcus sp. 

Cryptococcus sp. pertence ao domínio eucariotas, reino fungi, filo basidiomycota, ordem 

tremellales, família 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 não patogénicas  (C.amylolentus, C.wingfieldii e C. florícola) (Bahn et 

al., 2020; Coelho et al., 2025). Contudo as análises de sequência apontam para dois grandes grupos 

patogénicos dentro do patogéno Cryptococcus, correspondente ao Cryptococcus neoformans e 

Cryptococcus gattii, que divergiram de um ancestral comum há mais de 40 milhões de anos. O 

C.neoformans encontra-se distribuído mundialmente e causa criptococose sistémica 

principalmente imunocomprometidos, enquanto que espécies de C. gattii complexos são 

frequentemente encontrados em regiões tropicais e subtropicais e afectam indivíduos 

imunocompetentes (Bahn et al., 2020). 

3.2.Propriedades de Cryptococcus sp. 

Cryptococcus sp. são fungos mesófilos aeróbicos que encontram-se principalmente em árvores ou 

em solo contaminado com excrementos de aves. São células leveduriformes e crescem através de 

brotamento em condições ricas em nutrientes. Apresentam uma camada cápsula polissacarídica 

cuja produção é estimulada por condições que mimitiza a fisiologia humana, incluindo CO2 

elevado, baixo teor de ferro, pH neutro ou alcalino. Tem a capaciadade de utilizar vários 

substractos fenólicos, incluindo neurotrasmissor dopamina (Bahn et 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 é a 

levedura haploide encapsulada que se reproduz por mitose com brotamentamento de base estreita 

que se encontra em amostras clínicas e ambientais. A forma sexuada é actuamente observada sob 

certas condições laboratoriais, resultando em meiose entre dois tipos de acasalamento (MATAa e 

MATAɑ) para formar ligações em grampo, basídios e basidiósporos. As cepas do tipo de 

acasalamento ɑ representam a grande maioria dos isolados clínicos e ambientais, podendo dever-
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se à sua capacidade de produzir frutos haploides. O acasalamento entre duas estirpes do mesmo 

sexo (MATAɑ- MATAɑ) pode produzir os esporos infecciosos que causam infecção em humanos 

(Maziarz & Perfect, 2016). 

3.4. Epidemiologia de Cryptococcus sp. no mundo 

A criptococose é uma infecção fúngica sistémica, distribuída de forma global e endémica no 

nordeste do Brasil, Paraguai, México, Austrália, Índia, Sudeste Asiático, Europa, Califórnia 

(EUA), Nigéria, África do Sul, Moçambique, Uganda, Etiópia, Quénia, Tanzânia, República 

Democrática do Congo, Zimbábue, Indonésia e Zâmbia (Carmo et al., 2022). 

Em 2014 estimativas mostravam que a incidência global de meningite criptocócica era substancial, 

com 223.100 casos anualmente e a África Subsariana apresentava maior carga da doença, pois é 

onde o HIV/SIDA é um factor de risco dominante (Rajasingham et al., 2017; Wembabazi et al., 

2022). É considerado uma ameaça a saúde pública, sendo responsável por 15 % das mortes entre 

os doentes com HIV/SIDA. As taxas de mortalidade da meningite criptocócica com os tratamentos 

antifúngicos actuais variam entre 10 a 70%, sendo as taxas de mortalidade mais elevadas 

observadas nas regiões subsaarianas de África (Bahn et al., 2020). 

Em África as infecções do sistema nervoso central (SNC) mais notificadas são a meningite 

criptocócica e a histoplasmose. Em 2017, estimou-se que cerca de 160.000 pessoas foram 

diagnosticadas com meningite criptocócica em África, dos quais 98% destes casos localizam-se 

na região Subsaariana, constituindo na sua maioria casos da África do Sul, Nigéria e Moçambique 

com cerca de 20.000 casos por ano, comparativamente a norte de África com menor número de 

casos (Mohamed et al., 2022). 

Em Moçambique C. neoformans é considerada a causa mais comum de meningite entre adultos 

com imunodepressão grave devido ao HIV. Estima-se que o número de casos ronde os 18.600 por 

ano, num estudo com doentes hospitalizados com HIV no Sul de Moçambique, a prevalência foi 

de aproximadamente 5,3% (Langa et al., 2025). 

3.5. Características clínicas de criptococose 

Cryptococcus sp. não é transmitido de humano para humano, a exposição ambiental é comum    e 

assintomática na população em geral, uma vez que o fungo é eliminado ou entra em estado latente, 
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a criptococose apresenta manifestações variadas, sendo a meningite criptocócica 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 

agrícolas e áreas urbanizadas semeando células criptocócicas por toda a ecologia. O conteúdo 

nitrogenado e o pH baixo das fezes são essenciais para suportar a sobrevivência fúngica por dois 

anos. A perturbação mecânica destas fezes pode resultar em propágulos infecciosos aerolizados 

que podem ser inalados e estabelecer uma infecção pulmonar primária numa pessoa susceptível 

(Rapeso et al., 2025). 

A doença pode ser assintomática e sintomática. Os sintomas mais comuns são febre, mal-estar e 

dor de cabeça, outros sintomas como tosse, dispneia e erupção cutânea sugerem uma doença 

disseminada (Ruschel & Thapa, 2023). A criptococose pulmonar é assintomática em até 25-55% 

dos casos se apresentando como um achado incidental em exames de imagem torácica (Howard-

Jones et al., 2022). 

3.6. Mecanismo de virulência de Cryptococcus sp. 

Muitos factores de virulência contribuem para a patologia deste patogéno intracelular oportunista, 

como a cápsula, a formação de melanina e a secreção de diversas enzimas. A presença de uma 

cápsula polisacarídica em torno da parede celular produzida tanto no ambiente como em 

hospedeiros indectetados representa um importante factor de virulência. Estudos bioquímicos 

demonstram que a cápsula é composta principalmente por um polímero designado 

glucuronoxilomano e por outro designado glucuronoxilomanano e por nanoproteínas. Os 

polissacárideos capsulares tem propriedades imunomoduladoras e melhoram a sobrevivência dos 

fungos, auxiliando na evasão imunitária do hospedeiro. O glucuronoxilomano é um forte inibidor 

da fagocitose e é imunomodulador através da regulação negativa de citocinas inflamatórias, 

depleção de componentes do complemento e inibição da apresentação de antigénios dos 

monócitos, outros componentes coo a lactonoidrolase capsular envolvidos na estrutura terciária 

capsular, inibem a deposição de componentes do sistema complemento, esta inibição impede a 

destruição do fungo através da formação do complexo de ataque à membrana e dos fragmentos 

IC3b, que são importantes opsoninas (Bahn et al., 2020; Carmo et al., 2022). 
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Cryptococcus sp. produz biofilmes que aderem a superfícies bióticas ou abióticas e estão rodeadas 

por uma matriz extracelular que pode proteger a levedura dos medicamentos antifúngicos e do 

sistema imunitário do hospedeiro e pode afectar os dispositivos médicos (Carmo et al., 2022). 

Outro factor de virulência é a melanina, um pigmento escuro amplamente encontrado na natureza, 

que é resistente aos ácidos e insolúvel em água. Em Cryptococcus sp. a melanina é sintetizada na 

presença de compostos difenólicos, a melanina acumula-se na parede celular providenciando 

protecção contra luz ultravioleta, radiação, péptidos antimicrobianos, calor, medicamentos 

antifúngicos e fagocitose. A acumulação da melanina confere vantagem selectiva durante a 

infecção (Rossi & Zaragoza, 2017). 

As alterações morfológicas nos fungos como o desenvolvimento de hifas, desempenham também 

um papel importante durante a virulência porque contribuem para a adesão, disseminação e evasão 

imunitária, no caso de Cryptococcus sp. os filamentos são formados apenas durante a reprodução 

sexuada, mas raramente estão presentes nos tecidos. Durante a infecção, a maioria das células 

encontra-se como blastoconídeos arredondados, contudo existe uma grande variação no tamanho 

das células fúngicas, o que resulta no aparecimento de células de tamanho anormalmente grandes, 

denominadas células titã (Rossi & Zaragoza, 2017). 

4. Métodos de detecção de Cryptococcus sp. 

4.1. Análises preliminares da amostra de líquido cefalorraquidiano 

Antes do tratamento da amostra são feitas análises preliminares para fornecer um diagnóstico 

presuntivo de meningite criptocócica. Estas análises incluem a cor, a transparência , a viscocidade, 

as proteínas, a glicose, a contagem de leucócitos e a contagem de eritrócitos do LCR (Kwizera et 

al., 2024). 

A cor do LCR normal deve ser incolor, a sua análise pode ser feita de forma macroscópica em 

frente a uma folha de papel branca. As alterações da cor do LCR não são diagnósticas mas podem 

indicar a presença de outras substâncias na amostra. A coloração rosa, amarela ou laranja é 

indicativo da presença de compostos pigmentados, como a oxiemoglobina, a birrulina e a 

metaemoglobina, que são geralmente derivados da degradação dos glóbulos vermelhos. O LCR 

turvo ou opaco pode indicar a presença de glóbulos brancos ou vermelhos, microrganismos ou um 

aumento dos níveis de proteínas. Os doentes com meningite criptocócica apresentam geralmente 
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um líquor incolor, mas um turvo é comumente indicativo de meningite bacteriana ou meningite 

tuberculosa ou uma coinfecção de meningite criptocócica e meningite bacteriana ou tuberculosa. 

O LCR normal tem a mesma consistência que a água mas o espesso pode indicar meningite. Os 

doentes com meningite criptocócica apresentam ocasionalmente LCR mais espesso, mas isso não 

é conclusivo (Kwizera et al., 2024). 

As proteínas do LCR são analisadas medindo a densidade óptica com um espectrofotómetro e, em 

seguida, comparando-a com uma curva padrão de concentrações proteícas conhecidas. As 

diminuições na proteína do LCR não são geralmente consideradas significativas. Os níveis 

proteicos no LCR apresentam uma elevada variabilidade na meningite criptocócica associada ao 

HIV (Kwizera et al., 2024). O teste de pandy é um método semi-quantitativo convencional para 

avaliar o aumento de proteínas, especialmente a globulina no LCR, que é determinado pela 

precipitação em solução de fenol. É um teste visual tradicional para a dosagem de proteínas, com 

a vantagem de apresentar resultados rápidos e de baixo custo. Em adultos e crianças, o nível normal 

de proteína total no LCR deve ser inferior a 45 mg/dL. Os resultados proteicos anormais podem 

auxiliar no diagnóstico e tratamento de diversas doenças, especialmente inflamações do sistema 

nervoso central (Dong et al., 2024). 

A contagem de leucócitos no LCR é outro parâmetro importante, pois considera-se normal a 

existência de poucos glóbulos brancos no LCR, no entanto o aumento significativo pode ser 

causado por uma infecção. Nesta análise verifica-se a quantidade e a variação da morfologia dos 

glóbulos brancos presentes numa amostra. A visualização de pequenas quantidades de linfócitos e 

monócitos é normal no LCR. Uma contagem de glóbulos brancos acima ou igual a 5 células/ 𝜇l é 

considerada elevada. Os linfócitos são geralmente elevados na meningite criptocócica (Kwizera et 

al., 2024). 

4.2.Diagnóstico laboratorial de Cryptococcus sp.  

O diagnóstico de Cryptococcus sp. em doentes infectados pelo HIV é baseado em microscopia, 

tinta de China ou Índia, cultura do líquido cefalorraquidiano (LCR) e a detecção do antígeno 

criptocócico 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 índia, é considerado um método que aplica um reagente 

de baixo custo e pode ser realizado em condições laboratoriais simples, no entanto apesar da sua 

fácil acessibilidade, apresenta dependência de interpretação subjectiva e uma baixa sensibilidade 

(42,9%), particularmente em doentes com baixa carga fúngica, por isso não se torna viável como 

a única ferramenta de diagnóstico, pela susceptibilidade de apontar para diagnósticos errados 

principalmente logo após o ínicio dos sintomas ou em doentes em tratamento antirretroviral (Paes 

et al., 2018; Zhao et al., 2023; Morjaria et al., 2025). 

4.2.2. Cultura fúngica de Cryptococcus sp. 

A cultura fúngica é o padrão de ouro para diagnóstico de Cryptococcus sp. contudo, também pode 

produzir falso-negativos semelhantemente a tinta de china quando a carga fúngica é baixa, por isso 

para contrapor essa possibilidade o volume de LCR aplicada para a cultura fúngica foi modificado 

de 10 𝜇l para 100 𝜇l. Esta alteração levou a uma melhoria da sensibilidade diagnóstica da cultura 

fúngica do LCR de 82,4% para 94,25%. Porém existem desvantagens intrínsecas concernentes a 

cultura fúngica como a natureza geral de crescimento lento do fungo, bem como um estado 

fisiológico específico de Cryptococcus sp. designado por estado viável, mas não cultivável. Estes 

factores condicionam a demora do resultado na cultura, contudo ela é essencial para o diagnóstico 

definitivo (Zhao et al., 2023). 

4.2.3. Teste de aglutinação em látex CrAg 

A detecção de antígenos criptocócicos, como o polissacarídeo capsular glucuronoxilomanano 

(GXM) no soro ou no LCR, tornou-se uma abordagem diagnóstica essencial e é utilizada para o 

diagnóstico presuntivo, por ser um teste muito sensível, específico e eficaz que pode detectar a 

infecçaõ precocemente, antes do início dos sintomas e antes que a doença possa evoluir para 

meningite com risco de vida. A sua sensibilidade é de 94% e a especificidade de 100% (Zhao et 

al., 2023; Pfaller, 2015). 

O teste de aglutinação em látex CrAg é um teste serológico qualitativo e semi-quantitativo para 

detecção de antigénios polisacarídicos capsulares, pode ser realizado em sangue total, soro, plasma 

e LCR. O teste tem um valor diagnóstico e prognóstico, uma vez que a doença progressiva é 
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geralmente acompanhada por títulos crescentes de antígenos. Este teste requer pré-aquecimento 

da amostra e os resultado é obtido em 2 horas (Kwizera et al., 2024). 

4.2.4. Ensaio imunoenzimático  

O ensaio imunoenzimático tem sido utilizado para diagnosticar a meningite criptocócica e ela 

requer infraestruturas laboratoriais mais sofisticadas (nível de biossegurança 2 ou 3). Apresenta 

um tempo de resposta de 24 horas e uma baixa sensibilidade (Kwizera et al., 2024). 

4.2.5. Reacção em cadeia da polimerase em tempo real  

A reacção em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) apresenta elevada sensibilidade e 

especificidade, é rápida 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 é utilizada para diagnosticar doenças disseminadas através de biópsias. É usada 

em estudos de autópsia para determinar a causa da morte. Baseia-se nas características 

micromorfológicas do Cryptococcus sp. e inclui técnicas histoquímicas de hematoxilina e eosina 

e prata de grocott, bem como colorações histoquímicas especiais (Kwizera et al., 2024). 

4.3.Acurácia dos testes diagnósticos para deteccão de Cryptococcus sp. 

4.3.1. Sensibilidade  

A sensibilidade é a proporção de indivíduos verdadeiros positivos em relação ao total de pacientes 

com determinada condição ou seja com a doença. A sensibilidade também pode ser  a capacidade 

de um teste ou instrumento produzir um resultado positivo para um indivíduo que possui essa 

doença. A equação corresponde a : Verdadeiros positivos (VP)/Verdadeiros positivos (VP)+Falsos 

negativos (FN) ou Sensibilidade=
𝑉𝑃

𝑉𝑃+𝐹𝑁
. A sensibilidade não possibilita que os profissionais de 

saúde concluam que os indivíduos que testaram positivo, não tenham a doença (Shreffler & 

Huecker, 2023). 
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4.3.2. Especificidade  

A especificidade é a proporção de verdadeiros negativos em relação a todos os indivíduos que não 

apresentam uma doença ou condição. Consiste na capacidade do teste ou instrumento de obter 

resultados dentro da faixa normal ou negativos para uma pessoa que não possui a doença. A 

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

especificidade= 
𝑉𝑁

𝑉𝑁+𝐹𝑃
 (Shreffler & Huecker, 2023). 

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

• Falsos positivos (FP): o número de casos identificados incorrectamente como pacientes. 

• Falsos negativos (FN): o número de casos identificados incorrectamente como saudáveis.  

• Verdadeiros positivos (VP): o  número de casos correctamente identificados como 

pacientes. 

• Verdadeiros negativos (VN): o número de casos correctamente identificados como 

saudáveis.  

Considerando o padrão ouro a cultura serão considerados: 

• Falsos positivos (FP): amostras de indivíduos que apresentam positividade na técnica de 

tinta de china e sem crescimento de fungos no exame cultural. 

• Falsos negativos (FN): amostras de indivíduos que não apresentam positividade na técnica 

de tinta de china e apresentam positividade no exame cultural. 

• Verdadeiros positivos (VP): amostras de indivíduos que apresentam positividade na 

técnica de tina de china e no exame cultural ou apenas no exame cultural. 

• Verdadeiros negativos (VN): amostras de indivíduos que apresentam negatividade na 

técnica de tina de china e no exame cultural. 

4.4.Manejo clínico de criptococose  

O tratamento da doença depende das características do hospedeiro, do envolvimento do órgão e da 

apresentação clínica e inclui terapêutica antifúngica na doença divide-se em fazes de indução, 

consolidação e manutenção (ou profilaxia secundária). A fase de indução permite eliminar ou 

reduzir significativamente a carga fúngica, enquanto que a fase de consolidação visa manter a 

negatividade fúngica e a normalização dos parâmetros clínicos e laboratoriais. A fase de 
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manutenção é administrada em doentes HIV positivos até recuperação imunológica 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 antifúngicos usados para o tratamento da doença criptocócica em todo mundo são a 

anfotericina, a flucitosina e o fluconazol . A anfotericina liga-se ao ergosterol na membrana celular, 

levando à formação de poros e a morte celular, enquanto a flucitosina inibe a replicação do ADN 

e a síntese proteica, o fluconazol, bloqueia a produção de ergosterol na via de biossíntese, visando 

especificamente à acumulação de um intermediário esterol tóxico (Carmo et al., 2022; Zhao et al., 

2023). 

Na prática actual limitam-se a quatro classes de agentes antifúngicos sistémicos, azóis, polienos, 

pirimidinas e equinocandinas. A limitação nas opções de tratamento antifúngico para a infeção 

invasiva por Cryptococcus é significativa, dado que Cryptococcus sp. tem resistência intrínsecas 

equinocandinas e alguns isolados clínicos aos azóis. Portanto, a polieno anfotericina B (AmB) tem 

sido prescrita como o principal medicamento antifúngico para o tratamento de infecções 

crptocócicas, apesar da sua toxicidade e do custo muito elevado das formulações menos tóxicas 

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

5.1.Tipo de estudo 

A presente pesquisa é um estudo transversal retrospectivo com base em análise de dados 

secundários colhidos no estudo principal com o título “Vigilância das infecções fúngicas cutâneas, 

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

5.2.Área do estudo 

O estudo foi realizado no Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina (LM/FAMED). 

A LM/FAMED está localizada na cidade de Maputo, distrito municipal KaMpfumo, situando-se 

entre a Av. Eduardo Mondlane e Av. Salvador Allende n.o 702. Está 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 laboratório aos estudantes de área de ciências 

biológicas, mestrado e doutoramento.  

 

Figura 1: Mapa de localização do LM/FAMED. 
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5.3.População e amostragem 

Para este estudo foram incluídos dados de análises microbiológicas 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 Referência do Alto Maé 

(CRAM). A amostragem foi por conveniência, através da inclusão de todos os dados de amostras 

de pacientes submetidas ao laboratório entre Janeiro 2024 á Agosto 2025 para pesquisa de 

Cryptococcus sp. e que reuniam todos os requisitos dos critérios de inclusão. 

5.4.Critérios de inclusão  

Foram incluídas no estudo os resultados de todas amostras do LCR cuja requisição solicitava 

pesquisa de fungos ou Crytococcus sp e que continham dados de proveniência. 

5.5.Critérios de exclusão 

Foram excluídos dados incompletos na base (proveniência, resultado de cultura e da tinta de 

china). 

5.6.Procedimentos   

5.6.1. Extracção de dados  

A fonte de dados foi o livro de registo de  entrada de amostras e dos resultado das análise 

microbiológicas. O livro de registo capta os dados como nome, idade, sexo, raça e a origem da 

amostra, assim como a data e hora de recepção, e o resultado do procedimento analítico. A cada 

registo de amostra foi atribuído um código 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 visualização do Cryptococcus sp. Despois da 

centrifugação, o concentrado foi usado para preparação de um esfregaço em lâmina. Sobre o 

esfregaço, foi colocado uma gota de tinta de china. De seguida,  foi colocada uma lamela sobre a 

suspensão e por fim visualizado ao microscópio óptico com a objectiva 40x. Nesta técnica,  a 

cápsula polisacarídica do Cryptococccus sp. não absorve o corante, resultando no aspecto de um 

círculo branco refratário 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 μl em placas de ágar sabouraud dextrose e ágar canavanina-

glicina-azul de bromotimol (CGB). O preparado foi incubado na estufa por 7 dias à 37oC. As 

característica das colónias em ágar sabouraud dextrose foram as seguintes: lisas, mucóides ou 

viscosas. Em ágar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) as colónias de Cryptococcus sp. 

tomaram a cor azulada resultante da utilização de glicina  durante 48 á 72h (Klein et al., 2009; 

Mctaggart et al., 2011; Chisale et al., 2020; Dantas et al., 2023). 

6. Tipos e variáveis no presente estudo 

As variáveis do presente estudo foram: 

• Variáveis independente: Proveniência.  

• Variáveis dependentes: Resultados de análise microbiológicas com a tinta de china 

(positivos e negativos) e resultados de análise microbiológicas com a cultura (positivos e 

negativos). 

6.1.Materiais e consumíveis no presente estudo 

Tabela 1: Materiais e consumíveis necessários para a realização do estudo 

Materiais e consumíveis 

Livro de registos do laboratório para consulta                                                                                   

Caneta Bic para anotações                                                                                                

Lápis HB para anotações                                                                                                                                                                                                               

Caderno de anotações                                                                                                      

Agrafador                                                                                                                                                                                                         

Laptop para registo de informações      

 

7. Aspectos éticos  

Este é um sub-estudo do estudo principal com o título “Vigilância das infecções fúngicas cutâneas, 

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

(Anexo 2). Por questões éticas os dados colhidos registados nos livros de registo do LM/FAMED 

foram codificadas de modo garantir confidencialidade dos indivíduos. Por tratar-se de um estudo 

retrospectivo, este não implicou nenhum adicional risco aos pacientes visto que não contou com 

intervenção activa dos participantes e as questões éticas foram devidamente observadas. 
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8. Análise de dados 

Tabela 2: Tabela de tratamento de dados 

Objectivos específicos Variáveis Análises de dados 

1.Determinar a frequência de 

Cryptococcus sp. nas amostras de LCR 

recebidas no LM/FAMED entre Janeiro 

2024 á Agosto 2025; 
Resultado cultural em Agar 

Sabouraud dextrose e CGB  

 Estatística descritiva 

(proporção)  

2..Determinar a acurácia da técnica 

detecção directa de Cryptococcus sp. 
tendo como referência a cultura; 

Resultado da tinta de china Cálculo de sensibilidade e 

especificidade baseado 
em tabela de contingência 

2x2 e da significância 

com base na plataforma 
Medcalculate. 

Resultado de método cultural (CGB 
e agar sabouraud dextrose) 

3.Optimizar o fluxograma laboratorial 

para deteccão de Cryptococcus sp. 
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9. Resultados 

9.1.Frequência de Cryptococcus sp. nas amostras de LCR recebidas no LM/FAMED 

A análise de base de dados contendo resultados de exame microbiológicos entre Janeiro 2024 e 

Agosto 2025, demonstrou que deram entrada no LM/FAMED um total de 235 amostras. Para o 

presente estudo foram excluídas 43 (18%) amostras por falta de informação relevante para a 

análise. Foram incluídas na análise 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 Referência do Alto Maé). 

Com o método cultural, 10 (5,2%; 10/192)  amostras foram positivas para Cryptococcus sp. em 

meio ágar sabouraud dextrose (SDA) e ágar 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 ágar sabouraud dextrose (SDA) e ágar 

canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) em relação a proveniência   

Proveniência  
Resultados de cultura (SDA e CGB)   

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%) 

*Outros- 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 presença 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 relação ao exame com tinta de china 

Resultados do exame directo com tinta de china 

Proveniência 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.Acurácia da técnica de detecção directa (tinta de china) tendo como padrão a cultura 

(CGB) na detecção 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 manutenção do tratamento dependesse unicamente do resultado de exame 

directo,  provavelmente 24 pacientes teriam sido mantidos numa terapêutica inapropriada contra 

os 3 pacientes verdadeiramente positivos. 

Tabela 5: Cálculo de sensibilidade e especificidade da técnica de detecção directa tendo como 

padrão o meio cultural CGB de Cryptococcus sp.  

Teste em avaliação 
Teste padrão (CGB) 

Total Cultura positiva          Cultura Negativa 

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 acurácia diagnóstica do exame directo, como se segue: 

• Sensibilidade (ou capacidade de identificar positivos): 

Sensibilidade =
𝑉𝑃

𝑉𝑃 + 𝐹𝑁
=

3

3 + 7
=

3

10
= 0,30  (30%) 

• Especificidade (ou capacidade de identificar negativos): 

Especificidade =
𝑉𝑁

𝑉𝑁 + 𝐹𝑃
=

158

158 + 24
=
158

182
≈ 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 detecção de Cryptococcus sp. para o uso no 

LM/FAMED 

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

 

Figura 2: Fluxograma laboratorial em uso para detecção de Cryptococcus sp. no LM/FAMED 

*SDA- ágar sabouraud dextrose; CGB- canavanina-glicina-azul de bromotimol. 

O fluxograma utilizado no LM/FAMED envolve o uso simultâneo do meio selectivo ágar 

sabouraud dextrose (SDA) e meio diferencial ágar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) 

no âmbito de detecção de Cryptococcus sp. 
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Com base na baixa sensibilidade da técnica de tinta de china, propõe-se o seguinte fluxograma: 

 

 

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

O fluxograma proposto sugere que após a aplicação da técnica de detecçaõ com tinta de china, se 

aplique uso sequencial dos meios de cultura, iniciando com o meio selectivo ágar sabouraud 

dextrose (SDA) e, em seguida, o meio diferencial ágar canavanina-glicina-azul de bromotimol 

para diferenciação das espécies (Anexo 1). 
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10. Discussão dos resultados 

A frequência de Cryptococcus sp., verificada no presente estudo com base no meio de cultura ágar 

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 frequência 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 Laboratórios de Microbiologia em Moçambique, incluindo o da FAMED, a técnica de exame 

directo com tinta de china é frequentemente usada por ser um método mais rápido e de baixo custo. 

Porém, a sensibilidade e especificidade é condicionada pela concentração do fungo, normalmente 

requer uma alta carga fúngica maior que 1.000 UFC/mL para sua detecção e a proficiência do 

microscopista é outro factor determinante, pois os leucócitos lizados podem ser confundidos com 

elementos fúngicos (Gitonga et al.,2019; Vidal & Boulware, 2015).  

Consequentemente, os treinamentos contínuos na aplicação e interpretação da observação 

microscópica são  determinantes para a qualidade do resultado (Pfaller, 2015). Olhando para a 

realidade de Moçambique, os treinamentos contínuos  podem afectar significativamente na 

vigilância epidemiológica, redução da mortalidade, custos associados a internamentos 

desnecessários e compra de antifúngicos para administração de indivíduos falsos positivos olhando 

para os factores logísticos.  

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 África Subsariana. Por essa razão, a cultura é priorizada para confirmação, 

sendo o meio ágar canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) ideal para a diferenciação 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 alteração do meio para azul enquanto que no 

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

A identificação precisa das espécies não é apenas de interesse taxonómico, 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 é o SIDA e 

este normalmente está associada a meningite  enquanto que infecções causadas por C. gatii são 

relatadas com mais frequência em pacientes imunocompetentes com risco indefinido e é a causa 

principal das infecções pulmonares (Kwon-Chung et al., 2014). A eficácia dos tratamentos 

antifúngicos também pode variar de acordo com a espécie pois as concentrações inibitórias 

mínimas médias para antifúngicos azólicos como fluconazol variam de acordo com a espécie 

(Poplin et al., 2024). 

Um estudo sobre a distribuição dos testes diagnósticos em Uganda e África do Sul, revelou maior 

sensibilidade da cultura em comparação com a tinta de china (86,1%), embora o desempenho possa 

variar em função do volume do LCR (aproximadamente 82% para 10𝜇𝑙 e 94% para 100𝜇l), o que 

reforça 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 número de falsos positivos (24) verificados no estudo implica custos na compra de antifúngicos 

e impacto na resistência antimicrobiana levando a falha do tratamento da criptococose, devido as 

mutações que podem ocorrer nas células. O número de falsos positivos pode estar directamente 

relacionado aos factores inerentes ao próprio reagente, como condições de conservação e titulação 

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 formulação tóxica para Crytococcus sp, o que permite apenas a verificação de 

estruturas estáticas mas também podendo contribuir na difícil visualização da cápsula, 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 

diagnóstico perdido de meningite criptocócica, o que pode aumentar o risco da mortalidade dos 

pacientes. Em contrapartida, uma baixa carga fúngica no líquido cefalorraquidiano (LCR) está 

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

A tinta de china usada no  LM/FAMED, é adquirida em papelarias na cidade de Maputo, podendo 

ser um outro factor que influência os resultados obtidos, uma vez que  não passa por nenhum 

mecanismo interno de verificação de qualidade e as condições de conservação não estão 

especificadas. Estes factores impõem a necessidade de controlo de qualidade da tinta a ser aplicada 
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e sempre que possível, a sua filtração 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 referência, também apresenta 

algumas limitações. A sua sensibilidade é afectada pela carga fúngica e estágio da infecção. Estas 

particularidades exigem um tempo de incubação 7 à 14 dias, o que aumenta o tempo de resposta. 

Para melhorar o decisão clinica, é relevante quantificar e reportar o número de linfócitos presentes, 

pois, geralmente, a presença de linfócitos igual ou maior do que 5 células/ 𝜇l sugere meningite 

criptocócica (Kwizera et al., 2024).  

Apesar de baixa sensibilidade de exame directo, este método é economicamente viável, e a 

detecção precoce é importante na gestão de antifúngicos, redução do tempo de hospitalizações e 

ocorrência de morbidades adicionais como acidente vascular, cegueira, surdez, comprometimento 

neurológico e disfunção cognitiva que podem ser ocasionadas pelo diagnóstico 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 imunológico do indivíduo, da gravidade da doença e da 

disponibilidade de medicamentos, vários esquemas terapêuticos devem ser considerados para o 

tratamento da criptococose. A OMS recomenda o tratamento utilizando uma estratégia que inclui 

três etapas, a indução inicial com base em anfotericina B, de forma insolada ou combinada com a 

flucitosina, seguido da consolidação e manutenção com base em fluconazol. O esquema 

preferencial para pacientes HIV-positivos com alta carga fúngica no liquido cefalorraquidiano 

consiste em anfoterina B mais 5-flucitosina (AmB+5FC). Assim a caracterização dos pacientes 

com resultados negativos para tinta de china ou cultura é essencial para melhorar a compreensão 

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

O fluxograma escolhido propõe a aplicação do meio ágar Sabouraud dextrose como meio de 

isolamento primário, seguida da submissão das colónias isoladas ao meio ágar canavanina-glicina-

azul de bromotimol (CGB) para confirmação e diferenciação. Esta proposta melhora a 

racionalização de meios de diagnóstico no processo de detecção de Cryptococcus sp. (Park et 

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

➢ A frequência de meningite por Cryptococcus sp. foi relativamente mais alta em relação aos 

estudos similares da região Subsaariana.  

➢ A tinta de china demonstrou ser menos sensível que a cultura mas retém um grande 

desempenho na exclusão de casos negativos de infecção por Cryptococcus sp. 

➢ O fluxograma delineado no presente estudo posiciona o meio de cultura ágar canavanina-

glicina-azul de bromotimol como procedimento de confirmação e diferenciação de culturas 

positivas de Cryptococcus sp. em meio ágar sabouraud dextrose.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12. Limitações 

O estudo teve como limitações: 
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➢ A exclusão de 43 (18%) amostras devido a falta de informações essenciais (proveniência, 

resultado da tinta de China e resultado da cultura). Os dados podem ter influenciado nas 

estimativas da frequência e acurácia das técnicas.  

➢ Por se tratar de um estudo com recursos a dados secundários, não foi possível identificar 

os factores que contribuíram para a baixa sensibilidade do exame directo com tinta de 

china. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13. Recomendações   

➢ Aos investigadores ou pesquisadores, a aplicação de um fluxograma sequencial no 

diagnóstico de criptococose e filtração da tinta de china. 
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➢ Ao LM/FAMED, a implementação de um sistema de registo digital de dados a fim de 

garantir a captação exaustiva e segurança das informações e melhorar a vigilância 

epidemiológica de base laboratorial.  
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