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RESUMO

A criptococose é uma micose sistémica causada pelos fungos Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii. A infec¢cdo causada por Cryptococcus neoformans
€ cosmopolita, tem comportamento oportunista e acomete principalmente individuos
imunodeprimidos. Cryptococcus gattii € endémico em algumas regiées e acomete
mais frequentemente individuos imunocompetentes. Os objetivos deste estudo
foram descrever as caracteristicas clinicas segundo infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana, bem como caracterizar fenotipica e geneticamente as
leveduras isoladas de pacientes com criptococose atendidos no Hospital
Universitario de Mato Grosso do Sul no periodo de maio de 1997 a dezembro de
2008. A identificacdo da espécie foi realizada pelo cultivo em meio L-cavanina-
glicina-azul de bromotimol. A determinagdo da suscetibilidade antifingica frente ao
fluconazol, itraconazol, voriconazol e anfotericina B foi realizada de acordo com o
documento M27-A3, padronizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute.
Para a determinacao do tipo molecular foi utilizada a técnica Restriction Fragment
Lenght Polymorphism - URA5. Cento e dezesseis casos foram estudados, 82,8%
dos pacientes eram portadores do HIV e, em oito, nenhum fator predisponente foi
observado. Poucos pacientes (20,8%) faziam o uso de antiretroviral. A forma clinica
mais comum foi meningoencefalite (65,5%) seguida de infec¢cdo disseminada
(22,4%). A letalidade geral foi de 51,8% e entre os HIV positivos de 53,1%.
Cryptococcus neoformans foi responsavel pela infeccdo em 92,2% dos casos.
Nenhuma levedura foi resistente aos antifingicos testados. Os tipos moleculares
encontrados foram VNI (87,9%), VNIl (4,3%) e VGII (7,8%). A descricdo dos
achados clinicos, suscetibilidade antifingica e tipagem molecular devem contribuir
para a epidemiologia molecular da criptococose nacional.

Palavras-chaves: criptococose, epidemiologia, suscetibilidade antifungica, tipagem
molecular.



ABSTRACT

Cryptococcosis is a systemic mycosis caused by the fungi Cryptococcus neoformans
and Cryptococcus gattii. The infection caused by Cryptococcus neoformans is
cosmopolitan, has opportunistic behavior and affects mainly immunocompromised
individuals. Cryptococcus gattii is endemic in some regions, and affects most often
immunocompetent individuals. The objectives of this study were to describe the
clinical features according to human immunodeficiency virus (HIV) infection, as well
as to characterize phenotypically and genetically the yeasts isolated from the patients
with cryptococcosis treated at University Hospital of Mato Grosso do Sul in the period
of May 1997 to December 2008. The identification of the species was performed by
the growth L-cavanine-glycine-bromthymol blue media. The determination of
antifungal susceptibility to fluconazole, itraconazole, voriconazole and amphotericin B
was performed in accordance with the M27-A3 document, standardized by the
Clinical and Laboratory Standards Institute. The technique Restriction Fragment
Lenght Polymorphism -URA5 was used to determine the molecular type. A hundred
and sixteen cases were studied, 82.8% were HIV-positive patients and in eight no
predisposing factor was observed. Few patients (20.8%) were using antiretroviral.
The most common clinical presentation was meningoencephalitis (65.5%) followed
by disseminated infection (22.4%). Overall mortality was 51.8% and among HIV
positive 53.1%. Cryptococcus neoformans was responsible for the infection of 92.2%
of the cases. No yeast was resistant to antifungal agents tested. The molecular types
found were VNI (87.9%), VNII (4.3%) and VGII (7.8%). The description of the clinical
findings, antifungal susceptibility and molecular typing should contribute to the
national cryptococcosis molecular epidemiology.

Keywords: cryptococcosis, epidemiology, antifungal susceptibility, molecular typing.
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1 INTRODUCAO

A criptococose é uma micose sistémica causada por Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii. A doenca é adquirida pela inalagdo de propagulos
infectantes. A partir do pulm&o o fungo pode disseminar para outros 6rgaos por via
hematogénica, com especial tropismo pelo sistema nervoso central, sendo
meningoencefalite a forma clinica mais descrita.

Cryptococcus neoformans tem distribuicdo cosmopolita e comportamento
oportunista, acometendo principalmente pacientes imunodeprimidos, como na AIDS
e no uso de drogas imunossupressoras. Estima-se que no Brasil 4,5% de todas as
infecgbes oportunistas em pacientes com AIDS relatadas sdo causadas por C.
neoformans.

Por outro lado, Cryptococcus gattii € prevalente em areas tropicais e
subtropicais e acomete, em sua maioria, individuos imunocompetentes. A infeccdo
primaria usualmente € pulmonar e em muitos casos subclinica, por isso, de dificil
diagnéstico.

A infeccéo por esta espécie em geral costuma ser mais agressiva e de dificil
tratamento, pode evoluir para lesdo pulmonar progressiva inclusive em pacientes
imunocompetentes.

A possibilidade da emergéncia de Cryptococcus resistentes aos antifingicos
de uso recorrente tem motivado a realizagdo de muitos estudos.

A avaliacao da suscetibilidade antifiungica desse agente, ainda nao disponivel
nos Hospitais de Mato Grosso do Sul, € de grande interesse considerando a
severidade das manifestacdes clinicas e a alta frequéncia da criptococose na regido.
O monitoramento de resisténcia também € importante, tendo em vista que a
resisténcia observada in vitro pode predizer falha terapéutica.

A maioria dos estudos com Cryptococcus, na América Latina, esta limitada
aos aspectos clinicos e ambientais, poucas investigagcbes tém estudado a
epidemiologia molecular desses isolados. Essa avaliagéo torna-se importante, pois a
variabilidade genética pode ser um fator determinante na patogenia da doenca.

Com a pandemia da AIDS, no Brasil e no mundo, e o0 aumento do uso de
drogas imunossupressoras, foi observado crescente aumento dos casos de
criptococose associado a elevada letalidade. Dados da literatura regional sobre o

tema ainda sdo escassos. Tendo em vista a importancia do assunto, objetivou-se
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estudar as caracteristicas clinicas da doenca, assim como o perfil molecular das
espécies de Cryptococcus encontradas em hospital publico do Mato Grosso do Sul
e, ainda, conhecer o perfil de suscetibilidade aos antifungicos, para auxiliar na

conduta terapéutica de novos casos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A criptococose é uma micose sistémica causada por Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii, uma levedura capsulada, que acomete
principalmente individuos com a imunidade comprometida, em especial individuos
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (KWON-CHUNG;
BENNETT, 1992; MITCHELL; PERFECT, 1995; PASQUALOTTO et al., 2004).
Muitos dos primeiros casos descritos foram associados a pacientes com doenca
neoplasica, mas nas Ultimas décadas houve um aumento significativo da doenca,
acompanhando a epidemia da AIDS e o aumento do uso de imunossupressores
(BICANIC; HARRISON, 2004; JONGWUTIWES; SUNGKANUPARPH,;
KIERTIBURANAKUL, 2007).

A infeccdo acontece por inalagdo de leveduras desidratadas ou
basididosporos, comprometendo inicialmente os pulmdes. A infeccdo primaria
pulmonar pode ser assintomatica ou disseminar para outros 0Orgdos por via
hematogénica, com especial tropismo pelo sistema nervoso central (BICANIC;
HARRISON, 2004; KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; MORETTI et al., 2008).

2.1 Agente etiolégico

As primeiras descricdes do Cryptococcus spp foi em 1894, na Alemanha,
pelos médicos Otto Busse e Abraham Buschke, em uma paciente com lesdo de
tibia; e na Italia, por Francesco Sanfelice, em suco de péssego. O nome dado, na
época, por Sanfelice foi Saccharomyces neoformans, e por Busse foi
Saccharomyces hominis. Em 1896, o patologista francés Ferdinand Curtis descreveu
o fungo isolado de tumores de partes moles, nessa ocasido Busse deu ao fungo o
nome de Saccharomyces tumefaciens (apud BIVANCO; MACHADO; MARTINS,
2006; apud KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

Em 1901, o micologista francés Jean-Paul Vuillemin classificou os fungos de
Busse e Sanfelice no género Cryptococccus como C. hominis e C. neoformans,
respectivamente. Em 1905, o fungo foi observado nas meninges por Hansemann; a
seguir Stoddard e Cutler registraram dois casos de meningite e deram o nome ao

fungo de Torula histolytica. Em 1935, Benham concluiu que os trés diferentes
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géneros Saccharomyce, Cryptococccus e Torula, provavelmente, eram apenas uma
espécie C. hominis, com duas variedades (apud BIVANCO; MACHADO; MARTINS,
2006; apud KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

Anteriormente, o fungo era classificado como C. neoformans variedade
neoformans e C. neoformans variedade gattii (KWON-CHUNG; BENETT, 1992).
Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, as variedades passaram
a ser consideradas espécies distintas: C. neoformans e C. gattii, que apresentam
diferencas bioquimicas, antigénicas, ecolégicas e epidemioldgicas (BICANIC;
HARRISON, 2004; BOEKHOUT et al.,, 1997; DIAZ et al., 2000; KWON-CHUNG;
VARMA, 2006; MORETTI et al., 2008).

O microrganismo possui cinco sorotipos conhecidos: A, D e AD,
correspondentes a espécie C. neoformans; e B e C, correspondentes a C. gattii
(KWON-CHUNG; BENETT, 1992; PERFECT; CASADEVALL, 2002). A determinacao
da sorotipagem é baseada nas diferencas estruturais antigénicas presentes na
capsula de polissacarideo (BICANIC; HARRISON, 2004; PERFECT; CASADEVALL,
2002).

Estudos com técnicas de biologia molecular possibilitaram a classificacdo
dessa levedura em oito tipos moleculares: C. neoformans em VNI (sorotipo A), VNII
(sorotipo A), VNIII (sorotipo AD) e VNIV (sorotipo D) e C. gattii em VGI, VGII, VGIIl e
VGIV (sorotipos B e C) (MEYER et al., 1999).

Em 1975, Kwon-Chung descobriu que Cryptococcus apresenta dois tipos
sexuais, a e a, e realizou experiéncias que revelaram que esse fungo apresenta a
forma assexuada ou anamdérfica de um basidiomiceto heterotalico que foi chamado
de Filobasidiella neoformans (KWON-CHUNG; BENETT, 1992). Em amostras
clinicas e ambientais o fenétipo a € o mais prevalente (SPRINGER; CHATUVERDI,
2010).

Quanto a morfologia, Cryptococcus é uma levedura globosa ou esférica de 5
a 10 um de didametro, pode apresentar brotamento Unico ou multiplo, geralmente
envolvida por uma capsula de polissacarideo que além de ser um importante fator
de viruléncia é o substrato detectado em testes antigénicos (BICANIC; HARRISON,
2004; MITCHELL; PERFECT, 1995). Em cultura apresenta colonia de cor branca a
creme, margem lisa, apds 36 a 72 horas de incubacéo a temperatura de 25 a 37°C.
As colbnias sdo geralmente de aspecto mucoéide, estando o grau de mucosidade
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relacionado com a quantidade da capsula (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992,
MITCHELL; PERFECT, 1995).

De acordo com dados da literatura, o crescimento do fungo é influenciado
pela temperatura. In vitro, a temperatura de 39 a 40°C é capaz de diminuir a taxa de
crescimento; na espécie C. gattii a temperatura de 40°C € capaz de matar a levedura
em 24 horas; in vivo, a 41 °C o microrganismo é inibido ou morto (MITCHELL;
PERFECT, 1995). Meios de cultura contendo cicloheximida também inibem o
crescimento desse fungo (WINN; WESTENFELD, 2008).

Quanto ao metabolismo, Cryptococcus Sd80 microrganismos nao
fermentadores, ndo assimilam lactose, melibiose e nitrato de potassio, hidrolizam
amido, assimilam glicose, maltose, sacarose, galactose, inositol, xilose, trealose,
dulcitol manitol e peptona (LARONE, 1995).

S&o produtores de urease na presenca de ureia, e a capacidade de produzir
fenoloxidase é Unica. A producdo dessa enzima tem sido usada para identificacéo,
devido a producéo do pigmento melanina, por oxidacdo de compostos difendlicos, o
gue dé& as coldnias coloracdo marrom em meio apropriado (Agar Niger), além de ser
uma enzima antioxidante que melhora a sobrevivéncia da levedura no hospedeiro. A
utilizacdo de catecolaminas pela fenoloxidase pode explicar o neurotropismo do
fungo (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; MITCHELL; PERFECT, 1995; PERFECT;
CASADEVALL, 2002; WINN; WESTENFELD, 2008).

O crescimento e o tamanho da capsula foram associados a dois fatores
externos, concentracdo de pCO, e disponibilidade de ferro férrico. Em
concentracoes fisiologicas de pCO; e ferro férrico reduzido ha uma grande producao
de cépsula, ja em concentragbes ambientais a producdo é menor. Como citado
anteriormente, a cipsula € um importante fator de viruléncia, potencializa a infecgéo,
diminui a inflamacéo, inibe a fagocitose e suprime a imunidade celular e humoral
(MITCHELL; PERFECT, 1995).

2.1.1 Caracterizacdo molecular

Com o avanco da biologia molecular varias técnicas foram desenvolvidas e
tem sido usadas para o estudo do Cryptococcus. Entre essas: analise de fragmentos

de DNA (4cido desoxirribonucléico) gerados por enzimas de restricdo (RFLP),
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andlise por DNA polimorfico amplificado ao acaso (RAPD), polimorfismo de
tamanhos de fragmentos amplificados (AFLP), analise eletroforética do caridtipo
celular em campo pulsétii (PFGE), reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
fingerprinting. Além de informagBes epidemiologicas estas técnicas tém revelado
grande heterogeneidade entre as espécies (BOEKHOUT et al., 1997; BOEKHOUT et
al., 2001; DIAZ et al., 2005; MEYER et al., 1999; MEYER et al., 2003; VIVIANI et al.,
2006).

A técnica de RFLP tem sido utilizada para determinacao do tipo molecular de
Cryptococcus. Apos a amplificacdo de um fragmento de DNA, enzimas de restricao
catalisam clivagens endonucleotidicas em sitios determinados, ap6s reconhecerem
sequéncias especificas, tendo como produto fragmentos de DNA de tamanhos
especificos. Esses fragmentos podem ser separados através de eletroforese em gel
de agarose, de acordo com o peso molecular (BOTSTEIN et al., 1980). Pelos perfis
moleculares gerados, essa técnica permite a diferenciacdo do tipo molecular entre
cepas de uma mesma espécie, determinando o tipo molecular.

A PCR em tempo real representa um grande avan¢o nos métodos de biologia
molecular. Pesquisas utilizando essa técnica de PCR tém sido realizadas, a fim de
se obter um método de diagndstico mais rapido e especifico que PCR convencional.
Essa técnica de amplificacdo é capaz de quantificar a concentracdo do produto de
PCR gerado ao final de cada ciclo de reacdo, podendo também ser Gtil para o
acompanhamento do tratamento antifungico (BIALEK et al. 2002; VERON et al,
2009).

2.2 Eco-epidemiologia

De acordo com estudos prévios, existem importantes diferencas com relacéo
ao habitat e distribuicdo geografica entre as espécies de Cryptococcus. A doenca
causada pela espécie C. neoformans acomete principalmente pacientes com alguma
imunossupressao, em especial portadores do HIV (CHEN et al., 2000; NISHIKAWA
et al., 2003). Caracteriza-se por ser cosmopolita e predominantemente urbana,
tendo como nicho ecologico, solo contaminado por fezes ressecadas de aves, um

ambiente rico em fontes de nitrogénio, como ureia e creatinina, e detritos de arvores



18

(ELLIS; PFEIFFER, 1990; ESCADON et al., 2006; KWON-CHUNG; BENNETT,
1992; MORETTI et al., 2008).

Os passaros nédo se tornam infectados por sua elevada temperatura corporal
(41,5-43,3°C), entretanto, podem atuar como reservatérios (KWON-CHUNG,;
BENNETT, 1992; MITCHELL; PERFECT, 1995; SORRELL; ELLIS, 1997).

Em contraste, a criptococose causada pela espécie C. gattii, tem distribuicdo
geografica distinta, e esse tem sido isolado principalmente em regifes tropicais e
subtropicais. Compromete em maior numero individuos higidos e provenientes da
zona rural (CHEN et al., 2000; KWON-CHUNG; BENETT, 1992; NISHIKAWA et al.,
2003).

A literatura classica mostra que 0 microrganismo teve, como primeiro
isolamento ambiental, material associado as arvores da espécie Eucallyptus
camaldulensis (ELLIS; PFEIFFER, 1990), muito comum na Australia, de onde foi
exportada para outros paises como Brasil, México, sul da Califérnia, sudeste da
Asia, Africa, etc. (KWON-CHUNG; BENETT, 1992). No Brasil, essa espécie foi
isolada de ocos de diversas arvores como Cassia grandis, Senna multijuga, Ficus
microcarpa e Moquilea tomentosa (LAZERA et al., 1996; LAZERA et al., 2000).

Casos de criptococose por C. gattii ja foram reportados na América Latina,
Peru, Colémbia, Argentina, Venezuela, Brasil, Australia, Nova Guiné, paises da
Africa Central, sudeste da Asia, México e Estados Unidos (MORETTI et al., 2008).

Na Colémbia, C. gattii foi isolado de detritos das arvores Eucalyptus spp. e
Laurus spp., e C. neoformans de excretas de passaros e de detritos das arvores
Eucalyptus spp., Laurus spp. e Pinus spp. (ESCADON et al., 2006).

A incidéncia de criptococose tem aumentado com o aumento de pacientes
imunocomprometidos, e com a epidemia da AIDS. Nesse grupo de pacientes, a
doenca tem sido reconhecida como principal causa de meningoencefalite, com
elevada taxa de mortalidade (DARZE et al., 1999; LINDENBERG et al., 2008;
PASQUALOTTO et al., 2004).

Dados da literatura mostram maior prevaléncia da infeccdo no sexo
masculino, principalmente em adultos (OLIVEIRA; NEGREIROS; TREVISOL-
BITTERNCOURT, 2000; PASQUALOTTO et al., 2004). Entretanto, criancas também
sdo vitimas da doenca (ABADI et al., 1999). No Brasil, mais especificamente no
Estado do Par4, o aumento de casos em criangcas tem sido atribuido a migracéo da

zona urbana para a zona rural, e ao desmatamento da regido amazoénica, onde ha
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predominio da espécie C. gattii, bem como consequéncia de desnutricdo e AIDS
(CORREA et al., 1999).

2.3 Patogénese e formas clinicas

A propagacédo do fungo através do ar € elevada, visto que particulas viaveis
no ambiente geralmente tém menos de 2 um, sendo capazes de serem inaladas e
alcancar os alvéolos pulmonares (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; LAZERA et al.,
1996; MITCHELL; PERFECT, 1995).

ApoOs a infeccdo a resposta imunoldgica celular inicial contra Cryptococcus
parte dos macrofagos alveolares. A resposta mediada por linfécitos T helper (CD4) é
essencial para proteger o hospedeiro da disseminacdo da doenca controlando a
resposta inflamatéria granulomatosa no pulm&o, enquanto linfocitos T citotdxico
(CD8), células Natural Killer (NK) e fagécitos exercem importante atividade fungicida,
gue contribui para a defesa do hospedeiro (MITCHELL; PERFECT, 1995; PERFECT;
CASADEVALL, 2002). Células T pulmonares respondem ao estimulo secretando
citocinas padréo de T helper 1 (Th1): Interferon gama (IFN-y) e Interleucina 2 (IL-2),
e citocinas padrao de T helper 2 (Th2): Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 5 (IL-5) e
Interleucina 10 (IL-10), resultando em infiltrados de macréfagos e granulécitos
(HUFFNAGLE et al., 1994; MITCHELL; PERFECT, 1995).

As apresentacdes clinicas estdo diretamente relacionadas ao estado
imunologico do hospedeiro (SORREL, 2001). O pulmédo é a principal porta de
entrada de Cryptococcus, apds a infeccdo a doenca pode evoluir de trés formas:
resolucdo espontanea, infeccdo latente ou infeccdo aguda. Essa evolucdo
provavelmente depende do tamanho do inéculo, viruléncia da cepa e estado
imunolégico do hospedeiro (BICANIC; HARRISON, 2004; PERFECT;
CASADEVALL, 2002).

A forma pulmonar é a segunda mais frequente, apos o envolvimento do SNC.
Quando sintomética predomina tosse com expectoracdo e febre, podendo ser
assintomatica em 1/3 dos casos. Manifesta-se, muitas vezes, com quadro
semelhante a pneumonia e pode evoluir para insuficiéncia respiratéria aguda,

principalmente em individuos com AIDS. O complexo primario pulmonar-linfonodo
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pode ser assintomatico, tendo risco de reativagdo ou disseminagdo em hospedeiros
imunodeprimidos (MITCHELL; PERFECT, 1995; MORETTI et al., 2008).

A forma clinica mais comum desta doenca € a meningoencefalite e sem o
tratamento adequado todos os casos tendem a evoluir ao 6bito (KWON-CHUNG;
BENNETT, 1992). Na maioria dos pacientes essa forma clinica se manifesta de
forma subaguda. Os principais sintomas apresentados sao: cefaleia, febre e
alteracdo do nivel de consciéncia (BICANIC; HARRISON, 2004; MITCHELL;
PERFECT, 1995; PERFECT; CASADEVALL, 2002).

A hipertensdo intracraniana contribui significativamente na elevada morbi-
mortalidade da doenca e pode causar perda visual ou auditiva (BICANIC;
HARRISON, 2004; MORETTI et al., 2008).

Em pacientes com AIDS a duracéo dos sintomas parece ser menor, a doenca
disseminada € mais comum e tem maior probabilidade de estar associada a outras
infeccbes, como toxoplasmose e pneumocistose. Essas diferencas em relacdo ao
individuo imunocompetente reflete o grau de imunossupresséao causada pela AIDS
(MITCHELL; PERFECT, 1995; PERFECT; CASADEVALL, 2002).

A criptococose cutanea primaria € rara e causada pela inoculacdo traumatica
do patégeno na pele, ja a criptococose cutanea secundaria ocorre por disseminacdo
hematogénica e pode funcionar como marcador de infecgdo disseminada
(BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006; KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

O comprometimento ocular decorre da dissemina¢cdo hematogénica do foco
pulmonar por contiguidade do sistema nervoso central, tendo como lesdo mais
frequente a coriorretinite e como principal sintoma a diplopia (MITCHELL; PERFECT,
1995; MORETTI et al., 2008).

O sistema geniturinario pode ser infectado por Cryptococcus principalmente
na forma de pielonefrite e prostatite, esta Gltima apresenta como sintomas urgéncia
miccional, disuria, hematuria, dor suprapubica e sintomas de obstrucdo vesical,
entretanto, frequentemente é assintomatica (MORETTI et al., 2008). A préstata pode
funcionar como reservatério do fungo e pode ser responsavel pelos casos de
recidiva (CHANG et al., 2008; MITCHELL; PERFECT, 1995; PERFECT;
CASADEVALL, 2002).
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2.4 Diagnéstico laboratorial

O diagnostico da criptococose raramente é um problema quando ha elevada
carga fangica no liquor e nas lesdes. Devido a presenca de capsula caracteristica o
fungo é facilmente visualizado nos preparados com tinta nanquim, além disso, 0s
testes soroldgicos apresentam alta sensibilidade e especificidade (BICANIC;
HARRISON, 2004; MORETTI et al., 2008).

A levedura pode ser vista em diversos materiais clinicos como liquido
cefaloespinhal (LCE), escarro, lavado bronquico, urina, secrec¢des, aspirado de
medula 6ssea e de ganglios, fragmentos de tecidos e outros. No LCE, para se ter
uma microscopia positiva, é estimado que a amostra tenha no minimo 10° UFC/ml
de células fungicas. As células podem ser visualizadas ap0s coloragcdo com tinta
nangquim, que mostra, em contraste negativo, as leveduras encapsuladas globosas
com um ou mais brotamentos. Ocasionalmente, a cdpsula pode néo ser visualizada.
A solucéo 0,1% de branco de calcofltor é usada para a visualizacdo em microscopio
de imunofluorescéncia, e permite o rapido encontro da levedura, quando estas estdo
em numero reduzido na amostra (BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006;
MORETTI et al., 2008; PERFECT; CASADEVALL, 2002; WINN; WESTENFELD,
2008).

Em cortes de tecido a capsula ndo cora com corantes histolégicos padrdes,
como hematoxilina-eosina, devido sua natureza mucopolissacaridea, permanecendo
um espaco vazio rodeando a levedura. Outros corantes podem evidenciar melhor a
levedura e a capsula como acido periodico de Schiff, mucicarmina, Fontana-Masson
e prata-metenamina (BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006; PERFECT;
CASADEVALL, 2002; WINN; WESTENFELD, 2008).

Testes imunologicos detectam a presenca de antigenos capsulares
polissacarideos criptococicos com teste de aglutinacdo em latex ou ensaio de
imunoadsorcao imunoenzimatico (ELISA), com aplicacdo mais importante no LCE e
no soro (BICANIC; HARRISON, 2004; WINN; WESTENFELD, 2008). S&do mais
sensiveis que o micoldgico direto e mais rapidos que a cultura. E indicado para
testes primarios, podendo substituir a tinta nanquim, mas nunca a cultura (WINN;
WESTENFELD, 2008).

A capacidade de producdo da enzima fenoloxidase leva a formacgao de

melanina. Essa caracteristica pode ser demonstrada na aquisicdo de pigmento
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escuro quando crescido em meio de cultivo preparado com extrato de sementes
(Agar Niger), o que diferencia o Cryptococcus de outras leveduras (KWON-CHUNG,
BENNETT, 1999; MITCHELL; PERFECT, 1995).

Um meio contendo L-canavaniva, glicina e azul de bromotimol (CGB) é usado
para diferenciar as espécies. Cryptococcus gattii € resistente a L-canavanina e utiliza
glicina como fonte de carbono e nitrogénio, provoca a mudanca a cor do meio para
azul cobalto através da alteracdo de pH, enquanto Cryptococcus neoformans
mantém a cor verde conforme mostra a Figura 1 (KWON-CHUNG; POLACHECK;
BENNETT, 1982).

2.4.1 Teste de suscetibilidade antifangica

Com o aumento da incidéncia de infec¢des fungicas sistémicas graves e 0
surgimento de novos agentes antifingicos, houve interesse em se desenvolver
métodos laboratoriais para auxiliar na escolha do tratamento.

Técnicas foram desenvolvidas, por comités formados por especialistas, para
estudar o perfil de suscetibilidade in vitro aos antifungicos, caracterizando a
preparacao e o tamanho do inéculo, meio sintético utilizado, temperatura e tempo de
incubacédo, definicdo do ponto de corte, além de estabeleceram faixas de referéncia
da concentracdo inibitéria minima (CIM) para cepas padrdes, utilizadas como
controle de qualidade (CLSI, 2008; REX et al., 2001).

Alguns continentes tém seus proprios comités, como 0 norte-americano,
formalmente conhecido como National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS), e o europeu European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST).

Uma variedade de métodos foi desenvolvida para execucao de antibiogramas:
diluicho em caldo (macro e microdiluicdo), diluicho em agar e difusdo em agar
(disco-difuséo e Etest®) (ANDRADE, 2004; DANNAOUI et al., 2006; FERNANDES
et al., 2003; PFALLER et al., 2009; REX et al., 2001).

O método de microdiluicdo em caldo desenvolvido pelo NCCLS consiste em
expor o indculo do microrganismo a varias concentracdes conhecidas da droga em
um meio sintético e apods incubacéo definir a menor concentracdo da droga capaz de

inibir o crescimento do microrganismo (CLSI, 2008).
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Métodos para testar a suscetibilidade antifingica tém se tornado importante
ferramenta para monitoramento in vitro do aparecimento de microrganismos
resistentes ou de possivel desenvolvimento de resisténcia secundéaria (ALVES et al.,
2001; SILVA et al., 2008).

A determinacéo da CIM talvez possa predizer a resposta clinica ao tratamento
com fluconazol e ajudar na identificacdo de pacientes que nao respondem a essa
terapia, visto que uma CIM = 16 ug/mL esteve relacionada a falha terapéutica e 6bito
(ALLER et al., 2000).

2.5 Tratamento

Por muitos anos, a anfotericina B era o Unico antifungico eficaz no tratamento
de micoses sistémicas (WINN; WESTENFELD, 2008), entretanto, nas udltimas
décadas houve aumento notavel do nimero desses agentes (BENNETT, 2006).

A anfotericina B foi descoberta por Gold (1956) e isolada de Streptomyces
nodosus (TREJO, BENNETT; 1963). E um macrolideo poliénico, possui pouca
hidrossolubilidade e toxicidade consideravel. Sua natureza anfipatica possibilitou o
desenvolvimento de formulacdes lipidicas, que tem um custo de 20 a 50 vezes maior
que ao do complexo anfotericina B-desoxicolato (BENNETT, 2006). Esse antifungico
ocasiona efeitos colaterais como nefrotoxicidade, hipopotassemina e reacfes
relacionadas com a infusdo como febre, calafrios, hipdxia, hipotensdo e hipertenséo
(BENNETT, 2006; LULLMANN et al., 2008).

O mecanismo de acao desse farmaco consiste em se ligar ao grupo esterol
do ergosterol presente na membrana dos fungos, formando canais e consequente
aumento na permeabilidade da membrana, permitindo o extravasamento de
pequenas moléculas e lise celular (BENNETT, 2006; LULLMANN et al.,, 2008;
MACHADO, 2006). Sua absorcdo gastrintestinal € insignificante, deve ser
administrada por via intravenosa ou intratecal. Mais de 90% do farmaco no plasma
permanece ligado as proteinas, uma pequena quantidade (2-3%) penetra no liquido
cefaloespinhal (LCE), no humor vitreo e no liquido amniético normal (BENNETT,
2006; MACHADO, 2006).

A fluocitosina € uma pirimidina fluorada, trata-se da 5-fluorocitosina, seu

mecanismo de acdo consiste na desaminacdo da fluocitosina a 5-fluoruracila pelo
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fungo, um potente antimetabdlico que compromete a sintese de DNA (BENNETT,
2006; LULLMANN et al., 2008). E bem absorvida no trato gastrintestinal e sua
ligacdo as proteinas € minima (MACHADO, 2006). A sua concentracédo no LCE é de
até 90% da concentracdo plasmatica. Pacientes que ja tém algum distdrbio
hematologico podem apresentar anemia, leucopenia e trombocitopenia, outros
efeitos adversos observados foram exantema, nauseas, vOmitos, diarreia,
enterocolite grave. A toxicidade € mais observada em pacientes com AIDS ou
tratados com farmacos lesivos a medula 6ssea (BENNETT, 2006; MACHADO,
2006).

Os antifungicos azois abrangem duas grandes classes: imidazdis e triazdis. A
acao fungiostatica se deve a inibicdo de 14-a-desmetilase do sistema do citocromo
P450, inibindo a sintese do ergosterol (BENNETT, 2006; LULLMANN et al., 2008;
MACHADO, 20086).

Fluconazol é um bistriazol fluorado, absorvido quase completamente pelo
trato gastrintestinal, tem excelente penetracdo no liquor (até 90% do nivel
plasmatico) e apenas 11 a 12% do farmaco no plasma encontra-se ligado as
proteinas. Os principais efeitos adversos observados em pacientes que recebem o
farmaco sdo nausea, vomito, cefaléia, exantema, dor abdominal e diarréia. Por ser
teratogénico deve ser evitado durante a gravidez (BENNETT, 2006; MACHADO,
2006).

O itraconazol é um triazol sintético, apresenta absorcdo variavel pelo trato
gastrintestinal, dependendo da presenca de acidos e gorduras. Mais de 99% do
farmaco encontra-se ligado as proteinas plasmaticas e ndo € encontrado no LCE ou
na urina. Alguns efeitos adversos observados sdo: nausea, vOmito,
hipertrigliceridemia, hipopotassemia, aumento das aminotransferases e exantema
(BENNETT, 2006; MACHADO, 2006).

De acordo com especialistas, o tratamento bem sucedido da criptococose
depende do controle da imunidade do hospedeiro, do sitio de infeccéo, da toxicidade
da droga antifungica e da doenca de base do paciente. A terapia antifiUngica
recomendada na atualidade é dividida em trés fases: indugcdo, consolidacdo e
manutencao (PERFECT et al., 2010).

A terapia de indugcé&o tem como objetivo a reducdo, ou negativacdo da carga
fungica em um periodo minimo de duas semanas de tratamento. Para a manutencao

da negatividade micoldgica e o alcance da normatizacdo dos parametros clinicos e
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laboratoriais, por pelo menos oito semanas, € necessaria a terapia de consolidacéo
(MORETTI et al., 2008). O tratamento mais adequado na fase de indug&o, nos casos
de neurocriptococose, ou sua forma disseminada, € a combinacédo de anfotericina B
0,7 a 1,0 mg/kg/dia com fluocitosina 100 mg/kg/dia, por duas semanas, seguida por
fase de consolidagdo com fluconazol 400 mg/dia por oito semanas (MORETTI et al.,
2008; PERFECT et al., 2010).

Considerando que no Brasil o antifungico fluocitosina ndo é mais
comercializado, a alternativa na fase de inducdo é a combinacdo de anfotericina B
(0,7 mg/dia) com fluconazol (800 mg/dia). Apds o término das terapias de inducéo e
consolidacdo, devido ao alto risco de recaidas, deve-se iniciar a terapia de
manutencdo, sendo ideal a negativacdo de culturas fungicas, devendo continuar até
a reconstituicdio do sistema imune, por um periodo minimo de um ano
preferencialmente com fluconazol 200 a 400 mg/dia (MORETTI et al., 2008;
PERFECT et al., 2010).

Apesar de recomendado, o uso do fluconazol por longo periodo como terapia
supressiva pode ser associado com o desenvolvimento de resisténcia aos azoéis em
pacientes com AIDS (ALLER et al.,, 2000; ALVES et al.,, 2001; BENNETT, 2006;
MACHADO, 2006). A presenca de C. gattii resistente ao fluconazol, como descrito
por Fernandes et al. (2003), indica a importancia ndo apenas de se identificar a
espécie de Cryptococcus responsavel pela doenca, mas também determinar a CIM

a fim de possivelmente orientar o tratamento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar fenotipica e geneticamente Cryptococcus spp. e descrever

caracteristicas epidemiologicas de pacientes com criptococose em hospital de

referéncia em Mato Grosso do Sul.

3.2 Objetivos especificos

Para realizacdo do objetivo geral foram designados os seguintes objetivos

especificos:

Descrever as variaveis demogréficas, clinicas e laboratoriais de
pacientes com criptococose, atendidos no Hospital Universitario de
Mato Grosso do Sul, entre maio de 1997 e dezembro de 2008;
Identificar as espécies de Cryptococcus responsaveis pelos casos de
criptococose;

Avaliar a suscetibilidade antifangica in vitro das espécies de
Cryptococcus, pela técnica de microdiluicdo frente aos antifingicos
anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol;

Identificar e determinar a prevaléncia dos tipos moleculares, no periodo

de onze anos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo descritivo retrospectivo do tipo série de casos.

4.2 Local e periodo

O estudo foi realizado com Cryptococcus spp., previamente isolados, de
pacientes com criptococose atendidos no Hospital Universitario “Maria Aparecida
Pedrossian” da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (HU-UFMS), Campo
Grande — MS, no periodo de maio de 1997 a dezembro de 2008.

O HU-UFMS é um hospital terciario de alta complexidade, com 256 leitos,
referéncia no diagnéstico e tratamento de doencas infecciosas e parasitarias no
estado de Mato Grosso do Sul. Presta servicos de saude ambulatorial e hospitalar,

vinculados ao Sistema Unico de Salde.

4.3 Sujeitos da pesquisa

Foram incluidos no estudo os casos de criptococose, cujas culturas de
materiais biolégicos foram positivas para Cryptococcus spp, com leveduras viaveis,
totalizando cento e dezesseis pacientes.

Critérios de exclusdo: cultura negativa ou inviabilidade das leveduras

armazenadas.

4.4 Procedimentos para coleta de dados

O estudo foi iniciado pela consulta dos livros de registro do Laboratério de
Micologia do HU-UFMS.
Os dados demogréficos e clinicos foram obtidos a partir de prontuario médico

e anotados em formulario apropriado (apéndice A). As variaveis analisadas foram:
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a) variaveis demogréficas: sexo, idade, procedéncia, naturalidade, zona;

b) condi¢cdes clinicas: forma clinica, sinais e sintomas apresentados no
momento do diagnostico e co-infeccoes;

c) condic¢des de risco: imunodeficiéncia pelo HIV, transplante de érgdos, uso
de medicacao imunossupressora, diabetes mellitus, neoplasias, etc.;

d) tratamento: antifungicos utilizados;

e) dados complementares: periodo de internacdo, terapia antiretroviral,
evolucao clinica;

f) espécime clinica do qual foi isolado o agente etiolégico: liquido cérebro
espinhal, urina, sangue, bidpsia, escarro, lavado brénquico, etc.; e

g) variaveis de exames laboratoriais: exame micoldgico direto, parametros

liqudricos, contagem de CD4 e carga viral.

4.5 Procedimentos em laboratorio

As leveduras incluidas no estudo haviam sido isoladas no Laboratério de
Micologia do HU-UFMS e estocadas em skim milk e em glicerol a -20°C. A
identificacdo da espécie por meio da semeadura em meio L-canavaniva, glicina e
azul de bromotimol (CGB). O teste de suscetibilidade antifingica e a tipagem
molecular foram realizados a partir do crescimento em cultura das leveduras
isoladas da primeira amostra clinica de cada paciente. A identificacdo da espécie e a
determinacdo da suscetibilidade antifungica foram realizadas no Laboratério de
Pesquisas Microbioldgicas do Departamento de Farmacia e Bioquimica da UFMS,
enquanto a tipagem molecular no Laboratorio de Biologia Molecular e Culturas
Celulares da UFMS.

4.5.1 Identificacdo da espécie

A identificacdo das espécies isoladas foi realizada a partir do crescimento da
levedura, em meio CGB, no qual somente C. gattii, através da utilizacdo de glicina,
como fonte de carbono e nitrogénio, provoca alcalinizagédo do meio e a mudanca da
cor para azul cobalto, como mostrado na Figura 1 (KWON-CHUNG; POLACHECK;
BENNETT, 1982).
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A B

Figura 1 — Teste do meio CGB. A: resultado positivo (C. gattii), B: resultado negativo (C.
neoformans).

4.5.2 Determinacgédo da suscetibilidade antifungica

A suscetibilidade das amostras frente aos antifingicos foi determinada por
meio da técnica de microdiluicdo em caldo, recomendada e padronizada pelo
Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI), de acordo com o documento M27-
A3 (CLSI, 2008).

4.5.2.1 Antifungicos

Os antifungicos testados foram: anfotericina B (AMB), fluconazol (FLC),
itraconazol (ITC) adquiridos da Sigma Aldrich (EUA) e voriconazol (VRC) da Pfizer
(EUA), doacéao do Dr. Eriques G. da Silva, da Universidade de Sao Paulo (USP). As
drogas foram armazenadas de acordo com as especificagées dos fabricantes.

As soluges estoque foram preparadas a partir do antifingico na forma de pé,
que foi pesado em balanca analitica de precisdo (Shimadzu, China). Cada droga foi
dissolvida de acordo com sua solubilidade: anfotericina B, itraconazol e voriconazol
em dimetilsulfoxido (DMSO) [Sigma, EUA] e o fluconazol em &gua bi-destilada
estéril.

O volume de solvente utilizado foi determinado através da férmula abaixo,

recomendada pelo CLSI para se obter uma solugdo estoque com concentracédo de
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5120 pg/mL para o fluconazol e 1600 pg/mL para anfotericina B, itraconazol e

vaoriconazol.

Peso (mg) = Volume solvente (mL) x Concentracdo solucédo estoque (ug/mL)
Poténcia da substancia antifungica (ug/mg)

Apos o preparo das solucdes, estas foram transferidas para criotubos de 2 mL
e armazenadas a -20°C por um periodo maximo de seis meses. Antes da utilizacao
essas solucdes foram descongeladas a temperatura ambiente.

Devido a fotossensibilidade da anfotericina B, durante seu manuseio e
armazenamento foram tomadas todas as precaucfes para evitar sua exposicao a
luz.

O meio de cultura utilizado foi o RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640
com glutamina, sem bicarbonato e antibiético, pH7, MOPS (acido 3-[N-morfolino]
propanosulfénico) 0,165mM, recomendado pelo documento M27-A3, adquirido
comercialmente (Vitrocell, Brasil) e mantido em geladeira.

Todo o procedimento foi feito em cabine de seguranca bioldgica, utilizando
materiais estéreis: tubo de ensaio, pipeta graduada, ponteira para pipeta automatica,

reservatorio em “V” para pipeta multicanal, microplacas entre outros.

4.5.2.2 Preparo das microplacas com antifangico

Para o preparo das microplacas de fluconazol foram feitas diluicbes da
solugéao estoque (5120 pg/mL), conforme ilustrado na Figura 2, a fim de se obter

solugdes com concentracdes finais que variaram de 0,25 a 128 pg/mL.
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Diluicbées de Fluconazol

solugao estoque
5120 ug/mL

1mﬂnL

=

1 2
3mL 7mL
RPMI RPMI
1280 yg/mL 640 pg/mL
1mL 1mL
_3 _2,
1mL 3mL
RPMI RPMI
320pg/mL 160 pg/mL i 0.5mL 0.5mL
[ | ‘ ‘
5 6 7
1mL 1,5mL 3,5mL
RPMI RPMI RPMI
80pg/mL 40pg/mL 20 pug/mL 1mL 0.5mL 0.5mL
o 0 B
8 9 10
1mL 1,5mL 3,5mL
RPMI RPMI RPMI
10ug/mL  Sug/mL 2,5pug/mL
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

l1mL l1mL l1mL l1mL l1mL l1mL l1mL l1mL l1mL l1mL

3 4 5 6 7 8 9 10
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9mL 9mL 9mL 9mL 9mL 9mL 9mL 9mL 9mL 9mL
RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI

128pg/mL 64pg/mL 32pg/mL 16pg/mL 8ug/mL 4ug/mL 2pg/mL 1ug/mL 0,5ug/mL 0,25ug/mL

Figura 2 — Fluxograma do preparo das diluicbes de fluconazol.
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Para o preparo das microplacas com anfotericina B, itraconazol e voriconazol,
foram feitas diluicdbes da solugdo estoque (1600 pg/mL), conforme ilustrado na
Figura 3, a fim de se obter solugcbes com concentracdes finais que variaram de 0,03
a 16 pg/mL. Os tubos utilizados na diluicdo da AnB foram envolvidos com papel
aluminio e protegidos da luz, assim como as microplacas, tanto no preparo quanto

Nno armazenamento.
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Diluicoes de Anfotericina B, Itraconazol e Voriconazol

1
solucao estoque
1600 pg/mL

0,5mL/ 0,5mL| 0,5mL

0,5mL
DMSO

1,5mL
DMSO

0,5mL 1,5mL 3,5mL
DMSO DMSO DMSO
100 pg/mL 50 pyg/mL 25 pg/mL
He Hg ke 0,5mL 0,5mL 0,5mL
¥
[ 2 ’ ‘
8 9 10
0,5mL 1,5mL 3,5mL
DMSO DMSO DMSO
12,5ug/mL 6,25 pg/mL 3,13 pg/mL
1 2 3 4 5 6 T 8 9 10
l0,1mL lO,1mL 0,1mL 0,1mL l0,1mL lO,1mL lO,1mL 10,1mL l0,1mL l0,1mL
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
9,9mL 9,9mL 9,9mL 9,9mL 9,9mL 9,9mL 9,9mL 9,9mL 9,9mL 9,9mL
RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI
16ug/mL  8pg/mL  4ug/mL  2pg/mL 1 ug/mL 0,5 ug/mL 0,25 pg/mL 0,125 pg/mL 0,06 pg/mL 0,03 pg/mL

Figura 3 — Fluxograma do preparo das diluicbes de anfotericina B, itraconazol e

voriconazol.
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As solugdes de antifungicos foram aplicadas em placas de microtitulacdo de
fundo chato com 96 pocos, em formato de U, no sentido vertical das placas, nos
pocos das colunas 2 a 11, conforme mostrado na Figura 4, diminuindo a
concentracdo das solucdes neste sentido, estando na coluna 11 a solucdo com a
menor concentragdo, e na coluna 2, a maior concentra¢do do antifangico. Na coluna
1 e 12 nao foi adicionado antifingico, estas colunas foram destinadas ao controle
negativo ou de esterilidade (CE) e controle positivo ou de crescimento (CC),
respectivamente. Apos a distribuicdo de todas as diluicdes dos antifungicos nas
microplacas, estas foram vedadas com filme plastico (parafilme), tampadas e
identificadas com nome do farmaco e data do preparo. As microplacas foram
acondicionadas em sacos plasticos, congeladas a -20°C e utilizadas no maximo um

més apds o estoque.
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Esquema de distribuigdo dos antifungicos nas microplacas
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Figura 4 — Desenho esquematico da distribuicdo dos antifungicos nas microplacas.
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4.5.2.3 Preparo do indculo

As leveduras foram descongeladas cerca de vinte dias antes da realiza¢do do
antifungigrama, e foram feitos repigues seriados em placa de Agar Sabouraud
Dextrose (ASD), até assegurar sua pureza e viabilidade. A seguir, foi semeada
coldnias isoladas em tubo de rosca contendo ASD, e estocada em micoteca. A partir
do crescimento dessa levedura em tubo, foi feito repique em placa de ASD 48 horas
antes da realizacdo do teste, para Cryptococcus sp, e 24 horas para as cepas
controles ATCC de Candida. Essas placas foram incubadas a 35°C.

O in6culo foi preparado com o auxilio de alcas descartaveis, escolhendo
colonias isoladas e suspendendo-as em 5 mL de solucdo salina estéril. Essa
suspensao foi agitada em agitador de vortex por 15 segundos, e a densidade celular
ajustada com a ajuda da solucéo-padrao da escala de Mc Farland 0,5 (Probac do
Brasil, Brasil) e do cartdo de Wickerhan, acrescentando solug¢do salina, quando
necessario. Esse procedimento forneceu uma solugcédo-padréo de levedura contendo
cerca de 1 x 10°a 5 x 10° células por mililitro. Essa suspenséo foi diluida 1:50, ou
seja, 100 puL do in6culo em 4,9 mL de RPMI e, em seguida, 1:20, 500 pyL da diluicéo
anterior em 9,5 mL de RPMI, resultando em concentracdo de 1 x 10°a 5 x 10°
células por mililitro. Antes de cada diluicdo, o tubo de ensaio foi homogeneizado por
15 segundos, com a ajuda do agitador. O inéculo foi aplicado na microplaca, dentro

de 15 minutos, apds sua padronizacao.

4.5.2.4 Teste de suscetibilidade antifiungica

Antes de preparar o inéculo, as microplacas, ja contendo o antifungico, foram
descongeladas a temperatura ambiente e o filme plastico retirado.

A Ultima diluicdo do in6culo foi homogeneizada com o auxilio do agitador,
vertida em reservatério “V” estéril e aplicada 100 yL na microplaca, com pipeta
multicanal, no sentido horizontal do pogo 2 ao 12, nas linhas A e B. Outra levedura
foi aplicada nas linhas C e D e outra nas E e F. De modo que para cada
microrganismo foi feito o teste em duplicata.

Nas linhas G e H foram inoculadas as cepas do controle de qualidade
American Type Culture Collection (ATCC): C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. krusei
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(ATCC 6258), fornecidas pelo Laboratério Central de Mato Grosso do Sul (LACEN-
MS). Nos pocos da coluna 12, o qual ja continha a levedura teste e nédo foi
adicionado antifungico, foi adicionado 100 pL de RPMI e foi considerado o controle
de crescimento. Nos pocos da coluna 1, que estavam vazios, adicionou-se somente
200 pL de RPMI sendo, entéo, o controle de esterilidade.

O preenchimento das placas foi feito da mesma forma para todos os
antifangicos testados (AMB, FLC, ITC e VRC), conforme ilustrado na Figura 5.
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Esquema de distribuigao do inéculo nas microplacas
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Figura 5 — Desenho esquematico da distribuicdo do inoculo, controle de esterilidade
e de crescimento nas microplacas.
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Ao adicionar 100 pL da suspenséo da levedura, nos poc¢os contendo 100 pL
do antifungico, houve uma diluicdo 1:2, ficando uma concentracao final do inoculo
variando de 0,5 x 10°a 2,5 x 10° UFC/mL e do antifiingico variando de 0,125 a 64
pg/mL para FLC e 0,015 a 8 pg/mL para AMB, ITC e VRC.

Essas placas foram incubadas & 35°C e a leitura visual feita conforme
crescimento 6timo ap0ds 48 a 72 horas. As placas de anfotericina B foram embaladas

com papel aluminio para evitar a exposicao a luz.

4.5.2.5 Leitura e interpretacao dos resultados

Para a anfotericina B (fungicida) foi considerada concentracdo inibitoria
minima (CIM) a menor concentracao do farmaco que inibiu totalmente o crescimento
da levedura.

Para fluconazol, itraconazol e voriconazol (fungiostaticos), a CIM foi definida
como a concentragao que inibiu 50% do crescimento da levedura, comparado com o
controle de crescimento (coluna 12), onde nédo havia o antifungico.

Os pontos de corte da CIM, para as cepas de referéncia utilizadas como

controle qualidade dos testes realizados sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Variacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) de cepas de referéncia

(CLSI, 2008)
CIM (pg/mL) de:
Espécie
Anfotericina B Fluconazol Itraconazol Voriconazol
Candida parapsilosis 0,50-4,0 1,0-4,0 0,12-0,50 0,03-0,25
Candida krusei 1,0-4,0 16,0-128,0 0,5-1,0 0,12-1,0

Como o documento, M27-A3 (CLSI, 2008) nao propds valores limites de
suscetibilidade para Cryptococcus, foram considerados resistentes os isolados que
apresentaram CIM = 64 pg/mL para fluconazol, CIM = 1 yg/mL para itraconazol e
voriconazol e CIM = 2 ug/mL para anfotericina B. E foram considerados sensiveis
dose dependente os isolados que apresentaram CIM de 16 a 32 pg/mL para
fluconazol, de 0,25 a 0,5 pg/mL para itraconazol e voriconazol, conforme sugerido
previamente por outros autores (MONDON et al., 1999; HONG NGYEN; YU, 1998;



40

PEDROSO; FERREIRA; CANDIDO, 2006; SILVA et al., 2008; SOARES et al., 2005;
SOUZA et al., 2005).

4.5.3 Tipagem molecular

As leveduras foram tipadas por meio da técnica de RFLP, utilizando o primer
URADS5. Na analise molecular foi utilizada metodologia baseada no protocolo do Latin

American Cryptococcal Network Project.

4.5.3.1 Tipos moleculares de referéncia

Para identificacdo dos tipos moleculares foram incluidas cepas de referéncia:
Cryptococcus neoformans WM 148 (sorotipo A, VNI), WM 626 (sorotipo A, VNII),
WM 628 (sorotipo AD, VNIII), WM 629 (sorotipo D, VNIV) e Cryptococcus gattii WM
179 (sorotipo B, VGI), WM 178 (sorotipo B, VGII), WM 175 (sorotipo B, VGIII), WM
779 (sorotipo C, VGIV) (TRILLES, et al., 2008). Essas cepas foram cedidas pelo
Laboratério de Micologia Médica do Instituto de Pesquisa do Hospital Evandro
Chagas da FIOCRUZ/RJ.

4.5.3.2 Extracdo do DNA gendémico (FERRER et al., 2001)

Com o auxilio de uma alca descartavel transferiu-se a cultura de
Cryptococcus de 72 horas para um tubo de microcentrifuga estéril de 1,5 mL e
estocou-se a -20°C por, no minimo, 2 horas. Nesse microtubo adicionou-se 500 pL
de tampé&o de lise (ANEXO A) e 5 uL de B-mercaptoetanol (Sigma, EUA). Em
seguida, incubou-se a 65°C por 1 hora e agitou-se vigorosamente no agitador em
trés momentos: antes da incubagdo, com 30 minutos e no final da incubacdo. Na
sequéncia, adicionou-se 500 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (v:v:v 25:24:1)
[Sigma, EUA], agitou-se, no agitador, até obtencdo de suspensdo homogénea. Apos
esse periodo, centrifugou-se 16.110 xg por 20 minutos. O sobrenadante foi removido
(aproximadamente 400 pL) e colocado em um novo tubo de microcentrifuga de 1,5
mL com 400 pL de isopropanol (Synth, Brasil) com uma homogeneizacao leve.
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Posteriormente, o tubo foi acondicionado a -20°C overnight, para a precipitacdo do
DNA. No dia seguinte, centrifugou-se a 4°C a 15.000 xg, por 15 minutos. Apés a
retirada da fase liquida lavou-se o precipitado por trés vezes, com 500 pL de etanol
70% (Fluka, EUA), centrifugando por 5 minutos a 10.0000 xg a cada lavagem. Apos
secagem em estufa, o DNA (precipitado) foi suspenso em 100 pL de &gua bi-
destilada estéril, e colocado em banho-maria a 50°C por 15 minutos. O DNA extraido

foi armazenado a -20°C.

4.5.3.3 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisms) — URA5

A analise de fragmentos de DNA gerados por enzimas de restricdo foi
realizada conforme descrito por Meyer et al. (2003), com pequena modificacao.

Um teste piloto demonstrou ndo haver diferenca entre as bandas dos
amplificados utilizando 30 ng/pL de DNA ou DNA total. Assim, optou-se por utilizar o
DNA total na realizacdo da PCR.

4.5.3.3.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a realizacdo da PCR preparou-se um mix com um volume final de 25 pL.
Cada reacao continha 2,5 yL de tampéo PCR 10X, 0,75 pL de cloreto de magnésio
50 mM, 0,1 pL de Platinum Tag DNA polimerase 500 U (Invitrogen, EUA), 0,5 pL mix
de dNTPS 10 mM (Biotools, Espanha), 0,5 pL de cada primer (10 pmol), 1,0 pL de
DNA total e 19,15 pL agua bi-destilada estéril.

Os primers utilizados para a amplificacio do DNA foram: URA5 (5
ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG 3) e SJo1 (5
TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC 3)) [IDT, EUA].

A amplificagdo foi realizada por meio de 35 ciclos no termociclador (XP
Thermal Cycle, Bioer) a 94°C por 2 minutos para desnaturacéo inicial, 45 segundos
de desnaturacdo a 94°C, 1 minuto de anelamento a 55,7°C e 2 minutos de extensao
a 72°C, seguido de um ciclo de extensao final a 72°C por 10 minutos. Para cada
reacdo foi incluido um controle negativo, sem adicdo do DNA. O produto da PCR

permaneceu armazenado a 4°C até o uso.
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4.5.3.3.2 Eletroforese da amplificacdo de DNA

A eletroforese foi realizada em gel de agarose (Promega, EUA) a 1,4%, em
tampdo Tris-borate-EDTA (TBE) 1X (Sigma, EUA) por 30 minutos, a 90 volts,
contendo 8 pL do amplificado misturado com 3 pL do tampé&o de carregamento azul
de bromofenol 2X. Em cada gel de eletroforese foi aplicado o marcador de peso
molecular de 100 pares de base (pb) [Biotools, Espanha]. Ao término da
eletroforese, o gel foi corado em solucédo de 400 mL TBE, contendo 100 puL brometo
de etidio. A amplificacdo do DNA foi visualizada sob luz ultravioleta pela presenca de
banda com peso molecular aproximado de 750 pb.

4.5.3.3.3 Reacédo de RFLP

A partir do DNA amplificado, fez-se uma dupla digestdo com as enzimas de
restricdo Sau96l (5000 U/mL; Biolabs, EUA) e Hhal (20000 U/mL; Biolabs, EUA).

Ao microtubo da PCR, contendo 17 uL do produto da reacao, foi adicionado
2,5 uL de master mix, contendo 1, 5 pL de NeBuffer (tampéo, acompanha a enzima),
0,15 pL de BSA (albumina, acompanha a enzima), 0,2 puL Hhal, 0,35 pL Sau96l e
0,3 pL de agua bi-destilada estéril. Em seguida, a mistura foi incubada a 37°C por 12

horas no termociclador (Biocycler MJ96G).

4.5.3.3.4 Eletroforese do RFLP

A separacao dos fragmentos, por eletroforese, foi realizada em gel de
agarose (Promega, EUA) a 2,0%, em tampao Tris-borate-EDTA (TBE) 1X (Sigma,
EUA) por 2 horas, a 110 volts, contendo 15 pL do produto da digestdo misturado
com 5 pL do tampao de carregamento azul de bromofenol 2X. Em cada gel de
eletroforese foi aplicado o marcador de peso molecular de 100 pb (Biotools,
Espanha). Ao término da eletroforese o gel foi corado na solugdo contendo brometo

de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.
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4.5.3.3.5 Analise dos perfis gerados pelo RFLP

A determinacdo do tipo molecular, de cada amostra, foi realizada pela

comparacao visual das bandas do RFLP com as bandas das cepas padrao,

ilustradas na Figura 6.
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Figura 6 — Perfil Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) do gene URAS
duplamente digerido com Sau96l e Hhal das oito cepas padrdo de
Cryptococcus caracterizando 0s oito tipos moleculares conhecidos.
FONTE: TRILLES et al., 2008.

4.6 Organizacao e analise dos dados

Os dados demogréficos, clinicos e laboratoriais obtidos foram tabulados em
planilha no Excel® 2007 e analisados em programa Epi-Info® versdo 3.5.1. A
determinacdo da média geométrica das CIMs foi feita no programa BioEstat®, versido
5.0. A andlise estatistica foi realizada no programa SigmaStat®, versdo 2.0,
considerando significancia estatistica para valores de p < 0,05. A associagao entre
infeccdo pelo HIV e as variaveis sexo, faixa etaria, procedéncia, naturalidade, zona,
forma clinica, tratamento, evolucéo, espécie de Cryptococcus, foi avaliada por meio

do teste de qui-quadrado.
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A comparacdo entre infeccdo pelo HIV e percentuais de sintomas e tipos
moleculares foi realizada por meio do teste Z. O teste de Mann-Whitney foi utilizado
para: associacao entre infeccdo pelo HIV e as variaveis mediana de idade, mediana
de tempo de internacdo; associacdo entre CIMs das drogas antifungicas com

infeccdo pelo HIV e espécie de Cryptococcus.

4.7 Consideracdes éticas

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, e aprovado sob o protocolo de n°
1617, no ano de 2010 (ANEXO B).
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5 RESULTADOS

No periodo de maio de 1997 a dezembro de 2008 foram diagnosticados, no
HU-UFMS, 143 casos de criptococose com comprovacdo laboratorial. Foram
excluidos do estudo 27 pacientes, nove devido ao nédo isolamento do microrganismo
em cultura, e dezoito devido a inviabilidade das leveduras armazenadas. A
distribuicdo dos casos de criptococose, por ano de diagnostico, esta ilustrada na

Figura 7.
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Figura 7 — Distribuicdo dos casos de criptococose, por ano de diagnostico, Campo
Grande-MS, maio de 1997 a dezembro de 2008.

Entre os 116 pacientes com diagndéstico de criptococose, 96 (82,8%) eram
portadores do HIV, dezessete (14,7%) ndo tinham essa infecgdo. Em trés (2,6%) a
sorologia para HIV ndo foi realizada e, por isso, foram excluidos da analise
epidemiologica.

Dados demograficos dos pacientes estdo descritos na Tabela 2. Oitenta e
dois pacientes (72,6%) eram do sexo masculino e 31 (27,4%) do sexo feminino.
Entre os pacientes infectados e os né&o infectados pelo virus HIV também houve
predominio em pacientes do sexo masculino, setenta (72,9%) e doze (70,6%),
respectivamente.

A idade dos pacientes variou de 10 a 88 anos (mediana 35,0 e média 36,9
anos). O maior numero de casos de criptococose foi observado na faixa etaria de 31

a 40 anos (41,6%). Nos pacientes infectados pelo HIV a idade variou de 10 a 68
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anos (mediana 34,5 e média 35,5 anos) e entre os ndo infectados, de 24 a 88 anos
(mediana 35,0 e média 41,6 anos).

Cento e um (89,4%) pacientes residiam em areas urbanas, sendo 82 (72,5%)
na cidade de Campo Grande - MS, um (0,9%) em Uberlandia - MG e 28 (24,8%) no
interior do Estado de Mato Grosso do Sul: cidades de Navirai, Ponta Pord, Sao
Gabriel do Oeste (n=3), Aquidauana, Corumba, Costa Rica, Ribas do Rio Pardo
(n=2), Angélica, Bataguassu, Caarapd, Chapaddo do Sul, Coxim, Dourados,
Maracaju, Miranda, Paranaiba, Rio Brilhante e Sonora (n=1). Cerca de 65% (n=74)
era natural do proprio Estado, o restante era de diferentes Estados do Brasil, como
Sao Paulo (n=10), Minas Gerais (n=4), Goias, Parand (n=3), Rio de Janeiro,
Pernambuco (n=2), Bahia, Ceard, Espirito Santo, Mato Grosso, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina e Sergipe (n=1). Somente um paciente era de origem estrangeira
(Angola).

A analise estatistica mostrou significancia entre a zona de procedéncia e a

infeccdo do paciente pelo HIV (p < 0,01).
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Tabela 2 — Caracteristicas demograficas de pacientes com criptococose segundo
infec¢ao pelo HIV, Campo Grande-MS, maio de 1997 a dezembro de

2008
Infeccdo pelo HIV
Caracteristicas Sim Nao Total
demograficas (n=96) (n=17) P
N°. % N°. % N°. %
Sexo
Masculino 70 72,9 12 70,6 82 72,6 0.923®
Feminino 26 27,1 5 29,4 31 27,4 !
Idade (anos)

] L 34,5 (10-68) 35,0 (24-88) 35,0 (10-88) @
Mediana (varia¢éo) 0,335
Até 20 anos 2 2,1 - - 2 1,8
De 21 a 30 anos 28 29,2 4 23,5 32 28,3
De 31 a 40 anos 41 42,7 6 353 47 41,6 0,230%
De 41 a 50 anos 19 19,8 3 17,6 22 19,5
Acima de 50 anos 6 6,2 4 23,5 10 8,8

Procedéncia
Mato Grosso do Sul 94 97,9 17 100,0 111 98,2 0.330®
Minas Gerais 1 1,0 - - 1 0,9 !
N&o Consta 1 1,0 - - 1 0,9
Naturalidade
Mato Grosso do Sul 63 65,6 11 64,7 74 65,5 0.845
Outros 27 28,1 5 29,4 32 28,3 '
Nao Consta 6 6,3 1 5,9 7 6,2
Zona
Urbana 92 95,8 9 52,9 101 89,4 o
Rural 4 4,2 8 47,1 12 10,6 <0,001

Obs: Nao foram computados os dados de trés pacientes que ndo realizaram sorologia para HIV.
W Teste do qui-quadrado
@ Teste de Mann-Whitney

Meningoencefalite foi a forma clinica mais encontrada (74; 65,5%), seguida da
forma disseminada (26; 23,0%), fungemia sem foco aparente (7; 6,2%), pneumonia
(5; 4,4%) e ganglionar (1; 0,9%). Entre os pacientes HIV positivo foram encontrados
65 (67,7%) casos de menigoencefalite, vinte (20,8%) casos de criptococose
disseminada e sete (7,3%) de infeccdo da corrente sanguinea sem outro foco
aparente. Entre os HIV negativos foram nove (52,9%) casos de meningoencefalite,
seis (35,3%) de infeccado disseminada e um (5,9%) caso de infeccdo ganglionar
(Tabela 3). Todos os trés pacientes que ndo realizaram sorologia para HIV

apresentaram a forma disseminada da doenca.
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As principais manifestacdes clinicas apresentadas descritas pelo corpo clinico
nos prontuarios foram: febre (83; 73,5%), cefaleia (83; 73,5%) e vomito (75; 66,4%)
(Tabela 3).

Tabela 3 — Caracteristicas clinicas de pacientes com criptococose segundo infeccéo
pelo HIV, Campo Grande-MS, maio de 1997 a dezembro de 2008

Infeccdo pelo HIV

Caracteristicas Sim Nao Total
clinicas (n=96) (n=17) P
N©. % N©. % Ne. %
Forma clinica
Meningoencefalite 65 67,7 9 52,9 74 65,5
Disseminada 20 20,8 6 35,3 26 23,0
Fungemia sem foco 7 7,3 - - 7 6,2 0,067V
aparente
Pneumopatia 4 4,2 1 59 5 4,4
Ganglionar - 1 5,9 1 0,9
Manifestacdes gerais
Febre 72 75,0 11 64,7 83 73,5 0,556%
Emagrecimento 43 44,8 4 235 47 41,6 0,169%
Diarreia 41 42,7 3 176 44 38,9 0,092
Hiporexia 40 41,7 5 294 45 39,8 0,493%
Manifestactes
neurolégicas
Cefaleia 72 75,0 11 64,7 83 73,5 0,556
Vomito 64 66,7 11 64,7 75 66,4 0,906
Rigidez de nuca 46 47,9 6 353 52 46,0 0,486%
Confuséo mental 40 41,7 5 294 45 39,8 0,493%
Nausea 42 43,8 8 471 50 44,2 0,990%
Alterac&o visual 36 37,5 6 353 42 37,2 0,921%
Convulséo 29 30,2 3 176 32 28,3 0,441%
Manifestactes
respiratorias
Tosse 51 53,1 8 471 59 52,2 0,847?
Expectoracédo 34 35,4 5 294 39 34,5 0,839?
Dispneia 29 30,2 5 294 34 30,1 0,825

Obs: Nao foram computados os dados de trés pacientes que ndo realizaram sorologia para HIV.
W Teste do qui-quadrado
@ Teste Z

A maioria dos pacientes tinha outras co-infecgdes, principalmente HIV (96;
84,9%), candidiase oral (44; 38,9%), herpes (13; 11,5%), hepatite (11; 9,7%),
toxoplasmose (10; 8,8%) e tuberculose (9; 7,9%).

A AIDS foi a condicdo predisponente mais relatada (96; 84,9%). Nos
dezessete pacientes sem infeccdo pelo HIV, trés (17,7%) tinham diabetes melittus,

trés (17,7%) faziam uso de imunossupressor por tempo prolongado e dois (11,8%)
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tinham ldpus eritematoso sistémico. Em oito (47,1%) pacientes ndo foi observado
nenhum fator predisponente evidente.

Em relacdo ao tratamento, 102 (91,1%) pacientes usaram algum antifingico
(Tabela 4). A maioria dos pacientes que recebeu tratamento especifico usou
anfotericina B (95/102), isolada (45/95), associada com fluconazol (49/95) ou com
fluocitosina (1/95). Seis pacientes foram tratados somente com fluconazol e um
recebeu a combinacdo de anfotericina B, fluconazol e itraconazol. Nado foram
computados nestes dados tratamento efetuado apos a alta hospitalar.

Os pacientes estiveram internados por periodo que variou de 2 a 131 dias
(mediana 25 dias). Somente um paciente foi atendido a nivel ambulatorial. Os
portadores do HIV ficaram internados por periodo variou de 2 a 131 dias e os HIV
negativos por periodo de 3 a 72 dias (Tabela 4).

Entre os 96 pacientes HIV positivo, vinte (20,8%) faziam uso regular de
antirretoviral.

No gue diz respeito a evolucéo clinica, 58 (51,8%) pacientes foram a 0bito,
53,1% dos HIV positivos e 43,8% dos HIV negativos (Tabela 4).
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Tabela 4 — Paciente com criptococose segundo tratamento, tempo de internacéo,
evolugdo e infecgdo pelo HIV, Campo Grande-MS, maio de 1997 a
dezembro de 2008

Infeccao pelo HIV

Tratamento e Sim N&o Total
evolucéao (n=96) (n=16) P
N°. % N°. % N°. %
Tratamento
Sim 88 91,6 14 87,5 102 91,1 0.685%
Nao 5 52 1 6,3 6 54 '
N&o Consta 3 3,1 1 6,3 4 3,6
Drogas antifingicas
Anfotericina B 84 87,5 11 64,7 95 84,8 -
Fluconazol 46 47,9 10 58,8 56 50,0 -
Fluocitosina - - 1 5,9 1 0,9 -
Itraconazol 1 1,0 - - 1 0,9 -
Tempo de internagdo
(dias)
Mediana (variag&o) 25,0 (2-131) 20,0 (3-72) 25,0 (2-131)  0,453%?
Evolugéo
Alta 45 46,9 9 56,3 54 48,2 0671®
Obito 51 53,1 7 43,8 58 51,8 '

Obs: N&o foram computados os dados de trés pacientes que ndo realizaram sorologia para HIV e um
atendido a nivel ambulatorial.

W Teste do qui-quadrado

@ Teste de Mann-Whitney

Os principais espécimes clinicos de isolamento de Cryptococcus foram liquido
cefaloespinhal (95; 81,9%) e sangue (31; 26,7%). Outros espécimes menos
frequentes incluem: escarro (14; 12,1%), urina (12; 10,3%), lavado bronquico (6;
5,2%), aspirado de medula 6ssea (4; 3,4%), secrecéo (3; 2,6%), bidpsia de pulméo
(2; 1,7%) e bidpsia de pele (1; 0,9%).

Puncéo liquorica foi realizada em 95 pacientes. A citologia global do LCE
variou de 1 a 1940 células/mm?. Em 32 pacientes essa citologia foi igual ou inferior a
5 células/mm?®, 29 eram portadores do HIV, um tinha LES e fazia uso de
imunossupressor por tempo prolongado e dois pacientes nao fizeram o teste para
diagnoéstico de HIV. Com relacéo a citologia diferencial, observou-se o predominio
de células mononucleares (32/37). Proteinorraquia variou de 15 a 1700 mg/dL,
sendo que em 73,6% das analises foi superior a 50 mg/dL. A glicorraquia variou de 2
a 72 mg/dL, e em 76,7% das amostras foi inferior a 50 mg/dL.

Contagem de linfécitos T CD4 e carga viral foram determinadas em 45

pacientes. Os niveis séricos de células CD4 variaram de 2 a 305 células/mm?®
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(mediana 33 células/mm® e média 51,9 células/mm?). Em 38 (84,4%) pacientes a
contagem de CD4 estava abaixo de 100 células/mm?®. A carga viral variou de 550 a
1.500.000 copias/mL (mediana 68.663 e média 216.231,9 copias/mL).

Dos 116 pacientes com criptococose e agente isolado em cultura, 111
(95,7%) realizaram exame micologico direto. Em 21 (18,9%) ocasides o fungo nao
foi observado no exame micoldgico a fresco.

Quanto a etiologia, 93 (96,9%) pacientes portadores do HIV foram infectados
por Cryptococcus neoformans e trés (3,1%) por Cryptococcus gattii. Nos HIV
negativo Cryptococcus neoformans foram isolados de onze (64,7%) pacientes e
Cryptococcus gattii de seis (35,3%). A andlise estatistica desses dados mostrou
significancia (p < 0,001). Os trés pacientes sem informagdo sobre HIV foram
infectados por Cryptococcus neoformans (Tabela 5).

Tabela 5 - Espécies de Cryptococcus responsaveis pelos casos de criptococose
segundo infeccdo pelo HIV, Campo Grande-MS, maio de 1997 a
dezembro de 2008

Infeccéo pelo HIV

Espécies Sim (n=96) Nao (n=17) Desc(%12$0'da Total
N©°, % N©°. % N©°, % N©°, %
Cryptococcus neoformans 93 96,9 11 64,7 3 100,0 107 92,2
Cryptococcus g_]attii 3 3,1 6 35,3 - - 9 7,8

De todas as leveduras incluidas no estudo foi realizada a determinacdo da
suscetibilidade antifingica. Na Tabela 6 sdo mostrados os valores da concentracao
inibitéria minima (CIM) de acordo com a presenca do HIV e de acordo com a espécie
de Cryptococcus. Todos os isolados foram sensiveis (S) a anfotericina B, uma
levedura de C. neoformans foi sensivel dose dependente (SDD) ao fluconazol e ao
voriconazol e dois isolados de C. gattii foram SDD ao itraconazol.

A andlise estatistica entre cada antifUngico em relagéo a infeccdo do paciente
pelo HIV e em relacédo as espécies de Cryptococcus foi realizada por meio do teste
Mann-Whitney. Houve associacao estatisticamente significante entre o valor de CIM
de itraconazol e a infeccdo do paciente pelo HIV (p = 0,042) e a espécie de

Cryptococcus isolada (p = 0,003).
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Tabela 6 — Variacdo e média geométrica da concentracdo inibitéria minima (CIM)
dos agentes antifungicos segundo infeccdo pelo HIV e espécie de
Cryptococcus isolado, Campo Grande-MS, maio de 1997 a dezembro de

2008
CIM (ug/mL) de:
Variavel Parametro CIM Anfotericina  Fluconazol Itraconazol  Voriconazol
B

HIV Positivo (96)  Variacado 0,125-1,00 0,25-16,00 0,015-0,25 0,015-0,25

Média Geométrica 0,41 1,50 0,07 0,03
HIV Negativo Variacao 0,25-0,50 0,25-8,00 0,03-0,50 0,015-0,125
(17)

Média Geométrica 0,46 1,38 0,10 0,03
N&o Realizado Variagédo 0,25-0,50 0,25-2,00 0,06-0,125 0,015-0,03
©))

Média Geométrica 0,40 0,79 0,08 0,02
C. neoformans Variacdo 0,125-1,0 0,25-16,00 0,015-0,125 0,015-0,25
(207)

Média Geométrica 0,41 1,45 0,07 0,03
C. gattii (9) Variacao 0,25-0,50 0,25-8,00 0,03-0,50 0,015-0,125

Média Geométrica 0,46 1,59 0,13 0,04
Total (116) Variacao 0,125-1,00 0,25-16,00 0,015-0,50 0,015-0,25

Média Geométrica 0,42 1,46 0,07 0,03

Com relacdo a avaliacdo genotipica realizada, observou-se que de 107 C.
neoformans, 102 (87,9%) eram do tipo molecular VNI e cinco (4,3%) do tipo VNII.
Todos os nove (7,8%) C. gattii eram do tipo VGII (Tabela 7).

Andlise estatistica realizada por meio do teste Z mostrou que houve
associacao estatistica entre o tipo molecular do Cryptococcus e infeccdo do paciente
pelo HIV (p < 0,001).

Tabela 7 — Tipos moleculares de Cryptococcus responsaveis pelos casos de
criptococose segundo infec¢cdo pelo HIV, Campo Grande-MS, maio de
1997 a dezembro de 2008

Infeccdo pelo HIV

Tipos Moleculares Sim (n=96) N&o (n=17) Desconhecida (n=3) Total
N©, % N©, % N©, % N°, %
VNI 89 92,7 11 64,7 2 66,7 102 87,9
VNII 4 4,2 - - 1 33,3 5 4,3
VGII 3 3,1 6 35,3 9 7,8

A Figura 8 ilustra a perfil de amplificacdo do gene URA5 (= 734 pb) de
Cryptococcus pela técnica de PCR e a Figura 9 mostra os trés tipos moleculares

determinados pela técnica RFLP-URADS.
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Figura 8 — Perfil da amplificacdo do gene URA5 (734 pb) pela PCR de isolados de

Cryptococcus. M: marcador de peso molecular de 100 pb. Linha 1-7: isolados de
Cryptococcus.

M 1 2 37455 6. ' 859510 11 T2 IST I8 Eele ¥l 16
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Figura 9 — Perfil Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) do gene URA5
duplamente digerido com Sau96I e Hhal dos isolados de Cryptococcus.
M: marcador de peso molecular de 100 pb. Linhas 1-8, 10, 12-15, 17 e 18: isolados do
tipo molecular VNI; linhas 9 e 11: isolados do tipo molecular VNII; linha 16: isolado do
tipo molecular VGII.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que a maioria dos casos
de criptococose ocorreu em pacientes HIV positivos (82,8%). Esses dados
corroboram com estudos prévios que afirmam que essa doenca é bastante comum
nesse grupo de pacientes (DROMER et al., 2004; PASQUALOTTO et al., 2004,
SILVA et al., 2008).

Em pacientes com AIDS, a criptococose € a segunda infeccédo fungica mais
frequente, sendo a candidiase a primeira (WANKE; LAZERA; NUCCI, 2000). A alta
frequéncia dessa doenca, entre os pacientes HIV positivo, justifica o fato de o
Ministério da Saude classificar a criptococose como doenca indicativa de AIDS
(BRASIL, 2010).

Pesquisas realizadas na Europa e na Tailandia descreveram 77,0% e 83,7%
de criptococose em HIV positivos, respectivamente, (JONGWUTIWES;
SUNGKANUPARPH; KIERTIBURANAKUL, 2008; VIVIANI et al., 2006).

No HU-UFMS, entre maio de 1997 e dezembro de 2008, a criptococose foi
diagnosticada com maior frequéncia em pacientes do sexo masculino tanto nos
infectados pelo virus HIV (72,9%) quanto nos nao infectados (70,6%), corroborando
com resultados de outros autores (CASTANON-OLIVARES et al., 2000; DARZE et
al., 2000; DROMER et al., 2004; FERNANDES et al., 2000; PASQUALOTTO et al.,
2004).

Na presente casuistica, em ambos o0s grupos, a maioria dos pacientes tinha
idade entre 31 e 40 anos. Essa faixa etaria coincide com a dos portadores do HIV no
Brasil (BRASIL, 2009).

Ja esta estabelecido na literatura, que a criptococose € mais comum em
adulto jovem, e menos frequente em crianca (CASTANON-OLIVARES et al., 2000;
OLIVEIRA; NEGREIROS; TREVISOL-BITTERNCOURT, 2000; PASQUALOTTO et
al., 2004; VIVIANI et al., 2006). Do total de casos estudados, apenas um caso foi
documentado em crianga, de dez anos de idade e portadora do HIV. De acordo com
Abadi et al. (1999) a prevaléncia de criptococose em criancas com AIDS é menor
(1,4%) que em adultos (6-10%). Diferente do observado em outras regifes do Brasil,
no Norte e Nordeste tem sido descrito um nimero maior de casos em pacientes
pediatricos (CORREA et al., 1999; DARZE et al., 2000; SANTOS et al., 2008). A
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maioria dos casos relatados foi associada a C. gatti (CORREA et al., 1999;
SANTOS et al., 2008).

No que diz respeito a procedéncia e naturalidade dos pacientes, os resultados
encontrados foram semelhantes a pesquisa anterior, no mesmo hospital, realizado
por Lindenberg et al. (2008). Apenas um (0,9%) paciente era proveniente de outro
estado (MG) e 82 (72,5%) da capital Campo Grande - MS. Como descrito, 28
pacientes foram encaminhados do interior do estado, buscando atendimento no HU-
UFMS, considerado hospital de referéncia no diagndstico e tratamento de doencas
infecto parasitarias. Grande parte dos pacientes (65,6%) nasceu no Estado de Mato
Grosso do Sul, 0 que sugere que esses casos sejam autdctones.

Cerca de 90% dos pacientes incluidos no presente estudo residiam na area
urbana, fato também relatado por outros autores (OLIVEIRA; NEGREIROS;
TREVISOL-BITTENCOURT, 2000; LEIMANN; KOIFMAN, 2008).

A andlise geral das caracteristicas demogréficas e a infeccdo pelo HIV
mostrou que houve associacao estatisticamente significante entre residir em zona
urbana e ser portador do virus HIV, assim como residir em zona rural e ndo ser
portador do virus HIV (p < 0,001). Isso mostra padrdo demografico de distribuicdo
dos pacientes com AIDS, que vivem principalmente, nas cidades, e da espécie C.
gattii que acomete, principalmente pacientes higidos provenientes da zona rural
(CHEN et al., 2000; KWON-CHUNG; BENETT, 1992).

Quanto as formas clinicas, meningoencefalite foi a mais descrita (74; 65,5%)
independente de ser portador ou ndo do HIV. Esses dados sdo similares aos da
literatura e reforcam que o fungo tem tropismo pelo SNC (BICANIC; HARRISON,
2004; BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006; KWON-CHUNG; BENNETT, 1992).

Segundo Ecosteguy et al. (2004), de 694 casos estudados de meningite em
hospital do Rio de Janeiro, 85 (12,3%) tiveram como agente etiolégico Cryptococcus
Sp e entres estes, 84,7% tinham co-infeccdo com o HIV.

Neste estudo, a ocorréncia de criptococcemia sem foco aparente soO foi
observada em pacientes imunocomprometidos. Esse dado sugere que a infec¢ao da
corrente sanguinea por esse fungo pode estar relacionado com a imunidade celular.
Pasqualotto et al. (2004) em estudo realizado com 28 pacientes com criptococcemia,
encontrou apenas um imunocompetente. Em estudo realizado em Taiwan, de 52
pacientes com criptococcemia, trés nao tinham nenhuma condi¢cdo predisponente
(JEAN et al., 2002).
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No periodo estudado, cinco (4,4%) pacientes apresentaram apenas
acometimento pulmonar, esses dados s&o similares ao relatado por Silva et al.
(2008) em estudo realizado no Triangulo Mineiro; e por Micol et al. (2007), no
Camboja.

De acordo com o consenso brasileiro de criptococose, a infec¢gdo pulmonar
por Cryptococcus é de dificil diagnostico, pode passar despercebida e algumas
vezes mimetizar outras patologias como tuberculose, histoplasmose e neoplasias
(MORETTI et al., 2008). A forma pulmonar tende a disseminar nos pacientes
imunocomprometidos, e a forma cutanea pode funcionar como marcador dessa
disseminagdo (BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006; KWON-CHUNG;
BENNETT, 1992; MITCHELL; PERFECT, 1995).

Na presente casuistica, dos cinco casos de criptococose pulmonar, apenas
um foi em HIV negativo. Por outro lado, em estudo realizado na Tailandia, a
frequéncia encontrada dessa apresentacdo clinica foi de 2,7% e 34,5% em
pacientes soropositivos e soronegativos, respectivamente (JONGWUTIWES;
SUNGKANUPARPH; KIERTIBURANAKUL, 2008).

Neste trabalho, os principais sintomas relatados pelo corpo clinico nos
prontuarios foram febre, cefaleia e vémito, dados esses, semelhantes ao encontrado
por outros autores e que correspondem a manifestacées meningeas (DARZE et al.,
2000; FERNANDES et al., 2000; MORGAN et al., 2006; VIVIANI et al., 2006).

Co-infeccao por outros patdégenos, como candidiase oral, tem sido descrita
por outros autores (MICOL et al., 2007; MORGAN et al.,, 2006) e também foi
observada na presente casuistica.

A criptococose é considerada uma doenca oportunista, geralmente acomete
pacientes debilitados ou com alguma doenca de base. A esse respeito, 92,9% dos
pacientes deste estudo apresentaram alguma condicdo de risco e a AIDS foi a
principal (84,9%). Esse fato também foi observado em outras pesquisas
(CASTANON-OLIVARES et al., 2000; DANNAOUI et al., 2006; DARZE et al., 2000;
ECOSTEGUY et al., 2004; FAVALESSA et al, 2009; JONGWUTIWES;
SUNGKANUPARPH; KIERTIBURANAKUL, 2008; NISHIKAWA et al., 2003; SILVA et
al., 2008; VIVIANI et al., 2006).

Nos pacientes HIV negativo, outras condigbes de risco foram observadas,
como: diabetes melittus; uso de imunossupressor; e ldpus eritematoso sistémico,

condicdes essas também relatadas por outros pesquisadores (DARZE et al., 2000;
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JONGWUTIWES; SUNGKANUPARPH; KIERTIBURANAKUL, 2008; SILVA et al.,
2008; VIVIANI et al., 2006).

Faz-se importante destacar que entre os pacientes HIV negativo, 47,1% nao
tinham nenhuma condicdo de risco aparente. Resultado este, superior ao relatado
por outros autores (DROMER et al., 2004; JONGWUTIWES; SUNGKANUPARPH,;
KIERTIBURANAKUL, 2008; VIVIANI et al., 2006) que mostram variacdo de 25,4% a
31,0% em estudos realizados na Europa, Tailandia e Franca.

Quanto ao uso de antifungicos, o consenso brasileiro de criptococose
(MORETTI et al., 2008) e a sociedade de doencas infecciosas da América
(PERFECT et al.,, 2010) recomendam na fase de indugcdo o uso combinado de
anfotericina B mais fluocitosina, para tratamento da neurocriptococose ou sua forma
disseminada, e na fase de consolidacao o fluconazol.

No Brasil, a alternativa para o tratamento na fase de inducdo é o uso de
anfotericina B associado ao fluconazol, visto que a fluocitosina ndo esté disponivel
no Pais.

Neste estudo, seis (5,4%) pacientes ndo receberam tratamento antifungico e
todos evoluiram para Obito. Esse fato mostra que a criptococose € uma doenca de
grande impacto na atualidade, e que o tratamento deve ser instituido de forma
rapida.

Entre os pacientes tratados, o antifingico mais utilizado foi anfotericina B
associado ou ndo ao fluconazol, conforme também descrito por outros
pesquisadores (JONGWUTIWES; SUNGKANUPARPH; KIERTIBURANAKUL, 2008;
SILVA et al., 2008).

No que diz respeito ao tempo de internagcédo, a mediana foi de 25 dias para
pacientes HIV positivos e 20 dias para os HIV negativos. Dados similares foram
encontrados por Micol et al. (2007) em pacientes infectados pelo HIV, no Camboja.
O maior tempo de internacdo entre esses pacientes pode ser justificado pela
imunodepresséo e pela presenca de doencgas associadas.

O uso de terapia antiretroviral foi relatado em apenas 20,8% dos pacientes
HIV positivo. Apesar desse dado néo ter sido investigado no presente estudo, muitos
pacientes s6 tomam conhecimento de que é portador do virus HIV a partir do
diagndstico da criptococose.

Em pesquisa realizada na Europa, Viviani et al. (2006) encontraram uma

frequéncia de 10,1% de uso de terapia antiretroviral nos pacientes com criptococose.
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Jongwutiwes, Sungkanuparph e Kiertiburanakul (2008), em estudo na
Tailandia, encontraram frequéncias de recaida de criptococose de 13,5%, 24,7% e
10,3% para pacientes HIV positivo com uso de antiretroviral, HIV positivo sem uso
de antiretroviral e HIV negativo, respectivamente. Os autores destacam a
importancia do uso correto de antiretroviral para a prevencao de doencas
oportunistas, como a criptococose.

Na presente casuistica, mais de 50% dos pacientes com criptococose foram a
Obito. Dados sobre letalidade em pacientes com essa micose, variam de 23,0% a
74,2% em diferentes estudos (ABADI et al., 1999; DARZE et al., 2000;
JONGWUTIWES; SUNGKANUPARPH; KIERTIBURANAKUL, 2008; MORGAN et al.,
2006; PASQUALOTTO et al., 2004; SILVA et al., 2008).

De acordo com Prado et al. (2009), entre 1996 e 2006, no Brasil, de 125.633
mortes de pacientes portadores de HIV, 5.898 (47%) foram associadas a micose
sistémica como causa da morte e o Cryptococcus sp foi 0 segundo agente etiolégico
mais encontrado.

Segundo Ribeiro et al. (2009), criptococose foi a micose sistémica mais
frequente e responsavel pelo maior nimero de ébitos em pacientes infectados pelo
HIV, em Cuiaba, no periodo de 2005 a 2008.

Cryptocococcus foi isolado de diferentes sitios no presente estudo,
principalmente LCE (95; 81,9%); e sangue (31; 26,7%), como também relatado por
outros autores (DROMER et al., 2004; VIVIANI et al., 2006).

E importante destacar que dos 26 pacientes com a forma disseminada da
criptococose quase 50% (n = 12) tiveram 0 agente etiolégico isolado na urina. Em
seis a urina foi a primeira amostra clinica de isolamento da levedura e em quatro foi
a Unica. Esse dado reforca a idéia de Pinto Junior et al. (2006), que refere a
importancia da realizacdo de exames micoldgicos na urina, para o diagnéstico da
criptococose, por ser uma amostra clinica de facil obtencdo comparado com outras.

De acordo com os especialistas (MORETTI et al., 2008), a maioria dos
pacientes com meningite criptococica apresenta celularidade liquérica com valores
acima de 10 célulassmm® com predominio de células linfomonocitarias,
hiperproteinorraquia e hipoglicorraquia, como também observado no presente
estudo.

O fato de 33,7% dos pacientes terem apresentado citologia liquérica igual ou

inferior a 5 células/mm?®, mostra a importancia de se realizar investigacdo de agentes
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infecciosos, mesmo que nao haja pleocitose, pois a baixa celularidade pode estar
associada a imunidade celular do paciente.

Os dois parametros laboratoriais que permitem estimar o progndstico da AIDS
sdo a contagem de linfocitos CD4 e determinacdo do numero de copias virais do
HIV. A destruicdo de linfécitos T CD4, um dos principais alvos do virus HIV, resulta
em grave disfuncdo no sistema imunolégico do portador. Com o agravamento da
infeccdo ha um aumento da carga viral e uma diminuicdo da contagem das células
CD4, de forma significativa (BRASIL, 2010).

Essa avaliacdo foi realizada em 46,9% dos pacientes portadores desta
doenca. Os resultados evidenciaram importante imunodepressdo pela baixa
contagem de células CD4 com mediana de 33 células/mm® e alta carga viral. A
elevada frequéncia (84,4%) de pacientes com contagem de células CD4 abaixo de
100 células/mm? evidencia a gravidade do quadro dos pacientes com criptococose
estudados. Esses dados sao similares ao encontrados por outros pesquisadores
(MICOL et al., 2007; OLIVEIRA; NEGREIROS; TREVISOL-BITTENCOURT, 2000;
VIVIANI et al., 2006).

Micol et al. (2007), em pesquisa no Camboja, constataram que a prevaléncia
da criptococose diminui com o aumento da contagem de células CD4. Os autores
enfatizam a investigacdo desta micose em pacientes com contagem de células CD4
inferior a 100 células/mm?®.

Em relacdo ao micoldgico direto, houve positividade no LCE de 83,9% entre
0S pacientes com a cultura positiva. Oliveira; Negreiros; Trevisol-Bittencourt (2000)
relataram 86,7% de micologico direto positivo em pacientes com neurocriptococose.
Morgan et al. (2006) e Viviani et al. (2006) encontraram frequéncia de 96,0% e
93,6% respectivamente, de positividade entre os pacientes que realizaram esta
pesquisa.

Na presente investigagdo C. neoformans foi a espécie mais isolada (92,2%),
como mostrado na tabela 5. A analise estatistica mostrou associacdo significativa
entre as espécies de Cryptococcus e a infec¢do do paciente pelo HIV, revelando que
C. neoformans foi responsavel pela criptococose na maioria dos pacientes com
AIDS, e C. gattii acometeu principalmente pacientes com sorologia negativa para o
HIV (p < 0,001).

Ja esta bem estabelecido na literatura que C. neoformans € o agente mais

frequente isolado de amostras clinicas. Costuma ser mais prevalente em
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imunocomprometidos, variando de 93,3% a 99%, em diferentes casuisticas
(DROMER et al.; 2004; FAVALESSA et al.,, 2009; FERNANDES et al.,, 2003;
NISHIKAWA et al. 2003; PASQUALOTTO et al, 2004). Infeccdo em
imunocompetentes também tem sido descrita (FAVALESSA et al., 2009;
LINDENBERG et al., 2008; NISHIKAWA et al. 2003).

Outras pesquisas na regido Centro-Oeste também mostraram Cryptococcus
neoformans como a principal espécie causadora de criptococose (FAVALESSA et
al., 2009; FERNANDES et al.,, 2003; RIBEIRO et al., 2009; SILVA et al., 2008;
SOUZA et al., 2005).

Estudo realizado com isolados clinicos provenientes de diversos Estados
brasileiros, por Nishikawa et al. (2003), demonstrou que a maioria dos casos de
criptococose, descritos nas regifes Sul, Sudeste e Centro-Oeste, tem como agente
etiologico Cryptococcus neoformans, sorotipo A, enquanto que nas regifes Norte e
Nordeste, o mais encontrado é C. gattii, sorotipo B.

Corroborando com essa ideia, pesquisas feitas na Europa, paises da América
Latina, Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul e Canada, também tiveram C.
neoformans como espécie mais prevalente (CALVO et al., 2001; CASTANON-
OLIVARES et al., 2000; CHEN et al., 2000; DROMER et al., 2004; HOANG et al.,
2004; MEYER et al., 2003; MORGAN et al., 2006; VIVIANI et al., 2006).

Com o intuito de detectar emergéncia de Cryptococcus resistentes aos
antifingicos, a suscetibilidade in vitro tem sido estudada por diversos pesquisadores
(ALVES et al., 2001; ILLNAIT-ZARAGOZI et al., 2008; PFALLER et al., 2005; SILVA
et al., 2008; SOUZA et al., 2005; THOMPSON IlI et al., 2009).

No presente trabalho, os isolados clinicos de Cryptococcus apresentaram-se,
em sua maioria, sensiveis a todos os antifungicos testados, como também
observado por outros autores (CALVO et al., 2001; CHEN et al., 2000; FAVALESSA
et al., 2009; SILVA et al. 2008; PFALLER et al., 2005).

Na presente investigacdo destaca-se um isolado de Cryptococcus
neoformans, proveniente de um pacientes HIV positivo, sensivel dose dependente
(SDD) ao fluconazol (CIM=16,0) e ao voriconazol (CIM=0,25) no teste in vitro. Esse
paciente havia sido atendido anteriormente em outra unidade hospitalar e
interrompeu, de forma indevida, o uso do fluconazol durante o tratamento da fase de
manutenc¢ao da criptococose. Esse resultado sugere que o uso de fluconazol pode

ser responsavel pela elevagdo da concentragdo inibitdria minima in vitro tanto do
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fluconazol quanto do voriconazol, corroborando com a ideia de alguns autores de
gue o uso prolongado de fluconazol pode estar associado ao desenvolvimento de
resisténcia aos azois (ALLER et al., 2000; ALVES et al., 2001; BENNETT, 2006;
MACHADO, 2006; SILVA et al., 2008).

Dois pacientes com criptococose causada por C. gatti foram SDD ao
itraconazol, um HIV negativo, proveniente de area rural, com infec¢cdo pulmonar e
outro HIV positivo, com forma disseminada. Como esses pacientes ndo faziam uso
de antifingico, acredita-se que os valores de CIM, na faixa de SDD, podem ser
decorrentes da espécie envolvida, pois dados da literatura mostram que valores de
CIM de C. gattii, em geral, sdo mais elevados em testes in vitro (DE BEDOUT et al.,
1999; FAVALESSA et al., 2009; FERNANDES et al., 2003; SILVA et al., 2008). No
presente estudo, C. gattii foi, de forma estatisticamente significativa, menos sensivel
in vitro que C. neoformans apenas ao itraconazol (p = 0,003).

Sob outra perspectiva, estudo realizado por Thompson Il et al. (2009), nao
encontrou diferenca significativa nas CIMs, entre as espécies de Cryptococcus, com
seis antifungicos testados pela técnica de microdiluicdo descrita pela no documento
M27-A2 do CLSI.

Apesar de trés pacientes terem amostras de Cryptococcus ndo sensiveis a
algum antifungico, apenas o que teve a levedura SDD ao fluconazol (CIM = 16
pg/mL) e ao voriconazol (CIM = 0,25 pg/mL) foi a 6bito. Esses dados corroboram
com estudo de Aller et al. (2000), que observou gque todos os pacientes com isolados
gque apresentaram CIM = 16 pg/mL tiveram insucesso na terapia antifingica utilizada
(AMB associada ao FLC) e concluiu que este valor de CIM pode predizer a evolugéao
clinica do paciente. Assim, faz-se importante o monitoramento do perfil de
suscetibilidade in vitro dessas leveduras, principalmente em casos de falha
terapéutica, a fim de orientar corretamente o tratamento.

A anfotericina B € utilizada na fase inicial da criptococose, associada ao
fluconazol ou isolada, entretanto, a sua nefrotoxicidade limita sua utilizacdo (DE
BEDOUT et al., 1999; ILLNAIT-ZARAGOZI et al., 2008; SERENA et al., 2005). No
presente estudo todos os Cryptococcus isolados foram sensiveis a esse farmaco,
corroborando com outros pesquisadores (ALVES et al., 2001; CALVO et al., 2001,
ILLNAIT-ZARAGOZI et al., 2008, PAPPALARDO et al., 2009; SERENA et al., 2005;
TRILLES et al., 2004). Resisténcia a anfotericina B € incomum, mas ja foi relatada
em pesquisas anteriores (DE BEDOUT et al., 1999; SILVA et al., 2008).
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Apesar de nao utilizado no tratamento de criptococose, o antifingico com
melhor atividade in vitro contra Cryptococcus foi voriconazol (CIM = 0,015 a 0,25
pg/mL), dados também observados por outros pesquisadores (ILLNAIT-ZARAGOZI
et al., 2008; SOUZA et al., 2005; THOMPSON Il et al., 2009).

Com os avancos das técnicas de biologia molecular, pesquisas tém sido
realizadas em diferentes locais do mundo, a fim de se obter um melhor
entendimento da epidemiologia da criptococose e da distribuicio do agente
etiolégico no ambiente (CASALI et al., 2003; CHEN et al., 2010; ESCADON et al.,
2006; FRASES et al., 2009; LITVINTSEVA et al., 2005).

Dados de andlise genética de Cryptococcus, na regido Centro-Oeste, ainda
sdo escassos. No presente estudo foram encontrados trés, dos oito tipos
moleculares de Cryptococcus classificados por Meyer et al. (1999, 2003): VNI
(87,9%), VGII (7,8%) e VNII (4,3%).

Analisando, independentemente, tipo molecular do isolado e infeccdo do
paciente pelo HIV, foi observada associacéo significante entre VNI e HIV positivo e
entre VGIl e HIV negativo (p < 0,001). Outros autores também verificaram essa
prevaléncia (CASALI et al.,, 2003; ESCADON et al., 2006; KIDD et al., 2004;
SANTOS et al., 2008).

Em recente estudo realizado no mesmo hospital, por Pasa (2011), com quinze
amostras clinicas de pacientes atendidos no periodo de fevereiro de 2009 a julho de
2010, os tipos moleculares identificados foram VNI (73,3%) e VGII (26,7%).

No Rio Grande do Sul, em estudo conduzido por Casali et al. (2003), houve
predominio de VNI em amostras clinicas (89,5%) e ambientais (52,6%).

De forma semelhante, no Estado de S&o Paulo, Matsumoto et al. (2007)
mostraram que houve prevaléncia do tipo molecular VNI (95,7%) em estudo
realizado com isolados de 35 pacientes HIV positivos de S&o José do Rio Preto,
Santos, Araraquara e Ribeirdo Preto.

Pesquisa conduzida no Parda, em hospital da cidade de Belém, por Santos et
al. (2008) mostraram prevaléncia de VNI (50%), entretanto, ao contrario das outras
regides do Brasil, foi encontrado uma alta frequéncia de VGII (44,6%). Reforcando a
ideia de que infeccdo por C. gattii € mais encontrada nas Regides Norte e Nordeste
(NISHIKAWA et al., 2003).
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Entre os isolados brasileiros incluidos no estudo de Meyer et al. (2003) houve
predominio do tipo molecular VNI (82,3%), seguido de VGII (13,6%) e VNII (3%),
esses resultados séo similares ao observado pela presente casuistica.

Estudo multicéntrico foi realizado por Trilles et al. (2008) com 443 leveduras
isoladas de amostras clinicas, ambientais e duas veterinarias provenientes de onze
Estados brasileiros. O tipo molecular mais encontrado foi VNI (64%), seguido por
VGII (21%), VNIl (5%), VGIII (4%), VGI (3%) e VNIV (3%). Nas regides Norte e
Nordeste a prevaléncia foi de VGII (63,6%).

Diferencas na distribuicdo geogréfica entre os tipos moleculares tém sido
descritas. Meyer et al. (1999) em estudo multicéntrico com isolados de amostras
clinicas provenientes da Australia, Argentina, Brasil, india, Italia, Nova Zelandia,
Africa do Sul, Tailandia e EUA, encontraram prevaléncia do tipo molecular VNI em
quase todos o0s paises, com excecdo da Itdlia, onde o tipo molecular mais
encontrado foi VNIII.

Estudo posterior realizado por Meyer et al. (2003) com Cryptococcus isolados
de amostras clinicas, ambientais e veterinarias, observou predominancia de VNI em
oito paises da Ameérica Latina, incluindo Argentina, Brasil, Chile, Colémbia,
Guatemala, México, Peru e Venezuela. Na Espanha o predominio foi de VNIII.

Um surto do tipo molecular VGII foi descrito por Kidd et al. (2004) na Ilha de
Vancouver, Canada, local de clima temperado, notando uma mudanca de
distribuicdo deste tipo molecular, que até o momento do estudo acreditava-se ser
restrito a climas tropicais e subtropicais.

Pesquisa realizada por Escadon et al. (2006), na Colémbia, e por Chen et al.
(2010), no Sudeste da China, mostrou que o tipo molecular predominante entre os
pacientes com criptococose é o VNI.

Frasés et al. (2009) verificaram a elevada presenca do tipo molecular VNIII
em isolados clinicos (28,9%) e isolados ambientais provenientes fezes de pombos
(50%), na Espanha.

Veron et al. (2009) demonstraram que a PCR em tempo real pode ser
realizada diretamente de amostras clinicas. De acordo com os autores, observou-se
alta sensibilidade, especificidade e rapidez. O resultado pode ser obtido em trés
horas, utilizando amostras de LCE, lavado bronco alveolar, aspirado de medula
Ossea e sangue. A grande desvantagem é o alto custo do equipamento que ainda

nao € acessivel para os laboratorios que realizam exames de rotina.
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Com os resultados obtidos na presente pesquisa que incluiu Cryptococcus
isolados de amostras clinicas de um periodo de 11 anos, foi possivel estimar a
frequencia de criptococose com identificacdo do agente etiologico ao nivel de
espécie, tipo molecular e a susceptibilidade aos antifungicos em um Hospital publico
de referéncia no estado do Mato Grosso do Sul. Acredita-se que os resultados
encontrados poderdo servir para documentar as caracteristicas epidemioldgicas dos
pacientes com criptococose, bem como o perfil fenotipico e genético das leveduras
encontradas na regiao e contribuir com a ecoepidemiologia nacional da criptococose

em estudos futuros.



65

7 CONCLUSOES

Em sintese, a epidemiologia da criptococose, em hospital publico de
referéncia no diagnostico e tratamento de doencas infecciosas do Estado de Mato
Grosso do Sul, reflete 0 consenso mundial: ocorrem em maior nimero em homens,
adultos, procedentes da propria regido e residentes na area urbana.

Houve significancia estatistica entre area de residéncia e infeccdo pelo HIV.
Entre os pacientes que residiam na area urbana a maioria era Soropositivo,
enquanto nos da area rural houve predominio de soronegativos. Poucos pacientes
(20,8%) faziam o uso de antiretroviral. Trinte e oito de quarenta e cinco pacientes
apresentavam células CD4 inferior a 100 células/mm?.

N&o foi observado nenhum fator predisponente evidente para a infeccdo por
Cryptococcus spp. em 47% dos pacientes HIV negativos.

Em relacdo as caracteristicas clinicas, observou-se predominio de
meningoencefalite e infeccdo disseminada. Elevada letalidade foi observada: 53,1%
entre os pacientes co-infectados pelo HIV e 43,8% entre os ndo infectados.

A urina foi uma importante amostra clinica para o diagnéstico de criptococose
disseminada.

Na maioria dos pacientes que realizaram puncédo liquérica foi observado
hiperproteinorraquia e hipoglicorraquia. Cerca de 34,0% apresentaram citologia com
parametros normais.

A andlise das caracteristicas laboratoriais mostrou que houve significancia
estatistica entre as espécies causadoras da criptococose e a infeccao pelo HIV. C.
neoformans foi mais encontrado em pacientes HIV positivo, enquanto C. gattii em
HIV negativo.

No teste de suscetibilidade antifungica, todos foram sensiveis a anfotericina
B. Apenas uma levedura foi sensivel dose dependente ao fluconazol e ao
voriconazol e duas outras ao itraconazol. A levedura com baixa sensibilidade ao
fluconazol e voriconazol, foi isolada de um paciente com exposicdo prévia ao
fluconazol, alertando para o possivel desenvolvimento de resisténcia cruzada aos
azois.

Na andlise molecular foram identificados trés tipos moleculares: VNI, VNII e
VGII. Em pacientes HIV positivo VNI foi o0 mais encontrado e em HIV negativo VGII,

dado esse estatisticamente significante.
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A distribuicdo dos tipos moleculares em Mato Grosso do Sul, com predominio
de VNI, se assemelha as regides Sul e Sudeste do Brasil.
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APENDICE A - FICHA DE PESQUISA DE PRONTUARIO

HOSPITAL UNIVERSITARIO
Projeto Cryptococcus spp

FICHA PARA MICROBIOLOGIA

N do exame: Data da coleta (microbiologia): / /

Iniciais:
IEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE NN EEEn
Data Nasc: / / Sexo: ( )F ( )M Idade: (na época da coleta)

Procedéncia Paciente: area: ( )urbana ( )rural

Naturalidade:

Endereco: Tel:
Registro HU: Data Internagéo: / /
‘ Mo‘tivo ‘da ILterr‘wagé‘o: ‘ ‘ ‘ (CID) setor:

Infeccéo atual:

Manifestacao clinica: Colocar S para SIM e N para N&o.
( )alt. visual; ( )anorexia; ( )caquexia; ( )cefaleia; ( )convulsédo; ( )diarreia; ( )dispneia;

( )disuria; ( )dor abdominal; ( )dor toracica; ( )emagrecimento; ( )esplenomegalia;

( )expectoracao; ( )febre; ( )fotofobia; ( )génglios ; ( )HAS; ( )hemorragia;

( )hepatomegalia; ( )HIC; ( )hiporexia; ( )leséo ; ( )mialgia; ( )nausea; ( )pert. mental; (
)queixa pulmonar; ( )rigidez de nuca; ( )sepse; ( )taquicardia; ( )tosse; ( )vomito;

Forma clinica: ( )meningoencefalite, ( )fungemia, ( )pneumopatia, ( )leséo cutanea isolada,

( )disseminada

Doenca de Base:( )diabetes,( )HIV,( )hepatopatia, ( )IR, ( )LES, ( )leucemia,( )neoplasia,

( )pneumonia, ( )septicemia, ( )outros:
Co-infeccdo:( )HC, ( )Toxo, ( )Cand. Oral, ( )hepatite, ( )CMV, ( )TB, ( )outra:

Uso de antibiéticos (até um més antes da positividade):

inicio: / / término: / /

inicio: / / término: / /

Uso de medicamentos relevantes, tais como imunosupressores, corticoides, etc.:

inicio: / / término: / /

inicio: / / término: / /

Uso de antiretroviral: ( )sim ( )ndo, Tempo:

CD4 Carga viral

Uso: ( )anfotericina ( )fluconazol ( )itraconazol ( )voriconazol ( )outro:
inicio: / / término: / / Antes da cultura +: ( )S ( )N
inicio: / / término: / / Antes da cultura +: ( )S ( )N

Tratamento:

Troca de esquema de tratamento: ( )sim ( )ndo. Motivo:




Culturas realizadas para identificacéo do agente etiolégico:
( )hemocultura, ( )urocultura, ( )coprocultura, ( )liquor, ( )liquido pleural, ( )escarro

( )lavado , ( )bidpsia , ( )aspirado

( )ascite, ( )secrecao traqueal, ( ) sec. ferida cirrgica, ( )outros

Agentes etioldgicos isolados:

Micologico: Amostra: ( ) Direto:( )raros ( )alguns ( )numerosos,

( )Nanquim:( )raros( )alguns( )numerosos,Cultura: CGB:
Antifungigrama: Anfo B ,Fluconazol , Itraconazol ,Voriconazol
Micolégico: Amostra: ( ) Direto:( )raros ( )alguns ( )numerosos,

( )Nanquim:( )raros( )alguns( )numerosos,Cultura: / CGB:
Antifungigrama:Anfo B ,Fluconazol , Itraconazol ,Voriconazol
Parametros liqudricos / /

Citologia global: leucécitos: e hemacias:_ ; Glicose: ____, Proteinas:
Citologia diferencial: PMN __ % eMN__ %;LDH: |, Cloretos: __

Evolugdo: dias de internacdo:__ ( )alta ( )6bito, causa principal:
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APENDICE B - Suscetibilidade a antiftngicos e tipo molecular Cryptococcus
spp., isolados de 116 pacientes, Grande Grande-MS, maio de 1997 a dezembro

de 2008.
CIM (ug/mL) de:
Amostra Tipo Molecular Anfotericina  Fluconazol Itraconazol Voriconazol
B

7441-97 VNI 0,5 4,0 0,125 0,06
113L-97 VGl 0,5 2,0 0,125 0,03
155L-97 VNI 0,5 2,0 0,125 0,06
121L-97 VNI 0,5 1,0 0,06 0,015
278L-97 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
393L-98 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
502L-98 VNI 0,5 1,0 0,125 0,03
527LB-98 VNI 0,5 1,0 0,03 0,03
319H-98 VNI 0,25 2,0 0,06 0,03
515L-98 VNI 0,25 2,0 0,125 0,015
650L-98 VNI 0,5 1,0 0,06 0,03
622L-98 VNI 0,125 1,0 0,06 0,03
740L-98 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
937L-98 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
221H-98 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
236L-98 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
910L-98 VGl 0,5 2,0 0,125 0,03
350L-98 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
964L-99 VNI 0,5 1,0 0,06 0,03
285L-99 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
174L-99 VNI 0,5 1,0 0,06 0,03
778L-99 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
1200L-99 VNI 1,0 2,0 0,125 0,03
4821L.B-99 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
668L-99 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
1022L-00 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
909L-99 VNI 0,5 1,0 0,125 0,03
597L-99 VNI 0,5 4,0 0,125 0,06
1075L-99 VNII 0,5 0,25 0,06 0,015
370L-00 VGl 0,5 2,0 0,125 0,06
53L-00 VNI 0,25 2,0 0,06 0,03
510M-00 VNI 0,5 2,0 0,03 0,03
288U-01 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
465L-01 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
525L-01 VNI 0,5 4,0 0,125 0,03
451-01 VNII 0,5 0,25 0,015 0,015
449H-01 VNII 0,5 0,5 0,015 0,015
589L-01 VGl 0,5 1,0 0,125 0,03
415L-01 VNI 0,25 1,0 0,06 0,015
410-L01 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
704H-01 VNI 0,5 0,5 0,06 0,03
398H-02 VNI 0,5 2,0 0.06 0,03
371H-02 VNI 0,5 1,0 0,06 0,03
577L-02 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
601L-02 VNI 0,5 2,0 0,03 0,03
619L-02 VNI 0,5 0,5 0,06 0,03
593L-03 VNI 0,5 2,0 0,06 0,06
655L-02 VNI 0,5 4,0 0,125 0,03
809L-02 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03

756L-02 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
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CIM (ug/mL) de:

Amostra Tipo Molecular Anfotericina  Fluconazol Itraconazol Voriconazol
B

917L-02 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
932H-02 VNI 0,5 1,0 0,06 0,015
58E-02 VNI 0,5 2,0 0,06 0,06
67L-02 VNI 0,5 1,0 0,06 0,03
305L-02 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
317L-02 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
437L-03 VNI 0,25 1,0 0,06 0,015
600L-03 VNI 0,25 1,0 0,06 0,015
704L-03 VNI 0,25 1,0 0,03 0,015
705-L-03 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
716H-03 VNI 0,5 2,0 0,03 0,03
851H-03 VNI 0,5 2,0 0,06 0,06
141L-03 VNI 0,5 2,0 0,06 0,015
75L-03 VNII 0,5 1,0 0,125 0,015
167LB-03 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
178H-03 VNI 0,125 1,0 0,06 0,03
628L-03 VNI 0,5 1,0 0,06 0,03
751H-03 VNI 0,25 2,0 0,06 0,015
771H-03 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
807L-03 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
838L-03 VNI 0,5 1,0 0,06 0,125
913L-03 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
926L-03 VNI 0,25 2,0 0,06 0,03
660U-03 VGII 0,5 1,0 0,125 0,03
58L-04 VNII 0,25 0,5 0,06 0,03
261L-04 VNI 0,25 2,0 0,03 0,015
2241.-04 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
450L-04 VNI 0,5 4,0 0,125 0,06
483L-04 VNI 1,0 16,0 0,125 0,25
283L-04 VNI 0,25 2,0 0,06 0,15
639L-04 VNI 0,5 0,5 0,06 0,06
53AMO-04 VNI 0,25 2,0 0,06 0,06
813L-04 VNI 1,0 2,0 0,125 0,03
4521-04 VNI 0,25 1,0 0,06 0,03
643L-04 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
487L-05 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
726BP-05 VGII 0,5 8,0 0,5 0,125
800L-05 VNI 0,5 1,0 0,06 0,03
180S-05 VGII 0,25 0,25 0,03 0,015
707AMO-06 VNI 0,5 2,0 0,125 0,06
936H-06 VNI 0,5 1,0 0,03 0,015
134L-06 VGII 0,5 4,0 0,25 0,125
518LB-06 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
857L-06 VGII 0,5 1,0 0,125 0,03
905H-06 VNI 0,25 1,0 0,06 0,015
4511-06 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
735H-07 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
761L-07 VNI 0,5 1,0 0,125 0,03
60L-07 VNI 0,125 1,0 0,03 0,03
182LB-07 VNI 1,0 2,0 0,03 0,03
515L-07 VNI 1,0 2,0 0,125 0,03
710H-07 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
948H-07 VNI 1,0 1,0 0,125 0,03
947H-07 VNI 0,25 1,0 0,06 0,015
492U-07 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03

136L-08 VNI 0,5 2,0 0,125 0,03
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CIM (ug/mL) de:

Amostra Tipo Molecular Anfotericina  Fluconazol Itraconazol Voriconazol
B

397L-08 VNI 1,0 2,0 0,06 0,03
528L-08 VNI 0,25 2,0 0,125 0,03
754L-08 VNI 0,25 1,0 0,125 0,03
861U-08 VNI 0,5 1,0 0,06 0,03
911L-08 VNI 0,25 2,0 0,125 0,03
990H-08 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
226L-08 VNI 0,5 2,0 0,06 0,03
349L-08 VNI 0,5 1,0 0,03 0,03
680UR-08 VNI 1,0 2,0 0,06 0,03
662L-08 VNI 0,25 1,0 0,06 0,06




84

ANEXO A
Tampéo lise (100 mL)
Doecil sulfato de sOdio (USB, EUA)......cccooiiiiiiieiiieeeeeeeeiies e 0,509
Cloreto de SAdio (Sigma, EUA)........ooiiiee e 1,40 ¢
EDTA (BioagencCy Brasil)..........couuuiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e 0,73 g
Tris-HCI 1M (Sigma, EUA)......coooeeii et e e e 20 mL
Agua bi-destilada eStErl 0.S.P......ceeveeeeeee e 100 mL

Homogeneizar até completa dissolucéo e filtrar com filtro milipore (poro de 0,22 um).

Armazenado a temperatura ambiente no maximo por seis meses.
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ANEXO B - CARTA DE APROVACAO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
(CEP/UFMS)

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul /5 5
Comité de Etica em Pesquisa fCERJUFMS ¥

Carta de Aprovacgde

A minka assmaaturg weste docramente, atesta que o profocold #2° 3617 da
ff’.':.\'gm'.md'nm M aridt dine Samfer ey smtatndondo “”(_‘n'ptmmw £in .I"Erj.'.‘r.l'z'mf
dr weferfnciu em Mato Grosso oo Sull carclenzagio epidemiofigice, fenolipicn
¢ gentica”, foi revisiudo por este comnité e aprovado ent rewstido ordimdgria no
dia 7 de marpn de 2070, encomtratdo-se de acordp com a5 resefupdes

normaitoas do Mimisidrio da Sadde,

Canmtpo Gramde, 26 die wann de 2040,

Civhn b 62 Ehoe 4B Universdade Fedonal o Mate S o A
R psierers e azanms bvhzer e smepe
RIS X T, & TR

ann WENET AYE-FIET



