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RESUMO

A criptococose € uma doenga flngica sistémica causada por leveduras do complexo
Cryptococcus neoformans e esta associada a elevada letalidade, principalmente em individuos
imunocomprometidos. Criptococcemia é a infeccdo de corrente sanguinea causada pelo
Cryptococcus sp., através da qual o fungo pode se disseminar para outros sitios. O objetivo
deste estudo foi descrever o quadro clinico-laboratorial de pacientes com criptococcemia,
identificar o tipo molecular e determinar a suscetibilidade antifingica in vitro de
Cryptococcus isolados de hemoculturas no periodo de julho de 1998 a julho de 2012 de
pacientes atendidos em hospital publico terciario de Mato Grosso do Sul, Brasil. A tipagem
molecular foi realizada pelo método PCR-RFLP do gene URAS5. A concentracdo inibitoria
minima dos antifangicos fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B foi determinada
pelo método de microdiluicdo em caldo padronizado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute. No periodo de estudo, 48 pacientes tiveram diagndstico de criptococcemia. A idade
dos pacientes variou de 10 a 90 anos, com mediana de 40 anos. A maioria (72,9%) era do
sexo masculino e 62,5% era procedente de Campo Grande-MS. Trinta e nove (81,3%)
pacientes tinham HIV/Aids. Além da corrente sanguinea, Cryptococcus foi isolado do liquido
céfalo-espinhal em 50,0% dos pacientes. As manifestacGes clinicas mais frequentes foram
febre (83,3%), emagrecimento (58,3%), vomito (58,3%), tosse (58,3%) e cefaléia (56,3%).
Entre todos, a letalidade geral observada foi de 72,9%, sendo 66,7% em HIV/Aids e 100,0%
em pacientes HIV negativos. Em 97,9% dos casos foi isolado Cryptococcus neoformans. A
analise molecular revelou os genotipos VNI (93,7%), VNII (4,2%) de C. neoformans e VGII
(2,1%) de C. gattii. O predominio de C. neoformans VNI é similar ao descrito na literatura
mundial. Quanto a suscetibilidade antifungica, todos os Cryptococcus spp. foram sensiveis no
teste in vitro frente aos antifungicos testados. A alta letalidade observada indica que as
infeccbes de corrente sanguinea por Cryptococcus podem ser fatais, tanto em HIV positivos
guanto em HIV negativos.

Palavras-chave: criptococose, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, fungemia,
tipagem molecular.






ABSTRACT

Cryptococcosis, a systemic fungal disease caused by yeasts of the Cryptococcus neoformans
complex, is associated with high mortality, particularly in immunocompromised individuals.
Cryptococcemia is the infection caused by Cryptococcus species in the bloodstream, via
which these fungi can spread to other sites. The objectives of this study were to describe the
clinical and laboratory features of patients with cryptococcemia, identify molecular types of
this infective agent, and determine the in vitro antifungal susceptibility of Cryptococcus
specimens isolated from blood cultures of patients treated in a public tertiary-care hospital in
Mato Grosso do Sul state, Brazil, from July 1998 to July 2012. Molecular typing was
performed by URA5-RFLP analysis. Minimum inhibitory concentration of antifungal agents
(fluconazole, itraconazole, voriconazole, and amphotericin B) was determined by broth
microdilution, as standardized by the Clinical and Laboratory Standards Institute. In the study
period, 48 patients were diagnosed with cryptococcemia. Patient age ranged from 10 to 90
years, with a median age of 40. Most patients were male (72.9%) and lived in Campo Grande
(62.5%), the state capital. Thirty-nine (81.3%) had HIV/Aids. In addition to infecting the
bloodstream, Cryptococcus was found in cerebrospinal fluid in 50.0% of the patients. The
most common clinical manifestations were fever (83.3%), weight loss (58.3%), vomiting
(58.3%), cough (58.3%), and headache (56.3%). Overall mortality was 72.9%, with 66.7% for
HIV/Aids cases and 100.0% among HIV-negative patients. Cryptococcus neoformans was the
species isolated in 97.9% of the cases. Molecular analysis revealed genotypes VNI (93.7%),
C. neoformans VNII (4.2%), and C. gattii VGII (2.1%). The predominance of C. neoformans
VNI mirrored findings described in the international research literature. With regard to
antifungal susceptibility, all Cryptococcus species were sensitive in vitro to the antifungal
agents tested. The high mortality observed indicates that bloodstream infection by
Cryptococcus can be fatal both in HIV-positive and HIV-negative patients.

Keywords: cryptococcosis, Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, fungemia,
molecular typing.
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1 INTRODUCAO

A criptococose é uma doenca fungica sistémica causada por leveduras do complexo
Cryptococcus neoformans e esta associada a elevada letalidade, principalmente em individuos
imunocomprometidos.

A via mais comum de infeccdo é a inalatoria, através da qual o fungo se instala nos
pulmdes causando infeccdo primaria. A seguir, pode se disseminar via hematogénica para
outros sitios, com especial tropismo pelo sistema nervoso central.

A criptococcemia é a infecgdo de corrente sanguinea causada por Cryptococcus sp. O
encontro de Cryptococcus no sangue do paciente normalmente estd associado a mal
prognostico, com elevado risco de morte, principalmente em pacientes com Aids. Sendo
assim, o diagndéstico precoce e a introducdo da terapia antifingica adequada sdo cruciais na
evolugdo clinica do paciente.

A epidemiologia da criptococose tem sido amplamente descrita, entretanto, estudos
focados em criptococcemia tém sido pouco realizados. A importancia do assunto aliada a
precariedade de dados na literatura nacional e regional motivou a realizacdo deste estudo para
melhor compreensao sobre a ocorréncia de criptococose sistémica em pacientes atendidos em
hospital pablico terciario de Mato Grosso do Sul.

O Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul é um centro de referéncia no diagnostico e tratamento de doencas
infecciosas e parasitarias. Atende pacientes encaminhados de todas as regides do estado,
assumindo um papel importante na saude da populacéo regional.

A genotipagem das leveduras permite ampliar o conhecimento de aspectos
epidemioldgicos quanto a caracterizacdo dos agentes etioldgicos e sua regido geogréafica, bem
como de aspectos patogénicos dos agentes da criptococose.

O conhecimento do perfil de suscetibilidade aos antifungicos se faz importante pela
previsdo de faléncia terapéutica e pelo monitoramento da emergéncia de micro-organismos
resistentes aos antifungicos utilizados na instituicdo hospitalar.

Os dados obtidos neste estudo podem ser Uteis quanto a introducdo do esquema

terapéutico antifungico mais apropriado, possibilitando um melhor prognostico aos pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Criptococose, também conhecida como torulose, blastomicose européia ou
blastomicose de Busse-Buschke, é uma doenca flngica sistémica que ocorre em individuos
imunocompetentes, mas com maior frequéncia em imunocomprometidos, principalmente os
portadores de doencas de base (CASADEVALL; PERFECT, 1998; LACAZ et al., 2002). E
causada por leveduras do complexo Cryptococcus neoformans, constituido das espécies C.
neoformans e C. gattii (KWON-CHUNG; VARMA, 2006).

2.1 Histodrico

A criptococose foi descrita pela primeira vez na Alemanha por Busse, em 1894. Esse
pesquisador observou “corptsculos” arrendondados em uma leséo tibial semelhante a um
sarcoma em uma mulher de 31 anos de idade. O micro-organismo isolado foi denominado de
Saccharomyces hominis. No mesmo ano, na Italia, Sanfelice isolou uma levedura encapsulada
do suco de péssego, dando-lhe o nome de Saccharomyces neoformans (apud
CASADEVALL; PERFECT, 1998).

Em 1896, na Franga, Curtis isolou uma levedura de um tumor de quadril, denominada
Saccharomyces tumefaciens. Em 1901, Vuillemin reclassificou no género Cryptococcus as
leveduras de Busse e Sanfelice como C. hominis e C. neoformans devido a incapacidade de
fermentacdo de carboidratos e a ndo formacdo de ascOsporos, como ocorre no género
Saccharomyces (apud KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

Em 1905, Von Hansemann descreveu a criptococose como “tuberculose”, ao observar
a levedura como um “cisto gelatinoso” na meninge humana. Essa foi a primeira descricéo de
meningite criptocdccica (apud KWON-CHUNG; BENNETT, 1992). Em 1916, nos Estados
Unidos, Stoddard e Cutler isolaram uma levedura a partir da observacéo de lesdes cutaneas e
celulas do sistema nervoso central, atribuindo-lhe o nome de Torula histolytica (LACAZ et
al., 2002).

Em 1935, Benham concluiu que as leveduras dos géneros Saccharomyces,
Cryptococcus e Torula pertenciam a uma mesma especie: Cryptococcus hominis, com duas
variedades que se distinguem de acordo com a viruléncia e tipos antigénicos (apud KWON-
CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ et al., 2002).
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Em 1950, o termo C. neoformans passou a ser utilizado na literatura médica (apud
CASADEVALL,; PERFECT, 1998).

2.2 Agentes etioldgicos da criptococose

As leveduras do género Cryptococcus sdo globosas ou ovaladas, com diametro que
varia de 3 a 8um e podem apresentar-se com brotamento unico ou multiplo (MORETTI et al.,
2008). Reproduzem-se por brotamento e apresentam capsula formada por polissacarideos,
polimeros da xilose, manose e &cido glucurénico (LEVINSON; JAWETZ, 2005; LACAZ et
al., 2002). O principal constituinte da capsula é a glucuronoxilomanana, que determina 0s
cinco sorotipos existentes (MORETTI et al., 2008).

O ciclo de vida do Cryptococcus foi estabelecido por Kwon-Chung em 1975 através
da identificacdo da forma sexuada ou teleomdrfica (estado perfeito), descrita como
Filobasidiella neoformans (COLOMBO, 2003; KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; LACAZ
et al., 2002).

De acordo com especialistas, ja foram descritas em torno de 39 espécies de
Cryptococcus, sendo consideradas patogénicas apenas as espécies C. neoformans e C. gattii.
Cryptococcus laurentii, C. albidus, C. humicola e C. curvatus s&o consideradas espécies
emergentes, responsaveis por causar desde lesdes cutaneas a fungemia, especialmente em
individuos imunocomprometidos (MORETTI et al., 2008).

A espécie Cryptococcus neoformans era subdividida em duas variedades, baseado em
seus antigenos capsulares: C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii
(KWON-CHUNG; POLACHECK; BENNETT, 1982). Uma outra variedade, C. neoformans
var. grubii (sorotipo A) foi descrita ao se observar diferencas genéticas entre isolados do
sorotipo A (FRANZOT; SALKIN; CASADEVALL, 1999).

Mais recentemente, dados da literatura relatam que as espécies pertencem ao
complexo Cryptococcus neoformans incluindo: C. neoformans, com os sorotipos A, D e AD e
C. gattii, com os sorotipos B e C (KWON-CHUNG; VARMA 2006). Essas espécies diferem
em aspectos bioquimicos, ecoldgicos, antigénicos e genéticos (BENNET; KWON-CHUNG,;
HOWARD, 1977; BENNETT; KWON-CHUNG; THEODORE, 1978; KWON-CHUNG,;
BENNETT, 1992).
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Um novo hibrido (sorotipo AB) foi descrito por Bovers et al., (2008) proveniente de
C. neoformans var. grubii (sorotipo A) x C. gattii (sorotipo B), isolado de um paciente com
Aids da cidade de Montreal, Canada.

Estudos prévios com utilizacdo de técnicas moleculares mostram oito gendétipos de
Cryptococcus: VNI (sorotipo A), VNII (sorotipo A), VNIII (sorotipo AD) e VNIV (sorotipo
D) de C. neoformans e VGI, VGII, VGIII e VGIV (sorotipos B e C) de C. gattii (MEYER et
al., 1999, 2003).

Sé&o conhecidos dois tipos sexuais de Cryptococcus: mating-type o e a. A conjugacao
dessas hifas leva a obtencdo do estado sexuado (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992;
LACAZ et al., 2002). Estudo de Liaw, Wu e Hsueh (2010) com isolados clinicos e ambientais
revelou por meio da técnica de PCR que todos eram positivos para MAT a, sendo este tipo

sexual o0 mais comumente encontrado.

2.3 Ecoepidemiologia da criptococose

A doenca criptocdccica ocorre em humanos, animais domesticos e silvestres. A
transmissdo de animal para humano ou de humano para humano ndo tem sido documentada
(LIN; HEITMAN, 2006).

Anterior a década de 80, a criptococose era descrita no homem e em outros animais de
modo esporadico. Apo6s o0 advento da Aids, 0s casos da micose em humanos passaram a ser
frequentemente registrados em aproximadamente um terco dos pacientes HIV positivos, tendo
como principal agente C. neoformans (LACAZ et al., 2002).

A criptococose ocorre com maior frequéncia em pacientes adultos e do sexo
masculino. A nivel mundial, a incidéncia de criptococose em pacientes com idade inferior a
puberdade é rara (MITCHELL; PERFECT, 1995). Porém, existem publicacbes que mostram
que a criptococose em criancas nas regides norte e nordeste do Brasil ndo é incomum
(FREIRE et al., 2012; MARTINS et al., 2011; SANTOS et al., 2008).

Abadi et al., (1999) relataram prevaléncia de criptococose de 1,4% em populacéo
pediatrica com Aids no periodo de 1985 a 1994, sendo menor que a descrita em individuos
adultos, que é de 6 a 10%.

Nos EUA, os casos de criptococose em pacientes com Aids representam mais de 50%,

cuja principal apresentacdo clinica é a meningite criptococcica (LACAZ et al., 2002). No
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Brasil (1980-2002) foram registrados mais de 215.000 pacientes com Aids; 6% apresentavam
criptococose na época do diagnostico (LEAL et al., 2008).

A criptococose € uma micose sistémica, cosmopolita, com significante morbidade e
mortalidade (PERFECT et al., 2010). Nos paises desenvolvidos, a mortalidade por
criptococose é cerca de 10% a 12%, atingindo 43% em paises em desenvolvimento, enquanto
na Africa subsaariana estd estimada em 50 a 70% (Centers for Disease Control and
Prevention, 2012; MORETTI et al., 2008).

Em pacientes com criptococose, o isolamento de Cryptococcus neoformans de
hemocultivos ocorre em 10 a 30% dos casos. A presenca de Cryptococcus no sangue de
pacientes com meningite criptococcica normalmente esta associada a mal prognéstico (JEAN
et al., 2002; PASQUALOTTO et al., 2004).

Cryptococcus neoformans encontra-se disseminado na natureza em varios substratos
organicos, principalmente em excretas secas de aves, ricas em fontes nitrogenadas (LACAZ et
al., 2002; MORETT!I et al., 2008). Reolon, Perez e Mezzari (2004) estudaram 88 amostras de
excretas de pombos (Columba livia) coletadas em diferentes pracas na cidade de Porto
Alegre, Rio Grande do Sul, e encontraram 100% de positividade para C. neoformans. E
interessante observar que os pombos sdo resistentes a infeccdo criptococcica devido a sua
elevada temperatura corporal interna (41-43°C) e a presenca de componentes endégenos na
microbiota intestinal que inibem sua multiplicacio (CASADEVALL; PERFECT, 1998;
SORRELL; ELLIS, 1997).

Dados da literatura revelam também isolamento de C. neoformans de fontes
ambientais incluindo vegetais, madeira em decomposicdo, produtos lacteos e frutas
(LAZERA et al., 1996; LOPEZ-MARTINEZ; CASTANON-OLIVARES, 1995; SORRELL;
ELLIS, 1997).

Na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Filiu et al., (2002) estudaram 20
amostras de excretas de aves em cativeiro e identificaram C. neoformans, sorotipo A em 50%
delas, comprovando a ocorréncia saprofitica de C. neoformans neste tipo de habitat.

Cryptococcus gattii  foi primeiramente descrito em arvores de Eucalyptus
camaldulensis, causando uma alta incidéncia de infecgdes em aborigenes australianos
expostos (ELLIS; PFEIFFER, 1990). Estudos posteriores mostraram que essa espécie nao tem
associagdo especifica com eucaliptos, pois também pode ser encontrada em outros tipos de
arvores, como por exemplo, Syzygium jambolana (LAZERA; WANKE; NISHIKAWA,
1993), Cassia grandis, Senna multijuga, Ficus microcarpa (LAZERA et al., 1996), Moquilea
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tomentosa no Brasil (LAZERA et al., 1998) e Terminalia catappa na Coldmbia (CALLEJAS
et al., 1998). Costa et al., (2009) descreveram o isolamento concomitante de C. gattii VGII e
C. neoformans VNI colonizando o oco de arvore de Senna siamea.

Classicamente, Cryptococcus neoformans é predominantemente responsavel pela
criptococose oportunista e cosmopolita, que acomete individuos com imunodepressao celular,
enquanto C. gattii, pela criptococose priméaria endémica em regides de clima tropical e
subtropical em individuos aparentemente imunocompetentes (MORETTI et al., 2008).

Estudos prévios mostram que técnicas de biologia molecular sdo consideradas
importantes ferramentas para caracterizar os tipos moleculares e avaliar aspectos clinicos,
epidemioldgicos e genéticos das espécies de Cryptococcus. Entre essas técnicas, as mais
utilizadas sdo: Polymerase Chain Reaction (PCR) fingerprinting utilizando primers
microssatélite (M13) ou minissatélite (GACA)4, (GTG)s especificos, Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) e
cariotipagem eletroforética (BOEKHOUT et al., 1997, 2001; CASALI et al.,, 2003;
FRANZOT et al., 1997; MARTINS et al., 2007; MEYER et al., 1999, 2003; TRILLES et al.,
2008).

A utilizacdo de técnicas moleculares em estudos epidemiolégicos pode auxiliar na
observacdo de mudanca na distribuicdo geografica das espécies. Além disso, podem ser
utilizadas na deteccdo de surtos. A exemplo disso, Kidd et al., (2004) documentou um surto
de criptococose causado por C. gattii, tipo molecular VGII, ocorrido na llha de Vancouver,
Canada, regido de clima temperado. Na investigacdo realizada, foram isolados C. gattii em
amostras ambientais, clinicas e veterinarias. Esse fato serve de alerta para a comunidade
cientifica quanto ao monitoramento da epidemiologia global das espécies de Cryptococcus.

Meyer e Trilles (2010) estudaram a distribuicdo mundial dos oito tipos moleculares
entre 2.755 isolados de Cryptococcus. O tipo molecular VNI (sorotipo A) foi encontrado em
63% das amostras clinicas de humanos e animais e em 41% das amostras ambientais. Os
pesquisadores constataram que esse tipo molecular foi mais prevalente na América Central
(78%), Asia (77%), Africa (72,6%), América do Sul (64%), Europa (45%) e América do
Norte (41%). Na Oceania foi observado predominio de C. gattii, tipo molecular VGI (43%).

Neste estudo, os autores referem que infecgdes causadas pelos tipos moleculares de C.
gattii (20%) sdo menos comuns que as causadas por C. neoformans (80%), corroborando com
estudos prévios (FREIRE et al., 2012; MATOS et al., 2012; TRILLES et al., 2008).



28

2.4 Patogénese da criptococose

A inalacdo de propagulos viaveis do patdégeno provenientes do ambiente ocasiona uma
infeccdo pulmonar primaria frequentemente assintomatica. Apds um periodo de laténcia, pode
ocorrer disseminacdo para sitios extrapulmonares, com especial tropismo pelo sistema
nervoso central, rico em catecolaminas, as quais sdo utilizadas pelo C. neoformans para a
sintese de melanina que parece interferir na sua viruléncia (BICANIC; HARRISON, 2004;
LACAZ et al., 2002).

Com frequéncia, a criptococcemia precede o envolvimento do sistema nervoso central
e pode persistir por um periodo de até 16 semanas, apesar do tratamento (ROZENBAUM,;
GONCALVES, 1994).

InfeccBes de corrente sanguinea e doenca extra-SNC sao frequentes em pacientes com
Aids. Dados da literatura mostram o isolamento do C. neoformans no sangue em pelo menos
50% dos casos de criptococose (COLOMBO, 2003).

Um dos principais mecanismos de patogenicidade da levedura é a producdo da
capsula, que impede a fagocitose (LACAZ et al., 2002). As citocinas secretadas na resposta
imune desencadeiam uma cascata de sinalizacdo responsavel por ativar ou suprimir 0s
mecanismos necessarios para a erradicacao da infec¢do criptocdccica (XIA et al., 2010).

O estado imunol6gico do hospedeiro, a quantidade do indculo e a viruléncia da
levedura infectante sdo fatores relacionados ao curso da criptococose no paciente
(MITCHELL; PERFECT, 1995; TSUJI; BARBABOSA; RIVERA, 2005).

De acordo com estudos prévios, sdo importantes fatores de viruléncia de Cryptococcus
sp.: capacidade de crescimento a 37°C (termotolerancia), producdo de capsula polissacaridica,
sintese de melanina, mating type o, moléculas de ades&o, producdo de enzimas fenoloxidase,
fosfolipase, proteinase, urease e moléculas de transducdo do sinal (CASADEVALL;
PERFECT, 1998, KUROKAWA; SUGIZAKI; PERACOLI, 1998; LIAW, WU, HSUEH,
2010).

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (2012), HIV/Aids, uso
de corticosteroides e outros imunossupressores, transplante de 6rgdo sélido, doencas cardiaca,
pulmonar ou hepatica, diabetes e gravidez sdo as principais condi¢des clinicas de risco para a

infeccéo criptococcica.
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2.5 Apresentacao clinica

As apresentacGes clinicas da criptococose variam de manifestacdes localizadas
autolimitadas a doenca disseminada com faléncia respiratoria e tém relacdo direta com a
condicdo imunolégica do individuo (MORETTI et al., 2008).

Geralmente, uma média de 30 dias decorre entre o inicio dos sintomas e o diagnostico
da doenca (SILVA, 2004). De carater insidioso e subagudo, o quadro clinico do paciente com
criptococose revela cefaléia de intensidade moderada, febre e rara alteracdo do estado mental.
Em pacientes HIV positivos, é necessario um alto indice de suspeita dessa doenca oportunista
(OSUNA et al., 2008).

Em individuos imunocompetentes, a infeccdo é caracterizada como subclinica,
localizada e assintomatica na maioria das vezes, enguanto nos imunodeprimidos,
normalmente ocorre disseminacdo sisttmica (OSUNA et al., 2008).

De forma didatica, baseado em estudos prévios, as apresentacBes clinicas da
criptococose estdo ilustradas na figura 1 (BICANIC; HARRISON, 2004; BIVANCO;
MACHADO; MARTINS, 2006; KWON-CHUNG; BENNET, 1992; PASA; CHANG;
HANS-FILHO, 2012; PINTO JUNIOR et al., 2006; TSUJI, BARBABOSA; RIVERA, 2005).

Figura 1 - Formas de apresentacdo clinica da criptococose

Pulmonar

4 ] Meningoencefalite
Disseminada

Criptococcemia

Cuténea primaria Cuténea secundéria

Colonizacao

Normalmente, a infeccdo pulmonar priméria é assintomatica, uma vez que pode ser
contida com a formacdo de granuloma e até mesmo erradicada (BICANIC; HARRISON,
2004). Em pacientes imunodeprimidos, a infeccdo pulmonar pode variar de assintomatica a
grave (TSUJI, BARBABOSA, RIVERA, 2005).

A forma disseminada da doenca é quando via hematogénica, Cryptococcus atinge
outros sitios do organismo, podendo ser isolado em amostras clinicas de liquido céfalo-
espinhal (meningite ou meningoencefalite), sangue (criptococcemia), pele (forma cutanea
secundaria) e urina (PINTO JUNIOR et al., 2006; TSUJI, BARBABOSA, RIVERA, 2005).



30

A apresentacdo clinica mais frequente é a meningoencefalite (BICANIC; HARRISON,
2004; ROZENBAUM; GONGALVES, 1994). Na primeira década de vida, a
neurocriptococose € rara e quase sempre esta relacionada a desnutricdo (LACAZ et al., 2002).
E imprescindivel que em todos os pacientes com envolvimento pulmonar por Cryptococcus
spp. seja investigada doenca disseminada com possivel presenca do fungo no sistema nervoso
central (MORETTI et al., 2008). A meningite criptococcica pode se manifestar através de
febre prolongada em individuos imunossuprimidos, em especial nos estagios mais avancados
da Aids (SILVA, 2004).

Oliveira et al., (2006) estudaram as doencas neuroldgicas em pacientes com HIV/Aids
cuja maioria estava em uso da terapia antiretroviral altamente ativa (HAART) em Belo
Horizonte, Minas Gerais, e identificaram a meningite criptocdccica como a segunda doenca
neuroldgica mais prevalente nesse grupo de pacientes, sendo a toxoplasmose a mais comum.

Nas infeccbes por C. gattii, as sequelas neuroldgicas sdo mais graves devido a
formacéo de granulomas no SNC (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006a).

Criptococcemia ocorre com frequéncia em pacientes HIV positivos que apresentam
disseminacdo da infeccéo criptococcica (PERFECT et al., 2010).

Moreira et al., (2006) realizaram um estudo prospectivo em 96 pacientes com
diagndstico de criptococose, no qual a fungemia foi a segunda manifestacdo clinica mais
descrita com 13,5% dos casos.

Jean et al., (2002) estudaram 52 pacientes com diagndstico de criptococcemia e quanto
as manifestacdes clinicas, 81% dos pacientes tiveram sepse. Dezoito (34,6%) apresentaram
cefaléia, vomito, alteracdo da consciéncia, rigidez de nuca e convulsées.

A forma cutanea primaria € observada quando ocorre inoculagdo traumaética na pele
(BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006; PASA; CHANG; HANS-FILHO, 2012).
Existem ainda os casos de colonizacdo, em que o paciente pode apresentar amostras
respiratdrias positivas para Cryptococcus e outras amostras clinicas, como sangue, liquor e
urina negativas, sem sintomatologia (KWON-CHUNG; BENNET, 1992; PINTO JUNIOR et
al., 2006).

A prostata pode ser um importante reservatério para Cryptococcus e pode ser causa de
recidivas em pacientes tratados (CHANG et al., 2008; TSUJI, BARBABOSA, RIVERA,
2005).
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Em suma, criptococose se manifesta com variados quadros clinicos. Pelo fato das
manifestacdes clinicas serem inespecificas, o agravo da doenca é muitas vezes consequéncia
do atraso no diagnostico (PINTO JUNIOR et al., 2006).

2.6 Diagnostico laboratorial

Os principais sitios de importancia no diagnostico da criptococose sdo 0s pulmdes,
SNC, pele, prostata e olhos (MITCHELL; PERFECT, 1995).

Em pacientes com HIV, a doenga geralmente ocorre naqueles com contagem de
linfocitos T CD4™ menor que 100 céls./uL (COLOMBO, 2003).

O diagnéstico laboratorial da criptococose pode ser realizado por meio da microscopia
direta, onde a levedura é visualizada em fundo preto, envolta em uma céapsula ndo corada,
apo6s preparacdo do liquido céfalo-espinhal (LCE) com tinta nanquim (tinta da China)
(LEVINSON; JAWETZ, 2005). O exame micoldgico direto com a tinta nanquim € positivo
em 70 a 90% dos pacientes com Aids, enquanto nos pacientes sem Aids a positividade é de
aproximadamente 50% (BICANIC; HARRISON, 2004).

Nos casos de doenca disseminada e fungemia, que ocorre em até um quarto dos casos
de meningoencefalite, o diagnostico é feito através da detec¢do do fungo em hemocultura
(MORETTI et al., 2008).

A partir de variadas amostras clinicas, como por exemplo, liquor, sangue e urina, 0
fungo pode ser cultivado em meios com auséncia de cicloheximida, como o agar sangue, agar
sabouraud dextrose (ASD) e agar infusdo de cérebro-coracdo. Nesses, observam-se col6nias
lisas e mucdides de cor branca a creme, ap0s 48 a 72 horas de incubacdo a temperatura de 25
a 37°C (COLOMBO, 2003; MORETTI et al., 2008).

A cultura em agar niger mostra colénias marrons caracteristicas devido a sintese de
melanina pelas espécies C. neoformans e C. gattii que produzem a enzima fenoloxidase capaz
de oxidar substancias fenélicas do meio (LACAZ et al., 2002; MORETT] et al., 2008).

No meio de L-Canavanina, Glicina e Azul de Bromotimol (CGB), C. gattii utiliza a
glicina como fonte de carbono, modificando a coloracdo do meio para azul cobalto, o que
permite sua discriminacdo da espécie C. neoformans (KWON-CHUNG; POLACHECK;
BENNETT, 1982).

O diagnéstico laboratorial da criptococose também pode ser feito por testes

soroldgicos. O antigeno capsular polissacarideo é detectado em amostras de liquor ou soro
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através da aglutinacdo em latex com anticorpos monoclonais disponibilizada em Kits
comerciais (BICANIC; HARRISON, 2004; MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2006a).
Trata-se de um método simples, rapido e de elevadas sensibilidade e especificidade, com
positividade em mais de 90% dos casos de meningite criptocéccica (MORETT] et al., 2008).

As técnicas de biologia molecular sdo ferramentas disponiveis em laboratérios
especializados que permitem uma melhor diferenciacdo das espécies de Cryptococcus e tém
sido utilizadas em estudos epidemioldgicos. Acredita-se que a ampliacdo dos conhecimentos a
respeito da patogenicidade das diferentes espécies de Cryptococcus possa contribuir com
novas perspectivas no tratamento das infecgdes fungicas, possibilitando a diferenciacao entre
recidivas e novas infecgdes (CASALI et al., 2001).

2.7 Antifangicos e Tratamento

Para o tratamento da criptococose tem sido recomendada a anfotericina B e suas
formulacg6es lipidicas e triazolicos.

De acordo com estudos prévios, a principal droga antifingica utilizada com sucesso no
tratamento de todas as formas clinicas da criptococose é a anfotericina B, sendo considerada
fungicida no combate a maioria dos fungos (COLOMBO, 2003; MITCHELL; PERFECT,
1995; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006b).

A anfotericina B pertence ao grupo dos polienos e ndo € absorvida pelas vias
intramuscular ou oral devido sua baixa solubilidade em &gua. A anfotericina B desoxicolato é
a formulagdo convencional, administrada intravenosamente (MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2006b).

As formulacgbes lipidicas sdo recomendadas principalmente nos casos em que nao ha
resposta ao tratamento com anfotericina B desoxicolato ou em pacientes com insuficiéncia
renal, devido a nefrotoxicidade (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006b).

A partir dos dados de seu estudo, Yuchong et al., (2012) observaram que a injecao
intratecal de anfotericina B é uma terapia que além de aumentar significativamente a
concentracdo da droga no liquido céfalo-espinhal também reduz a pressao intracraniana.

Pacientes sensiveis a anfotericina B podem apresentar reacfes adversas como mialgia,
insuficiéncia renal e hipocalemia, que desaparecem ao suspender o tratamento com tal
antifingico (TSUJI, BARBABOSA, RIVERA, 2006).
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O grupo dos triazbis possui atividade sistémica e dele fazem parte os antifingicos
fluconazol, itraconazol e voriconazol. De modo geral, os azbis exercem atividade fungistatica
contra leveduras (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006b).

O fluconazol, triazol de primeira geracdo, tem excelente biodisponibilidade oral e
baixa toxicidade. E soltivel em agua e pode ser administrado via intravenosa ou oral. Exerce
funcdo importante no tratamento de micoses como candidiase, criptococose e
coccidioidomicose por ser de facil administracdo e pouco toxico (MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2006b).

Em pacientes com Aids, o fluconazol é utilizado no tratamento da meningite
criptococcica a longo prazo (LEVINSON; JAWETZ, 2005). A emergéncia de resisténcia do
Cryptococcus ao fluconazol (CIM > 64ug/mL) e ao itraconazol (CIM > 0,5ug/mL) pode ser
atribuida ao uso prolongado de fluconazol nos casos de meningite criptococcica em pacientes
com Aids durante a terapia de manutencdo (MORETTI et al., 2008).

O itraconazol é um triazol lipofilico que possui amplo espectro de atividade
antifingica, com apresentacdo oral e intravenosa. Em pacientes com meningite criptococcica
tem sido usado como terapia de manutencdo (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006b).

O voriconazol ¢ um triazol com amplo espectro de atividade antifingica e pode ser
administrado pelas vias oral ou intravenosa. Tem excelente penetracdo no sistema nervoso
central e em outros tecidos (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006b).

A 5-fluorocitosina é utilizada em associacdo com a anfotericina B para o tratamento de
meningite criptococcica e ndo isoladamente, a fim de se evitar o surgimento de cepas
resistentes. O fluconazol e o itraconazol podem ser utilizados como alternativas de tratamento
(COLOMBO, 2003).

De acordo com especialistas a terapia antifingica consiste de trés fases: inducao,
consolidacdo e manutencdo (MORETTI et al., 2008; PERFECT et al., 2010).

O objetivo da primeira fase é reduzir de forma efetiva ou até mesmo erradicar a carga
fangica, com tratamento realizado em pelo menos duas semanas. A segunda fase, realizada
em tempo minimo de oito semanas, visa manter a negatividade fungica, além de normalizar
parametros clinico-laboratoriais. A terceira fase é realizada por periodo minimo de um ano
devido ao elevado risco de recidiva, principalmente em pacientes com Aids com CD4 < 100
células/mm?® (MORETT!I et al., 2008).
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Pacientes com criptococcemia ou infeccdo disseminada séo tratados da mesma forma
que pacientes com infeccdo do sistema nervoso central, durante um periodo de 12 meses
(PERFECT et al., 2010).

Quando a CIM torna-se superior a quatro vezes nos isolados posteriores em
comparacdo ao primeiro isolado, o recomendado € a troca do esquema antifingico, pois esse
fato sugere falha terapéutica devido ao desenvolvimento de resisténcia antifingica
(MORETTI et al., 2008).

Para avaliar a suscetibilidade antifingica de leveduras recomendam-se métodos que
utilizam a técnica de microdiluicdo em caldo. S&0 comumente utilizados os documentos
padronizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), anteriormente
denominado National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) e pelo
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

Na literatura, ha relatos de isolados da espécie C. gattii que apresentaram valores de
CIM mais elevados que a especie C. neoformans frente a alguns antifungicos (FERNANDES
etal., 2003; TRILLES et al., 2004).

Em pacientes que utilizam antifungicos sistémicos a longo prazo, especialmente
aqueles com Aids, podem ser reconhecidos casos de recidivas de criptococose através do
acompanhamento do perfil de suscetibilidade da amostra, o qual pode apresentar menor
sensibilidade ao antifungico empregado na fase de manutencdo (COLOMBO, 2003).

Enfim, é consenso que o0 sucesso no tratamento do paciente com criptococose depende
do controle da imunidade do hospedeiro, do sitio de infec¢do, da toxicidade da droga

antifungica e das doencas de base associadas (PERFECT et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar as caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com criptococcemia
atendidos em um hospital publico de Campo Grande-MS.

3.2 Objetivos especificos

Para cumprir o objetivo geral, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

a) descrever o quadro clinico-laboratorial de pacientes que apresentaram
criptococcemia, relacionando com as variaveis de interesse;

b) identificar o tipo molecular das espécies de Cryptococcus responsaveis pelos
casos de criptococcemia;

c) determinar a suscetibilidade antifingica in vitro das leveduras.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de pesquisa

Pesquisa do tipo descritiva seccional.

4.2 Local e periodo da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Pesquisas Microbiologicas e no
Laboratorio de Biologia Molecular e Culturas Celulares da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, com amostras de pacientes atendidos no Hospital Universitario Maria
Aparecida Pedrossian e no Hospital Dia Professora Esterina Corsini da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (HU/UFMS), na cidade de Campo Grande-MS, no periodo de julho de
1998 a julho de 2012.

O HU/UFMS ¢é um hospital publico terciario, de 255 leitos e, por se tratar de um
centro de referéncia no diagnostico e tratamento de doencas infecciosas e parasitarias, atende

pacientes encaminhados de varias regides do interior do estado.

4.3 Sujeitos da pesquisa

A populacédo do estudo foi composta por pacientes com criptococcemia diagnosticados
laboratorialmente por meio do isolamento de C. neoformans ou C. gattii em hemoculturas no
periodo proposto. Considerou-se apenas a primeira hemocultura positiva de cada paciente

para a realizacdo dos experimentos.

4.4 Procedimentos para coleta de dados

Os pacientes foram selecionados a partir da consulta ao livro de registro de exames do
Laboratorio de Micologia do Hospital Universitario.

Foram coletados dados demograficos, epidemioldgicos e clinicos nos prontuarios
médicos. Resultados de exames laboratoriais foram obtidos do sistema de informacdo do
Laboratdrio de Andlises Clinicas do Hospital Universitario. As informagdes foram registradas

em um formulario especifico (Apéndice A).
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4.4.1 Dados clinicos e laboratoriais

Os dados clinicos e laboratoriais incluem:

a)

b)

c)

d)

f)
9)

h)

)

dados demograficos: sexo, idade, naturalidade, procedéncia, area e profissdo/ocupacao
habitual,

antecedentes: transplantes, uso de drogas imunossupressoras, quimioterapia, entre
outros;

manifestacdes clinicas: sinais e sintomas relatados no prontuario, na época do
diagndstico;

doengas de base: Aids, diabetes mellitus, neoplasia, entre outras, conforme relato
médico e/ou resultados de exames laboratoriais;

coinfeccdes: outras infecgdes descritas no prontuario e/ou que tenham sido
evidenciadas por exames laboratoriais como HIV, histoplasmose, toxoplasmose,
candidiase oral, hepatite, citomegalovirose, tuberculose, pneumocistose;

contagem de células CD4 e carga viral em pacientes HIV positivos;

culturas positivas para Cryptococcus sp. provenientes de outras amostras clinicas na
época da hemocultura positiva;

antifungicos administrados para o tratamento;

exames complementares: hemograma, parametros liqudricos e exames de imagem;

evolucdo clinica: alta hospitalar ou ébito e periodo de internacao.

4.4.2 Critérios e consideracdes para interpretacdo dos dados

Episodio de criptococcemia foi considerado quando pelo menos uma hemocultura foi

positiva para Cryptococcus sp. na presenca de sinais e sintomas de infeccdo de corrente

sanguinea, independente do isolamento da levedura em outros sitios.

Na interpretacdo do hemograma considerou-se anemia quando a concentracdo de

hemoglobina foi inferior a 13g/dL no homem adulto, 12g/dL na mulher adulta e 12g/dL em

criangas entre 6 e 14 anos de idade. Foram ainda consideradas leucopenia (leucocitos <

4.000), leucocitose (leucécitos > 11.000) e plaquetopenia quando plagquetas < 100.000
(ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2004).
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4.5 Caracterizacao laboratorial

4.5.1 Amostras

Foram estudados Cryptococcus spp. isolados de hemoculturas encaminhadas ao
laboratério de micologia do Hospital Universitario da UFMS a pedido médico para fins
diagnosticos e tratamento dos pacientes com suspeita de infeccéo.

A identificacdo das leveduras foi realizada por meio de técnicas convencionais como
agar niger (Figura 2) e meio de canavanina-glicina-azul de bromotimol - CGB (Figura 3), e
sistema automatizado Vitek 2 (bioMérieux, Franga).

Figura 2 - Colbnias marrons Figura 3 - Meio de CGB: A. positivo
caracteristicas do complexo C. (azul, C. gattii). B. negativo (verde,
neoformans em agar niger C. neoformans)

Fonte: Tsujisaki (2012) Fonte: Tsujisaki (2012)

Cryptococcus isolados de 1998 a 2010 estavam armazenados em skim milk e glicerol a
-20°C ou em caldo Brain Heart Infusion - BHI (Oxoid, Inglaterra) e glicerol a -20°C.
Durante a realizacdo dos testes, os micro-organismos foram mantidos em tubos de

Agar Sabouraud Dextrose - ASD (Oxoid, Inglaterra) & temperatura de 2-4°C.
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4.5.2 Genotipagem

A tipagem molecular dos Cryptococcus isolados foi baseada na metodologia de Meyer
et al., (2003).

4.5.2.1 Padrdes moleculares

Para interpretar os resultados da PCR-RFLP foi utilizado Cryptococcus neoformans
WM 148 (VNI, sorotipo A), WM 626 (VNII, sorotipo A), WM 628 (VNIII, sorotipo AD),
WM 629 (VNIV, sorotipo D) e Cryptococcus gattii WM 179 (VGI, sorotipo B), WM 178
(VGII, sorotipo B), WM 175 (VGlIII, sorotipo B), WM 779 (VGIV, sorotipo C) (MEYER et
al., 1999, 2003; TRILLES et al., 2008). Esses foram gentilmente cedidos pelo Laboratorio de
Micologia do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (FIOCRUZ/RJ).

4.5.2.2 Extracdo do DNA

Realizou-se a extracdo do DNA segundo Ferrer et al. (2001) com pequenas
modificagdes. Antes de iniciar a extracdo do DNA, as leveduras foram cultivadas em placas
de ASD a 27(x2)°C por 72 horas. Com alcas descartaveis, transferiu-se uma algada das
coldnias para tubos de microcentrifuga de 1,5mL, armazenando-os a -20°C overnight.

Adicionou-se 500uL do tampédo de lise (Apéndice B) e 5uL de 2-mercaptoetanol
(Sigma, EUA) aos microtubos e, ap0s agitar vigorosamente em vortex, foram incubados a
65°C em banho seco durante 1 hora, com nova homogeneizacao em vértex a cada 30 minutos.

O lisado foi extraido com a adicdo de 500uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1, viviv) (Sigma, EUA) seguido de agitacdo em vortex para se obter uma suspensédo
homogénea.

Apos a centrifugacdo dos tubos a 16.110xg durante 20 minutos, transferiu-se a fase
aquosa superior para outro tubo de 1,5mL, onde foi adicionado igual volume de isopropanol
(Synth, Brasil) seguido de delicada homogeneizagéo.

Para a precipitacdo do DNA com melhor rendimento, os tubos foram armazenados a -
20°C overnight.

Os tubos foram centrifugados a 4°C a 15.000xg durante 15 minutos. Apds descartar o

sobrenadante, o pellet de DNA foi lavado com 500uL de etanol a 70% a fim de retirar as
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impurezas remanescentes. Os tubos foram centrifugados a 4°C a 10.000xg durante 5 minutos.
O sobrenadante foi mais uma vez descartado, repetindo-se trés vezes este processo de

lavagem.
Apds o ultimo descarte, os tubos foram dispostos em estufa a 50°C para secagem do

pellet. O DNA precipitado foi ressuspendido com a adi¢do de 100uL de dgua milli-Q estéril e
aquecido em banho seco a 65°C durante 15 minutos, seguido de armazenamento a -20°C.

A figura 4 resume o processo de extracdo do DNA.

Figura 4 - Desenho esquematico da extracdo de DNA de Cryptococcus spp

]

ASD 25°C/72h
500uL tampao de lise 500puL fenol:cloroférmio:
e 5uL R-mercaptoetanol alcool isoamilico
~ 20°c | banhoseco | centrifugar
o —_
ovemight 65°C/1h ] 16.110xg/20min
transferir
lavar
500uL etanol 70% sobrenadante
centrifugar .
4°C/10.000xg 5min isopropanol
3x \
H "~ centrifugar | —
4+— 4+— et
4°C/15.000xg ' '20"_C
: 15min overnight
desprezar
sobrenadante

100pL agua milli-Q estéril

!

‘ ‘* banho seco amaz_zr(';g' Siilo
secar /' 65°C/15mi ‘
min

—

Fonte: Adaptado de Pasa (2011)
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4.5.2.3 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) - URA5

A reacdo de polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricdo do gene URA5 foi

realizada de acordo com Meyer et al. (2003), com pequenas modificaces.

4.5.2.3.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo de amplificacdo do gene URA5 foi realizada com volume final de 25uL,
sendo 24pL de mix e 1pL de DNA total (Figura 5).

Como controle positivo utilizou-se uma cepa padrdo molecular de Cryptococcus
neoformans WM 148 (sorotipo A, VNI). Como controle negativo pipetou-se 1uL de agua

milli-Q estéril no lugar do DNA.

Figura 5 - Reagentes que compdem o mix da reacdo de PCR com seus respectivos volumes e

concentragoes
Componente Volume (uL) Concentracdo
Agua milli-Q estéril 19,15 -
Tampdo PCR 10X 2,5 1X
dNTPs 10mM (Biotools, Espanha) 0,5 0,2mM
Cloreto de magnésio (MgCl,) 50mM 0,75 1,5mM
Primer URA5 10pmol* (IDT, EUA) 0,5 0,2pmol
Primer SJO1 10pmol* (IDT, EUA) 0,5 0,2pmol
Platinum Tag DNA polimerase 500U (Invitrogen, EUA) 0,1 0,5U
DNA total 1,0 -
Volume final 25 -
*Primers URAS 5 ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG 3%) e sJo1 5

TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC 3°).

As reacOes de amplificacdo em termociclador (BIOER XP Cycler, China) ocorreram
ajustadas as seguintes condi¢des: um ciclo a 94°C durante 2 minutos para a desnaturacao
inicial, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 55,7°C durante 1
minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos, seguido de um ciclo de extenséo final a 72°C durante

10 minutos.

4.5.2.3.2 Eletroforese do produto da PCR

Aplicou-se o produto da PCR em gel de agarose (Promega, EUA) a 1,4%. A
eletroforese foi realizada com tampdo de corrida TBE 1X (Apéndice B) utilizando a fonte
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(300STD, GSR) a 100V, 400mA e 90W durante 1 hora e 30 minutos. O gel foi corado com
GelRed™ (Biotium, EUA) e as bandas do gene URA5 (= 750bp) amplificadas foram

visualizadas em transiluminador sob a luz UV.

4.5.2.3.3 Reacao de polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricdo (RFLP)

Preparou-se um master mix sob refrigeracdo para a reacdo de RFLP, totalizando 2,5uL

de reagéo por amostra (Figura 6).

Figura 6 - Reagentes da reacdo de RFLP com seus respectivos volumes

Componente Volume (uL)
Tampéo NeBH 1,5
Albumina BSA 0,15
Enzima Hhal 20.000U/mL (New England Biolabs, EUA) 0,2
Enzima Sau961 5.000U/mL (New England Biolabs, EUA) 0,35
Agua milli-Q estéril 0,3
Volume final 2,5

Nesta reacdo foram empregadas duas enzimas de restricdo: Hhal e Sau96l,
encarregadas de realizar a digestdo do DNA amplificado, ou seja, cortar 0 DNA em sitios
especificos, originando fragmentos. A reacdo de RFLP ocorreu sob incubagdo a 37°C em
termociclador (BIOER XP Cycler, China) durante 3 horas, ap6s a adi¢do de 2,5uL do mix aos
17uL de produto da PCR.

4.5.2.3.4 Eletroforese do RFLP

Os fragmentos de DNA gerados pela reacdo de RFLP foram aplicados em gel de
agarose (Promega, EUA) a 2,0%. A eletroforese para a separacdo das bandas foi realizada
com tampdo de corrida TBE 1X (Apéndice B) utilizando a fonte (300STD, GSR) a 100V,
400mA e 90W durante 3 horas.

O gel foi corado com GelRed™

(Biotium, EUA) e as bandas separadas foram
visualizadas em transiluminador sob a luz UV.

A analise das bandas obtidas foi realizada mediante a comparagdo visual com as
bandas dos oito padrdes moleculares de referéncia, permitindo a identificacdo do gendtipo de

cada amostra de Cryptococcus.
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4.5.3 Suscetibilidade antiflingica in vitro

As colbnias de Cryptococcus foram isoladas em agar niger, repicadas em ASD e
incubadas a 35(+£1)°C por 48h para a realizacdo do antifungigrama.

Para a determinagdo da suscetibilidade antifingica, realizou-se a técnica de
microdiluicdo em caldo descrita no documento M27-A3, padronizada pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI (2008).

4.5.3.1 Farmacos antiflingicos

Anfotericina B - AMB (Sigma, EUA), fluconazol - FLC (Sigma, EUA), itraconazol -
ITC (Sigma, EUA) e voriconazol - VRC (Pfizer, EUA) foram pesados em balanca analitica
calibrada. A poténcia de cada substancia foi empregada conforme descrito pelo fabricante:
anfotericina B (800ug/mg), fluconazol (980ug/mg), itraconazol (980ug/mg) e voriconazol
(970pg/mg). Para calcular o volume de solvente necessario a fim de se obter a concentracao

desejada das solugbes dos antifungicos, aplicou-se a férmula recomendada pelo CLSI:

Peso (mg) x Poténcia da substincia (ng/mg)

Vol. (mL) =
(mL) Concentracdo (pg/mL)

4.5.3.2 Preparo das solucdes estoque (solucdes padréo ou solugdes-mae)

Os farmacos anfotericina B, itraconazol e voriconazol foram dissolvidos em
dimetilsulféxido - DMSO (Sigma, EUA) na concentracdo de 1600ug/mL e fluconazol em
agua milli-Q esteéril na concentracdo de 5120ug/mL.

Apbs a completa solubilizacdo, as solucBes-méde foram aliquotadas em tubos
criogénicos e armazenadas a -20°C por um periodo de até seis meses para posterior utilizacéo,
sem perda significativa da atividade antifungica. Por ser fotossensivel, a AMB foi protegida

da luz durante todo o procedimento.
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4.5.3.3 Diluigdes dos agentes antifingicos e preparo das microplacas

A partir da solucdo-mae de cada antifingico, realizou-se uma sequéncia de dilui¢des
em DMSO. Em seguida fez-se uma diluigcdo de 1:100 dos farmacos anfotericina B, itraconazol
e voriconazol utilizando meio RPMI 1640 (com glutamina, sem antimicético, antibidtico e
bicarbonato, pH estabilizado em 7,0 e MOPS a 0,165mM; Vitrocell, Brasil). As dilui¢des do
fluconazol foram realizadas em meio RPMI 1640, com diluicdo final de 1:10.

Para a diluicdo dos farmacos AMB, ITC e VRC foram numerados dez tubos de ensaio
grandes (15x150mm) de 1 a 10 e nove tubos de ensaio pequenos (15x100mm) de 2 a 10. O
meio RPMI 1640 foi pipetado nos tubos grandes e 0 DMSO nos tubos pequenos.

Partindo da solucdo estoque 1600ug/mL foram transferidos 0,5mL para os tubos 2, 3 e
4 contendo DMSO. Transferiu-se 0,5mL do tubo 4 para os tubos 5, 6 e 7 e 0,5mL do tubo 7
para os tubos 8, 9 e 10. Cada transferéncia de volume de um tubo para outro foi precedida de
homogeneizacdo em vortex.

Apbs essas diluicdes, foram transferidos 0,1mL de cada tubo (2 a 10) para os tubos de
ensaio com 9,9mL de RPMI 1640, sendo pipetado 0,1mL da solucdo estoque 1600ug/mL no
tubo 1. Dessa forma obteve-se uma diluicdo final de 1:100. As concentracGes finais dos
antifungicos anfotericina B, itraconazol e voriconazol nos tubos de 1 a 10 variaram de 16 a
0,03ug/mL, respectivamente. A figura 7 ilustra os procedimentos realizados.
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Figura 7 - Desenho esquematico das diluicdes dos farmacos anfotericina B, itraconazol e
voriconazol

solugéo estoque
1600 pg/mL

0,5 m:/ 0.5 mL l Y‘s mL

0,5mL 1,5mL 3,5mL
DMSO DMSO DMSO
800 ug/mL 400 pg/mL 200 pg/mL

0,5 m/ 0,5mL l N: mL

(6]
0,5 mL 1,5 mL 3,5mL
DMSO DMSO DMSO
100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL

o,sy 05 le Ys mL

(o]
0,5 mL 1,5 mL 3,5mL
DMSO DMSO DMSO
12,5 pg/mL 6,25 ug/mL 3,13 ug/mL

2] (3] 4] (5] (6] 9]
0,1 le 01mL| o01mL o1le o1mL| 01mL o1le 0,1 le 0,1 le 0,1 le
(9]
g,g mL 9'9 mL 9,9 mL 9,9 mL 9,9mL 9,9 mL 9,9 mL  99mL  99mL  99mL
RPMI  RPMI  RPMI  RPMI RPMI  RPMI  RPMI RPMI RPMI RPMI

16 ug/mL 8 pg/mL 4 pg/mL 2 pg/mL 1 pg/mL 0,5 pg/mL 0,25 pg/mL 0,125 pg/mL 0,06 pg/mL 0,03 pg/mL

Fonte: Adaptado de Pasa (2011)
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As diluicdes do fluconazol foram preparadas de forma semelhante as dos demais
farmacos. Numeraram-se dez tubos de ensaio grandes (15x150mm) e dez pequenos
(15x100mm) de 1 a 10. O meio RPMI 1640 foi pipetado nos tubos grandes e pequenos.

Partindo da solugdo estoque 5120pg/mL foram transferidos 1,0mL para os tubos
pequenos 1 e 2 contendo RPMI 1640. Transferiu-se 1,0mL do tubo 2 para os tubos 3 e 4,
1,0mL do tubo 4 para o tubo 5 e 0,5mL para os tubos 6 e 7, 1,0mL do tubo 7 para o tubo 8 e
0,5mL para os tubos 9 e 10.

Ap0s o término das diluicdes, foram transferidos 1,0mL de cada tubo pequeno (1 a 10)
para os tubos de ensaio com 9,0mL de RPMI 1640, obtendo-se uma dilui¢do final de 1:10. As
concentragOes finais do fluconazol nos tubos de 1 a 10 variaram de 128 a 0,25ug/mL,

respectivamente (Figura 8).
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Figura 8 - Desenho esquematico das dilui¢des do farmaco fluconazol
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Fonte: Adaptado de Pasa (2011)
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Com pipeta multicanal, 100pL de cada antifungico diluido foi distribuido em
microplacas com 96 orificios de fundo chato nas colunas de 2 a 11. O antifingico do tubo 10
foi adicionado na coluna 11, o do tubo 9 na coluna 10 e assim sucessivamente, da solucéo
mais diluida para a mais concentrada. Os orificios das colunas 1 e 12 permaneceram vazios,
pois foram utilizados para os controles de esterilidade e de crescimento, respectivamente
(Figura 9).

As placas foram cobertas com Parafilm® e estocadas a -20°C por um periodo de até
seis meses. Utilizou-se papel aluminio para encobrir as placas de anfotericina B devido a

fotossensibilidade.

Figura 9 - Desenho esquematico da distribuicdo dos farmacos diluidos nas microplacas
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Fonte: Adaptado de Pasa (2011)
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4.5.3.4 Preparo do indculo e distribuicdo nas microplacas

A partir do crescimento de Cryptococcus em ASD a 35°C por 48 horas, com a alca
descartavel, preparou-se a suspensdo do inéculo em tubos de ensaio com 5mL de salina estéril
(NaCl a 0,85%).

Apbs homogeneizacdo em vortex, ajustou-se a densidade celular (1 x 10°a 5 x 10°
células/mL) com base na turbidez da escala 0,5 de Mc Farland e com o auxilio de um cartdo
de Wickerhan.

Em seguida, transferiu-se 100uL da suspensdo do inoculo para um tubo de ensaio
contendo 4,9mL do meio RPMI (diluicdo 1:50). Na sequéncia, transferiu-se 500uL dessa
diluicdo para um novo tubo com 9,5mL de RPMI 1640 (diluicdo 1:20). A transferéncia de
volumes de um tubo para outro foi precedida de homogeneizacdo em vortex.

Com pipeta multicanal, distribuiram-se os indculos homogeneizados nas linhas das
microplacas, colunas 2 a 12, na quantidade de 100uL por orificio (diluicdo 1:2), obtendo-se
uma concentragéo final do inéculo de 5,0 x 10%a 2,5 x 10° células/mL.

Sendo assim, as concentrag¢fes finais dos antifingicos nas colunas 2 a 12 das
microplacas variaram de 64 a 0,125ug/mL para o fluconazol e 8 a 0,015ug/mL para os demais
farmacos. Cada amostra foi adicionada em duas linhas sucessivas (testes em duplicata),
totalizando trés amostras por placa de antifungico (Figura 10).
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Figura 10 - Desenho esquematico das distribui¢cdes do indculo, dos controles de crescimento e
de esterilidade e das cepas ATCC do controle de qualidade, nas microplacas
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1. Candida parapsilosis ATCC 22019
2. Candida krusei ATCC 6258

Fonte: Adaptado de Pasa (2011)
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4.5.3.5 Controle de qualidade

A fim de assegurar a reprodutibilidade dos testes, Candida parapsilosis (ATCC
22019) e Candida krusei (ATCC 6258) foram utilizadas como controle de qualidade. Essas
cepas foram distribuidas nas duas Gltimas linhas de cada microplaca contendo os antifingicos
(Figura 10).

Na coluna 1 (controle negativo - CN ou controle de esterilidade - CE) pipetou-se
apenas 200pL do meio RPMI 1640, enquanto na coluna 12 (controle positivo - CP ou controle
de crescimento - CC) distribuiu-se 100uL de RPMI 1640 e 100pL do indculo, possibilitando
assim o crescimento total da levedura devido a auséncia de fArmaco antifingico (Figura 10).

4.5.3.6 Incubacdo das microplacas, leitura e interpretacdo dos testes

As microplacas foram incubadas a 35°C por 48 a 72 horas. A leitura da concentragao
inibitéria minima (CIM) em pg/mL preconizada pelo CLSI é visual, realizada mediante
comparacgdo do crescimento fungico em cada orificio com o da coluna 12 (CC) para os azéis,
pontuando-se conforme a escala: 4 = nenhuma reducéo do crescimento, 3 = ligeira reducao do
crescimento, 2 = reducdo proeminente do crescimento, 1 = crescimento indefinido, 0 =
opticamente claro e limpido.

Em relacdo a anfotericina B (fungicida), a CIM foi considerada como a menor
concentracdo do farmaco que inibiu 100% do crescimento da levedura, enquanto para 0s azois
(agentes fungistaticos) foi considerada a menor concentracdo do antifingico que reduziu em
50% o crescimento do fungo.

Calculou-se a menor concentracdo do antifingico capaz de inibir o crescimento de
50% (MICsp) e 90% (MICy) dos isolados.

O documento M27-S3 (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008) estabeleceu
intervalos de CIM para as cepas ATCC utilizadas como controle de qualidade (Figura 11).
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Figura 11 - Valores de concentracdo inibitoria minima para as cepas ATCC utilizadas como
controle de qualidade

CIM (pg/mL)

Droga Tempo de C.parapsilosis C.krusei
antifungica  incubacéo (horas) (ATC 22019) (ATCC 6258)
Fluconazol 0,5-4,0 8,0-64
Itraconazol 24 0,12-0,5 0,12-1,0
Voriconazol 0,016-0,12 0,06-0,5

Anfotericina B 0,25-2,0 0,5-2,0
Fluconazol 1,0-4,0 16-128
Itraconazol 48 0,12-0,5 0,25-1,0

Voriconazol 0,03-0,25 0,12-1,0
Anfotericina B 0,5-4,0 1,0-4,0

Fonte: Clinical and Laboratory Standards Institute (2008) - M27-S3

A classificacdo das leveduras como “sensivel” ou “resistente” frente as concentracdes
dos antifungicos testadas baseia-se na comparagdo com os breakpoints sugeridos na literatura
e utilizados por outros pesquisadores, uma vez que o CLSI ndo definiu valores de referéncia
para as leveduras do género Cryptococcus.

Na interpretacdo da suscetibilidade antifingica foram consideradas resistentes as
leveduras que apresentaram para fluconazol CIM > 16pg/mL (ALLER et al., 2000), para
itraconazol e voriconazol CIM > 1ug/mL (SOUZA et al., 2005) ¢ para anfotericina B CIM >
2ug/mL (LOZANO-CHIU et al., 1998; SOUZA et al., 2005).

4.6 Organizacdo e anélise dos dados

Apbs a devida organizacdo, os dados coletados foram submetidos a andlise estatistica
por meio dos programas Epi Info™ versdo 3.5.1 (Centers for Disease Control and
Prevention, 2008) e BioEstat® versdo 5.3 (Ayres et al., 2007).

4.7 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFMS
sob o protocolo n.° 2163 no ano de 2011 (Anexo A).
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5 RESULTADOS

No periodo de quatorze anos (julho de 1998 a julho de 2012), criptococcemia foi
diagnosticada por critérios laboratoriais em 48 pacientes, 35 (72,9%) do sexo masculino e 13
(27,1%) do sexo feminino. A idade dos pacientes variou de 10 a 90 anos, com mediana de 40
anos. Somente uma criancga teve diagnostico de criptococcemia. Os mais atingidos foram os
da faixa etaria de 35 a 49 anos (31,3%).

Os dados demogréficos dos pacientes incluidos no estudo estéo ilustrados na tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos pacientes com criptococcemia segundo dados demograficos,
HU/UFMS - julho 1998-2012 (n = 48)

Dados demogréficos N.° %
Sexo
Masculino 35 72,9
Feminino 13 27,1

Faixa etaria (anos)

10a12 1 2,1
13a24 4 8,3
25a34 13 27,1
35a49 15 31,3
50 a 64 8 16,7
> 65 7 14,6
Naturalidade
Mato Grosso do Sul 33 68,7
Outros estados 13 27,1
Sem informacéo 2 4,2

Procedéncia

Campo Grande 30 62,5

Interior de Mato Grosso do Sul 18 375
Zona

Urbana 42 87,5

Rural 6 125

Trinta e trés (68,7%) eram naturais de Mato Grosso do Sul e 13 (27,1%) de outros
estados brasileiros: Sdo Paulo (n = 3), Minas Gerais, Pernambuco (n = 2), Alagoas, Ceara,
Mato Grosso, Parana, Rio Grande do Sul e Sergipe (n = 1). Quanto a procedéncia, 30 (62,5%)

residiam na capital e 18 (37,5%) em cidades do interior do estado: Bandeirantes, Sidrolandia
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(n = 2), Aquidauana, Bataguassu, Chapaddo do Sul, Corguinho, Inocéncia, Maracaju,
Miranda, Navirai, Nova Alvorada do Sul, Ponta Pord, Porto Murtinho, Ribas do Rio Pardo,
Rio Verde, Sdo Gabriel do Oeste (n = 1). Seis (12,5%) viviam em &rea rural, dos quais uma
paciente era aborigene e residia em aldeia no interior do estado.

A profissdo ou ocupacgdo habitual relatada nos prontuérios foram: trabalhador rural (n
= 5), aposentado, estudante, servicos gerais (n = 3), comerciante, cozinheiro, empregada
doméstica, operador de caixa de supermercado, pedreiro, vendedor (n = 2), ambulante,
auxiliar de servicos, cabeleireiro, carvoeiro, do lar, mecanico, motorista, padeiro, técnico de
aparelho de som, telefonista, torneiro mecanico (n = 1) e sem informacéo (n = 11).

Trinta e nove (81,3%) pacientes tinham HIV/Aids, 29 (74,4%) do sexo masculino e 10
(25,6%) do sexo feminino. Quatro (8,3%) eram HIV negativos, trés do sexo masculino e um
do sexo feminino e em cinco (10,4%) a sorologia para HIV era desconhecida.

A contagem de células CD4 em 25/39 (64,1%) pacientes variou de 5 a 155
células/mm?, com mediana de 32 células/mm®. Vinte e quatro (96,0%) deles tinham resultado
de CD4 inferior a 100 células/mm?. A carga viral de 23 pacientes variou de 110 a 1.500.000
com mediana de 71.258 cépias/mL. Em um paciente ndo foi possivel mensurar a carga viral.

Quanto ao agente etioldgico foram isolados Cryptococcus neoformans (47; 97,9%) e
C. gattii (1; 2,1%). Dos pacientes com C. neoformans, 39 (83,0%) tinham HIV/Aids, quatro
(8,5%) eram HIV negativos e quatro (8,5%) tinham sorologia desconhecida para o HIV. A
espécie C. gattii foi isolada em paciente com sorologia desconhecida para o HIV.

Quanto as doencas de base, HIV/Aids foi a mais comum (39/48; 81,3%), seguida de
diabetes mellitus (6/48; 12,5%) e cirrose hepatica (2/48; 4,2%). Ndo foram identificadas
doencas de base em cinco (10,4%) pacientes, dos quais trés eram HIV negativos. O quarto
paciente sem HIV apresentava cirrose hepatica.

As condicdes clinicas descritas entre 0s pacientes HIV negativos estdo apresentadas na
tabela 2.
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Tabela 2 - CondicGes clinicas dos pacientes HIV negativos com criptococcemia, HU/UFMS -
julho 1998-2012 (n = 4)

Condicdes clinicas Ne°. %
Hipertensao arterial 2 50,0
Insuficiéncia renal aguda 2 50,0
Doenca cardiaca 1 25,0
Doenca pulmonar obstrutiva crénica 1 25,0
Cancer 1 25,0
Uso de corticdide por tempo prolongado 1 25,0
Reumatismo 1 25,0

Nota: Cada paciente apresentava uma ou mais condigdes clinicas.

Cryptococcus também foi isolado de outras amostras clinicas incluindo liquido céfalo-
espinhal (24/48; 50,0%), urina (8/48; 16,7%), lavado brénquico (2/48; 4,2%), escarro (1/48;
2,1%), secrecdo orofaringea (1/48; 2,1%), aspirado traqueal (1/48; 2,1%) e aspirado de
medula 6ssea (1/48; 2,1%).

As manifestagdes clinicas mais frequentes foram febre (83,3%), emagrecimento
(58,3%), vomito (58,3%), tosse (58,3%) e cefaléia (56,3%).

As coinfec¢bes mais relatadas ou evidenciadas foram HIV/Aids (39/48; 81,3%),
candidiase oral e/ou esofagica (25/48; 52,1%), pneumocistose (8/48; 16,7%) e tuberculose
(8/48; 16,7%).

Trés pacientes apresentavam infecgdes flngicas mistas: criptococose, histoplasmose e
paracoccidioidomicose (n = 1) e criptococose e histoplasmose (n = 2), sendo o primeiro caso
em HIV negativo e os outros dois em pacientes com HIV/Aids.

Os dados clinicos dos pacientes com diagndstico de criptococcemia estdo apresentados
na tabela 3.
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Tabela 3 - Aspectos clinicos de 48 pacientes com criptococcemia, HU/UFMS - julho 1998-
2012

Dados clinicos N°. %
Sitios de isolamento de Cryptococcus
além da corrente sanguinea

SNC 24 50,0
Trato urinério 8 16,7
Outros' 6 12,5
Manifestagdes clinicas
Gerais
Febre 40 83,3
Emagrecimento 28 58,3
Diarréia 20 41,7
Dor abdominal 19 39,6
Sepse/Choque séptico 15 31,3
Neuroldgicas
Vomito 28 58,3
Cefaléia 27 56,3
Alteracéo da consciéncia’ 21 43,8
Nausea 20 41,7
Alteraco visual® 15 31,3
Rigidez de nuca 12 25,0
Respiratdrias
Tosse 28 58,3
Dispnéia 23 47,9
Coinfeccgédo
HIV/Aids 39 81,3
Candidiase oral e/ou esofagica 25 52,1
Pneumocistose 8 16,7
Tuberculose 8 16,7

Nota: *Outros incluem lavado bronquico (n = 2), escarro, secrecdo orofaringea, aspirado traqueal e aspirado de
medula 6ssea (n = 1). *Foram considerados como alteracdo da consciéncia: desorientagdo, confusio mental,
rebaixamento do nivel de consciéncia e coma. *Foram considerados como alteracéo visual: turvacdo visual,
diminuicdo da acuidade visual, fotofobia, diplopia e/ou amaurose.

Quanto a interpretacdo do hemograma, 44/48 (91,7%) dos pacientes estavam com
anemia, 13/46 (28,3%) com leucopenia e 14/46 (30,4%) com plaquetopenia. Pancitopenia foi
observada em 5/46 (10,9%) pacientes.

Foram analisados os parametros quimiocitologicos de 23 amostras de liquido céfalo-
espinhal positivas para Cryptococcus. A citologia liquérica variou de 1 a 138 leucécitos/mm?®.
Em 14/23 (60,9%) amostras a contagem global de leucdcitos foi menor ou igual a 5
leucécitos/mm?®. Destes pacientes, 13/14 (92,8%) tinham HIV/Aids. Quanto & citologia

diferencial, houve predominio de células mononucleares (5/6; 83,3%). A glicorraquia e a
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proteinorraquia variaram de 6 a 77mg/dL e de 14,7 a 255,9mg/dL, respectivamente (Tabela
4).

Tabela 4 - Citologia global e analise bioquimica do liquido céfalo-espinhal de pacientes com
criptococcemia, HU/UFMS - julho 1998-2012 (n = 23)

Parametros N°. %

Leucdcitos

< 5/mm3 14 60,9

> 5/mm3 9 39,1
Glicose

< 50mg/dL 15 65,2

> 50mg/dL 8 34,8
Proteinas totais

< 50mg/dL 7 30,4

> 50mg/dL 16 69,6

Os pacientes com criptococcemia estiveram internados em diversos setores do
Hospital Universitario: 22 (45,8%) na enfermaria de doencas infecciosas e parasitarias (DIP),
21 (43,8%) no centro de tratamento intensivo (CTI) adulto, um (2,1%) na clinica médica
(CM) e um (2,1%) na enfermaria pediatrica (ENF Ped). Trés (6,3%) estiveram somente no
pronto atendimento médico (PAM) adulto (Figura 12).

O tempo de internacdo variou de 1 a 82 dias, com mediana de 16 dias.
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Figura 12 - Setores de internacdo dos pacientes com criptococcemia, HU/UFMS - julho 1998-
2012 (n =48)
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Legenda: DIP: Doengas Infecciosas e Parasitarias. CTl Ad: Centro de Tratamento Intensivo Adulto.
ENF Ped: Enfermaria Pediatrica. CM: Clinica Médica. PAM Ad: Pronto Atendimento Médico Adulto.

Trinta e oito (79,2%) pacientes receberam tratamento antifingico. Destes, 68,4%
foram a Obito (Tabela 5). Doze (31,6%) pacientes foram tratados com anfotericina B isolada,
trés (7,9%) somente com fluconazol e 22 (57,9%) com anfotericina B e fluconazol. Um
(2,6%) paciente foi tratado com anfotericina B, fluconazol e itraconazol.

Quanto a evolucdo clinica dos 48 pacientes estudados, 35 (72,9%) foram a obito.
Destes, 26 (66,7%) tinham HIV/Aids. Os quatro pacientes HIV negativos e 0s cinco pacientes
com sorologia desconhecida para o HIV foram a ébito (100%). Os treze (33,3%) pacientes

que receberam alta hospitalar tinham HIV/Aids (Tabela 5).
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Tabela 5 - NUmero e porcentagem dos pacientes com criptococcemia segundo a infecgédo
pelo HIV, tratamento antiflngico e evolucao clinica, HU/UFMS - julho 1998-

2012 (n = 48)
Evolucdo clinica
Variaveis Obito (n = 35) Alta (n = 13)
N°. % Ne°. %
HIV/Aids
Positivo 26 66,7 13 33,3
Negativo 4 100,0 - -
Desconhecido 5 100,0 - -
Tratamento com antifdngico
Sim 26 68,4 12 31,6
Né&o 9 100,0 - -
Desconhecido - - 1 100,0

A reacdo de PCR amplificou o gene URA5 (= 750 bp) de Cryptococcus isolados de

hemocultura, como ilustra a figura 13.

Figura 13 - Perfil representativo de amplificacdo do gene URA5 de Cryptococcus isolados de
hemocultivos

2 34 5 6 1T .8 9 1011 12 13 C-

Legenda: M: marcador de peso molecular (1kb), 1 a 8: padrdes moleculares (VNI, VNII, VNIII, VNIV, VGI,
VGII, VGIII, VGIV), 9 a 13: DNA de Cryptococcus isolados de hemocultivos (amostras 1 a 5), C-: controle
negativo.

A andlise dos fragmentos de DNA gerados pela técnica de RFLP-URAS5 revelou os
tipos moleculares C. neoformans VNI (45/48; 93,7%) e VNII (2/48; 4,2%) e C. gattii VGII
(1/48; 2,1%), cujos perfis moleculares estdo ilustrados na figura 14.
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Figura 14 - Perfil representativo de RFLP-URA5S de Cryptococcus apos digestdo com enzimas
de restricdo Hhal e Sau96l

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9110 1112 13 M
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Legenda: M: marcador de peso molecular (100bp), 1 a 8: padrdes moleculares (VNI, VVNII, VNIII, VNIV, VGI,
VGII, VGIII, VGIV), 9 a 13: Cryptococcus dos tipos moleculares VNI (9-11), VNII (12) e VGII (13) isolados de
hemocultivos.

Na tabela 6 estdo apresentadas as variacdes das CIMs, CIM50%, CIM90% e a média

geométrica para fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B contra Cryptococcus.

Tabela 6 - Variacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antifingicos testados,
HU/UFMS - julho 1998-2012 (n = 48)

Antif(ingicos CIM (ug/mL)
Variacao 50% 90% Média geométrica
Fluconazol 0,25-4,0 2,0 2,0 1,4768
Itraconazol 0,015-0,5 0,06 0,125 0,0653
Voriconazol 0,015-0,06 0,03 0,06 0,0279
Anfotericina B 0,125-1,0 0,25 0,5 0,3536

Todos os isolados de Cryptococcus provenientes de hemocultivos mostraram-se
sensiveis aos antifungicos testados.

A figura 15 resume as principais caracteristicas dos pacientes com criptococcemia e
apresenta as espécies e os tipos moleculares dos Cryptococcus spp. isolados de hemocultivos
no HU/UFMS no periodo de julho 1998 a julho 2012.
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Figura 15 - Caracteristicas de 48 pacientes com criptococcemia e tipagem molecular dos Cryptococcus spp. isolados de hemocultivos,
HU/UFMS - julho 1998-2012

ESPECIMES
N.° IDADE SETOR DE - . ~ . TIPO
SEXO x CLINICAS DE HIV/Aids EVOLUCAO ESPECIE
AMOSTRA (ANOS) INTERNACAO ISOLAMENTO ¢ MOLECULAR

319H7.98 26 M DIP SG/LCE Sim Obito C. neoformans VNI
221H15.98 40 M CTI SG Sim Obito C. neoformans VNI
128H5.99 69 M CTI SG/LCE Néo Obito C. neoformans VNI
532H3.01 21 F DIP LCE/SG/UR Sim Obito C. neoformans VNI
704H4-01 53 M DIP UR/LCE/SG Néo Obito C. neoformans VNI
449H10.01 30 F PAM SG Sim Obito C. neoformans VNII
473H10-01 35 M CTI LCE/SG Sim Obito C. neoformans VNII
0005H3.02 36 F DIP SG Sim Obito C. neoformans VNI
287H4-02 40 M CTI SG/LCE Sim Obito C. neoformans VNI
371Hs.02 46 M CTI SG/LCE/LB Sim Obito C. neoformans VNI
724Hg.02 35 M DIP LCE/SG Sim Alta C. neoformans VNI
932Ho.02 48 F DIP SG Sim Alta C. neoformans VNI
94H10.02 34 M DIP ESC/SG Sim Alta C. neoformans VNI
716H3.03 61 F CTI SG Sim Obito C. neoformans VNI
851H4.03 25 F CTI SG Sim Obito C. neoformans VNI
174H7.03 27 M DIP LB/SG Sim Alta C. neoformans VNI
178He.03 23 F CM SG Sim Obito C. neoformans VNI
751H10.03 37 M CTI SG Sim Obito C. neoformans VNI
771H10.03 68 M DIP SG/LCE Sim Obito C. neoformans VNI
206H10-04 61 M CTI SG/LCE Nao Obito C. neoformans VNI
721Hs.06 30 M CTI AMO/SG Sim Obito C. neoformans VNI
905Hg.06 66 M CTI SG Desconhecido Obito C. neoformans VNI
936Hg9.06 30 M DIP LCE/SG Sim Alta C. neoformans VNI
710H3.97 42 M DIP LCE/SG Sim Obito C. neoformans VNI




64

Continuagao

ESPECIMES
N.° IDADE SETOR DE p . ~ . TIPO
SEXO ~ CLINICAS DE HIV/Aids EVOLUCAO ESPECIE

AMOSTRA  (ANOS) INTERNACAO ISOLAMENTO ¢ MOLECULAR
735H3.97 48 M DIP SG Sim Alta C. neoformans VNI
781H3.07 10 M ENFPED LCE/SG Sim Obito C. neoformans VNI
545Hg.07 49 M DIP UR/LCE/SG Sim Alta C. neoformans VNI
947H11-07 37 M CTI LCE/UR/SG Sim Obito C. neoformans VNI
948H11.97 22 M DIP SG/LCE Sim Alta C. neoformans VNI
175H1.08 28 M DIP LCE/SG Sim Obito C. neoformans VNI
879H¢.08 51 M DIP UR/LCE/SG Sim Obito C. neoformans VNI
990H6.08 51 M CTI LCE/SG Sim Obito C. neoformans VNI
265H3.08 28 M DIP LCE/SG Sim Alta C. neoformans VNI
961H5.09 33 M CTI LCE/SOR/AT/SG/UR Sim Obito C. neoformans VNI
398H6.-09 72 M CTI SG Desconhecido Obito C. neoformans VNI
593H7.09 90 F CTI UR/SG Desconhecido Obito C. gattii VGII
960H7.10 31 M DIP LCE/SG Sim Alta C. neoformans VNI
151Hg.10 24 F DIP SG/LCE Sim Obito C. neoformans VNI
120H11-10 41 M CTI SG Sim Obito C. neoformans VNI
76H3.11 50 M PAM SG Sim Obito C. neoformans VNI
113H3.11 57 F CTI SG Desconhecido Obito C. neoformans VNI
104H3.11 33 F DIP SG/LCE Sim Alta C. neoformans VNI
04Hg.11 47 M CTI SG Sim Obito C. neoformans VNI
68Hg.11 47 M PAM SG/UR Sim Obito C. neoformans VNI
111Hg.11 66 M CTI SG Desconhecido Obito C. neoformans VNI
24H11.11 69 F DIP SG Néo Obito C. neoformans VNI
114H3.1> 34 M CTI SG Sim Alta C. neoformans VNI
123H4.12 51 F DIP SG Sim Alta C. neoformans VNI

Legenda: SG: sangue; LCE: liquido céfalo-espinhal; UR: urina; LB: lavado brénquico; ESC: escarro; AMO: aspirado de medula dssea; SOR: secrecdo orofaringea; AT:

aspirado traqueal.
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6 DISCUSSAO

Apos o advento da Aids, a criptococose tem se revelado uma micose sistémica com
crescente numero de casos (JEAN et al., 2002; ROZENBAUM; GONCALVES, 1994). A
infeccdo de corrente sanguinea por Cryptococcus merece destaque uma vez que geralmente
evolui de maneira fatal, especialmente em pacientes com HIV/Aids (JEAN et al., 2002;
PASQUALOTTO et al., 2004). As manifestacdes clinicas e os exames laboratoriais de rotina
sdo inespecificos e em muitos casos o diagndstico é tardio.

Existem poucos trabalhos na literatura que descrevem somente casos de ICS por
Cryptococcus (JEAN et al., 2002; PASQUALOTTO et al., 2004). Os estudos estdo focados
em candidemia ou em fungemia de modo geral (CORDOBA et al., 2011; CORTES et al.,
2011; COUTO; MACEDO; NEVES, 2011; LAI; GAU; HSUEH, 2012; MORAL et al.,
2012). A escassez de dados sobre o tema em questdo nos motivou a estudar os casos de ICS
por leveduras do complexo C. neoformans buscando melhor compreenséo sobre o quadro
clinico-laboratorial dos pacientes com criptococcemia, bem como de aspectos
epidemioldgicos da criptococose.

Criptococcemia foi diagnosticada principalmente em pacientes adultos do sexo
masculino (72,9%), corroborando com estudo prévio no mesmo hospital (LINDENBERG et
al., 2008) e estudo realizado por Jean et al., (2002) em um Hospital Universitario de Taipei,
Taiwan, no qual 78,8% dos casos foram diagnosticados em homens. A prevaléncia de
criptococcemia no sexo masculino também foi elevada (81,8%) no estudo de Monteiro et al.,
(2011).

Somente uma crianca de dez anos de idade, portadora do HIV, teve diagndstico
laboratorial de criptococcemia. Estudo da Pasqualotto et al., (2004), realizado no Complexo
Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre, Brasil, entre abril de 1995 e novembro de 2002,
também descreveu a infeccdo em apenas uma crianca de sete anos de idade cuja doenca de
base era a Aids, num total de 28 casos de criptococcemia estudados.

Dados da literatura revelam que a criptococose ¢ menos prevalente em criangas com
Aids do que na populacéo adulta (ABADI et al., 1999). Nas regides norte e nordeste do Brasil
tém sido descrito maior nimero de casos de criptococose em criancas (CORREA et al., 1999;
DARZE et al., 2000; SANTOS et al., 2008). Corréa et al., (1999) sugere em seu estudo que
esse fato pode estar relacionado com a endemicidade da criptococose por C. gattii no estado

do Para.
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Quando observada a faixa etéaria dos pacientes, criptococcemia foi mais frequente no
grupo de 35 a 49 anos de idade (31,3%), coincidindo com a faixa etaria de maior incidéncia
da Aids na regido Centro-Oeste, que é de 35 a 39 anos (BRASIL, 2012a).

Nos Estados Unidos, a incidéncia anual da infeccdo criptococcica entre pessoas com
HIV/Aids é estimada entre 2 e 7 casos/1.000 pessoas (Centers for Disease Control and
Prevention, 2012). No Brasil, a criptococose ocorre como primeira manifestacdo oportunista
em cerca de 4,4% dos pacientes com Aids, com prevaléncia estimada entre 8 e 12% na regido
Sudeste (BRASIL, 2012b).

Os pacientes com Cryptococcus no sangue eram procedentes das cidades de Campo
Grande (62,5%) e de outras do interior do estado (37,5%), 0 que caracteriza a criptococose
como uma micose autdctone no estado de Mato Grosso do Sul. Esses pacientes residiam em
sua maioria em zona urbana, o que demonstra a perfeita adaptacdo do Cryptococcus nesse
meio. Diante do exposto, acredita-se que a regido Centro-Oeste do Brasil possui clima
favorével para a multiplicacdo desse fungo.

Trabalhador rural foi a profissdo ou ocupacéo habitual mais relatada nos prontuarios
dos pacientes. Como as espécies de Cryptococcus estdo presentes na natureza, a atividade
laboral no campo pode representar condi¢édo de risco para a infeccéo criptococcica.

A maioria dos pacientes (81,3%) que desenvolveu criptococcemia tinha HIV/Aids,
confirmando ser esta uma importante condicdo de risco para a infeccdo criptocdccica,
semelhante ao relatado por outros pesquisadores (PASQUALOTTO et al., 2004; MONTEIRO
etal., 2011; MOREIRA et al., 2006; ROZENBAUM; GONCALVES, 1994).

Em seu estudo, Pasqualotto et al., (2004) relataram que nos pacientes que
desenvolveram criptococcemia 89,3% tinha Aids. Em estudo multicéntrico na Argentina entre
junho de 2007 e junho de 2008, Cordoba et al., (2011) relataram que 81,2% dos pacientes
com HIV/Aids desenvolveram infeccdo de corrente sanguinea por C. neoformans.

O isolamento de Cryptococcus a partir da corrente sanguinea ndo é um evento raro e
tem sido descrito principalmente em pacientes com HIV/Aids.

Pinto Janior et al., (2006) estudaram retrospectivamente 70 pacientes HIV positivos
com criptococose e identificaram C. neoformans em hemocultura em 58,8% dos casos de
criptococose disseminada com meningite e em 46,2% sem invasdao do SNC. Os autores
observaram ainda que este agente pode estar presente na urina sem que 0 paciente apresente

lesdo evidente no trato urinério.
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Trabalho realizado por Cortés et al., (2011) em hospitais terciarios na Colémbia entre
2001 e 2007 demonstrou que C. neoformans esteve em quarto lugar entre os fungos mais
isolados do sangue.

Estudo retrospectivo realizado por Monteiro et al., (2011) com 4336 hemoculturas de
pacientes internados no hospital universitario de Santa Maria, Rio Grande do Sul, identificou
Cryptococcus spp. em 11/37 (29,8%) das hemoculturas. Os autores concluiram que o
hemocultivo é o melhor exame para diagnosticar laboratorialmente as fungemias.

Na Tailandia, entre janeiro de 2004 e junho de 2008, Cryptococcus neoformans foi o
agente mais isolado da corrente sanguinea (30/140) de pacientes HIV positivos
(KIERTIBURANAKUL et al., 2012).

Outras condic¢des predisponentes para a fungemia por Cryptococcus também tem sido
relatadas. No estudo de Jean et al. (2002), além da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(46%), os autores citam terapia imunossupressora (23%) e cirrose hepatica descompensada
(21%), como também observadas nos pacientes atendidos no HU/UFMS.

Elevado nimero de pacientes (96,0%) com linfocitos T CD4" inferior a 100
célulassmm® encontrado na presente casuistica demonstra um alto grau de
imunocomprometimento, e consequentemente o sistema de defesa do organismo em restritas
condigdes para combater a infeccdo. Estudo desenvolvido por Pasqualotto et al., (2004)
mostrou contagem de células CD4" < 100 em 12/15 pacientes com Aids.

O nimero de células CD4" é um importante marcador que permite 0 monitoramento
da evolucdo da infeccdo pelo HIV. Quando presente em niveis reduzidos em pacientes com
Aids, torna-se um fator predisponente para a criptococose e outras infec¢des oportunistas.

Entre os pacientes HIV negativos foram observadas condi¢des clinicas incluindo
hipertensdo arterial, cancer, uso de corticoide por tempo prolongado, entre outras. Esse fato
indica que pacientes sem HIV, mas com outras condicdes de imunocomprometimento
também estdo em risco de desenvolver a criptococose.

Entre as condicdes de risco para a criptococose em pacientes HIV negativos descritas
citam-se: tratamento com droga imunossupressora (41%), lapus eritematoso sistémico (16%),
malignidades (16%) e 14% de diabetes mellitus (KIERTIBURANAKUL et al., 2006).

Moral et al., (2012) ao estudar episodios de fungemia em 16 hospitais de Buenos
Aires, Argentina descreveu que os pacientes HIV negativos com isolamento de C. neoformans

em hemocultivos apresentavam doencas de base incluindo transplante renal (3 casos), IUpus
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eritematoso sistémico (2 casos), doencas onco-hematoldgicas (2 casos) e cancer de es6fago (1
caso).

Como ja estd bem estabelecido na literatura, Cryptococcus pode se disseminar via
hematogénica para outros sitios, com especial tropismo pelo sistema nervoso central
(CASADEVALL; PERFECT, 1998). Segundo estudo prévio, criptococcemia normalmente
precede a invasdo do SNC e pode persistir por até 16 semanas apesar do tratamento
(ROZENBAUM; GONGCALVES, 1994).

Na maioria dos pacientes com criptococcemia foi observado o envolvimento do
sistema nervoso central pelo aparecimento das manifestagfes neuroldgicas, sendo confirmado
pelo isolamento de Cryptococcus também no liquido céfalo-espinhal em 50,0% dos pacientes.
Esse dado esta de acordo com outros autores que descrevem meningoencefalite como a
principal apresentacdo clinica da criptococose (BICANIC; HARRISON, 2004,
CASADEVALL; PERFECT, 1998; LINBENBERG et al., 2008; ROZENBAUM,;
GONCALVES, 1994).

O estudo de Jean et al.,, (2002) relatou sintomas/sinais de meningite (cefaléia,
alteracdo da consciéncia, rigidez de nuca, nausea ou vomito ou convulsdes) em 50,0% dos
pacientes com criptococcemia. O envolvimento meningeo foi confirmado pela cultura do
liqguor em 84,2% dos pacientes em que foi realizada a punc¢éo lombar.

Semelhante ao encontrado na presente investigacéo, o isolamento de Cryptococcus em
outros sitios além do sangue também foi relatado no estudo da Pasqualotto et al., (2004),
sendo o liquido céfalo-espinhal o mais citado. No trabalho de Colom et al., (2001) realizado
em hospitais na Espanha em 1998 e 1999 foi relatado o isolamento simultdneo de C.
neoformans no sangue e liquido céfalo-espinhal em muitos pacientes com fungemia.

As manifestacbes clinicas da infeccdo criptococcica além de inespecificas (PINTO
JUNIOR et al., 2006) estdo relacionadas aos 6rgdos envolvidos, bem como ao estado
imunolégico do individuo (MORETTI et al., 2008; TSUJI; BARBABOSA; RIVERA, 2005).
O diagnostico clinico de criptococcemia é dificil, sendo necessario o diagnostico laboratorial.
Estudos prévios relatam que a hemocultura é um importante método de diagndstico da
criptococose em pacientes com Aids (ROZENBAUM; GONCALVES, 1994).

Entre os pacientes com criptococcemia, febre foi o sinal mais frequente. Apesar de
inespecifico, tem sido descrito na literatura em varios relatos de casos (CHOI; CHOE; LEE,
1970; FUJITA et al., 2005; ROCHA et al., 2009; YEHIA et al., 2009; ZAHARATOS;

BEHR; LIBMAN, 2001). Sendo assim, a febre quando associada a outros sintomas
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caracteristicos de infec¢do de corrente sanguinea pode ser um alerta para a suspeicdo clinica
da criptococcemia.

Infecgdes fungicas oportunistas sdo comuns em individuos imunocomprometidos.
Entretanto, a presenca simultanea de Cryptococcus neoformans e Histoplasma capsulatum no
sangue, como observado em trés pacientes na presente investigacdo, tem sido pouco descrita
(ARONIS; SANTOS; GOLDANI, 2011).

Na presente pesquisa, 0s parametros quimiocitolégicos do liquor mostraram em sua
maioria hipoglicorraquia, hiperproteinorraquia e normalidade do numero de leucdcitos, com
predominio de linfocitos naqueles em que a contagem diferencial foi realizada. Os dados
encontrados estdo de acordo com a literatura e demonstram que nem sempre 0S parametros
liqguéricos encontram-se alterados nos casos de infeccdo criptocdccica no SNC
(LINDENBERG et al., 2008).

A gravidade do quadro clinico do paciente com criptococcemia e a necessidade de
cuidados intensivos foi evidenciada pela observacdo de que 43,8% dos pacientes estiveram
internados no CTI adulto do Hospital Universitario.

Embora ndo se possa correlacionar a elevada letalidade observada (72,9%) diretamente
com a infeccdo criptocOccica, acredita-se que as infec¢bes de corrente sanguinea por esse e
outros micro-organismos oportunistas sdo graves e tendem a ser fatais, especialmente nos
pacientes com HIV/Aids, com células CD4" < 100 e naqueles em que o tratamento
antifangico ndo € iniciado de imediato.

Corroborando com Pasqualotto et al., (2004), acredita-se que a elevada letalidade
encontrada se deve ao elevado nimero de pacientes com HIV/Aids (81,3%) bem como a
gravidade dos mesmos, tendo em vista que a maioria apresentavam CD4" inferior a 100
células/mm? (96,0%).

Um estudo realizado por Lindenberg et al., (2008) com diversas amostras clinicas de
pacientes com criptococose atendidos na mesma instituicdo hospitalar no periodo de janeiro
de 1995 a dezembro de 2005 encontrou uma taxa de letalidade de 49,6%, dos quais 51% eram
pacientes com HIV.

Nesta investigacdo, a letalidade observada foi maior do que a encontrada por
Lindenberg et al., (2008), provavelmente por ser infeccdo de corrente sanguinea uma
apresentacdo clinica mais grave. Digno de nota foi a observacdo de maior letalidade entre os
pacientes HIV negativos e 0os com sorologia desconhecida para o HIV (100,0%). Além da

falta de suspeicdo clinica aliada ao diagnostico tardio, esse fato pode ser decorrente da
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presenca de comorbidade associada a idade avancada que podem ter potencializado a
gravidade do caso com desfecho fatal.

Sob esse aspecto, Jean et al., (2002) refere que pacientes com criptococcemia
necessitam de diagnostico precoce e de pronta terapia antifungica, uma vez que correm alto
risco de morte, dentro de 30 dias. Por isso, a suspei¢do clinica e a solicitacdo da hemocultura
pelo clinico nas primeiras horas de admissdo do paciente sdo de extrema importancia no
prognostico do mesmo.

O diagndstico tardio da criptococose, em especial da criptococcemia implica em
desfecho fatal. Diante disso, a pesquisa do antigeno criptococcico (CRAG) deveria fazer parte
da triagem de rotina laboratorial, pois é facilmente realizada por meio de um teste diagndéstico
rapido (Cryptococcal Antigen Lateral Flow Assay) em amostras de soro, liquido céfalo-
espinhal ou urina. A utilizacdo desse teste imunocromatografico parece ser uma alternativa
promissora, pois permite identificar precocemente pacientes em risco de desenvolver
meningite criptococcica, especialmente em HIV positivos com contagem de células CD4" <
100 células/pL, possibilitando a realizacdo de tratamento preventivo (JARVIS et al., 2011,
MCMULLAN et al., 2012).

Segundo Pasqualotto et al., (2004), a elevada mortalidade encontrada em seu estudo
(41%) com pacientes com criptococcemia pode ser justificada pelo elevado numero de
pacientes com Aids (89,3%).

Lai, Gau, Hsueh (2012) estudaram o significado clinico da infeccdo de corrente
sanguinea em um hospital no norte de Taiwan. Os autores atribuiram duas razdes para a alta
taxa de mortalidade (75%) entre 12 pacientes com criptococcemia: diagndéstico tardio em
quatro pacientes e a maioria dos pacientes deste estudo tinha outras comorbidades,
principalmente cancer.

Quanto as espécies isoladas, C. neoformans foi a mais prevalente (97,9%),
corroborando com outros estudos nacionais (LINBENBERG et al., 2008; OLIVEIRA, 2007;
PASQUALOTTO et al., 2004) e internacionais (CORTES et al., 2011; LAI; GAU; HSUEH,
2012; MORAL et al., 2012).

Oliveira (2007) realizou um estudo com 525 casos de fungemia, dos quais 14,6%
corresponderam a criptococcemia, sendo 93,5% por C. neoformans, 3,9% por C. gattii e 1,3%
por outras espécies de Cryptococcus.

No estudo da Pasqualotto et al., (2004), apenas dois isolados de Cryptococcus foram

identificados como C. gattii entre 28 isolados de sangue estudados.
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J& estd bem estabelecido que o diagndstico laboratorial padréo ouro para identificar o
agente causal de infeccOes de corrente sanguinea € o hemocultivo. Entretanto, a utilizagdo de
técnicas moleculares abre novas perspectivas quanto ao conhecimento da epidemiologia,
patogénese e tratamento das infec¢bes fungicas. Tais métodos podem permitir o diagndstico
rdpido do agente, de modo sensivel e especifico, reduzindo a morbidade e mortalidade
(CASALI et al., 2001).

Na presente investigacdo, o tipo molecular VNI de C. neoformans foi o mais
encontrado. Este € o mais descrito em todo o mundo, sendo o0 maior responsavel pela infeccdo
criptococcica nos pacientes com o HIV (FREIRE et al., 2012; MEYER et al., 2003; SANTOS
et al., 2008; TRILLES et al., 2008).

De acordo com Meyer e Trilles (2010), C. gattii VGI e VGII foram responsaveis pela
maioria das infeccBes em pacientes imunocompetentes no mundo. Chen et al., (2008) ao
estudarem isolados de Cryptococcus na China, observaram um padrdo distinto de outros
paises no qual a maioria das infecgdes ocorridas em imunocompetentes teve como agente o
VNI de C. neoformans.

Ao estudar a epidemiologia molecular de isolados de C. neoformans e C. gattii das
regibes brasileiras, Trilles et al., (2008) relataram o tipo molecular VNI como o mais
comumente encontrado no Brasil e o VGII como o0 agente mais prevalente em
imunocompetentes nas regides norte e nordeste do Brasil.

Na presente casuistica, o Unico isolado da espécie Cryptococcus gattii, tipo molecular
VGII, foi encontrado em paciente aborigene de 90 anos de idade, portador de diabetes
mellitus. Considerando a prevaléncia de C. gattii em madeira em decomposicdo, acredita-se
que esse paciente tenha adquirido a infec¢do na area rural onde residia.

Santos et al., (2008) analisou 56 isolados de Cryptococcus de pacientes atendidos em
hospital de Belém, Para. De dois isolados de hemocultura foram identificados os tipos
moleculares VGII e VNI.

No estado do Amazonas, Cryptococcus isolados de hemocultura foram identificados
como C. neoformans, trés (5,3%) do tipo molecular VNI e um (1,8%) do tipo VNII. O Unico
isolado VNII do referido estudo foi obtido de um paciente HIV positivo, do sexo masculino
de 36 anos de idade (FREIRE et al., 2012).

Semelhante ao relatado por Freire et al., (2012), na presente investigacdo, 0s dois
isolados de Cryptococcus do tipo molecular VNII foram obtidos de um paciente do sexo

masculino de 35 anos de idade e outro do sexo feminino de 30 anos, ambos HIV positivos.
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Apos levantamento feito em base de dados (PubMed) verificou-se que na literatura €
incomum encontrar C. neoformans VNII como agente de infeccdo de corrente sanguinea,
como observado neste estudo.

Similar ao observado em estudos anteriores na mesma regido (GOMES, 2011; PASA,
2011), assim como a nivel nacional (SOUZA et al., 2005) e internacional (MLINARIC-
MISSONI et al., 2011), C. neoformans e C. gattii isolados no HU/UFMS mostram
sensibilidade in vitro aos antifungicos fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B.

No estudo realizado por Silva et al., (2008) com Cryptococcus isolados de amostras
biolégicas de 35 pacientes atendidos no Hospital Escola da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro, os dois isolados de hemocultivo mostraram-se sensiveis aos antifingicos
testados (anfotericina B, fluconazol, itraconazol e cetoconazol).

Favalessa et al., (2009) estudaram o perfil de suscetibilidade antifungica de 37
isolados de Cryptococcus de amostras clinicas no estado de Mato Grosso. Os seis C.
neoformans isolados de hemocultivo de pacientes HIV positivos também mostraram
sensibilidade aos antifungicos cetoconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina
B. Os autores referem melhor atividade in vitro do voriconazol.

No presente estudo, ndo foram encontrados Cryptococcus resistentes aos antifingicos
testados. Embora pouco frequente, outros hospitais ja descreveram resisténcia aos azois
(FAVALESSA et al., 2009; FERNANDES et al., 2003; MATOS et al., 2012; MONDON et
al., 1999; PERKINS et al., 2005; SILVA et al., 2008) e a anfotericina B em isolados
provenientes de outros espécimes clinicos (DE BEDOUT et al., 1999; FAVALESSA et al.,
2009; LOZANO-CHIU et al., 1998; MATOS et al., 2012; PERKINS et al., 2005; SILVA et
al., 2008). A emergéncia de Cryptococcus resistentes aos antifingicos de uso corrente tem
preocupado a classe médica devido a faléncia terapéutica.

Esse estudo se faz importante por realizar a descricdo do perfil de suscetibilidade
antifungica e da epidemiologia molecular de Cryptococcus isolados de pacientes com
infeccdo de corrente sanguinea na regido Centro-Oeste do Brasil.

O estado de Mato Grosso do Sul pode ser considerado autdctone para a criptococose.
Sendo assim, é de extrema importancia dar continuidade as pesquisas com Cryptococcus spp.
atraves do acompanhamento dos casos com a caracterizacdo epidemiologica e a divulgagédo do

perfil de suscetibilidade antifungica.
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7 CONCLUSOES

De modo geral, criptococcemia diagnosticada em pacientes atendidos em hospital
publico terciario de Mato Grosso do Sul, referéncia no tratamento de doencas infecto-
parasitarias, ocorre com maior frequéncia em individuos adultos do sexo masculino e
residentes em zona urbana. Todos os pacientes séo procedentes do estado de Mato Grosso do
Sul, principalmente da capital.

Criptococcemia é incomum em pacientes pediatricos. Predomina na faixa etaria de 35
a 49 anos de idade, dentro da qual se encontra a faixa etaria (35 a 39 anos) com maior
incidéncia de Aids na regido Centro-Oeste.

Individuos imucomprometidos, principalmente com HIV/Aids e linfocitos T CD4"
inferior a 100 célulassmm® sdo mais suscetiveis a infeccdo de corrente sanguinea por
Cryptococcus.

As doencas de base encontradas sdo HIV/Aids, diabetes mellitus e cirrose hepatica.

Observa-se a disseminacdo de Cryptococcus para outros sitios via corrente sanguinea,
em especial para o sistema nervoso central.

As manifestacdes clinicas mais descritas como febre, emagrecimento, vémito, tosse e
cefaléia sdo inespecificas ou devido a outras apresentacdes clinicas da criptococose.

A maioria dos pacientes tem outras coinfecc@es, principalmente HIV/Aids, candidiase
oral e/ou esofagica, pneumocistose e tuberculose.

Infeccdo de corrente sanguinea por Cryptococcus € uma condicdo clinica grave.
Grande parte dos pacientes necessita de internacdo em centro de tratamento intensivo.

A alta letalidade observada indica que as infeccbes de corrente sanguinea por
Cryptococcus podem ser fatais, ndo s6 em HIV positivos, mas também em HIV negativos.

O agente mais isolado da hemocultura é Cryptococcus neoformans. Observa-se 0s
tipos moleculares VGII de C. gattii, VNII de C. neoformans e predominio de VNI de C.
neoformans em hemocultivos no Hospital Universitario da UFMS, similar ao descrito na
literatura mundial.

Os isolados de Cryptococcus mostram sensibilidade in vitro aos antifingicos

fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B.
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APENDICE A - FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS EM PRONTUARIOS

Hospital Universitario/UFMS — Projeto Criptococcemia

N.° da amostra: Data da coleta (microbiologia): / /
Registro HU: Data da internacao: / /

Setor:
Sexo: ( )M ( )F Data de nascimento: / / Idade: (na época da coleta)
Procedéncia (cidade/UF): Area: ( ) rural ( )urbana
Naturalidade (cidade/UF): Profissdo:

Infeccéo atual:

Antecedentes:

( ) Transplantes ( ) Uso de drogas imunossupressoras ( ) QT () Outros:

Manifestacdes clinicas:
( ) alteracdo da consciéncia ( ) alteracdo visual ( ) calafrios ( ) cefaléia ( ) convulsdo
() diarréia ( ) dispneia () dor abdominal ( ) emagrecimento ( ) febre ( ) ganglios

( ) nausea ( )rigidez de nuca ( )sepse ( )tosse ( )vomito ( ) outras:

Doencas de base:
( ) Aids ( )diabetes ( ) neoplasia ( ) outras:

Coinfeccéo:
( ) HIV ( ) histoplasmose ( ) toxoplasmose ( ) candidiase oral ( ) hepatite

() citomegalovirose () tuberculose ( ) pneumocistose ( ) outras:

HIV positivo: ( ) Ndo ( ) Sim
Contagem CD4: Carga viral:
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Hemocultivo:
Espécie isolada: CGB: ( )Pos. () Neg.

Isolamento de Cryptococcus sp. em outras amostras clinicas:
() urocultura ( ) liquor ( ) aspirado traqueal ( ) escarro ( ) lavado brénquico
() liquido pleural () aspirado de medula 6ssea ( ) liquido ascitico ( ) coprocultura

outras:

Tratamento com antifangicos:

() anfotericinaB ( ) fluconazol ( ) anfotericina B e fluconazol ( ) outros:

Hemograma:
Hemacias: Hb: Ht: Plaquetas:
Leucacitos: meta bast seg eos bas linf mon

( ) anemia () leucopenia ( ) leucocitose ( ) plaquetopenia

Parametros liquéricos:

Citologia global: leucdécitos hemacias
Citologia diferencial: PMN % MN %
Bioquimica: Glicose Proteinas Cloretos LDH

Exames de imagem:

Data: / / , RX: () térax () cranio () abddémen,
( ) normal ( ) alterado:
Data: / / , TC: () térax () cranio ( ) abddémen,

( ) normal ( ) alterado:
Data: / / , US: () térax () cranio () abddémen,

( ) normal ( ) alterado:
Data: / / , Outros:

( ) normal ( ) alterado:

Evolugdo: n.° dias de internagdo: () alta ( ) Obito, causas:

Formuléario adaptado de Pasa (2011).
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APENDICE B - PREPARO DAS SOLUCOES PARA GENOTIPAGEM

Tris-HCI 1M
Trizma® hydrochloride (SiIgMa, EUA)..........ouoieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 157,69
AGUA MITTT-Q ESENTL........cvvveeeiceeieecee ettt ettt 1000mL

Pesou-se 0 Trizma® hydrochloride em um béquer de 1000mL. Acrescentou-se
1000mL de agua milli-Q estéril e homogeneizou-se com um bastdo de vidro até dissolver

completamente. Armazenou-se a solugdo em frasco de vidro ambar a temperatura ambiente.

Tampéo de lise

Dodecil sulfato de S6dio (USB, EUA)........ccooiiiiiiieie e 0,50 ¢
EDTA (Bioagency, Brasil)........c.ccoveiiiiiiiiii ettt 0,73 g
Cloreto de SOdio (Sigma, EUA).........ooi e 1,40 ¢
TriS-HCI 1 M (SIgMA,EUA).....coececeeeee ettt 20 mL
Agua Milli-Q ESENT] (.S.P.e.vueeereeieeeieeeeee ettt 100 mL

Os componentes SDS, EDTA e NaCl foram pesados em um béquer de 150mL.
Adicionou-se 60mL de agua milli-Q estéril e homogeneizou-se em banho-maria com um
bastédo de vidro. Em uma proveta de 100mL mediu-se 20 mL de Tris-HCI 1M e adicionou-se
60mL da solucdo de SDS, EDTA e NaCl. Em seguida, completou-se o volume para 100mL
com agua milli-Q estéril. Apds despejar no béquer, homogeneizou-se essa solu¢do em banho-
maria até dissolver por completo. Utilizando uma seringa estéril, o tampéo de lise foi filtrado
em filtro Millex® estéril (0,22um de poro). A solucéo foi armazenada em frasco de vidro

ambar a temperatura ambiente.
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Tampéo TBE 10X

ACIAO DOFICO (USB, EUA). ...ttt 55 g
Tris base (Promega, EUA)........ooi ittt nne s 108 g
EDTA (SIGMQA, EUA). ...ttt sttt st neesneenneenee s 7,449
Agua Milli-Q ESENTl [.S.P..cvureereeeiceeieeieeeeeeeieee ettt sttt 1000 mL

Os componentes acido borico, tris base e EDTA foram pesados individualmente. Em
um béquer de 1000mL colocou-se 400mL de agua milli-Q esteéril e acrescentou-se o acido
borico aos poucos, dissolvendo com bastdo de vidro e em banho-maria. Ap6s a completa
dissolucdo do acido bdrico, acrescentou-se o tris base aos poucos, dissolvendo com o bastdo
de vidro. Em seguida, o EDTA também foi adicionado aos poucos, dissolvendo com bastao
de vidro e em banho-maria. Apos total dissolucdo, o volume foi completado para 1000mL
com agua milli-Q estéril e depois de homogeneizado, acondicionou-se o tampao em um frasco

de vidro ambar na geladeira.

Tampédo TBE 1X

TAMPEO TBE 10X ittt sb et 100 mL
Agua Milli=Q ESIEIIT .S.D vttt ettt 1000 mL

Em uma proveta de 1000mL, colocou-se 100mL do tampdo TBE 10X e completou-se
0 volume para 1000mL com &gua milli-Q estéril. O tamp&o foi armazenado em frasco de

vidro &mbar e conservado em geladeira.
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APENDICE C - TIPO MOLECULAR E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM) DE CRYPTOCOCCUS SPP. ISOLADOS DE HEMOCULTIVOS, HU/UFMS -
julho 1998-2012 (n = 48)

N.° da L Tipo CIM (ug/mL)
Ano amostra RG Especie molecular FLC ITC VRC AMB
1998 319H; 280642 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,25
1998 221H;, 440739 C. neoformans VNI 1,0 0,06 0,03 0,25
1999 128Hs 447222 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,25
2001 532H; 438059 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,25
2001 704H,; 480022 C. neoformans VNI 0,5 0,06 0,03 0,5
2001  449H,9 273052 C. neoformans VNII 0,5 0,015 0,015 0,5
2001  473Hy, 484974 C. neoformans VNII 0,25 0,015 0,015 0,5
2002 0005H; 489984 C. neoformans VNI 4,0 0,125 0,06 0,25
2002 287H; 159814 C. neoformans VNI 4,0 0,06 0,06 0,25
2002 371Hs 495769 C. neoformans VNI 1,0 0,06 0,03 0,5
2002 724Hg 225800 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,25
2002 932Hg 61573 C. neoformans VNI 1,0 0,06 0,015 0,5
2002 94H,y 504795 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,06 0,25
2003 716H; 511353 C. neoformans VNI 2,0 0,03 0,03 0,5
2003 851H; 512411 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,06 0,5
2003 174H; 422082 C. neoformans VNI 2,0 0,125 0,06 0,25
2003 178He¢ 514990 C. neoformans VNI 1,0 0,06 0,03 0,125
2003  751H;9 516988 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,015 0,25
2003  771Hy, 515967 C. neoformans VNI 1,0 0,06 0,03 0,25
2004 206H;9 528632 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,25
2006 721Hg 552314 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,25
2006 905Hyg 553935 C. neoformans VNI 1,0 0,06 0,015 0,25
2006 936Hy 132566 C. neoformans VNI 1,0 0,03 0,015 0,5
2007 710H; 551500 C. neoformans VNI 2,0 0,125 0,03 0,5
2007 735H; 558821 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,5
2007 781H; 561139 C. neoformans VNI 1,0 0,03 0,06 0,25
2007 545Hg 388811 C. neoformans VNI 2,0 0,125 0,03 1,0
2007  947H,; 568309 C. neoformans VNI 1,0 0,06 0,015 0,25
2007 948H;; 570525 C. neoformans VNI 1,0 0,125 0,03 1,0
2008 175H,; 237465 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,25
2008 879Hs 577726 C. neoformans VNI 2,0 0,015 0,03 0,25
2008 990Hs 692395 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,5
2008 265Hg 372341 C. neoformans VNI 1,0 0,03 0,015 0,25
2009 961H, 586599 C. neoformans VNI 1,0 0,125 0,03 0,5
2009 398Hs 414332 C. neoformans VNI 2,0 0,125 0,03 1,0
2009 593H; 595476 C. gattii VGII 4,0 0,5 0,06 0,5
2010 960H; 560949 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,5
2010 151Hy 259468 C. neoformans VNI 1,0 0,06 0,015 0,25
2010 120H;; 516488 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,25
2011 76H; 652151 C. neoformans VNI 1,0 0,125 0,03 0,5
2011 113H; 582448 C. neoformans VNI 1,0 0,125 0,03 0,25
2011 104H; 654659 C. neoformans VNI 1,0 0,125 0,015 0,25
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Continuacao

N.° da s Tipo CIM (pg/mL)
Ano amostra RG Especie molecular FLC ITC VRC AMB
2011 04Hg 659989 C. neoformans VNI 2,0 0,06 0,03 0,25
2011 68Hg 660291 C. neoformans VNI 4,0 0,06 0,03 0,5
2011 111Hy 528484 C. neoformans VNI 2,0 0,125 0,015 0,5
2011 24H,; 663011 C. neoformans VNI 2,0 0,125 0,03 0,25
2012 114H; 666018 C. neoformans VNI 2,0 0,125 0,03 0,5
2012 123H; 668110 C. neoformans VNI 0,5 0,03 0,015 0,5

Legenda: FLC: fluconazol; ITC: itraconazol; VRC: voriconazol; AMB: anfotericina B.
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Carta de Aprovagdo

O protocolo n® 2163 CAAE 0256.0.049.000-11 da Pesquisadora
Rosianne Assis de Sousa Tsupisaky, intitulado *Caractenizagdo clinica, tipagem
molecular e determinacdo da suscetibifidade antifiingica de casos de
criptococcemia”, e o sew Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foram
revisados por este comité e aprovados em reunido ordindria no dia 27 de
outubro de 2011, encontrando-se de acordo com as resolugées normativas do

Ministério da Satde.

Edilson dos Re

Vice-Coorden 0 Comité de Etica em Pesquisa da UFMS

Campo Grande, 27 de outubro de 2011.

Comié de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
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ANEXO A - CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA
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