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RESUMO

Cryptococcus € um fungo leveduriforme, capsulado, que apresenta a
capacidade de infectar e causar doenga em uma larga variedade de
hospedeiros; € o agente causador da Criptococose, doenga sistémica,
subaguda ou crénica, cuja ocorréncia antes da epidemia da AIDS era
esporadica e geralmente associada a pacientes com baixa imunidade celular.
Duas espécies séo as principais patogénicas para o homem: C. neoformans e
C. gatti; de modo geral, C. neoformans causa doenga em individuos
imunocomprometidos, enquanto a doenca manifestada em individuos
imunocompetentes geralmente tem como agente C. gatti. O diagnostico
laboratorial da Criptococose € geralmente realizado através de exames
microbiolégicos (pesquisa direta e cultura) de diversas amostras clinicas e
também através de métodos sorologicos (reagdo de latex). Técnicas
moleculares também podem ser utilizadas, porém ainda apresentam aplicacao
restrita no diagndstico clinico. O tratamento é realizado com a Anfotericina B na
fase de indugcdo e com o Fluconazol nas fases de consolidagdo e manutengao.
Os objetivos deste estudo foram investigar as caracteristicas fenotipicas e
moleculares, e determinar a sensibilidade antifungica de amostras de
Cryptococcus neoformans isoladas de pacientes atendidos no Hospital de
Clinicas de Uberlandia, no periodo de 2004 a 2013; e também analisar as
caracteristicas demograficas dos pacientes. As caracteristicas fenotipicas
foram estudadas através do uso de provas bioquimicas convencionais, como a
produgdo de melanina e urease e a sensibilidade a canavanina; ja para as
caracteristicas moleculares, foram utilizadas rea¢des de PCR convencional e
pesquisa do gene URA-5, através de RFLP-PCR. A susceptibilidade antifungica
foi realizada tanto pela técnica de disco-difusdo em agar quanto pela técnica de
diluicho em caldo através do sistema VITEK® 2. As caracteristicas
demograficas dos pacientes acometidos pela criptococose foram obtidas
através da analise dos prontuarios. No periodo foram armazenadas 41
amostras de Cryptococcus identificados como C. neoformans. Durante a
analise molecular constatou-se que 40 isolados eram C. neoformans var. grubii

(VNI) e uma C. gattii (VGI). Todas as amostras eram mating type o. Todos os



isolados apresentaram sensibilidade frente aos antifungicos testados pela
metodologia automatizada de microdiluigdo em caldo (Vitek® 2, Biomerieux).
Os pacientes acometidos pela Criptococose eram, em sua maioria, homens de
31 a 40 anos, procedentes da zona urbana. A meningoencefalite foi a forma
predominante da doenga; a maioria era imunodeprimido, sendo a AIDS a
doenca de base predominante. A maioria deles recebeu tratamento adequado
de acordo com os guidelines propostos; entretanto, 58% destes pacientes

evoluiram para o 6bito.

Palavras-chaves: Cryptococcus spp.; Criptococose; Genotipagem (URA-5+

RFLP); Teste de sensibilidade antifungica.



ABSTRACT

Cryptococcus is a yeast-like fungus, capsuled, which has the ability to infect
and cause disease in a wide variety of hosts; is the causative agent of
cryptococcosis, systemic disease, subacute or chronic, occurring before the
AIDS epidemic was sporadic and usually associated with patients with low
cellular immunity. Two species are the main pathogenic to humans: C.
neoformans and C. gattii; generally C. neoformans cause disease in
immunocompromised individuals, manifested as a disease in immunocompetent
individuals generally have as C. gattii agent. The laboratory diagnosis of
cryptococcosis is usually performed by microbiological examinations (direct and
culture research) in various clinical specimens and also by serological methods
(latex reaction). Molecular techniques may also be used, but still have limited
application in clinical diagnostics. Treatment is with amphotericin B in the
induction phase and with fluconazole in the phases of consolidation and
maintenance. The objectives of this study were to investigate the phenotypic
and molecular characteristics and determine the antifungal susceptibility of
Cryptococcus neoformans isolated from samples from patients treated at
Uberlandia Clinical Hospital in the 2004-2013 period; and also examine the
demographic characteristics of the patients. The phenotypic characteristics
have been studied through the use of conventional biochemical tests, such as
melanin production and urease and sensitivity to canavanine; to have the
molecular characteristics, conventional PCR reactions and research have been
used in the URA-5 gene by PCR-RFLP. The antifungal susceptibility was
performed either by disk diffusion technique and the dilution technique broth
through VITEK® 2 system. The demographic characteristics of patients suffering
from cryptococcosis were studied by analyzing the records. Between 41
samples were stored Cryptococcus identified as C. neoformans. During
molecular analysis it was found that 40 were C. neoformans var. grubii (VNI)
and one was C. gattii (VGI). All strains were mating type a. All isolates were
susceptible to antifungals front tested by automated method of broth
microdilution (Vitek® 2, Biomerieux). Patients affected by cryptococcosis were
mostly men 31-40 years old, coming from urban areas. The

meningoencephalitis was the predominant form of the disease; most were



immunocompromised, AIDS being the predominant underlying disease. Most of
them receive appropriate treatment according to the proposed guidelines;

however, 58% of patients progressed to death.

Keywords: Cryptococcus spp.; Cryptococcosis; Genotyping (URA-5+RFLP);
Antifungal susceptibility testing.
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1- INTRODUGAO

1.1 — Microbiologia e ecologia de Cryptococcus spp.

Cryptococcus spp. sao fungos leveduriformes, capsulados, que podem
apresentar a capacidade de infectar e causar doenga em uma larga variedade
de hospedeiros, incluindo mamiferos, insetos e aves. E agente causador da
criptococose, doenga sistémica, subaguda ou crbnica, cosmopolita, descrita
inicialmente no fim do século XIX, cuja ocorréncia antes da epidemia da aids
(acquired immunodeficiency syndrome) era esporadica e geralmente associada
a pacientes com baixa imunidade celular (PAPPALARDO; MELHEM, 2003).

Taxonomicamente, Cryptococcus spp. € um eucarioto do reino Fungi, pertence
a classe Tremellomycetes, familia Tremellaceae, género Cryptococcus. Duas
espécies sao as principais patogénicas para o homem: C. neoformans e C.
gattii (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004). De modo geral, C. neoformans é
agente da criptococose em individuos imunocomprometidos (pacientes com
aids ou outras doengas de base que cursam com imunossupressao, pacientes
que sao submetidos a terapia prolongada drogas imunossupressoras). A
doenga manifestada em individuos imunocompetentes geralmente tem como
agente C. gattii (BICANIC; HARRISON, 2005; LEVITZ; BOEKHOUT, 2006).

A célula de Cryptococcus spp. possui uma forma esférica ou globular
caracteristica, com didmetro aproximado de dois a oito micrébmetros e
apresenta uma capsula constituida por mucopolissacarideos, sendo 90%

glucoronoxilomananos (GXM): acido glucurénico, xilose e manose (Figura 1).
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Figura 1: Microscopia evidenciando células leveduriformes; capsulas visualizadas através da coloracao
com Tinta da China (Fotografia do Setor de Micologia do Laboratério de Analises Clinicas da
UFU, 2016)

As estruturas dos polissacarideos da capsula diferenciam os cinco sorotipos de
Cryptococcus: A, D e AD correspondendo a espécie C. neoformans e B e C a
espécie C. gatti. C. neoformans apresenta ainda duas variedades, com
correspondéncia aos sorotipos: var. grubii com o sorotipo A e var. neoformans
com o sorotipo D (DEL POETA; CASADEVALL, 2012; KWON-CHUNG;
VARMA, 2006).

A classificacdo do complexo Cryptococcus baseada em estudos sobre a
homologia do DNA e da analise de sequéncias de RNA ribossémico &
atualmente a mais aceita pela comunidade cientifica e encontra-se
esquematizada na Tabela 1 (MEYER et al., 2003).
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Tabela 1: Correspondéncia de espécies, sorotipos, variedades e tipos
moleculares do complexo Cryptococcus sp., conforme Meyer et al. (2003)

Espécies Sorotipos e Variedades Tipos Moleculares
C. neoformans A (var. grubbi) VN le VNI
D (var. neoformans) VN IV
AD VN I
C. gattii B
C VGI,VGII,VG llle VG IV

Fonte: AGUIAR, 2015

Recentemente, Hagen e colaboradores (2015) propuseram o reconhecimento
de sete espécies para o complexo C. gattii/C. neoformans, como mostrado na
Tabela 2. Entretanto, esta classificacdo ainda ndo esta completamente aceita

pela literatura.

Tabela 2: Espécies atuais e propostas do complexo C. gattii/C. neoformans

Espécies atuais Genotipagem (RFLP) Espécies propostas
C. neoformans var. grubii VNI, VNII Cryptococcus neoformans
C. neoformans var. VNIV Cryptococcus deneoformans
neoformans
C. neoformans hibrido VNIII C. neoformans x C.
(AD) deneoformans hibrido
VGl Cryptococcus gattii
VGl Cryptococcus deuterogattii
C. gattii VGl Cryptococcus bacillisporus
VGIV Cryptococcus tetragattii
VGIV/VGIII Cryptococcus decagattii

Fonte: Adaptado de Hagen et al., 2015

Cryptococcus neoformans e C. gattii podem apresentar reproducao sexuada e
assexuada no seu ciclo de vida. Na fase assexuada ou anamorfa, as leveduras
se apresentam como células haploides, normalmente com envoltério capsular,

formato arredondado ou ovalado, sem presenga de hifas ou pseudo-hifas
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(LACAZ et al.,, 2002). Durante a reprodugdo, observam-se brotamentos
singulares ou multiplos, surgindo de qualquer local da parede celular, podendo
0s blastoconidios resultantes permanecer ligados a célula-m&e por um colo
estreito. Isolados de Cryptococcus spp. crescidos em meios de cultura
classicos, como agar Sabouraud, apos 48 horas de incubagao a temperaturas
de 25 a 37°C, geralmente apresentam col6nias de coloragdo creme, aspecto
brilhante, textura mucoide e margem lisa (LAZERA et al., 2004). A fase
teleomérfica ou sexuada ainda nao foi observada na natureza, mas & bem
demonstrada em condi¢cdes de laboratorio, sendo designadas de Filobasidiella
neoformans e F. bacillispora, correspondente a C. neoformans e C. gattii,
respectivamente (KWON-CHUNG; BENNET, 1992). Esta fase se caracteriza
por apresentar hifas dicaridticas (presengca de dois nucleos de origens
diferentes) e, para que a reproducdo sexuada ocorra, € necessaria uma
compatibilidade bipolar, ou seja, a existéncia de alelos opostos no locus sexual,
MATa e MATa (KWON-CHUNG; EDMAN; WICKES, 1992; MITCHELL, 2003;
OKABAYASHI et al., 2006). Estes mating types ou tipos sexuais apresentam
papel importante na epidemiologia e viruléncia do micro-organismo (ESPOSTO
et al., 2004). C. neoformans e C. gattii podem realizar mating intra-variedades
(sorotipo A x sorotipo D), assim como inter-espécies (B x D, C x D), mas
observa-se que, nestes casos, a viabilidade dos basidiésporos € reduzida, com
muitas progénies diploides e aneuploides resultantes desses cruzamentos,
indicando, portanto, que a divergéncia genémica diminui a taxa de meiose
(LENGELER; COX; HEITMAN, 2001). O produto do cruzamento entre dois
isolados de mating type opostos € o basidiésporo (CAMPBELL; CARTER,
2006). Em C. neoformans e C. gattii o locus sexual contém 20 genes. Os
isolamentos clinicos e ambientais de C. neoformans e de C. gattii sdo, na sua
maioria, de MATa (KWON-CHUNG; EDMAN; WICKES, 1992; MITCHELL,
2003; OKABAYASHI et al., 2006).

Cryptococcus neoformans é encontrado em todas as regides do mundo, sendo
que o sorotipo A predomina em isolamentos clinicos e ambientais na maioria
das areas, com excegao em paises do Norte Europeu, onde o sorotipo D
corresponde a 50% dos isolamentos (CASADEVALL; PERFECT, 1998). Estas

diferengas geograficas na prevaléncia destes sorotipos tém sido relacionadas a
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diferengas na tolerancia climatica e na viruléncia do microrganismo (HORTA et
al., 2005; KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; MARTINEZ; GARCIA-RIVERA;
CASADEVALL, 2001). O sorotipo AD foi isolado do ambiente e em pacientes na
América do Norte e Europa, com manifestagdes clinicas similares as descritas
para os outros sorotipos (LENGELER; COX; HEITMAN, 2001).

A distribuicdo geografica de C. gattii também apresenta variagdo conforme os
sorotipos. A ecologia deste agente comegou a ser compreendida quando o
sorotipo B foi isolado de Eucalyptus camaldulensis e E. tereticornis na Australia
(ELLIS; PFEIFFER, 1990; PFEIFFER; ELLIS, 1992). Posteriormente, esta
levedura foi isolada de insetos, fezes de morcegos, bem como de espécies de
arvores em varias regides do mundo (GEZUELE et al., 1993; LAZERA;
WANKE; NISHIKAWA, 1993; LAZERA et al., 2000). O sorotipo C é raramente
encontrado, entretanto, foram relatados casos clinicos no Sul da Califérnia e
isolamentos ambientais na Colédmbia (CALLEJAS et al., 1998). Até o final do
século passado acreditava-se que C. gattii fosse restrito as areas tropicais e
subtropicais. Porém, um surto ocorrido em Vancouver Island, Canada4, relatado
em 2002, mudou o conceito relacionado ao padrao de distribuicdo desta
espécie (KIDD et al., 2004).

1.2 — Criptococose: aspectos histéricos, epidemiologia e patogenicidade

do agente, formas clinicas, diagnéstico laboratorial e tratamento

1.2.1- Aspectos Historicos

Em 1894, Otto Busse e Abrham Buschke descreveram o primeiro caso
de criptococose humana ao relatar o episédio de uma paciente de 31 anos com
lesdo na tibia (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004). O microrganismo isolado
desta lesdo foi identificado como um Blastomiceto e recebeu o nome de
Saccharomyces hominis. Ainda neste ano, na ltalia, Sanfelice isolou leveduras
capsuladas em suco de péssego fermentado, e denominou de Saccharomyces

neoformans, demonstrando sua patogenicidade através da inoculagdao em
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animais de laboratério (CASADEVALL; PERFECT, 1998). Curtis, em 1896,
estudou outro caso de um paciente com lesdo tumoral no quadril, e o agente
isolado desta lesao foi denominado Saccharomyces tumefasciens (LAZERA et
al., 2004). Todos esses fungos foram depois identificados como semelhantes a
levedura previamente descrita por Sanfelice (LACAZ et al., 2002). Em 1901,
Vuillemin demonstrou que o termo Saccharomyces era inadequado, pois nao
havia formacédo de ascosporos nem fermentagdo nesses isolados, sugerindo
tratar-se de um novo género, denominando-o de Cryptococcus (LAZERA et al.,
2004).

Em 1905, foi descrito o primeiro caso humano de meningoencefalite, em que as
lesdes eram cisticas e gelatinosas, com leveduras em abundancia. Sucederam-
se outras descrigdes de meningoencefalites e, em 1923, Stoddard e Cutler, nos
EUA, denominaram o agente de Torula histolytica e a doenga, torulose,
desconsiderando toda a literatura europeia sobre o assunto. J& em 1917 a
1927 ha publicagdes sugerindo o emprego da tinta nanquim para a visualizagao

da capsula do micro-organismo.

No ano de 1935, Benham estudou os isolados classificados como
Saccharomyces, Torula e Cryptococcus, por meio de sua morfologia,
patogenicidade e reatividade ante a fatores séricos, concluindo que todos
pertenciam a um sO género e espécie. Posteriormente, essa mesma autora
propds a designacgao Cryptococcus neoformans, a qual se tornou definitiva, e a
doenca denominada criptococose (LAZERA et al.,, 2004). Evans, em 1949,
encontrou diferengas soroldgicas entre isolados clinicos de C. neoformans e
identificou os sorotipos A, B e C. Mais tarde, Vogel (1966) descreveu o sorotipo
D em um isolado (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992). Ja em 1955, Emmons
demonstrou a relagdo saprobidtica de C. neoformans com matéria organica rica
em excretas de aves, principalmente fezes secas de pombos, ninhos e solos
contaminados, constituindo habitat natural do fungo. Staib, em 1962, utilizando
extrato de fezes de aves em meios de cultura observou que C. neoformans
produzia colénias de coloragdo marrom com producdo de melanina que,
provavelmente, ocorria devido a presencga das sementes de Guizotia abyssinica

que estes passaros utilizavam em sua alimentacdgo (KWON-CHUNG;
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BENNETT, 1992). O extrato desta semente acrescido ao agar € utilizado como
meio seletivo e denominado niger-seed-agar (agar niger), o que possibilitou a

maioria dos estudos ambientais em diferentes locais (LAZERA et al., 1996).

O ciclo de vida completo de C. neoformans foi descrito por Kwon-Chung em
1975. Esta autora observou que o fungo apresentava dois mating types, a € a,
€ que quando cruzados reproduziam a fase teleomorfa basidiomicética; nesta
fase o fungo foi classificado como sendo pertencente ao género Filobasidiella
(KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). A partir deste estudo, foram descritas duas
espécies: Filobasidiella neoformans (correspondente a C. neoformans) e
Fillobasidiella bacilispora (correspondente a C. gatti), porém diante do
cruzamento sexuado entre as duas espécies propostas levando a produgao de
uma progénie fértil, C. neoformans foi reduzido a uma s6 espécie e duas
variedades: C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii.

A descoberta do ciclo sexuado possibilitou a aplicacdo de estudos genéticos,
que tiveram seu inicio na década de 80 e que propiciaram a revisao
taxondmica do agente; em 2002, Kwon-Chung et al., analisando os isolados de
Cryptococcus tanto clinicos quanto ambientais, propuseram novamente a

divisdo em duas espécies C. neoformans e C. gattii.

No Brasil, os primeiros casos de criptococose foram relatados por Lacaz e
colaboradores, em 1941 e 1944 (PAPPALARDO; MELHEM, 2003).

1.2.2- Epidemiologia e Patogenicidade do Agente

A criptococose é uma infec¢gdo subaguda ou crénica que pode envolver
os pulmoes, a pele e outros sitios anatdmicos, mas tem predilegao pelo cérebro
e meninges; é fatal em aproximadamente 20% dos casos, mesmo o paciente
recebendo terapia antifungica adequada (DESNOS-OLLIVIER et al., 2010). A
doencga causada por C. neoformans ocorre com maior frequéncia em pacientes
imunocomprometidos, como aqueles com aids, transplantados ou portadores
de doenga de base como neoplasias, diabetes e hemopatia grave. A

meningoencefalite criptocdcica é diagnosticada em aproximadamente 1 milhdo
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de pacientes ao ano, acarretando mais de 600.000 mortes anualmente (PARK
et al., 2009).

No Brasil, ocorre como a primeira manifestacdo oportunista em 4,4% dos
pacientes com aids (CONSENSO, 2008), predominando nas regides sul,
sudeste e centro-oeste do pais, sendo considerada uma das suas doencas
definidoras. A historia natural da doenca fungica em geral esta diretamente
relacionada com a suscetibilidade do hospedeiro, pois é esta que geralmente
determina a gravidade da infecgdo. A via de entrada no hospedeiro se da pela
inalacdo de propagulos do micro-organismo, que se depositam no alvéolo
pulmonar. A disseminagao pode ocorrer para outros sitios, provavelmente por
via hematogénica, com especial tropismo para cérebro e meninges (DEL
POETA; CHATUVERDI, 2012).

A patogénese do C. neoformans é determinada por trés fatores: as defesas do
hospedeiro, a viruléncia do micro-organismo e o tamanho do indculo.
Considerando a grande exposicdo humana, devido a ubiquidade deste fungo
na natureza e a facilidade de inalacdo de esporos, pode-se comprovar que o
fator defesa do hospedeiro € determinante, uma vez que é baixa a prevaléncia
de infecgdo sintomatica na populacdo em geral (PAPPALARDO; MELHEM,
2003).

De modo geral, o primeiro aspecto microbiolégico importante para a
patogenicidade de Cryptococcus spp. parece ser a aderéncia a superficie do
hospedeiro, seguida pela colonizagao do tecido. C. neoformans é um patégeno
intracelular facultativo, portanto, capaz de sobreviver em macrofagos e
permanecer na vesicula acida fagossdmica, mantendo sua capacidade de
multiplicagdo. Essa permanéncia intracelular parece ser um elemento
importante na persisténcia da infecgao, disseminagao por via hematogénica e
estabelecimento no sistema nervoso central. O mecanismo pelo qual C.
neoformans evita a morte depois da ingestao por fagécitos permanece pouco
compreendido, mas ha evidéncias de que a sobrevivéncia intracelular pode ser
dada pela producdo de pigmentos melanoides (CASADEVALL, 2000;
SANTANGELO et al., 2004).
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Os fatores de viruléncia do fungo parecem ter grande importancia na invaséo
tecidual, manutencdo, multiplicagdo e disseminagdo do micro-organismo, e
também na gravidade da doenca (CASADEVALL, 2000; SALLAS et al., 1996;
SANTANGELO et al., 2004; OLSZEWSKI et al., 2004). A entrada da levedura
no sistema nervoso central pode ocorrer através do cruzamento direto dos
pequenos capilares da barreira hematoencefalica. Este cruzamento pode
ocorrer também por extravasamento direto ou 0 micro-organismo pode cruzar
essas barreiras no interior de fagdcitos mononucleares, o que alguns
pesquisadores tém chamado de cavalo de troia. E possivel que diferentes rotas
levem a levedura ao sistema nervoso central, e em cada caso, diferentes
fatores de viruléncia do micro-organismo estejam envolvidos (BARLUZZ| et al.,
2000; CASADEVALL, 2000; CHRETIEN et al, 2002; LEE; DICKSON;
CASADEVALL, 1996; OLSZEWSKI et al., 2004; SALAS et al., 1996). Outro
mecanismo emergente de viruléncia que parece contribuir para a persisténcia
da infeccdo é a plasticidade fenotipica (phenotypic switching), que promove a
geracao de mutantes que escapam do sistema imune, e que foi descrito para
os sorotipos A, B e D. A plasticidade fenotipica é observada in vitro pela
presenca de variantes de colbnias, que mudam de lisas e mucoides a secas e
enrugadas (GUERREIRO et al., 2010; MARTINEZ et al., 2008).

1.2.3- Formas Clinicas

A apresentagéao clinica depende do status imunoldgico do hospedeiro; a
maioria dos pacientes com aids desenvolve a forma disseminada da doenga

enquanto os demais desenvolvem a forma pulmonar (HOANG et al., 2004).

A infeccdo pulmonar pode ser assintomatica ou sintomatica, dependendo da
resposta imune do hospedeiro, do tamanho do indculo e viruléncia do micro-
organismo, e usualmente tem resolugdo espontanea. Algumas vezes, pode
mimetizar a tuberculose, com lesdes nodulares sem calcificacdo e eventual
cavitacdo. Outras apresentagdes incluem massa localizada semelhante a

neoplasia; e algumas vezes pode se manifestar como pneumonia, com
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possibilidade de evoluir para insuficiéncia respiratéria aguda. A forma pulmonar
€ a segunda mais frequente e acomete cerca de 40% dos pacientes HIV
negativos (PERFECT; CASADEVALL, 2002). Na pneumopatia observa-se
febre, tosse, emagrecimento, dor no peito e expectoracdo (SEVERO;
GAZZONI; SEVERO, 2009).

Pode haver disseminacé&o pela via hematogénica atingindo outros 6rgdos como
olhos, ossos, pele, prostata, figado, coragdo, adrenais, rins, linfonodos,
articulagdes. O fungo apresenta tropismo pelo SNC e pode formar focos
residuais que podem reativar apdés anos (MITCHELL; PERFECT, 1995;
PERFECT; CASADEVALL, 2002).

A principal e mais grave manifestacdo clinica da criptococose ¢é a
meningoencefalite, que geralmente ocorre em individuos imunocomprometidos
e é potencialmente fatal (DESNOS-OLLIVIER, 2010). Os sintomas sé&o
variados; o paciente pode apresentar cefaleia, febre, letargia, perda de
memoria, mal estar, papiledema. As complicagdes podem ser comuns e
incluem o aumento da presséao intracraniana, perda visual ou auditiva € menos
frequente, a diminuicdo cognitiva e ataxia em fungdo da hidrocefalia (SLOAN;
PARRIS, 2014).

A criptococose ocular é rara e varia de paralisias oculares a envolvimento da
retina. Em sua maioria decorre de manifestagcées da doencga disseminada ou do
sistema nervoso central. De acordo com alguns pesquisadores, a préstata pode
ser um reservatoério do fungo que pode contribuir para o0 aumento de casos de
recidiva e ainda desenvolver prostatite criptococdcica (CHANG et al., 2008;
MITCHELL; PERFECT, 1995; PERFECT, CASADEVALL, 2002) .

A infeccdo cutdnea secundaria pode funcionar como um marcador da
disseminagao da doenca e apresentar manifestacbes na pele como papulas,
purpuras, vesiculas, nodulos, tumores, abscessos, ulceras, granulomas
superficiais ou placas infiltradas (CONSENSO, 2008).
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1.2.4- Diagnéstico Laboratorial

O diagndstico laboratorial da criptococose pode ser feito a partir de uma
grande variedade de materiais clinicos: LCR (liquido cefalorraquidiano ou
liquor), urina, fragmentos de tecido, aspirados de lesdes cutaneas, escarro e
demais amostras do trato respiratorio, entre outras. Sao realizados exame
direto, cultura, histologia e sorologia. Técnicas moleculares também podem ser
utilizadas, porém ainda apresentam aplicagao restrita no diagnostico clinico
(MITCHELL; PERFECT, 1995; PEDROSO et al., 2009).

O exame direto revela leveduras arredondadas ou ovais, geralmente
apresentando brotamento unico, envoltas por capsula polissacaridica, que é
evidente quando analisadas em preparagdes com tinta da China ou nigrosina
(LACAZ et al. 2002). As amostras de escarro e outras purulentas podem ser
tratadas com KOH a 10% a fim de eliminar a maioria das células do hospedeiro
e outros artefatos que poderiam ser confundidos com C. neoformans
(PEDROSO; CANDIDO, 2006). O liquor e a urina devem ser centrifugados e o
sedimento examinado através da utilizacdo de tinta da China. Amostras
recentes sido preferidas, pois a presenca de polimorfonucleares em amostras
estocadas por 24 horas em refrigeradores podem mimetizar a presenca de
capsula, confundindo o analista menos experiente (LAZERA; IGREJA; WANKE,
2004).

A cultura é considerada o método padrao ouro (PAPPALARDO; MELHEM,
2003) e apresenta positividade no liquor de 89,0% a 100,0% (CONSENSO,
2008). Para a realizagcédo da cultura, as amostras clinicas sdo semeadas em
agar Sabouraud e em outro meio diferencial que pode ser agar niger, alpiste
ou girassol, agar dopamina, agar L-dopa ou agar batata cenoura (LAZERA;
IGREJA; WANKE, 2004). As amostras de escarro, pus, urina e raspados de
pele devem ser inoculadas em meios contendo antimicrobianos, mas sem ciclo-
heximida, pois a maioria dos isolados de C. neoformans é sensivel a este
antifungico (PEDROSO; CANDIDO, 2006). C. neoformans cresce bem a 37°C,
e as colbnias tornam-se visiveis em dois a trés dias. Ja C. gattii tem dificuldade

em crescer a 37°C, e leva de quatro a cinco dias para formar colbnias visiveis.
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Por outro lado, a 30°C, ambas as espécies formam colbénias em dois dias. O
aspecto macroscopico das coldnias, em agar Sabouraud, incubado a 25 ou
30°C, em dois a quatro dias, sdo brilhantes, tipicamente brancas ou beges;
entretanto podem ser amarelas, rosas ou marrons (LACAZ, 2002). Se o
organismo for capsulado, as colbnias apresentam-se mucoides e brilhantes,

tomando o aspecto de “leite condensado” (Figura 2).

Figura 2: Colénias de Cryptococcus neoformans em placa de agar Sabouraud (Fotografia do Setor de
Micologia do Laboratorio de Analises Clinicas da UFU, 2016)

As colbnias, no entanto, podem tornar-se secas e opacas com o tempo. A
morfologia microscopica revela leveduras arredondadas ou ovais, isoladas ou
aos pares, de paredes finas e de tamanhos variados, ndo ocorrendo pseudo-
hifas e hifas verdadeiras. O brotamento pode ser simples ou duplo, com pontos
de ligacéo estreitos entre as células-mae e filha. As células s&o, usualmente,
envoltas por capsulas, que variam em espessura. A diferenciagao entre as duas
espécies é feita explorando algumas diferengas bioquimicas. C. gattii assimila
acido malico, fumarico e succinico, utiliza glicina como fonte de carbono,
enquanto C. neoformans nao apresenta essas caracteristicas. C. neoformans é
também sensivel a concentragbes superiores a 1,6 yg/mL de ciclo-heximida. A
capacidade de C. gattii utilizar a glicina e crescer na presenca de L-canavanina
€ frequentemente utilizada na diferenciacdo destas espécies no laboratério de

micologia, em que ¢é utilizado o meio CGB (canavanina-glicina-azul de
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bromotimol). C. neoformans ndo metaboliza a glicina e é inibido pela L-
canavanina, permanecendo o meio inerte, enquanto o crescimento de C. gattii
leva a mudangca do pH do meio, e a alteracdo da cor verde para azul
(CASADEVALL; PERFECT, 1998).

O teste sorologico para o diagndstico da criptococose € sensivel, especifico, e
permite um diagndstico rapido e seguro. Durante a infecgdo, antigenos
capsulares polissacaridicos soluveis sdo encontrados em fluidos corporais, e
podem ser detectados e quantificados com antissoro especifico. O método
mais comum empregado para triagem ou titulagdo do soro € a aglutinagao de
latex. As particulas de latex, recobertas com imunoglobulinas hiperimunes
especificas de coelho, sdo misturadas com diluicdes da amostra do paciente,
que pode ser LCR, soro ou urina. Aglutinacao positiva em uma diluicao de 1:4 é
altamente sugestiva de infecgéo criptocécica. Titulos maiores ou iguais a 1:8
geralmente indicam doenca ativa. A maioria dos pacientes com AIDS tem altos
titulos do antigeno (MITCHELL; PERFECT, 1995). Alguns testes de ELISA
(Enzime Linked Immnuno Sorbent Assay) foram desenvolvidos para detectar
antigeno ou anticorpo contra C. neoformans, entretanto a técnica é laboriosa.
Ambas as metodologias servem para testes de triagem como no
monitoramento da titulagdo de antigenos no paciente e apresentam
concordancia em torno de 90,0% nos resultados (CONSENSO, 2008).
Atualmente, a OMS preconiza o uso da pesquisa do antigeno do Cryptococcus
(CrAG) por imunocromatografia como método de rastreamento da doenga em
pacientes com aids que possuem contagem de linfocitos T CD4 inferior a 100
células/mm?® (WHO, 2011).

O exame histopatologico pode apresentar-se com dois padrdes, gelatinoso ou
granulomatoso. O padrao gelatinoso caracteriza-se por pouco ou nenhuma
reacao inflamatéria e grande quantidade de fungos com capsula volumosa. O
padrao granulomatoso caracteriza-se pela presenga de granulomas
epitelioides, células gigantes, linfécitos e proliferagcéo linfoblastica. O infiltrado
inflamatério € fundamentalmente constituido por macréfagos. A quantidade de
parasitas € sensivelmente menor que nas gelatinosas. As coloragdes uteis para

a visualizacdo do fungo sdo H.E. (hematoxilina e eosina), Mucicarmim, PAS
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(Periodic Acid-Schiff), Alcian Blue. Mucicarmim cora as células de vermelho e
Fontana- Masson cora a melanina fungica de marrom avermelhado, e sdo mais
especificas para C. neoformans (LAZER; IGREJA; WANKE, 2004).

Os métodos de identificagdo moleculares sdo mais recentes e sao uteis em
estudos epidemioldgicos, para a identificagdo da variedade, do sorotipo e
variagdes individuais de cepas. Paschoal et al., em 2004, aperfeicoaram a
técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase), com o objetivo de
aplicagdo no diagndstico em laboratorio clinico, sendo que a técnica
demonstrou niveis de sensibilidade e especificidade superiores a cultura e ao
exame direto pela tinta da China. Estes autores concluiram que o método de
PCR, sendo sensivel, especifico, e reprodutivel, representa uma ferramenta
promissora para analise de amostras de liquor em pacientes com suspeita
clinica de meningoencefalite, podendo ainda ser utilizado como teste de
identificacdo de Cryptococcus spp. (PASCHOAL et al., 2004).

As diferencas genéticas entre as duas espécies e entre diferentes isolados,
tanto clinicos quanto ambientais, tém sido mostradas por métodos de tipagem
molecular, como RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorfism), RAPD
(Random Amplified Polimorfism DNA), AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorfism), Multillocus sequence typing (MLST) e PCR-Fingerprinting. As
técnicas baseadas em PCR vém se tornando alternativas eficientes,
mostrando-se mais sensiveis, especificas e rapidas, sofrendo menos influéncia
de fatores externos do que os métodos tradicionais fenotipicos, e séao
ferramentas importantes no estudo da epidemiologia de isolados de espécies
de Cryptococcus em nivel mundial (MEYER et al. 1993; 2003; MORA et al.,
2010; TRILLES et al., 2008). A tipagem molecular foi originalmente realizada
utilizando experimentos de hibridizacdo de DNA-fingerprinting classicos para
detectar sequéncias de DNA (Deoxyribonucelic Acid) minissatélites e
microssatélites. Posteriormente, os oligonucleotideos utilizados foram os
primers unicos em PCR para detectar fragmentos de DNA hipervariaveis no
genoma de C. neoformans e espécies relacionadas. Os mais utilizados sao
iniciadores que detectam sequéncias minissatélites, como a sequéncia do core

do fago M13, e sequéncias microssatélites, como (GTG)s, e (GACA)4. Os perfis
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eletroforéticos resultantes da amplificacdo com estes primers sao altamente
reprodutiveis e mostram variacdes entre espécies, variedades e intra-espécies
(MEYER et al. 1993; 2003; MORA et al., 2010). Segundo a International Society
for Human and Animal Mycology (ISHAM), o MLST poderia ser o método de
escolha para a tipagem das espécies de Cryptococcus, dado seu alto poder
discriminatério e boa reprodutibilidade entre os laboratérios (MEYER et al.,
2009).

A técnica de RFLP-PCR tem sido utilizada na tipagem molecular, apresentando
boa reprodutibilidade. A aplicacdo destas técnicas, especialmente DNA
fingerprinting, RFLP e AFLP, permitiu agrupar os isolados de C. neoformans e
de C. gattii em oito tipos moleculares, sendo quatro correspondentes a C.
neoformans, VN | (var. grubii, sorotipo A), VN Il (var. grubii, sorotipo A), VN llI
(sorotipo AD), VN IV (var. neoformans, sorotipo D); e outros quatro
correspondem a C. gattii, VG |, VG I, VG Ill, e VG IV (C. gattii, sorotipos B e
C), que nao apresentam correspondéncia entre sorotipo e tipo molecular. Os
gendtipos VN | e VG | predominam no mundo todo, enquanto que em pacientes
com AIDS, a maioria dos isolados sédo VN | e VN IV (MEYER et al., 2003).

1.2.5- Tratamento

O tratamento da criptococose tem sido alvo de inumeros estudos
atualmente e somente trés classes de drogas antifungicas tém sido
consideradas para este fim: os poliénicos (anfotericina B), os azois
(cetoconazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol) e o derivado piramidinico
(5-flucitosina) (SLOAN; PARRIS, 2014). No Brasil, entretanto, ndo esta
disponivel a 5-flucitosina (SEVERO; GAZZONI; SEVERO, 2009). Algumas
destas drogas administradas no tratamento de infec¢des fungicas apresentam
altas taxas de falha e a emergéncia de resisténcia fungica intrinseca é um
problema crescente (DENNING, 2003).

Existe uma diversidade de alvos para agentes antifungicos. Contudo, em
termos de numeros de classes de agentes que podem ser usados para o
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tratamento de micoses, os alvos estdo focados direta ou indiretamente no
envelope celular (parede ou membrana plasmatica) e, particularmente, no
esterol da membrana fungica, o ergosterol, e na sua biossintese. A anfotericina-
B deoxicolato tem sido considerada o padrdo ouro para o tratamento das
infeccbes fungicas mais graves. O desenvolvimento de novas formulagbes de
anfotericina-B, as quais usam lipossomas ou complexos lipidicos como sistema
de liberacdo e a introducdo dos compostos azélicos, depois de 1980 e antes de
1990, representaram um avango importante no tratamento de infecg¢des
fungicas, devido aos seus perfis de seguranga favoraveis e farmacocinética. A
introdugdo destes novos agentes antifungicos, e também das novas
formulacbes de anfotericina B, permitiu um método mais agressivo para a
profilaxia e tratamento de infec¢des fungicas no passar das décadas, levando a
preocupagao com a emergéncia de microrganismos resistentes (MOREIRA et
al., 2006).

A meningite criptocdcica geralmente é tratada inicialmente com anfotericina B
associada a um derivado imidazdlico, em especial o fluconazol (fase de
indugao), seguida das fases de manutengéo e consolidagdo com fluconazol por
periodo indefinido, ja que este triazol possui excelente atividade antifungica e
atinge boa concentragdo no sistema nervoso central (PERFECT et al., 2010).
De acordo com Saag et al. (2000), nos Estados Unidos, este esquema
terapéutico foi capaz de reduzir a mortalidade em pacientes com aids de 14 a
25 % para 6 % (PAPPALARDO; MELHEM, 2003). Para o tratamento das
formas pulmonares (progressiva e disseminada) tanto em pacientes
imunocompetentes como em imunossuprimidos, existe indicagao de tratamento
com antifungico especifico. Para formas exclusivamente pulmonares, pode-se
utilizar itraconazol por seis meses ou mais, de acordo com a evolucdo da
doenca (LAZERA et al., 2004).

O repetido e prolongado uso de azdis em tratamentos de pacientes HIV
(Human Immunodeficiency Virus) positivos com infecgdes fungicas de mucosas
no periodo precedente a introdugdo da terapia antirretroviral altamente ativa

(no inglés HAART, Highly Active Anti-retroviral Therapy), favoreceu a aquisigao
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de resisténcia in vitro a essas drogas em diversos patogenos fungicos,
incluindo C. neoformans (BRANDT et al., 2001).

Dessa forma, alguns pesquisadores sugerem a manutengdo de isolados
clinicos no laboratério, especialmente o isolado primario, para que em estudos
futuros possa ser monitorada a aquisicdo de resisténcia in vitro em casos de

nao resposta ao tratamento ou reincidéncia.
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2- JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos tém aumentado a frequéncia de infecgdes fungicas
graves, especialmente por fungos oportunistas, como resultado do avango na
terapia meédica, transplantes de érgaos, crescimento da populacéo geriatrica, e
condigdes imunossupressoras, como infecgbes pelo HIV (XIE et al.,, 2012).
Dentre os fungos, os do complexo C. neoformans sdo importantes patégenos,

especialmente para os individuos que desenvolvem AIDS.

A criptococose € uma doenga presente, que nos anos de 1980 despontou como
emergente, e que na atualidade é menos frequente, principalmente porque a
populagdo de maior risco, individuos com AIDS, tem tido maior sucesso no
controle do estado de imunodepresséao, devido a HAART. Entretanto, a taxa de
mortalidade e morbidade ¢é alta, de forma que o diagndstico realizado o quanto
antes pode possibilitar um progndstico mais favoravel. Ainda, a complexidade
biolégica dos agentes, e a necessidade de vigilancia epidemiolégica do perfil
fenotipico, genotipico e de sensibilidade aos antifungicos dos isolados clinicos,
revelam a importancia dos estudos dos isolados de Cryptococcus spp. sob o

ponto de vista clinico, epidemiolégico e laboratorial.

Por outro lado, estudos que buscam caracterizar os isolados clinicos destas
espécies sao importantes sob o ponto de vista epidemiolégico e microbiolégico,
pois permitem entender a biologia do agente, e relacionar as caracteristicas
fenotipicas e/ou moleculares com os fatores envolvidos na viruléncia do

agente, como a correlagao entre gendtipo e o desfecho da infecgao.

Desta forma, este estudo possibilitara o registro do perfil dos isolados clinicos
de C. neoformans a nivel fenotipico e molecular, e, ainda, a analise in vitro da
susceptibilidade aos antifungicos, que nao sao conhecidos na populacao
proposta para o presente estudo. Além disto, possibilitara a avaliagdo das
caracteristicas epidemiolégicas da Criptococose em nossa regido, através da
analise dos prontuarios dos pacientes atendidos no Hospital de Clinicas de

Uberlandia no periodo proposto para o estudo.
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Investigar as caracteristicas fenotipicas e moleculares e determinar a
susceptibilidade antifungica de amostras de Cryptococcus neoformans isolados
de pacientes atendidos no Hospital de Clinicas de Uberlandia, no periodo de
2004 a 2013.

3.2- Objetivos especificos

3.2.1) Caracterizar a ocorréncia de isolados de Cryptococcus neoformans de

acordo com os sitios de isolamento.

3.2.2) Determinar o gendtipo (tipo molecular) e mating type dos isolados, por

métodos moleculares.

3.2.3) Determinar a susceptibilidade aos antifungicos fluconazol, itraconazol,

voriconazol, anfotericina B e 5-fluocitosina.

3.2.4) Caracterizar a ocorréncia e a frequéncia do fendtipo switching
(plasticidade fenotipica) entre os isolados e, daqueles que apresentarem a

plasticidade, correlacionar com o perfil de sensibilidade aos antifungicos.

3.2.5) Analisar as caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes

acometidos por criptococose, cujos isolados foram incluidos no estudo.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 — Amostra de estudo e casuistica

Foram incluidas no estudo 41 amostras de Cryptococcus neoformans
isoladas de pacientes com criptococose e mantidas no Laboratério de
Micologia Clinica do Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital de Clinicas de
Uberlandia, no periodo de 2004 a 2013, a partir de amostras bioldgicas como
LCR, sangue, lavado brénquico e secreg¢ao de lesdo cutanea. Os isolados de
Cryptococcus foram mantidos em &gar Sabouraud dextrose (ASD), a
temperatura ambiente, com transferéncias trimestrais para outros tubos

contendo ASD com cloranfenicol.

Os prontuarios dos pacientes foram avaliados, coletando dados como idade,
sexo, procedéncia, quadro clinico, sintomas no momento do diagnéstico, sitio
da infeccdo, exames utilizados para o diagndstico, estado imunolégico, doenca
de base, dias de internagao, relacionando as drogas utilizadas para tratamento,
contagem de CD4 e CDS8, desfecho clinico, e caracteristicas fenotipicas e

moleculares do agente etioldgico (Apéndice 1).

O estudo foi executado conforme autorizagdo das unidades da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) envolvidas: Hospital de Clinicas, Laboratério de
Analises Clinicas e Curso Técnico em Analises Clinicas da Escola Técnica de
Saude, com a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFU (CEP-UFU)
sob o numero 357.803 em 13/08/2013 (Anexo 1).

4.2 - Identificagao dos isolados

Os isolados foram recuperados ja com a identificagdo realizada no
momento do diagndstico. No presente estudo, os testes para identificagdo das
leveduras foram realizados novamente para confirmagédo, tais como:
microcultivo, analise microscopica, pesquisa de capsula com tinta nanquim, e

testes bioquimicos e fisioldgicos classicos, como atividade de urease, produgao
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de melanina em agar niger e crescimento no meio CGB (LACAZ, 2002) a partir
de indculos recentes em agar Sabouraud, incubados a 30°C, durante 24-48

horas.

4.3 — Caracterizagao fenotipica dos isolados
4.3.1 — Plasticidade fenotipica

O fendtipo da coldnia (plasticidade fenotipica ou phenotypical switching)
foi determinado pela semeadura de uma suspensao de leveduras em solugao
fisiolégica esterilizada, com turvagcao equivalente ao tubo 0,5 da escala de
MacFarland, na superficie de agar Sabouraud contido em placas de Petri
90x15mm, e incubagdo a 30°C, durante 7 dias. As colonias foram examinadas

quanto ao tamanho, didmetro, textura e forma (FRANZOT et al., 1998).

4.3.2 - Produgao de melanina

Para a avaliagao da produgao de melanina, foi preparada uma suspensao
como descrita anteriormente. A seguir, com auxilio de alga calibrada
descartavel esterilizada de 1 uL, foi semeada pela técnica de esgotamento
sobre a superficie de agar L-dopa (Aldrich®), contido em placas de Petri. As
placas foram protegidas da luz com papel aluminio, incubadas a 30°C por cinco
dias (PEDROSO et al., 2010). A produgdo de melanina foi evidenciada pela
coloragcao das colonias (figura 3). Os isolados com iguais intensidades de
pigmentacao foram agrupados, recebendo a classificagdo conforme o escore
de cores apresentadas: 0 (auséncia de pigmento), 1 (marrom claro), 2
(marrom), 3 (marrom escuro) e 4 (preta). C. neoformans ATCC 90112 foi
utilizado como controle positivo (escore 3), e C. albicans ATCC 90028, como

controle negativo (escore 0).
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Figura 3: Produg@o de melanina em placa de agar L-dopa correspondente ao escore 3 (Fotografia do
Laboratoério da ESTES da UFU, 2015)

4.4 — Determinacgao da susceptibilidade as drogas antifungicas

A determinacgao da susceptibilidade foi feita por dois métodos. Pelo teste
da difusdo de disco em agar, conforme recomendado pelo documento M44-A2
do CLSI (2009), e pela metodologia de microdiluicdo em caldo, realizado com o
sistema comercial Vitek® 2 (BioMérieux, Paris, France).

4.4.1 - Técnica de disco difusao em agar

Os discos contendo os antifungicos fluconazol (25 ug, Cecon, S&o Paulo,
SP, Brasil), itraconazol (10 ug, Cecon, Séao Paulo, SP, Brasil), voriconazol (1 ug,
Bioscan, Itu, SP, Brasil) e anfotericina B(100 pg, Bioscan, Itu, SP, Brasil) foram
distribuidos de forma equidistante em placas de Petri (90 mm de didmetro),
contendo agar Mueller-Hinton modificado (suplementado com 2% de glicose e

0,5 pg/mL de azul de metileno). Foram utilizadas as cepas controle C. albicans
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ATCC 90028 e C. parapsilosis ATCC 22019, para validacao dos resultados.

Cada isolado de Cryptococcus spp. foi subcultivado em placas de &agar
Sabouraud dextrose, incubadas a temperatura de 35-37°C por 24-48 horas.
Aproximadamente cinco colénias de cada isolado foram coletadas e
suspendidas em 5 mL de salina esterilizada (0,85%). A turbidez da suspenséao
foi ajustada de acordo com a escala 0,5 de McFarland (10® UFC/mL), por
comparagao visual. A suspensdo de leveduras foi inoculada com swab
esterilizado sobre a superficie do agar Mueller-Hinton modificado. Apds 15
minutos, os discos foram depositados assepticamente sobre a superficie do
agar inoculado, e a placa invertida foi incubada aerobicamente a temperatura
de 35°C, com leituras em 24 h, e releitura em 48 horas, caso o crescimento
estivesse escasso em 24 h. O diametro da zona de inibicao foi mensurado para
a interpretagdo da sensibilidade ou resisténcia, conforme sugestdo do
fabricante e descrito no documento M44-A2 (2009) (Quadro 1).

Quadro 1- Critérios de interpretagdo dos halos dos discos de

antifangicos

Antifungico Sensivel | Intermediario | Resistente | Referéncia
(mm) (mm) (mm)
Itraconazol 10 pg >20 12-19 <1l Cecon, 2011
Fluconazol 25 ng >19 15-18 <14 CLSI, 2009
Voriconazol 1 pg >17 14-16 <13 CLSI, 2009
Anfotericina B 100 ng >10 - <10 Cecon, 2011

4.4.2 — Técnica de microdiluigdo pelo sistema Comercial Vitek® 2 Compact
60

O teste de sensibilidade com o sistema Vitek® 2 Compact 60 (Ref.
27660) foi feito de acordo com as instrugées do fabricante. A suspensao de
in6culo foi preparada a partir de culturas em ASD, incubadas durante 48 horas
a 35°C, com turbidez ajustada ao tubo 2 da escala de McFarland. Esta
suspensao foi transferida para os cassetes do sistema do cartdo do teste de
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sensibilidade (AST-YS01, Ref.22108). As concentragbes das drogas nos
cassetes variam de 1 a 32 yg/mL, para Anfotericina B, de 1 a 16 yg/mL para
Fluconazol, de 4 a 64 ug/mL para 5-flucitosina (5FC) e de 0,5 a 8 uyg/mL para
Voriconazol. Os cassetes foram inseridos no aparelho Vitek® 2 e as CIM foram
determinadas por espectrofotometria, tendo seus resultados expressos em
pg/mL. Foi utilizada a cepa controle C. albicans ATCC 90028 para validagao
dos resultados. Para a interpretacdo da sensibilidade ou resisténcia foram
utilizados os valores descritos no documento M44-S3 (2009) e na bula do kit
(Quadro 2).

Quadro 2- Critérios de interpretagao das CIMs dos antifungicos

Antifangico Sensivel Resistente Referéncia
(ng/mL) (ng/mL)

5FC <1,0 > 64 CLSI, 2009

Fluconazol <1,0 > 64 CLSI, 2009

Voriconazol <0,12 >8,0 CLSI, 2009

Anfotericina B <0,25 > 16 CLSI, 2009

4.5- Técnicas moleculares

4.5.1 — Extragcao do DNA (adaptado de Bolano et al., 2001)

A partir de uma cultura das leveduras em estudo, incubadas 72 horas em
ASD, foram colhidas duas colbnias e transferidas para um tubo tipo eppendorf
contendo 1 mL de tampéao de extragdo (200 mM de Tris-HCI, 250 mM de NaCl,
25 mM de EDTA, 10% de SDS), acrescentado a proporgdao 1:2 (v/v) de
glassbeads, de diametro de 2 mm. A seguir, o tubo foi submetido a agitacdo em
vortex por 4 minutos. Da suspensao resultante, 500 pL foram transferidos para
tubo de eppendorf de 2 mL e adicionado de 500 pL de mistura fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1), homogeneizado cuidadosamente por 10
segundos, manualmente. A emulséo formada foi centrifugada a 18.000 g por 15
minutos. A fase superior foi transferida para outro tubo eppendorf de 1,5 mL,
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acrescida de isopropanol absoluto gelado (4°C) na proporgdo de 1:1,
homogeneizado cuidadosamente e deixado a -20°C overnight. No dia seguinte,
foi centrifugado a 18.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
ao sedimento foi acrescentado 1 mL de etanol 70% gelado (4°C), e
centrifugado a 18.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ficou mantido a temperatura ambiente até completa secagem
(aproximadamente 3 horas). O sedimento foi suspenso em 75 yL de agua Milli-
Q esterilizada e mantido overnight 4°C para solubilizagdo. A seguir, foi
acrescentado 10 pg/mL de RNAse e incubado por 30 minutos a 37°C. O DNA
em solugdo foi armazenado e mantido em freezer -20°C (Figura 4), apds a

quantificacdo e analise da qualidade, conforme descritas a seguir.

O DNA foi quantificado através da leitura da absorbancia de diluicdo da
amostra a 1:50 em agua destilada, em espectrofotdbmetro, nos comprimentos
de onda 260nm e 280nm. A razdo entre as leituras DO2s0/DO2gp permitiu uma
estimativa da pureza do DNA, sendo considerados valores aceitaveis quando a
relagdo permaneceu entre 1,8 e 2,0. Valores abaixo de 1,6 indicam grande
quantidade de proteina e contaminantes, e na sua ocorréncia a amostra foi

rejeitada e nova extragao foi realizada.

A analise da qualidade da amostra do DNA extraido também foi feita através da
observagédo dos padroes de bandas gerados através eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampao TBE 0,5X (Tris, acido bérico, EDTA), acrescido de
5uL/100 mL de corante fluorescente EasyView (EasyPath, Sdo Paulo, SP,
Brasil), com corrida de 40 minutos a 120 volts. O gel foi visualizado em
transiluminador com luz ultravioleta (L-Pix HE, Loccus do Brasil, Cotia, SP,
Brasil), fotografado pelo sistema de captagdo de imagens Lab-lmage 1D
(Loccus do Brasil, Cotia, SP, Brasil ) (Figura 4).
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Figura 4: Gel Qualidade do DNA Extraido— colunas: 1: Peso molecular HIND (Invitrogen) ; 2 a 13:
amostras 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 (Fotografia do Laboratorio da ESTES-
UFU, 2015)

4.5.2 — Determinagao do tipo sexual (mating types)

Para a determinacdo do tipo sexual, foram utilizados dois pares de
iniciadores, conforme descrito por Chaturvedi et al. (,2000): MATa [MATaF (5'-
CTTCACTGCCATCTTCACCA-3) e MATaR (5-GACACAAAGGGTCATGCCA-
3], e MATa [MATaF (5-CGCCTTCACTGCTACCTTCT-3') e MATaR (5™
AACGCAAGAGTAAGTCGGGC-3')] (LudwigBiotec, Alvorada, RS, Brasil). As
reacoes de amplificacao foram feitas em volume final de 25 uL, cada tubo
contendo 25 ng de DNA gendmico, tampao da enzima 1X (Phoneutria,Belo
Horizonte, Brasil), 1,5 mM de cloreto de magnésio (Phoneutria,Belo Horizonte,
Brasil), 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen, Grand Island, NY, USA), 21
picomoles de cada iniciador. As condi¢cbes das reagdes foram as seguintes:
desnaturacao inicial a 94°C por 4 minutos, 34 ciclos a 94°C por 1 minuto, 63°C
e 60°C por 1 minuto, respectivamente para MAT a ou MAT a, extensdo a 72°C
por 1 minuto, seguida de extensao final a 72°C por 10 minutos, e mantidos a
4°C. Os produtos de amplificacdo gerados pelas reagbes de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (marca) a 0,5% em TBE (tris,
acido boérico, EDTA) 0,5X, acrescido de 5uL/100 mL de corante fluorescente
EasyView (EasyPath, Sdo Paulo, SP, Brasil). Foram utilizados 5 yL do produto
amplificado, com corrida a 75 V, por um periodo de 1h30min. A seguir, o gel foi



47

visualizado em transiluminador com luz ultravioleta, (L-Pix HE, Loccus do
Brasil, Cotia, SP, Brasil), fotografado pelo sistema de captagdo de imagens
Lab-Image 1D (Loccus do Brasil, Cotia, SP, Brasil ). A presenca de bandas
relativas a fragmentos de 101 e 117 pb foram consideradas positivas para os
tipos a e a, respectivamente. Foi utilizada como controle a cepa INCQS 40123,

que apresenta o mating type MAT a.

4.5.3 — Determinagao do sorotipo e do genétipo por URA5 (RFLP-PCR)

As reacdes de amplificacdo do gene URAS5 foram feitas como descritas
na literatura (MEYER et al.,, 2003, MORA et al.,, 2010). As reacdes foram
realizadas com volume final de 50 uL, contendo 50 ng de DNA gendmico,
tampao da enzima 1X (Uniscience, Sdo Paulo, SP, Brasil), 1,5 mM de cloreto
de magnésio (Uniscience, Sdo Paulo, SP, Brasil), 0,2 mM de cada dNTP (dATP,
dCTP, dGTP e dTTP (LudwigBiotec, Alvorada, RS, Brasil), 1 U de Taq
polimerase (Uniscience, Sdo Paulo, SP, Brasil), e 50 ng de cada um dos
seguintes iniciadores: URA5 (5-ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG-3) e
SJ01 (5-TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC-3’) (LudwigBiotec, Alvorada, RS,

Brasil).

As condigbes das reagdes foram as seguintes: desnaturagao inicial a 94°C por
4 minutos, 34 ciclos a 94°C por 1 minuto, anelamento a 57°C por 1 minuto,
extensdo a 72°C por 1 minuto, seguida de extensao final a 72°C por 10
minutos, € mantidos a 4°C. Trinta microlitros do amplicon da reagao foi
duplamente digerido com Sau96l (10U/uL) e Hhal (20U/uL) (ambas Uniscience,
Sé&o Paulo, SP, Brasil), incubado a 37°C durante 3 horas. Os fragmentos foram
separados em gel de agarose a 3% a 100 V, durante 5 horas (MORA et al.,
2010). Para a interpretacdo e analise dos resultados foram utilizados os
controles C. neoformans ATCC 90112 (sorotipo A, VNI), C. neoformans CN24
(sorotipo A, VNII), C. neoformans INCQS 40192 (= ATCC 32719) (sorotipo AD,
VNIII), C. neoformans INCQS 40123 (= ATCC 28957) (sorotipo D) e C. gattii (W.
Meyer) (VGI).
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4.6- Analises estatisticas

Os dados foram descritos (frequéncia e porcentagem) por meio de tabelas de
uma entrada para cada variavel e também utilizando tabelas de dupla entradas.
As associagbes foram avaliadas por meio do teste de Razdo de
Verossimilhanga (AGRESTI, 2007). Todos os testes foram aplicados utilizando
um nivel de significancia de 5 % (p < 0,05). Os procedimentos foram realizados

utilizando o software SPSS v.20.
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5- RESULTADOS

No periodo do estudo foram recuperados 41 isolados de Cryptococcus
sp, correspondentes a 41 pacientes atendidos no servigo. Destas amostras
estudadas, 21 (51%) foram isoladas somente no LCR, oito (19%) somente em
hemocultura, 10 (24%) concomitante em LCR e hemocultura, uma (3%) em
secrecao de ferida cutdnea e uma (3%) em aspirado bronco-alveolar. Todas
foram identificadas como C. neoformans pelas provas de ureia e CGB,
apresentaram capsula a preparagdo microscopica com tinta nanquim e

produziram melanina com intensidade variavel, predominando 3+ (90%).

Todos os isolados apresentaram o mating type MAT a, conforme evidenciado
na Figura 5. A analise molecular dos isolados confirmou a identificacdo de 40
(97,5%) deles; a tipagem molecular por RFLP-PCR evidenciou o gendtipo VNI
(sorogrupo A, C. neoformans var. grubii) para 40 isolados; entretanto, um
isolado (2,5%) apresentou o gendtipo VGI (sorotipo B ou C, espécie C. gattii)
(Figuras 6 e 7). A figura 8 evidencia o gel dos controles utilizados para a
validacao da reacdo de RFLP-PCR.

~ Mating alfa Mating a

Figura 5: Gel PCR Mating types — colunas: 1: Padrido de tamanho molecular Norgen
100pb; 2 a 8: mating alfa, respectivamente isolados 8, 9, 10 14, 21, 30,
INCQS 40123; 9: mating “a”, cepa INCQS 40192; coluna 10: controle
negativo da reagdo (Fotografia do Laboratorio da ESTES- UFU, 2015)



Figura 6: Gel PCR URA-5: Coluna 1: PM (100 pb). Coluna2: controle negativo do primer
C. albicans ATCC 90028; coluna 3: VGI; coluna 4: VNI ATCC 90112; colunas

5,6 ¢ 7: amostras 1, 2 ¢ 3; coluna 8: controle negativo da reagdo (Fotografia do
Laboratorio da ESTES-UFU, 2015)

OTOF TIN 12513

L -

Figura 7: Gel RFLP-PCR URA4-5: Coluna 1: PM (100 pb). Colunas 2 a 7: isolados 2,
4,5, 6,7, 8 (genotipos VNI); coluna 8: isolado 12 (gendtipo VGI); colunas
9 a 13: isolados 13, 18, 22, 24, 25 (genotipos VNI) (Fotografia do Laboratorio
da ESTES-UFU, 2015)
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Figura 8: Gel RFLP-PCR URAS5: Coluna 1: PM (100 pb). Colunas 2, 3: controle VNI; colunas
4,5,9, 12 e 13: controle VGI; coluna 6: controle VNII; colunas 7, 8 ¢ 10: controle
VGII; coluna 11: controle VNIV (Fotografia do Laboratorio da ESTES-UFU, 2015

Y

Com relagao a susceptibilidade antifungica, todos os isolados apresentaram
susceptibilidade in vitro frente aos antimicrobianos testados pela metodologia
automatizada (Vitek®2); ja pela metodologia de disco-difusdo em agar, 22% dos
isolados apresentaram resisténcia in vitro ao fluconazol, entretanto 63% foram
susceptiveis, apresentando indice de concordancia entre as metodologias de
78% (63% de sensibilidade e 15% de sensibilidade dose dependente),

conforme evidenciado na Tabela 4.

O fenbmeno da plasticidade fenotipica nao foi evidenciado em nenhuma das
amostras estudadas.
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A tabela 3 resume as caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos isolados de
Cryptococcus sp.

Tabela 3: Caracteristicas das amostras de Cryptococcus spp. isolados de
pacientes atendidos no HCU, 2004-2013

Isolado Sitio Identificacao Carac. Producao Melanina Mating Tipo Sorogrupo
Coldénias de capsula type Molecular
1 LCR Cn OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
2 LCR/SG Cn BRILHANTE SIM 3+ ALFA VNI A
3 BAL Cn SECA SIM 3+ ALFA VNI A
4 LCR/SG Cn CREMOSA SIM 3+ ALFA VNI A
5 LCR Cn CREMOSA SIM 3+ ALFA VNI A
6 LCR Cn CREMOSA SIM 3+ ALFA VNI A
7 SG Cn CREMOSA SIM 3+ ALFA VNI A
8 LCR Cn CREMOSA SIM 1+ ALFA VNI A
9 LESAO Cn CREMOSA SIM 3+ ALFA VNI A
10 LCR/SG Cn CREMOSA SIM 3+ ALFA VNI A
1 LCR Cn CREMOSA SIM 3+ ALFA VNI A
12 LCR Cg SECA SIM 3+ ALFA VGl BouC
13 LCR/SG Cn CRE/OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
14 SG Cn CREMOSA SIM 2+ ALFA VNI A
15 LCR Cn CREMOSA SIM 2+ ALFA VNI A
16 SG Cn CREMOSA SIM 3+ ALFA VNI A
17 LCR Cn CREMOSA SIM 3+ ALFA VNI A
18 LCR Cn CREMOSA SIM 3+ ALFA VNI A
19 LCR Cn CRE/OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
20 LCR Cn MUCOIDE SIM 3+ ALFA VNI A
21 LCR Cn OPACA SIM 1+ ALFA VNI A
22 LCR Cn OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
23 LCR Cn BRILHANTE SIM 3+ ALFA VNI A
24 LCR Cn CRE/OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
25 LCR/SG Cn MUCOIDE SIM 3+ ALFA VNI A
26 LCR/SG Cn OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
27 SG Cn OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
28 SG Cn CRE/OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
29 SG Cn OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
30 LCR Cn OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
31 LCR Cn CRE/OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
32 LCR/SG Cn OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
33 LCR Cn MUCOIDE SIM 3+ ALFA VNI A
34 LCR Cn CRE/OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
35 LCR/SG Cn MUCOIDE SIM 3+ ALFA VNI A
36 SG Cn MUCOIDE SIM 3+ ALFA VNI A
37 LCR Cn CRE/OPACA SIM 3+ ALFA VNI A
38 LCR Cn MUCOIDE SIM 3+ ALFA VNI A
39 SG Cn MUCOIDE SIM 1+ ALFA VNI A
40 LCR/SG Cn MUCOIDE SIM 3+ ALFA VNI A
41 LCR/SG Cn CRE/OPACA SIM 3+ ALFA VNI A

LCR: Liquido cefalorraquidiano; BAL: Lavado bronco-alveolar; Cn: Cryptococcus neoformans; Cg: Cryptococcus

gattii; CRE: cremosa

Fonte: AGUIAR, 2015
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Tabela 4: Susceptibilidade in vitro aos antifungicos pelas metodologias de
disco difusdo em agar e microdiluicdo em caldo dos isolados de Cryptococcus

neoformans de pacientes atendidos no HCU, 2004-2013

Drogas Metodologia disco difusdo Metodologia microdiluicio Concordancia
em agar em caldo
(automatizada, Vitek® 2)
Var. S SDD R Var. S SDD R
Halo CIM
(mm) (ug/mL)
Anfotericina 12-21 41 0,5-1,0 41 100%
(100%) (100%)
Fluconazol 12-29 26 6 9 1-2 41 63%
(63%)  (15%)  (22%) (100%)
Voriconazol 27-50 41 <0,12 41 100%
(100%) (100%)
Itraconazol 13-26 14 27 _ _ _ _
(34%)  (66%)
5-Fc B B B B 1-2 41
(100%)

Fonte: AGUIAR, 2015

Todos os pacientes foram procedentes da zona urbana,

Uberlandia e outras cidades vizinhas. Dos 41

moradores de

pacientes, 21 (51,2%)

apresentaram o quadro clinico de meningoencefalite, 19 (46,4%) a forma

disseminada e um paciente a forma pulmonar (2,4%).

Dos 41 pacientes avaliados, sete foram do sexo feminino (17%) e 34 do sexo

masculino (83%). A maioria dos pacientes foi agrupada nas faixas de 20-40

anos, sendo que no sexo feminino, a maioria ficou no grupo de 20-30 anos

(Tabela 5). Apesar de haver uma diferenga numérica importante entre os sexos,

esta n&o apresentou significancia estatistica (p>0,05).
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Tabela 5: Distribuicdo por faixa etaria e sexo dos pacientes acometidos pela
Criptococose e atendidos no HCU, 2004-2013

Sexo

Faixa Masculino Feminino

etaria n % N %
20-30 anos 10 294 3 42,8
31-40 anos 14 41,2 1 14,3
41-50 anos 6 17,6 1 14,3
51-60 anos 1 2,9 0 0,0
61-69 anos 1 2,9 2 28.6
> 70 anos 2 6.0 0 0,0
Total 34 82,9 7 17,1

Fonte: AGUIAR, 2015

Todos os pacientes foram procedentes da zona urbana, moradores de
Uberlandia e outras cidades vizinhas. Dos 41 pacientes, 21 (51,2%)
apresentaram o quadro clinico de meningoencefalite, 19 (46,4%) a forma

disseminada e um paciente a forma pulmonar (2,4%).

A maioria dos pacientes (71%) relatou cefaleia como sintoma principal no
momento do diagndstico, seguido de astenia (34%), febre (34%), nauseas e
vomitos (29%) e perda de peso (19,5%); a maioria deles (68%) apresentou

associagao de sintomas, conforme mostrado na Tabela 6.

A suspeita clinica da doenga foi sugerida para 29 pacientes (71%), em todos
aqueles que apresentaram cefaleia (p=0,000); 12 pacientes tiveram o
diagnostico da criptococose firmado somente apds o resultado das culturas,

com predominio de positividade em hemoculturas (67%).
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Tabela 6: Frequéncia das manifestagdes clinicas de pacientes com
Criptococose atendidos no HCU, 2004-2013

Manifestagoes Clinicas Frequéncia
Cefaleia 29 (71%)
Febre 14 (34%)
Astenia 14 (34%)
Nauseas e vomitos 12 (29%)
Perda de Peso 8 (19,5%)
Tosse 4 (9,8%)
Dispneia 3 (7,3%)
Convulsoes 3 (7,3%)
Tontura/vertigem 2 (4,9%)
Queixas oculares 2 (4,9%)
Confusao mental 2 (4,9%)
Diarreia 1(2,4%)
Lesao em MSE 1(2,4%)
Odinofagia 1 (2,4%)

Fonte: AGUIAR, 2015

Em relagdo ao estado imunoldgico, 39 pacientes (95%) eram imunodeprimidos;
nao havia relato sobre o estado imunoldgico no prontuario de dois pacientes. O
HIV/AIDS foi a doenga de base predominante em 35 (90%) pacientes; quatro
pacientes apresentaram outras doengas de bases, como hanseniase (2,5%),
hipertensao arterial sistémica (HAS) e artrite gotosa (2,5%), doenga autoimune
(DAI) (2,5%) e etilismo crénico (2,5%). Os trés primeiros pacientes faziam uso

cronico de drogas imunossupressoras.

Dos pacientes com HIV/AIDS, 17 (48,5%) possuiam contagem de linfocitos T
CD4 <200 células/mm3, para outros 18 nao havia relato deste dado nos

prontuarios.

Trinta e cinco pacientes (86%) receberam tratamento antifungico, sendo que
todos eles foram tratados com Anfotericina B; o Fluconazol foi utilizado para o

tratamento de vinte e cinco pacientes (71%), na fase de consolidagao.

O tempo de internacéo foi variado, com mediana de 41 dias (Tabela 8). Durante
a internacdo, 19 (46%) pacientes apresentaram infec¢gdo por outros micro-

organismos, sendo que destes, nove foram isolados da corrente sanguinea.
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Destes pacientes, doze (63%) apresentaram meningoencefalite associada a
fungemia, seis (32%) apenas meningoencefalite e um (5%) a forma pulmonar
da criptococose. Todos os micro-organismos foram isolados de culturas, exceto
o Herpes virus, que foi diagnosticado por PCR; nas culturas, houve predominio
de crescimento de cocos Gram positivos (28,5%). Trés pacientes (16%)
apresentaram associagao de mais de um micro-organismo. A Tabela 7 mostra

esta distribuicao.

Tabela 7: Distribuicdo da infeccdo por outros micro-organismos isolados dos
pacientes com Criptococose durante a internagao no HCU, 2004-2013

Micro-organismo Frequéncia Amostra clinica
S. aureus (MRSA) 1 Sangue
MRSA+ K. pneumoniae 1 Sangue
SCN 3 Sangue
E. faecalis 2 Sangue
S. viridans + SCN 1 Sangue
A. baumannii 1 Lesdo Cutanea
P. aeruginosa+ K. 1 Urina/BAL
pneumoniae/P. jiroveci
S. marcescens 1 Urina
M. tuberculosis 2 Escarro
Cryptosporidium sp 1 Fezes
P. jiroveci 3 BAL
Candida sp 1 Sangue
Herpes virus 1 LCR

TOTAL 19

BAL: Lavado bronco-alveolar; LCR: Liquido cefalo-raquidiano

Fonte: AGUIAR, 2015

Trés pacientes (7%) apresentaram recidiva da doenga, com confirmagao

microbioldgica e na vigéncia do tratamento de manuten¢cdo com o Fluconazol.

Com relacdo a evolucdo da doencga, 24 pacientes evoluiram para o oObito

(58,5%); sendo que 16 (66%) tinham fungemia ou fungemia associada a
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meningoencefalite (p=0,001). Dentre os 35 pacientes com aids, 21 (60%)

evoluiram para 6bito; dentre os quatro pacientes com outras causas de

imunossupressdo, um deles (25%) morreu em decorréncia da doenga. Os

resultados detalhados estdo mostrados na Tabela 8.

Daqueles que evoluiram para cura (17 pacientes), sete (41%) apresentaram

sequelas, sendo principalmente visuais, acometendo 71% dos pacientes. Trés

pacientes (43%) tiveram mais de uma sequela, conforme mostrado no Quadro

3.

Quadro 3: Evolugédo dos casos dos pacientes

HCU, 2004-2013.

com criptococose atendidos no

Nao | 10 (59%)
Visual diminuicdo da acuidade (2),
(71%) turvacdo visual (2), diplopia
Cura |17 Sequelas | Sim | 7 (41%) (1)
(41,5%) SNC Epilepsia (2), coma vigil (1),
(57%) | LEMP (1)
Auditiva | diminuicao da acuidade (1)
(14%)
Motora | tetraplegia (2)
(28%)
Fala disartria (2)
(28%)
Obito |24
(58,5%)

LEMBP: Leucoencefalopatia Multifocal progressiva

Fonte: AGUIAR, 2015

A tabela 8 mostra os resultados detalhados das caracteristicas dos pacientes
acometidos pela criptococose no periodo proposto pelo estudo.
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Tabela 8: Caracteristicas dos pacientes com criptococose atendidos no
HCU, 2004-2013

ID Sex Age Sitio SNC Pulm Dissem Susp. Aids Dias TTO Inf. Evol. Seq
Isolam. Clin. Intern Micr.

1 F 29 LCR Sim Sim Sim 43 Sim NA Cura Nao
2 M 29 LCR/SG Sim Sim Sim 8 Sim Sim Obito  Nao

3 F 27 BAL Sim Sim Sim 200 Sim Sim Cura Sim
4 F 65 LCR/SG Sim Sim Sim 126 Sim Sim Obito  Nao

5 M 28 LCR Sim Sim Sim 10 Sim Nao Obito  Nao

6 M 21 LCR Sim Sim Sim 98 Sim Sim Cura Sim

7 M 44 SG Sim Nao Sim 62 Sim NA Obito  Nao

8 M 72 LCR Sim Nzo Nio 82 Sim NA  Obito Nio

9 M 79 PELE Sim Nao Nao 64 Sim Sim Cura Nao
10 M 25 LCR/SG Sim Sim Sim 17 Sim NA Obito  Nao
11 M 32 LCR Sim Sim Sim 17 Sim Nao Obito  Nio
12 M 47 LCR Sim Sim Sim 17 Sim Nao Obito Sim
13 F 40 LCR/SG Sim Sim Sim 3 Sim Sim Obito  Nao
14 M 42 SG Sim Nao Sim 4 Nao NA Obito  Nao
15 M 24 LCR Sim Sim Sim 43 Sim Nao Cura Sim
16 M 28 SG Sim Nao Sim 6 Sim Sim Obito  Nao
17 M 36 LCR Sim Sim Sim 41 Sim Nao Cura Nao
18 M 39 LCR Sim Sim Sim 40 Sim Niao  Obito  Nio
19 M 34 LCR Sim Sim Nao 45 Sim NA Obito  Nio
20 M 40 LCR Sim Sim Sim 39 Sim Sim Cura Nao
21 M 32 LCR Sim Sim Sim 10 Sim Niao  Obito  Nio
22 M 44 LCR Sim Sim Sim 46 Sim Sim Cura Nao
23 M 31 LCR Sim Sim Sim 43 Sim Nao Obito  Nao
24 F 25 LCR Sim Sim Sim 16 Sim Sim Cura Nao
25 M 25 LCR/SG Sim Sim Sim 63 Sim Sim Obito  Nao
26 M 44  LCR/SG Sim Nio Sim 15 Sim Sim  Obito  Nio
27 M 30 SG Sim Nao Sim 2 Nao Sim Obito  Nao
28 M 34 SG Sim Nao Sim 67 Nao NA Obito  Nio
29 F 60 SG Sim Nao NA 4 Nao NA Obito  Nio
30 M 55 LCR Sim Sim Sim 61 Sim Nao Cura Nao
31 M 22 LCR Sim Sim Sim 91 Sim Sim Cura Nao
32 M 31 LCR/SG Sim Sim Sim 16 Sim Sim Cura  Nio
33 M 40 LCR Sim Sim Nio 46 Sim NA Cura  Nio
34 M 39 LCR Sim Sim Sim 33 Sim Nao Cura Sim
35 M 63 LCR/SG Sim Sim Sim 60 Sim Sim Obito  Nio
36 M 36 SG Sim Nio Sim 36 Sim Sim Obito  Nao
37 F 41 LCR Sim Sim Sim 60 Sim Sim  Obito  Nio
38 M 21 LCR Sim Sim Sim 45 Sim Nio Cura Sim
39 M 31 SG Sim Nio NA 20 Nio NA Obito  Nao
40 M 58 LCR/SG Sim Nao Sim 1 Nao Nao Obito  Nao
41 M 37 LCR/SG Sim Sim Sim 122 Sim Sim Cura Sim

ID: identificagdo; Sex: sexo; Age: idade; SNC: meningoencefalite; Pulm.: forma pulmonar; Dissem:
Fungemia/Meningoencefalite/Cuténea; Dias Intern: Dias de internagdo; TTO: tratamento; Inf. Micr.:
infecgdo por outros micro-organismos; Evol: Evolugdo; Seq.: Sequelas; NA: néo relatado no prontuario

Fonte: AGUIAR, 2015
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6- DISCUSSAO

Cryptococcus neoformans foi descrito ha mais de um século como um
fungo leveduriforme que cresce no meio ambiente e € um importante patégeno
humano, principalmente em pacientes com depressdo da imunidade celular
(PERFECT,; CASADEVALL, 2011). Park e colaboradores (2009) relataram a
prevaléncia anual, globalmente, de mais de 1 milhdo de casos de criptococose
e que aproximadamente 625.000 mortes ao ano foram causadas por este
fungo. Entretanto, Idnurm e Lin (2015) relataram as novas taxas de mortalidade
da doenga apresentadas na 9% ICCC (The Conference on Cryptococcus and
Cryptococcosis, 2014), indicando redugdo a metade na mortalidade causada
pela criptococose. Segundo os autores, este decréscimo foi devido, em parte, a
melhoria do tratamento e 0 avango da medicina em alguns paises, nos ultimos

cinco anos, principalmente nos paises da ameérica do norte.

O presente estudo avaliou 41 amostras de Cryptococcus, previamente
fenotipadas como C. neoformans, sendo a sua maioria isolada do LCR, o que
esta de acordo com dados da literatura, demonstrando a predilecado deste
agente pelo SNC (SLOAN; PARRIS, 2014). As provas tradicionais (producéao de
melanina, utilizacdo de ureia como fonte de nitrogénio e crescimento em agar
CGB) utilizadas para a tipagem fenotipica foram refeitas, para confirmacao da
tipagem fenotipica prévia (C. neoformans); entretanto, a tipagem molecular
revelou que um isolado, na verdade, era C. gattii.

A utilizacdo do CGB como prova para a identificacdo das espécies de
Cryptococcus é rotineiramente utilizada em laboratérios clinicos desde que foi
proposta, em 1982 (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). Tradicionalmente, C.
gattii cresce em ambiente contendo a canavanina, degrada a glicina liberando
amoénia que alcaliniza o pH do meio, tornando-o azul; ja C. neoformans nao
metaboliza a glicina e tem seu crescimento inibido pela canavanina, sendo
assim, a coloragdo do meio permanece inalterada. Apesar de ser uma prova
bioquimica simples, barata e relativamente rapida (10 dias de incubacgéo), o
CGB pode apresentar reagdes duvidosas e de dificil interpretacao; na literatura,
existem estudos que mostram resultados tanto falso positivos quanto falso
negativos (KHAN et al. 2003), o que poderia dificultar o diagndstico seguro e
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correto se o laboratério dispuser somente desta forma de identificagao.

Klein e colaboradores (2009) encontraram 95,4% de concordancia do CGB
com a biologia molecular para a identificacdo do C. gattii; ja Gomes e
colaboradores (2010), em estudo de quimiotipagem de Cryptococcus sp.,
relataram que o CGB apresentou 100% de eficacia para a identificacdo das
duas principais espécies, estimulando o uso desta prova na pratica clinica.
Todavia, Leal e colaboradores (2008) orientam a utilizagdo, se necessario, de
métodos auxiliares (perfil de produgcdo de melanina, PCR multiplex,
sequenciamento da regidao D2 da subunidade 28S do rDNA) para confirmagéao
da identificacdo. A caracterizagdo das espécies de Cryptococcus spp. em
NOSSOo servigo é realizada somente com as provas de ureia e CGB; este isolado
com o teste negativo foi liberado como sendo da espécie C. neoformans, e o
paciente recebeu o diagndstico de meningoencefalite causada por este micro-
organismo.

Apoés o resultado dos testes de tipagem molecular, o isolado foi novamente
incubado no CGB e a prova foi reavaliada no tempo descrito na literatura; o
resultado continuou negativo. O tempo de incubagao foi mantido por 30 dias,
sendo feitas avaliagbes diarias, e o teste permaneceu negativo. Apesar da
excelente correlagdo entre a prova do CGB e a tipagem molecular evidenciada
por Klein e colaboradores para a diferenciagao das duas principais espécies de
Cryptococcus sp., nem sempre esta é possivel com os métodos fenotipicos,
conforme foi verificado.

O uso dos métodos moleculares para a identificacdo das espécies de
Cryptococcus ainda é pouco frequente na rotina dos laboratérios de
microbiologia; entretanto, estes se tornaram uma ferramenta diagndstica
extremamente eficaz, dada as suas elevadas sensibilidade e especificidade. A
insercao destes métodos na pratica clinica vem sendo estimulada (HAGEN et
al., 2015), uma vez que novas espécies do complexo C. neoformans/C. gattii
estdo sendo descritas, e sua identificagdo correta, segundo estes autores,
somente sera possivel através da avaliacdo de seus gendtipos por técnicas

moleculares.

Cryptococcus neoformans var. grubii tem sido isolado de diversas fontes

ambientais e em amostras clinicas; sendo que, no Brasil, esta espécie é
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predominante nos estados das regides Sudeste e Sul (PAPPALARDO;
MELHEM, 2003). No presente estudo, todos os isolados identificados como C.
neoformans foram da var. grubii (sorotipo A, gendtipo VNI), fato que confirma a
prevaléncia da distribuicao desta espécie no estado de Minas Gerais (MORA et
al., 2012). Além disto, alguns autores afirmam que mais de 80% dos casos de
criptococose sdo causados pela var. grubii, sendo que a maioria dos pacientes
infectados por esta espécie sdo portadores de aids (PERFECT; CASADEVAL,
2002; MEYER; TRILLES, 2010). Embora a proposta do presente estudo tenha
sido analisar apenas os isolados de C. neoformans, foi encontrada uma
amostra com perfil obtido com RFLP-PCR compativel com o gendtipo VGI (C.
gattii). No Brasil, esta espécie, tradicionalmente implicada em causar doencga
em pacientes imunocompetentes, € mais frequentemente encontrada nos
estados das regides Norte e Nordeste, e, apesar de ja ter sido relatada como
causadora de criptococose em pacientes de nossa regido (MOREIRA et al.,
2006; MORA et al., 2012), sua presenga € encontrada em pequena parcela
destes pacientes. A coinfecgdo HIV/C. gattii pode ser encontrada,
principalmente se os pacientes portadores do virus viverem em areas
endémicas para este agente; na Africa, 30% das infecgdes causadas pelo C.
gattii sdo em pacientes com aids (STEELE et al., 2010). No Brasil, sdo poucos
0s casos relatados de doengas causadas por esta espécie em pacientes
portadores de aids, uma vez que a maioria destes se encontra em regides
consideradas ndo endémicas para este agente (LINDEBERG et al., 2008).
Moreira e colaboradores (2006) relataram que, no nosso servigo, 7% dos casos
de criptococose foram causadas pelo C. gattii; entretanto, de 78 pacientes com

aids, somente um foi infectado por esta espécie.

Em relacdo ao mating-type, todos os isolados apresentaram o MAT «; fato
corroborado pela literatura. Kwon-Chung e colaboradores, em 1992, ja haviam
descrito que a maioria dos isolados, tanto clinicos quanto ambientais de C.
neoformans e C. gattii eram MAT «. Desnos-Ollivier e colaboradores, em 2015,
estudaram 400 amostras de C. neoformans (244-sorotipo A; 76-sorotipo D e
80-sorotipo AD) isolados na Franca e ndao encontraram nenhuma amostra MAT
a no sorotipo A (todas eram MATa); apenas 13 amostras do sorotipo D eram
MAT a.
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Os estudos de susceptibilidade in vitro de isolados de Cryptococcus spp. tém
evidenciado que a maioria apresenta susceptibilidade aos antifungicos
poliénicos (anfotericina B), a 5-fluorocitosina e aos derivados azdlicos
(fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol) (CONSENSO, 2008);
entretanto a resisténcia, in vivo, de C. neoformans aos derivados imidazdlicos
(em especial ao fluconazol) estd bem documentada na literatura,
principalmente em pacientes portadores de aids, com a forma clinica no SNC e
que fazem uso da droga por um longo periodo (FRIESE et al., 2001). Silva e
colaboradores (2008) estudaram o perfil de susceptibilidade de C. neoformans
e sugeriram que a faléncia terapéutica pode ocorrer pelo desenvolvimento de
resisténcia a Anfotericina B. Em contrapartida, nosso estudo evidenciou que,
pela metodologia automatizada-Vitek®2, todos os isolados apresentaram
susceptibilidade, in vitro, as drogas testadas; ja pela metodologia de disco
difusdo, 22% destas amostras foram resistentes apenas ao fluconazol,
apresentando susceptibilidade as outras drogas testadas. A metodologia de
referéncia indicada pelo CLSI para se realizar o teste de suscceptibilidade aos
antifungicos para C. neoformans é a microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008);
entretanto, Tewari e colaboradores (2011) evidenciaram que a técnica utilizada
pelo Vitek®2 apresenta boa acuracia, em especial para fluconazol e
Anfotericina, apresentando nivel de concordancia com a metodologia de
referéncia de 80% e 90%, respectivamente. Apesar de nao haver aplicabilidade
na pratica clinica para a realizagao de rotina de testes de susceptibilidade aos
antifungicos para Cryptococcus spp., 0 Consenso em Criptococose (2008)
recomenda que o primeiro isolado deste fungo seja armazenado até um ano
apo6s o diagndstico para que, em casos de recaida, a CIM para fluconazol e
Anfotericina possa ser comparada. Para atender tal recomendacédo poderemos
adotar em nosso servico a realizacdo dos testes pela metodologia
automatizada Vitek® 2, uma vez que os resultados sdo expressos em CIM e
possui excelente concordancia com a metodologia de referéncia proposta pelo
CLSI.

O fendbmeno da plasticidade fenotipica (capacidade de micro-organismos de
alterar sua morfologia ou fisiologia de acordo com as condi¢gdes do ambiente)
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nao foi evidenciado em nenhum dos isolados. Goldman e colaboradores (1998)
ja haviam relatado que a plasticidade fenotipica dos sorotipos A e D de C.
neoformans seria um mecanismo de resisténcia e contribuiria para a
persisténcia da infecgdo. Guerrero e colaboradores relataram o fenédmeno tanto
in vitro quanto in vivo, como mecanismo de resisténcia, predominantemente em
casos de doenga cronica (GUERRERO et al., 2006, 2010). Todos os isolados
deste estudo foram provenientes de pacientes com primo-infec¢do, sendo esta
a provavel explicagao por nao ter sido evidenciado a plasticidade fenotipica
nesta amostra de estudo. Outra justificativa poderia se relacionar ao
armazenamento dos isolados, que ocorreu por tempos variados, e foi feita
através de repiques periodicos (trimestralmente). Esta forma de manutencgéo
pode levar a variabilidade fenotipica ocasionada por pequenas mutacgdes,
ocorridas ao longo do tempo (CAVALCANTE et al., 2007). Assim, estudos
analisando a plasticidade fenotipica incluindo isolados recentes e isolados
sequenciais poderiam contribuir para o entendimento desta caracteristica dos

isolados clinicos de C. neoformans.

Com relacao a distribuicido dos pacientes por faixa etaria e sexo, foi verificado
que a maioria (85%) se encontrava entre 20-50 anos, sendo a faixa de 31-40
anos a mais acometida, e era portadora de aids, 0 que esta de acordo com a
literatura (LEAL et al., 2008; MORA et al., 2012). Dados do Ministério da Saude
(2014) apontam uma prevaléncia de aids em pacientes entre 25 e 39 anos, em
ambos os sexos. Mezzari e colaboradores, em 2013, estudando o perfil
epidemiologico da criptococose em hospital publico no RS, encontraram a
maioria dos pacientes na faixa dos 30-39 anos. Os pacientes desta faixa etaria
nasceram e cresceram na mesma época de surgimento e expansao do HIV;
acompanharam a mudanga do comportamento sexual, com o aumento do
numero de parceiros, contribuindo para a disseminacdo do HIV e de doencas
oportunistas. No Brasil, a Criptococose ocorre como a primeira manifestacao
em mais 4% dos pacientes com aids, sendo considerada uma de suas doencgas
definidoras (CONSENSO, 2008). Na amostra estudada, foi averiguado um
maior acometimento do sexo masculino (83%). Embora ndo tenham sido
avaliados todos os casos de criptococose ocorridos no periodo de estudo, o
achado do predominio da infecgdo nos pacientes do sexo masculino também
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estda de acordo com a literatura; o boletim epidemiolégico de aids de 2014,
avaliando o periodo correspondente ao nosso estudo (2004 a 2013), mostrou
um aumento de 4,3% das taxas de detecgdo da doenga nos homens; ja entre
as mulheres houve queda significativa no periodo avaliado, de 14,0%. Moreira
e colaboradores, em 2006, realizaram um estudo da epidemiologia da
Criptococose em nosso servico e também encontraram predominio do sexo
masculino, com porcentagem semelhante ao presente estudo. Apesar de a
criptococose ser predominante no sexo masculino, estudo recente evidenciou
que as mulheres que apresentam meningoencefalite tém pior prognéstico do

que os homens, com sobrevida diminuida (CARVOUR et al., 2015).

Nenhum paciente foi procedente de zona rural; todos foram de Uberlandia ou
de cidades vizinhas, que tem o HCU como hospital terciario de referéncia.
Como este dado foi extraido dos prontuarios, pode ter havido informacdes
incorretas sobre a procedéncia destes pacientes em relagdo a zona (rural e
urbana) de origem; entretanto, como nenhum deles foi proveniente de outro
estado, pode-se observar a circulagdo do C. neoformans nesta regido do
estado de Minas Gerais, corroborando os dados da literatura brasileira da

predominancia desta espécie na regido Sudeste.

O Consenso em Criptococose (2008) afirma que em mais de 80% dos casos de
criptococose, a forma clinica predominante € a meningoencefalite; este estudo
vem ao encontro destes dados, uma vez que 31 pacientes (75%) tiveram a
deteccao do fungo no LCR, o que esta de acordo com a literatura (MOREIRA et
al., 2006; LINDEBERG et al. 2008; PARK et al.; 2009; PAPPAS, 2010; MORA et
al., 2012; PAPPAS, 2013; SLOAN; PARRIS, 2014; DESNOS-OLIVIER et al.,
2015). Apenas um paciente apresentou a forma pulmonar e, apesar de o
envolvimento pulmonar ser o segundo mais frequente, esta forma clinica pode
ser assintomatica e subestimada naqueles com AIDS, o que pode dificultar o
diagnostico.

O paciente que apresentou a forma cutanea tinha um ferimento grave causado
por queimadura de solda elétrica no membro superior esquerdo (MSE) e estava
fazendo tratamento caseiro a base de querosene e emplastro de ervas; como

nao houve melhora do quadro clinico, procurou atendimento hospitalar, onde
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foram coletadas culturas da secreg¢ao da ferida, evidenciando o crescimento de
C. neoformans. Embora a criptococose cutanea nao seja tao frequente quanto
a meningoencefalite, aquela pode ocorrer em 10 a 15% dos casos
(CONSENSO, 2008), e é considerada marcador de doencga disseminada.
Acreditamos que este paciente adquiriu o fungo por inoculagao direta no tecido
lesado pelas ervas que foram coletadas do solo, uma vez que, durante a
internagdo hospitalar, as culturas de sangue, LCR e urina foram negativas.
Nasser e colaboradores, em 2011, também descreveram um caso de
criptococose cutanea por inoculagao direta do micro-organismo.

Em oito pacientes (19%), o fungo foi encontrado somente no sangue; estudos
mostram que a fungemia por Cryptococcus spp. pode estar presente em 47-
71% dos pacientes com aids, entretanto, esta porcentagem é de 27% naqueles
nao infectados pelo HIV (ANTINORI, 2013). No presente estudo, dos oito
pacientes que apresentaram fungemia isolada, seis (75%) eram portadores de
aids; para os outros dois pacientes ndo havia relato acerca do estado
imunoldgico. Todos os pacientes que apresentaram o fungo tanto no LCR

quanto no sangue eram portadores de aids.

As manifestagbes clinicas (sinais e sintomas) no momento do diagnostico
foram variadas, entretanto, aquelas relacionadas com a hipertensao
intracraniana — cefaleia, nauseas e vomitos — e febre foram as predominantes.
Cefaleia isolada foi o principal sintoma, acometendo mais de 70% dos
pacientes. Sloan e Parris, em 2014, em estudo de revisdo, também
descreveram a cefaleia como o principal sintoma em pacientes com
meningoencefalite. Segundo o Consenso em Criptococose, cefaleia e febre
estdo presentes em 76% e 65% dos casos, respectivamente, de meningite
criptococica (CONSENSO, 2008). Astenia e perda de peso também foram
manifestacdes frequentes, entretanto estas estdo mais associadas as doencas
de base, principalmente a aids, evidenciando o grau de debilidade fisica em
que os pacientes se encontravam. A tosse foi um sintoma relativamente
frequente, aparecendo em 10% de nossa casuistica; entretanto Severo e
colaboradores (2009) afirmam que esta pode n&o estar associada apenas ao
comprometimento pulmonar pela criptococose. As queixas relativas ao estado

mental tais como confusdo, obnubilacido e torpor, estiveram presentes em
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pequena parcela dos pacientes (5%), todavia, estudos apontam uma maior
taxa de mortalidade naqueles que as apresentam (BRIZENDINE et al., 2013).
Apesar de existirem dados na literatura evidenciando que mais de 30% dos
pacientes com meningoencefalite podem apresentar queixas oculares
(GHATALIA et al. 2014; SLOAN; PARRIS, 2014), estas ndo foram frequentes

neste estudo.

A suspeita clinica da doenga (meningoencefalite) foi sugerida para 29 (71%)
pacientes, sendo todos aqueles que apresentaram cefaleia como sintoma
principal; o LCR foi coletado e no resultado do exame de rotina havia a
observacao “presencga de leveduras sugestivas de Cryptococcus sp.”. Para os
pacientes que nao apresentaram cefaleia, o diagndstico somente foi firmado
apds a cultura das amostras bioldégicas, com predominio das culturas de
sangue, evidenciando a dificuldade de diagndstico clinico quando os sinais e
sintomas nao sao especificos, principalmente nos casos de doenca

disseminada.

A causa da imunossupressao foi bem documentada para 39 (95%) pacientes,
sendo todos imunodeprimidos; e a causa principal foi a aids, acometendo 35
(90%) deles. A infeccdo de hospedeiros imunocomprometidos por C.
neoformans esta amplamente descrita na literatura (ANTINORI, 2013;
DESNOS-OLLIVIER, 2015; IDNURM, 2015); o presente estudo também
evidenciou esta associacdo. Para dois pacientes ndo havia relato de
imunodepressao nos prontuarios: um paciente encaminhado para investigagao
de ascite e o outro foi vitima de acidente automobilistico, com traumatismo
cranioencefalico, em ambos houve o crescimento do fungo somente nas
hemoculturas. Todavia, para o segundo paciente, a solicitagdo das culturas de
sangue aconteceu apos 20 dias de internagcdo, uma vez que ele apresentou
piora do quadro clinico. Como ja descrito, a infeccédo pelo C. neoformans pode
ser adquirida principalmente pela inalacdo de propagulos infectantes; a
inoculacado direta apds trauma, apesar de descrita na literatura e de ter sido
documentada por este estudo, é rara. Focos primarios pulmonares podem ser
reativados ao longo do tempo (SEVERO et al., 2009); a préstata pode servir de

reservatorio para o fungo (SEO et al., 2006). Baseado nisto pode-se inferir que
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uma destas situacdes pode ter ocorrido para que o paciente apresentasse
fungemia, sendo a hipétese de disseminagéo do fungo a partir da prostata ou a
reativagcdo de focos pulmonares as mais plausiveis, ja que as culturas
solicitadas durante os primeiros dias internagao, tanto as de LCR (devido ao

TCE) bem como as de sangue, foram negativas.

Dos pacientes com AIDS, apenas 17 tiveram a contagem de linfocitos T
CD4/CD8 disponiveis em seus prontuarios e, a maioria, tinha o diagndéstico
prévio da doenca. Todos os resultados foram inferiores a 200 células/mm?,
sendo que em 15 (88%), a contagem foi inferior a 100 células/mm?. Jarvis e
colaboradores, em 2010, em estudo de coorte de 700 pacientes, observaram
um maior risco de desenvolvimento de meningoencefalite quando os pacientes
apresentavam contagem de CD4 inferior a 100 células/mm?®. A OMS (2011)
orienta rastreamento dos pacientes com aids que possuem contagem de
linfocitos T CD4 inferior a 100 células/mm® com o teste de pesquisa de
antigenos de Cryptococcus; para os pacientes que apresentarem positividade
no teste, o tratamento com fluconazol deve ser iniciado com a finalidade de
prevencdo da criptococose; entretanto estas recomendacbes nao sao
baseadas em evidencias clinicas (MASUR, 2015). Os pacientes que nao foram
submetidos ao exame foram confirmados portadores de aids em exames
realizados apds o resultado do LCR evidenciando o fungo, e nao tiveram a
oportunidade de realiza-lo durante o periodo de internacdo, uma vez que a

maioria destes (88%) evoluiu para o ébito.

Com relagao ao tratamento com antifungicos, 35 pacientes o recebeu com as
drogas disponiveis no mercado brasileiro para o tratamento da Criptococose e
de acordo com os guidelines do manejo da doenca (PERFECT et al., 2010;
PERFECT; BICANIC, 2014). A Anfotericina B foi iniciada para todos; entretanto
alguns pacientes faleceram ja no inicio da fase de indugéo, nao recebendo,
portanto, o fluconazol (fase de consolidagdo) para a continuidade do
tratamento, o que explica a diferenga numérica entre pacientes tratados com
Anfotericina e aqueles tratados com o Fluconazol. No nosso servigo a fase de
inducao era realizada somente com a Anfotericina B; o protocolo de associagao
desta droga com o Fluconazol ocorreu apenas no ano de 2010. Todavia, seis
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pacientes nao receberam tratamento, todos apresentando fungemia. Apesar de
a meningoencefalite ser a forma clinica mais comum, manifestagbes nao
meningeas sdo as mais frequentes em pacientes ndo infectados pelo HIV
(SLOAN; PARRIS, 2014). Destes pacientes ndo tratados, quatro (66%) tinham
AIDS e o estado imunoldgico dos outros dois pacientes era desconhecido.
Acreditamos que estes pacientes ndo tiveram a suspeita clinica de
criptococose por se tratarem de pacientes debilitados, com estado geral
bastante comprometido e com sinais e sintomas inespecificos (mal estar,
astenia, hiporexia, febre) que poderiam aparecer em diversas doengas

sistémicas.

Os pacientes permaneceram internados por 41 dias (mediana), possivelmente
pela lenta resposta terapéutica e necessidade de maior tempo de medicagao
endovenosa (Anfotericina B), uma vez que o fluconazol é administrado pela via
oral (PERFECT et al., 2010).

Trés pacientes (7%) apresentaram recidiva da doenga, apds aparente controle.
Esse fato ocorreu provavelmente devido a imunossupressdo grave, uma vez
que todos eram portadores de aids (tinham contagem de linfécitos T CD4
inferior a 100 células/mm? e carga viral variando entre 20.000 a 400.000 cépias
de RNA viral/mL). Fato importante comentar é que estas recidivas ocorreram
durante a fase de manutencdo do tratamento da meningoencefalite com
fluconazol, em regime ambulatorial. N&do havia relato em seus prontuarios
sobre a falta de adesdo ao tratamento de manutengdo. Musubire e
colaboradores (2013) relataram que as recidivas da doenca dependem do
regime de antifungico inicial, da instituicdo de terapia antirretroviral e da adesao
a profilaxia secundaria. Jarvis e colaboradores (2010) relataram 23% de
recidiva da doencga, principalmente naqueles pacientes que nao estavam em
uso da terapia profilatica com o fluconazol e que nao tiveram o tratamento

antiretroviral instituido.

A mortalidade global da criptococose, mensurada em 58,5%, evidencia a
gravidade da enfermidade, mesmo apods a instituicdo de tratamento adequado

para a maioria dos pacientes. Estudos recentes realizados no Brasil
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mostraram-na variando de 26 a 70%: no Tridngulo Mineiro, foi de 70%
(MOREIRA et. al, 2006) e 45% (MORA et al., 2012); no Rio Grande do Sul,
26% (MEZZARI et al., 2013) e em Goias, foi de 48,4% (SOUZA et al., 2013).

Infeccdo nosocomial associada a criptococose ocorreu em 29% dos pacientes,
sendo a maioria deles com doencga disseminada, com predominio discreto de
crescimento de cocos Gram positivos. Rajasingham e colaboradores, em 2014,
relataram 15% de infec¢cdes nosocomiais em seu estudo, com predominio dos
bastonetes Gram negativos, em especial a Klebsiella pneumoniae. Além das
infecgbes nosocomiais, alguns pacientes (17%) apresentaram co-infec¢ao por
outros micro-organismos causadores de doencas oportunistas, dentre eles P.
jirovecci, M. tuberculosis, Cryptosporidium sp, corroborando os dados de

imunodepressédo destes pacientes.

A criptococose é uma doenca grave, cujo diagnéstico deve ser realizado o mais
corretamente possivel para que 0s pacientes possam receber o tratamento
adequado, uma vez que, mesmo recebendo o tratamento, a mortalidade dos
pacientes ainda é alta, acima de 50% dos casos, principalmente em paises em
desenvolvimento. O diagndéstico pode ser suspeitado facilmente quando os
pacientes apresentam meningoencefalite, jA que as manifestacdes clinicas sao
exuberantes e caracteristicas, como a cefaleia, febre e sinais de irritacdo
meningea. Entretanto, a fungemia e as outras formas da doenca sédo
diagnosticadas, na maioria das vezes, somente apds o crescimento do fungo
nas culturas. As caracteristicas micromorfolégicas de Cryptococcus spp,
guando cuidadosamente observadas, podem direcionar a identificacdo deste
micro-organismo; entretanto, a diferenciacdo das duas principais espécies
ainda é feita, rotineiramente, apenas através de testes fenotipicos classicos,
que podem apresentar falhas. A perspectiva de utilizacdo de métodos
moleculares tanto para o diagndéstico quanto para a correta identificacdo dos
fungos do complexo C. neoformans/C.gattii, embora distante para a maioria
dos laboratérios clinicos do nosso pais, vem surgindo como uma ferramenta
cada vez mais eficaz, melhorando a compreensdo da epidemiologia e da

histéria natural da doenga, abrangendo dados para a melhoria da vigilancia
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epidemilégica, podendo, inclusive, apresentar impacto positivo no

monitoramento de cepas resistentes e no tratamento da criptococose.
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7- CONCLUSAO

1- Foram avaliadas 41 amostras previamente identificadas como Cryptococcus
neoformans; no entanto, uma delas era C. gattii, conforme evidenciado por

testes moleculares.

2- Quarenta amostras de Cryptococcus sp eram do sorotipo A (gendtipo VN 1) e

uma do sorotipo B ou C (gendtipo VG I). Todas apresentaram mating type o.

3- A maioria dos isolados apresentou susceptibilidade antifungica as drogas
testadas; pela metodologia automatizada 100% dos isolados foram

susceptiveis.

4- Nenhum isolado apresentou o fendmeno da plasticidade fenotipica.

5- Os pacientes acometidos pela criptococose no periodo proposto pelo estudo
foram, em sua maioria, homens de 31 a 40 anos. Todos os pacientes foram
procedentes da zona urbana. A meningoencefalite foi a forma predominante da
doencga; a maioria era imunodeprimido, sendo a AIDS a doenga de base
predominante. A maioria deles recebeu tratamento adequado de acordo com
os guidelines propostos para o tratamento da criptococose, entretanto, a
despeito da instituicdo da terapia medicamentosa correta, mais da metade

destes pacientes evoluiu para o 6bito, evidenciando a gravidade da infecgao.
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Os fungos do complexo Cryptococcus neoformans, incluindo C. necformans e C. gattil, s30 importantes
patégenocs humanos, principalments para pacientes imunocomprometidos. Estas espécies apresentam
fatores relacionados 3 viruléncia que s30 essenciais para a colonizagao, disseminagdo e desenvolvimento
da infecgao. Os pacientes imunocomprometidos, especialmente com aids, s3o os mais envolvidos
atualmente. Desta forma, o estude dos isclados clinicos & interessante para a epidemiclogia regional &
nacional, juntaments com a caracterizagio dos sorofipos, tipes sexuais e genotipagem, que permitem
comparar a frequéncia e relacSo dos isolados com os das diferentes regides do pais, e de outros paises.
Assim, o presente estudo pretende estudar os isolados dinicos do complexo C. necformans, do Hospital de
Clinicas de Uberlandia, que foram ammazenados no Setor de Micologia, no periodo compreendido entre
2004 & 2012, relatando a frequéncia de sorotipos, tipos sexuais, tipagem molecular & o perfil de
sensibilidade in vitro aos anti‘fﬁnginns anfotericina B, fluconazol, itraconazol & woriconazol. Além
destes,objetiva ainda analisar in vitre a plasticidade fenctipica (phenctypical switching), determinando o perfi
de sensibilidade acs antifingicos dos isclados que apresentarem colonias lisas e mucoides comparando
com o5 mutantes com coldnias secas & enrugadas. Os resultados
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permitirao conhecer a epidemiclogia local dos isolados, & caracteriza-los fenotipica e genctipicamente.

Metodologia:

- Amostra de estudo: Serdo incluidas no estudo todas as amostras de Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii que foram iscladas e mantidas no Laboratdrio de Micologia Clinica do Laboratoric de
Analises Clinicas do Hospital de Clinicas de Ubedandia, no pericdo de 2004 a 2012, a partir de quaisquer
amostras clinicas, isoladas de individuos com idade igual ou maior que 13 anos. As amostras s3o mantidas
em agar Sabourawd dextrose (ASD), 3 temperatura ambiente, com transferéncias trimestrais para outros
tubos contendo ASD com cloranfenicol. Sera feito estudo retrospectivo, dos prontuarnos dos pacientes cujos
isolados de C. neoformans ou C. gatti do periodo do estudo, estejam armazenados no Setor de Micologia
do Laboratorio de Analises Clinicas do HC-UFLU, relacionando as drogas utilizadas para tratamento,
contagem de CD4 e CD3, desfecho clinico, e caracteristicas fenotipicas e moleculares do agente etiologico.
0 estudo serd executado conforme awvtorizagdo das unidades da UFU envolvidas: Hospital de Clinicas,
Laboratdrio de Andlises Clinicas & Curso Técnico em Analises Clinicas da Escola Técnica de Sadde. -
Identificagdo dos isclades Para a identficagdo das leveduras serdo realizadas microcultura, andlise
microscopica, pesquisa de capsula com tinta nangquim, e testes bioguimicos e fisiolégicos classicos (LACAZ,
2002} a partir de indculos recentes em agar Sabouraud, incubados a 30°C, durante 24-48 horas.
-Caracterizagio fenotipica dos isolados O fendtipo da coldnia (plasticidade fenatipica ou phenotypical
switching) s=ra determinado pela semeadura de uma suspenso de leveduras em solucdo fisioldgica
esterilizada, com turvagdo equivalents ao tubo 0.5 da escala de MacFarland, na superficie de Agar
Sabourawd contide em placas de Petri 80x15mm, e incubacdo a 30oC, durante 7 dias. As coldnias serdo
examinadas guanto ao tamanho, didmetro, textura e forma (FRANZOT et al.. 1898), sendo que cada
fendtipo reisolade sera tratade como um isolade diferente. Fara a avaliagSo da produgdo de melanina, sera
preparada uma suspensao como descrita anteriomente. A seguir, com auxilio de alga calibrada descartavel
esterilizada de 1 ;L, serdo semeados pela técnica de esgotamento hibridizagdo de DMA-fingerprinting
classicos para detectar sequéncias de DMA minissatelites & microssatelites. Posteriormente, os
oligonuclectidecs utilizados passaram a ser os primers Onicos em PCR para detectar fragmentos de DNA
hipervariaveis no genoma de C. necformans & espécies relacionadas. Os mais utlizados sdo iniciadores que
detectam sequéncias minissatélites, como 3 sequéncia do core do fago M13, e sequéncias microssatélites,
rmn (ETES
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e (GACAM. Os perfis eletroforéticos resultantes da amplficac3o com estes primers s3o altamente

reprodutiveis & mostram variagdes entre espécies, variedades intraespécies (MEYER et al., 1923; 2003;

MORA et al., Z2010).

A produgdo de melanina sera evidenciada pela coloragdo das coldnias. Os isclados com iguais intensidades
de pigmentagao serdo agrupados, recebendo a classificagdo conforme o escore de cores apresentadas: 0
{auséncia de pigmento). 1 {mamom clare), 2{marrom), 2 {mamrom escurc) e 4 (preta). C. necformans ATCC
00112 sera viilizado como controle positve (escore 3), e C. albicans ATCC 80028, como controle negativo
[escore O).

- Determinagdo da sensibilidade 3s drogas antifingicas A determinagie da sensibilidade sera feita por dois
metodos. Pelo teste da difusSo de disco em 3gar, conforme recomendado pelo documento Md4-42 do CLSI
{ 2009), e pelo sistemna comercial Vitek 2 (BioMérieux, Paris, France). A técnica de difus3o do disco sera
feita conforme descrito a seguir. Os discos (fluconazol, iraconazol, voriconazol & anfotericina B) serdo
distribuides de forma equidistante em placas de Petri {80 mm de diametro), contendo agar Musller-Hinton
modificado (suplementado com 2% de glicoss & 0,5 ;giml de azul de metilenc). Serio utlizadas as cepas
controle C. albicans ATCC 80028 e C. parapsilosis ATCC 22012, para validagao dos resubtados. Cada
isolado de Cryptococcus sp sera subcultivado em placas de agar Sabouraud dextrose, incubadas a
temperatura de 35-37°C por 24-48 horas. Critério de Inclus3o: O grupo de estudo sera constituido por todos
os isolados de Cryplococcus spp., obfidos de pacientes com idade igual ou maior gue 18 anos_atendidos no
HCU-UFU, no periodo de 2004 a 2012, armazenados no Setor de Micologia do Laboratorio de Analises
Clinicas do HG-UFU.

Critério de Inclus3o: O grupe de estudo sera constituido por todos os isolades de Cryptococcus spp., obtidos

de pacientes com idade igual ou maior que 18 anos, atendidos no HCU-UFU, no periode de 2004 a 2012,

armazenados no Setor de Micologia do Laboratorio de Analises Clinicas do HC-UFLL

Critério de ExclusSo: SerSo excluidos do estudo: 1) aqueles individuos cujos isolados de Cryptococous spp.

tenham sido perdidos durante o armazenaments, 2) aqueles individuos que tiverem outras espécies de
Cryptococcus spo. isoladas de algum sitio, excetuando-se as do complexo C. neoformans, 3) os individuos
fora da faixa etaria proposta no estudo.

Metodolegia de Andlise de Dados: Os isolados de Cryptococcus sp ser3o identificados a nivel de espécie,

enrmfine moatinn funa fine malacolar & 3 framidneis card avnmees am walarse ahenkiboe
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& relativos. Os resultados dos testes de sensibilidade ao0s antifingicos serdo expressos em milimetros =
interpretados como S (sensivel), | {intermediario) e R (resistente) come mostrado no Quadro 2. os obtidos
pelo Sistema Vitek 2, expressos em gimL. interpretados conforme instrugdes do fabricante. O perfil
molecular sera visualizado pela construgio de dendragramas, que possibilitardo verificar a relagdo genética
entre os isolados. De posse destes dados. sera possivel relaciond-los entre si e com a condigde clinica do
pacients no momento da coleta da amostra para isclamento do agente em estudo, & com a evolugdo clinica
do mesmio (alta, recidiva ou obito).

Objetive da Pesquisa:
Objetivo Primaric: Caracterizar a frequéncia e os isolados dinicos de Cryptococcus ocomidos no HCU-UFU
no periodo de 2004 a3 2012,

Objetivos Secundarios:

- Determinar sorotipo & mating type dos isolades, por métodos meleculares;

- Determinar a sensibfidade aos antiingicos fluconazol, itraconazol voriconazol & anfotenicina B;

- Caracterizar 3 frequéncia do fenotipo switching (plasticidade fenotipica) entre os isolados & comelacionar
com o perfi de sensiilidade aos antfingicos;

- Analisar a evolugio clinica dos pacientes infectades com isolades que apresentaram o fendtipe de
plasticidade in vitro;

- Determinar sorotipo & mating type dos isolados, por métodos moleculares;

- Determinar a sensibifidade aos antifl.'lngic::lﬁ fluconazol, iraconazol voriconazol & anfotencina B;

- Caracterizar a frequéncia do fendtipo switching (plasticidade fenctipica) entre os isclados & comelacionar
com o perfl de sensiilidade aos antfingicos;

- Analisar a evolugio clinica dos pacientes infectades com isclados que apresentaram o fendtipe de
plasticidade in vitro.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos segundo o5 pesquisadores:

O risco existents durants a realizacio da pesquisa & o da revelagdo da identidade dos participantes. Porém,

considerando a conduta e a forma de awvaliar os dados dos sujeitos que participarem da pesquisa, e o
trabalho independente dos pesquisadores envolvidos na execucdo dos experimentos in vitro, esse evento

sera reduzido ac minimo. A identidade desses sera mantida sob sigilbe profissional, em todas as instincias,

sendo conhecida apenas pelos pesquisadores principais = pelos médicos especialistas que acompanham ou
acompanharam os pacientes.
Emdemego:  Aw. Jolo Naves de Awila 2124- Bloco "1A7, sala 224 - Campus Sta. Manica

Balmo: Sanita Monica GEP: 38.408-144
UF: MG Munloipla: UBERLAMNDILA
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Beneficios segundo os pesquisadores:

Como beneficio, o resultade da pesguisa podera fomecer informagdes que contribuirdo para o
direcionaments da conduta clinica e profilaxia do agravaments da infecglo, e ainda pemmitira conhecer o
perfil microbioldgico dos isolades do complexo C. necformans na populagio em estude.

Comentirios & Consideragtes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta importancia cientifica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos obrigatorios forma apresentados.
Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A pendéncia "Retirar o TCLE do protocolo. Tanto © anexo da plataforma, quanto do projeto em anexo”,

apontada no parecer 332,125, foi atendida.

D acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 486012, o CEP manifesta-se pela aprovagso do
protocolo de pesquisa proposto.

0 protocole ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites
da redacdo & da metodologia apresentadas.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

MNecessita Apreciagdo da COMEP:

Mo

Consideragoes Finais a criterio do CEP:

Diata para entrega de Relatario Parcial ao CEPJUFL: dezembro de 2014,
Diata para entrega de Relatdrio Final a0 CEPYUFL: dezembro de 2015.

0BS.: O CEP/UFU LEMERA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
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10. APENDICES
10.1- Apéndice 1: Ficha para levantamento de dados dos prontuarios

FICHA PARA ANALISE DE PRONTUARIOS

Paciente (iniciais do nome): Ident. no projeto (n°):
Sexo

()M ()F

Idade
( )<10anos ( )Ma20anos ()21a30anos ( )31a4d40anos ( )41a
50anos ( )51a60anos ( )61a69anos ( )>70anos

Procedéncia
( )ZonaUrbana ( )ZonaRural Municipio:

Profissao

Quadro Clinico

( ) Criptococose SNC () Criptococose pulmonar () Criptococose
cutanea

( ) Criptococose disseminada ( )
Outros

Queixas (sinais e sintomas no diagnoéstico)

Diagnéstico

( ) Clinico+cultura ( ) clinico+microscopia+cultura ( )
clinico+microscopia+cultura+ latex
( ) outros

Quanto tempo apds internagao / suspeita clinica ocorreu a confirmagao?

Estado Imunolégico
() Imunocompetente () Imunodeprimido
Qual doenca de base?

Leucometria:

Se AIDS:

Carga viral:( ) Nao se aplica ( ) <50 copias de RNA/mL () <10.000
copias de RNA/mL () 10.000 a 100.000 copias de RNA/mL ( )>

100.000 coépias de RNA/mL

Contagem de CD4: () Nao se ;)Ilca ( )<200cels/mm® ( )200a 350
cels./mm>( ) 351 a 499 cels / mm ( )>500 cels./mm?



Duracéo da internacao:

Tratamento Antifungico

( ) Néo ( ) Sim Antifungico:

Dose:

Tempo de Tratamento

Evento adverso com o tratamento antifiungicos
( )Nao ( )Sim Qual

88

Recorréncia

( )Nao ( )Sim

Confirmada microbiologicamente? ( ) sim ( ) n&o
Quanto tempo?

Na vigéncia de tratamento ( ) sim ( ) nao

Infecgoes por outros Microorganismos
() Néo ( ) Sim

Evolugao da doenca
( )Cura ( ) Obito

Apods quanto tempo do diagndstico?
Antifungicos utilizados neste periodo?

Sequelas ( ) nao
Quais

Microorganismo:

) sim



