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“Muito importa, e acima de tudo, ter uma determinada determinagéo de nédo parar até
chegar a meta, surja o que surgir, aconteca o que acontecer, custe o que custar, murmure
guem murmurar.”

Santa Teresa de Jesus, Caminho de Perfeicdo, 21,2
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RESUMO

Base tedrica

A despeito dos avangos decorrentes da terapia antirretroviral em relacdo a disseminacao
do HIV, segue existindo um grande contingente de pessoas em situacao de risco para ocorréncia
de doencas oportunistas. Histoplasmose tem elevada frequéncia na América Latina e vem sendo
cada vez mais reconhecida em outras partes do mundo. Criptococose, por sua vez, é a infeccao
do sistema nervoso central mais comum em varias partes do mundo. A cidade de Porto Alegre
e sua regiao metropolitana estdo entre as de maior prevaléncia da infeccdo pelo HIV no Brasil.
Objetivo

Avaliar a prevaléncia dos antigenos de H. capsulatum e C. neoformans em pessoas
vivendo com HIV na cidade de Porto Alegre e na sua regido metropolitana e verificar fatores
de risco e prognostico associados a sua ocorréncia.
Métodos

Foi realizado um estudo de coorte que incluiu pessoas vivendo com HIV em um hospital
de Porto Alegre e em um ambulatério de Sapucaia do Sul. Incluiram-se pacientes iniciando ou
retomando acompanhamento, ou sobre o quais havia suspeita de uma das doencas em estudo.
Para determinar as prevaléncias, foram pesquisados antigenos de H. capsulatum na urina e de
C. neoformans no sangue total. Além disso, foram coletadas informac6es clinicas e de exames
complementares dos pacientes no momento da incluséo e realizou-se seu acompanhamento em
30, 60, 90 e 120 dias.
Resultados

Foram incluidos 74 pacientes e as prevaléncias gerais de antigeno de H. capsulatum e
de C. neoformans foram respectivamente de 13,1% e 4,1%. Entre pacientes com CD4 <200, a
prevaléncia de antigeno de C. neoformans foi de 10%. Sua presenca se associou com a
existéncia de alteracdes de forca e sensibilidade. A prevaléncia de antigeno de H. capsulatum
elevou-se conforme o grau de imunossupressao, sendo de 7,1% com CD4 > 200 e 28,6% com
CD4 < 50. Verificou-se associacdo de positividade deste teste com a presenca de sintomas
respiratorios e de lesdes de pele. A mortalidade geral foi de 7,5%. Pacientes com pesquisa de
antigeno criptococcico positivo tiveram uma tendéncia a maior mortalidade (p = 0,081).
Concluséo

A taxa prevaléncia de antigenos de H. capsulatum foi elevada e a de C. neoformans
intermediéria, ambas mais relevantes em situacdo de imunossupressdo avangada. Em relacdo a
H. caspulatum, essa prevaléncia foi importante mesmo em contextos de imunossupresséo ndo

tdo severa quanto o habitualmente considerado. As alteracdes clinicas que se associaram com



a presenca de antigeno podem servir com sinais de alerta em relagdo a existéncia dessas

doengas.

Palavras-chave:

AIDS, histoplasmose, criptococose, antigeno, prevaléncia, rastreamento.



ABSTRACT

Background

Despite the advances made by antiretroviral therapy in relation to the spread of HIV,
there is still a large contingent of people at risk for opportunistic diseases. Histoplasmosis has
a high frequency in Latin America and has been increasingly recognized in other regions of the
world. Cryptococcosis is the most common central nervous system infection in many parts of
the world. The city of Porto Alegre and its metropolitan region are among the most prevalent
of HIV infection in Brazil.
Objective

To evaluate the prevalence of H. capsulatum and C. neoformans antigens in people
living with HIV in the city of Porto Alegre and its metropolitan region and to verify risk and
prognostic factors associated with its occurrence.
Methods

We conducted a cohort study that included people living with HIV in a hospital in Porto
Alegre and an outpatient clinic in Sapucaia do Sul. Were included patients who were starting
or resuming follow-up or who had suspected one of the diseases under study. In order to
determine the prevalences, H. capsulatum antigen was investigated in the urine and C.
neoformans in the whole blood. In addition, information about signals and symptons and
complementary exams were collected at the time of inclusion and followed up at 30, 60, 90 and
120 days.
Results

We included 74 patients and the overall prevalence of H. capsulatum and C. neoformans
antigen were 13.1% and 4.1%, respectively. Among patients with CD4 < 200, the prevalence
of C. neoformans antigen was 10%. Its presence was associated with alterations in force and
sensitivity, besides showing a tendency of association with mortality. The prevalence of H.
capsulatum antigen increased according to the degree of immunosuppression, being 7.1% with
CD4> 200 and 28.6% with CD4 <50. The positivity of this test was associated with respiratory
symptoms and skin lesions. Overall mortality was 7.5%. Patients with positive cryptococcal
antigen presented a trend to higher mortality (p = 0.081).
Conclusion

Prevalence of H. capsulatum antigen was high and of C. neoformans was intermediate,
both more relevant in advanced immunosuppression. H. caspulatum prevalence was significant

even in immunosuppression contexts not as severe as commonly considered. Clinical changes



associated with the presence of antigen may serve as warning signs regarding the existence of

these diseases.

Keywords:
AIDS, histoplasmosis, cryptococcosis, antigen, prevalence, screening.
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1. INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é a manifestacdo mais severa da
doenca causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e caracteriza-se pela ocorréncia
de infecgBes oportunistas, neoplasias e outras manifestacdes ameacgadoras da vidal. Desde o
reconhecimento do HIV, a mortalidade relacionada ao virus cresceu de forma continua até o
ano de 2006, quando atingiu seu auge?. A partir desse momento, observou-se uma diminuicéo

da disseminacdo do virus.

Ainda existem, contudo, muitos desafios a serem enfrentados: hd uma parcela
significativa de pessoas que ndo esta sendo tratada, a estimativa de casos novos fora da Africa
Subsaariana teve pouca modificacdo nos Gltimos anos® e a contagem de linfécitos CD4 (CD4)
no inicio do tratamento estd em platé*. Segue havendo, portanto, milhes de pessoas em
situacdo de risco para ocorréncia de doencas oportunistas, entre as quais estdo as doencas
fangicas oportunistas. Diferente dos paises com grandes recursos, onde a maior disponibilidade
de TARV e o diagnostico mais precoce determinou uma diminui¢cdo na ocorréncia dessas
doencas®, nos paises com prevaléncia elevada da infeccio pelo HIV ha poucas evidéncias dessa
diminuicao®. Em diversas partes do mundo, Cryptococcus neoformans é o maior causador de
infeccdo do sistema nervoso central. Na América Latina, Histoplasma capsulatum tem grande
importancia, estimando-se que tenha incidéncia semelhante e cause mais de mortes do que a

tuberculose’.

Considera-se a histoplasmose uma doenca endémica especialmente nas Américas, mas
gue mais recentemente esta sendo reconhecida no mundo todo. Existem areas hiperendémicas,
entre as quais algumas regides do Brasil®. Entre pessoas com HIV, febris, admitidas para
internacdo hospitalar, a prevaléncia de histoplasmose provavel ou confirmada foi de cerca de
21%°. A criptococose é outra micose frequente em individuos vivendo com HIV. Estima-se que
em 2014 tenham havido 223100 casos incidentes de meningite criptocdccica e que aconteceram

181000 mortes no mundo®®. No Brasil, a mortalidade mostrou-se elevada, na faixa dos 40%?’.

A deteccdo do antigeno polissacaridico de H. capsulatum (HPA) para diagnostico dessa
doenca pode ser realizada em espécimes clinicos facilmente obtiveis, como sangue e urina, tem
elevada sensibilidade e tempo curto para realizagdo?. O diagnéstico de criptococose através da
pesquisa de antigeno é uma pratica ja consagrada. Recentemente, contudo, obteve-se um grande
avanco com o desenvolvimento da pesquisa de antigeno criptococcico atraves de ensaio de

fluxo lateral (“lateral flow assay” — LFA). Comparada com as pesquisas tradicionais, essa
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metodologia ndo exige estrutura laboratorial para realizacdo e propicia um diagndstico mais
rapido®®. Sua utilizacdo para rastreamento ja se mostrou custo-efetiva, levando a Organizacio

Mundial da Satde (OMS) a recomendar sua realizagio*.

O objetivo deste estudo é avaliar a prevaléncia dos antigenos de H. capsulatum e de C.
neoformans em pessoas com HIV e verificar fatores de risco e prognosticos associados com sua
ocorréncia na cidade de Porto Alegre e na sua regido metropolitana. Nessa cidade, a taxa de
deteccdo de HIV é 3,3 vezes maior do que a do Brasil. Em relacdo a mortalidade, o coeficiente
do municipio € 24,2 por 100000 habitantes, cerca de 5 vezes a média do pais, a pior entre as
capitais brasileiras. Avaliando-se aspectos epidemiolégicos da infeccdo pelo HIV (taxa média
de deteccdo, taxa de mortalidade, variacdo destas taxas e contagem de células CD4 no momento
do diagndstico) e considerando-se as cidades brasileiras com mais de 100 mil habitantes, 9 das

100 cidades com piores resultados estio nessa regido*®.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Estratégia para busca de publicacbes:

Para realizacdo da busca de publicacGes pertinentes ao assunto da revisao, foi feita uma
procura inicial com a sigla “HIV” e o nome em inglés das doengas causadas pelos fungos (HIV
e “histoplasmosis” € HIV e “cryptococcosis’). A partir desse primeiro resultado, realizaram-
se 3 pesquisas com palavras-chave focadas no tema em estudo. Como o nimero de publicacbes
em criptococose e histoplasmose sdo muito desiguais (nas bases de dados pesquisadas ha, em
média, 4 a 5 artigos de HIV/criptococose para cada artigo de HIV/histoplasmose), as palavras
utilizadas foram diferentes. Para busca das publicacBes de criptococose, foram usadas as
palavras “screening”, “point-of-care” e “lateral flow assay”. Para histoplasmose,
empregaram-se as palavras “antigen”, “histoplasma antigen” e “prevalence”. Foram
consultadas as bases de dados PubMed, Scielo, Web of Science e Embase. N&o se colocou
restricdo de lingua ou data de publicacdo. Na base de dados Scielo, a busca foi feita também
com os termos em lingua portuguesa e espanhola. No PubMed, utilizaram-se termos MeSH e
Seus respectivos “entry terms” Nnos casos em que havia essa possibilidade, a saber, na sigla
“HIV” e nas palavras “histoplasmosis”, “cryptococcosis”, “mass screenings, “point-of-care
systems”, “prevalence” e “antigen”. No Embase, foram usados os seguintes termos “emtree
“HIV”, “cryptococcosis” e “point-0f-care systems”. A estratégia utilizada esta representada na

figura 1.

Apds exclusdo dos resultados duplicados, foram analisadas 223 publicacdes
relacionadas a histoplasmose e 403 relativas a criptococose. Em relacdo a revisdo de
histoplasmose, foram excluidos 159 artigos. Os motivos para exclusdo sdo 0s seguintes: relatos
ou séries de casos, revisdes, ndo tratar de histoplasmose, abordar aspectos imunolégicos da
infeccdo, nédo tratar de doenca em pacientes com HIV, abordar epidemiologia de doencas
fangicas, tratar de sindrome inflamatdria de reconstituicdo imunolodgica, aspectos clinicos da
doenga, suspensdo de profilaxia secundéria, estudos em pediatria, recomendacdes de
tratamento. Dois artigos ndo foram encontrados. Das 403 publicagbes de criptococose,
excluiram-se 266 pelas razdes a seguir: revisdes, cartas, editoriais, comentarios, relatos ou
séries de casos, abordar aspectos clinicos da doenca, ndo tratar de criptococose, estudos
especificos de HIV (sindrome inflamatoria de reconstituicdo imunoldgica, tratamento
antirretroviral, epidemiologia, inquéritos de doencas oportunistas), estudos com sujeitos sem
HIV ou mesclando com e sem o virus, tratamento de meningite criptocdccica, aspectos

especificos do fungo, avaliagdo de métodos diagnosticos ndo-antigénicos, fatores imunolégicos



da infeccdo, recomendacdes de tratamento, antifingicos, estudos em pediatria. Uma das

publicac6es néo foi encontrada.
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Figura 1: Diagrama da estratégia utilizada para revisdo da literatura

2.2. Panorama da doenca do HIV

No inicio dos anos 80 do século passado, a ocorréncia inesperada de um numero
excessivo de casos de uma micose até entdo incomum, a pneumonia por Pneumocystis jirovecii,
acabou levando ao reconhecimento do HIV®. A partir de entdo, a infecgdo pelo virus tornou-
se pandémica, afetando todas as regides do mundo e tornando-se uma causa importante de

morbimortalidade, especialmente em adultos jovens®.

Em 2006 a mortalidade relacionada ao HIV chegou ao seu pior momento. Estima-se que
tenham ocorrido cerca de 1,95 milhdo (1,87-2,04) de mortes relacionadas ao virus. O nimero
de novos casos teve seu auge em 1999, quando ocorreram 3,16 milhdes (2,79-3,67) de novas
infeccBes?. Especialmente nos paises de grandes recursos, a incidéncia e a mortalidade
relacionadas a AIDS tiveram uma reducéo significativa com a introducdo da TARV altamente
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ativa em 19967, Entre 2007 e 2017, a taxa global anual padronizada pela idade de mudanga na
incidéncia de HIV diminuiu 3% (1,5-4,5). Em 2007, aconteceram 2,35 milhdes (2,02-2,76) de
novas infeccBes, enquanto em 2017 foram 1,94 milhdo (1,63-2,29). A confluéncia desses
fatores fez com a sobrevida tenha aumentado de forma expressiva e que a prevaléncia da
infeccdo tenha aumentado de 8,74 milhdes (7,9-9,68) de pessoas vivendo com o virus em 1990
para 36,8 milhdes (34,8-39,2) em 2017. Ainda assim, desse total de pessoas infectadas, 40,5%
(1C95% 37,8%-43,7%) ainda ndo estavam recebendo terapia antirretroviral (TARV) no mesmo

ano?.

Para se ter uma avaliacdo adequada do cenério atual da pandemia de HIV, portanto, os
avangos que aconteceram precisam ser confrontados com os inumeros desafios que ainda
precisam de respostas. Como relatado, embora o numero de pacientes recebendo TARV seja
grande, existe um grande contingente de pessoas infectadas que ndo estd sendo tratada. As
estimativas de pessoas comecando antirretrovirais (ARV) podem estar superestimadas, uma vez
gue incluem aqueles pacientes que ndo mantém o tratamento ap0s seu periodo inicial e
contabilizam em duplicidade pessoas que o abandonam e depois reiniciam as medicacdes®. A
estimativa de casos novos fora da Africa Subsaariana teve pouca modificagdo nos tltimos anos®
e a contagem de CD4 no inicio do tratamento esta em platd, sugerindo que progressos em

direcdo ao diagndstico mais precoce da doenca estdo estagnados®.

Segue existindo, portanto, um contingente de milhdes de pessoas em situacéo de risco
para o aparecimento de doencas oportunistas. Dados de recrutamento de estudos de meningite
criptococcica mostram que, embora o nimero de casos esteja estavel ao longo do tempo, metade
ou mais dos pacientes com essa doenga estiveram em TARYV, mas mantiveram contagens baixas
de CD4 e seguiram, portanto, em situacdo de risco'®. Nos paises desenvolvidos, observou-se
uma diminuigdo na ocorréncia de micoses associadas ao HIV?, situacdo ndo observada nos

paises de recursos limitados, onde ainda ha grande prevaléncia dessas doengas®.
2.3. Importancia das micoses

Fungos sdo responsaveis por uma parcela expressiva das infeccBes oportunistas em
pacientes com HIV em estégio avancado. Conforme ja destacado, Criptococcus neoformans €
a causa mais comum de infecgé@o do sistema nervoso central nesse grupo de pacientes em varias
partes do mundo. Histoplasma capsulatum, por sua vez, além da ja reconhecida relevancia
como causador de doenga nas Américas, cada vez mais tem tido essa importancia reconhecida

em outras regides do planeta. Ainda que varie conforme o local onde o paciente estd sendo
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atendido, ambas doengas tém taxa de mortalidade elevada. Para histoplasmose, essa taxa varia
entre 10 e 60%*3. No Brasil, um estudo multicéntrico recente verificou uma mortalidade de
cerca de 22,0%°. Ja a criptococose tem mortalidade de cerca de 40%%% Uma revisdo de 2013
compilou estudos que revelaram mortalidade em torno de 40% no Brasil??, ainda que um estudo
realizado em ambiente hospitalar tenha relatado taxa ainda mais elevada, na faixa dos 50%?!.
No Brasil, pacientes com HIV e doencas fungicas internados em Unidade de Terapia Intensiva
tem mortalidade maior do que pacientes com o virus e complicacfes de outra etiologia (31% X
64,7%, p = 0,02), sendo histoplasmose e criptococose as micoses responsaveis pelo maior

nimero de internacdes desses pacientes nessas unidades??.
2.4. Histoplasmose

Histoplasmose é um grupo de doencas causada pelo fungo dimorfico Histoplasma
capsulatum?®. A infeccdo por esse fungo acontece pela inalagdo de microconideos ou de
fragmentos de micélios presentes no ambiente que, quando expostos a temperatura do corpo
humano, convertem-se em leveduras. A partir da infec¢do, pode ocorrer uma grande variedade
de situacdes, desde um quadro absolutamente assintomatico, até o aparecimento de doenca
disseminada. Esta apresentacdo € particularmente importante em pacientes imunossuprimidos,
entre os quais estdo os pacientes com AIDS?. Sintomas comuns de histoplasmose disseminada
incluem febre, fadiga, mal-estar, anorexia, perda de peso e sintomas respiratorios. O exame
fisico pode revelar adenomegalias, hepatomegalia, esplenomegalia e lesdes de pele. Entre as
alteracdes laboratoriais, s&0 comuns anemia, leucopenia, trombocitopenia, elevacdo de
transaminases e bilirrubinas, aumento de lactato desidrogenase e ferritina. Podem ocorrer
quadros graves, com choque, insuficiéncia renal, hepatica ou respiratéria e coagulopatia, sendo
possivel a confusdo com quadro de sepse bacteriana. Os sitios mais comuns de envolvimento
sdo figado, baco, trato gastrointestinal e medula 6ssea, mas pode haver envolvimento também
de adrenais, sistema nervoso central e endocérdio. Alteracfes radioldgicas comuns séo
infiltrados reticulonodulares, intersticiais ou miliares'?. Por essas razdes, ¢ comum a doenga ser

confundida com a tuberculose.

O diagnostico definitivo de histoplasmose disseminada é feito a partir do crescimento
do fungo em cultura de espécimes clinicos como amostras respiratorias, sangue e medula éssea,
ou através de analise histopatologica. Tal confirmagdo, contudo, pode n&o ser possivel por
diversas causas, entre as quais: indisponibilidade dos insumos especificos, o crescimento do
fungo em cultura pode levar até 6 semanas para ocorrer, a sensibilidade de alguns desses
métodos é bastante baixa e pode ndo haver disponibilidade dos meios para obtengdo de amostras
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(biopsia de medula dssea, por exemplo)?3. Na América Latina, a capacidade de realizar testes
dessa natureza é baixa. Entre 129 centros analisados, apenas 9% tem potencial de aplicar 0s
padrdes minimos recomendados pela Confederagdo Europeia de Micologia Médica?*. Sendo
assim, a importancia de outros meétodos diagndsticos, especialmente os ndo-baseados em
cultura, é fundamental, pois permite o diagnostico em pacientes que de outra forma ou néao

seriam diagnosticados ou precisariam um tempo muito grande para fazé-lo% 2,

2.4.1. Métodos diagndsticos ndo baseados em cultura para histoplasmose disseminada

em pacientes com HIV

Além dos métodos tradicionais, a doenca pode ser diagnosticada através da realizacao
de testes para pesquisa de anticorpos, de analise de biologia molecular e da detec¢éo de antigeno

de do fungo na urina, soro e lavado bronco-alveolar?,
2.4.1.1. Deteccdo de anticorpos

As metodologias usadas para deteccdo de anticorpos sdo imunodifusdo, fixacdo de

complemento, imunoensaio enzimatico (ELISA), western-blot (WB).

Na imunodifuséo, sdo demonstradas bandas de precipitina H e/ou M. A precipitina H,
normalmente presente em menos de 25% dos pacientes, habitualmente desaparece nos
primeiros 6 meses apds a infeccdo. A precipitina M esta presente em 75% dos pacientes e pode
persistir por alguns anos. Na fixacdo de complemento, titulos de 1:8 ou mais sdo encontrados
na maioria dos pacientes com histoplasmose. Valores de 1:32 ou mais sugerem infeccdo ativa.
Titulos elevados podem persistir por anos. Idealmente, esses testes devem ser realizados em
conjunto para se obter uma maior sensibilidade. Além disso, podem ocorrer reacdes cruzadas
em pacientes com blastomicose e coccidioidomicose e em imunossuprimidos, principal grupo

de pacientes com histoplasmose disseminada, determinando resultados falso-positivos??.

Uma meta-analise recente avaliou estes testes em conjunto e encontrou especificidade
de 100% (1C95% 99%-100%), mas sensibilidade de apenas 58% (IC95% 53%-62%). WB e
ELISA tiveram sensibilidade melhor que as outras metodolgias, 90% e 86%, respectivamente.
A performance analitica destes testes, quando comparada com testes moleculares e de pesquisa
de antigeno, foi a mais baixa?’. Cabe destacar, contudo, que Arango-Bustamante et al.
encontraram taxas elevadas de positividade na Coldmbia, na faixa dos 92% para pacientes com

HIV e 95% para pacientes sem HIV?8,

2.4.1.2. Testes moleculares
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Embora existam muitas publicagdes sugerindo que a realizacéo da reacdo em cadeia da
polimerase (“polymerase chain reaction” — PCR) seja Util para o diagnostico de histoplasmose,
seu papel nesse contexto ainda é incerto. A meta-analise acima referida®’ encontrou 5 estudos
avaliando a aplicabilidade desta metodologia em diferentes espécimes: respiratorios, amostra
de tecido, sangue e medula 6ssea?’. Entre os estudos analisados, ndo havia consenso em relagéo
ao protocolo e genes-alvo usados e todos eram de metodologia in house. Dessa forma, embora
seja uma metodologia promissora, a falta de métodos padronizados, o pequeno ndmero de

estudos de validacdo e a sua indisponibilidade s&o limitacGes para o uso.
2.4.1.3. Deteccdo de antigenos

A deteccdo de HPA através de ELISA ¢ atualmente disponivel para uso a partir de
fluidos de pacientes com histoplasmose?. O diagndstico de histoplasmose através da deteccéo
de antigenos (em urina e outros fluidos) é baseado na experiéncia de laboratorios de
referéncia®®. O teste para detectar HPA é realizado rotineiramente por um laboratorio nos
Estados Unidos da América (EUA - Laboratério MiraVista, Indianapolis, Indiana). Esse
método, entretanto, ndo € disponibilizado para outros laboratérios, sendo sua realizagdo feita
exclusivamente neste laboratério através do envio de amostras para os EUA. O Centro de
Controle de Doencas dos Estados Unidos da América (CDC/EUA) desenvolveu um teste,
validado experimentalmente na Guatemala®, que utiliza amostras de urina e baseado no mesmo
principio do teste do Laboratério MiraVista. Ele diagnostica antigenos especificos de
Histoplasma capsulatum e é validado por controles internos e uma curva padrdo, aumentando
a sensibilidade e a especificidade do resultado. O teste tem a vantagem de utilizar urina como
amostra bioldgica, espécime obtido de forma facil e ndo invasiva. Além deste teste alternativo
do CDC, a IMMY Diagnostics (IMMY, Norman, Oklahoma, EUA) desenvolveu outros dois
testes para deteccdo de HPA, obtendo resultados comparaveis ao do teste original do
Laboratorio Miravista. O primeiro teste disponibilizado pela empresa, ALPHA Histoplasma
antigen imunoassay, utiliza anticorpos policlonais e tem sensibilidade variavel (62%-81%)°. E
um método que ja foi validado e encontra-se disponivel para comercializacéo, tendo ampla
utilizacdo. Mais recentemente, foi criado um segundo teste, que tem como alvo a identificacao
de galactomanano de Histoplasma. Esse teste utiliza anticorpos monoclonais, tem sensibilidade
mais elevada e teve um bom desempenho em um recente estudo realizado na América Latina,
demonstrando sensibilidade de 98% e especificidade de 97%32. O primeiro teste tem aprovacéo
pelo FDA (Food and Drug Administration) e marcacdo CE ja ha alguns anos. O segundo

recebeu recentemente estas certificacdes. O Laboratério MiraVista desenvolveu recentemente
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um teste point-of-care (POC) para detec¢do de HPA no soro usando metodologia LFA. Na sua
avaliacdo inicial, o teste teve sensibilidade de 96% e especificidade de 90%. Esse teste pode
revolucionar o diagnostico dessa doenca, pois pode ser feito com minima infraestrutura e pouca

necessidade de equipamentos®,

Uma meta-analise e uma revisdo sistematica abordando o diagnostico de histoplasmose
em pacientes com HIV foram recentemente publicadas?” **. A meta-analise avaliou o
desempenho de cultura, testes antigénicos, soroldgicos e moleculares, concluindo que os testes
baseados na pesquisa de antigenos tém a melhor performance analitica (tabela 1). Além disso,
enumerou uma série de possiveis vantagens deste tipo de pesquisa. Na medida que este tipo de
testes € comercialmente disponivel, sua incorporacdo nos laboratérios clinicos é mais facil,
reduzindo os problemas técnicos relacionados ao desempenho de técnicas in house. Nos locais
em que foram implementados, foi possivel diagnosticar um maior nimero de pacientes do que
com as metodologias tradicionais de diagnostico (cultura e histopatologia)?® 3> %, A maneira
mais rapida e facil com que os testes sdo realizados determinam um tempo menor para o
diagndstico e reducdo na mortalidade associada & doenca® 36, Esse tipo de anélise pode ser
realizado em laboratdrios sem a estrutura de biosseguranca necessaria para realizacdo de
culturas ou testes moleculares. Suas potenciais desvantagens sdo a necessidade de varios
“pogos” para controle de qualidade e formagdo da curva-padréo, o que pode reduzir sua custo-
efetividade. A revisdo sistematica, por sua vez, abordou especificamente os testes de deteccao
de antigeno para diagnostico de histoplasmose em pacientes com HIV em estagio avangado
provenientes de paises de baixos e de médios recursos. A heterogeneidade das publicagdes
analisadas foi grande, havendo estudos que mesclaram pacientes com e sem HIV, alguns que
avaliaram doenca disseminada e outras apresentacfes de histoplasmose, além de pesquisas
realizadas sem a utilizacdo de casos com confirmagdo micoldgica como padrdo-ouro. Apos a
aplicacdo dos critérios de exclusao, apenas 3 estudos foram avaliados. Nesses 3 estudos, foram
analisados dois tipos de teste antigénico, o do CDC e o IMMY monoclonal. O teste do CDC na
urina teve sensibilidade de 81% (1C95% 67%-91%) e especificidade de 95% (1C95% 91%-
98%). A éarea sob a curva receiver operator characteristic (ROC) foi 0,87 e as razdes de
verossimilhanca positiva e negativa foram respectivamente 16,1 (7,4-45,4) e 0,2 (0,09-0,36).
Em areas de baixa prevaléncia, portanto, houve uma probabilidade pos-teste baixa quando o
teste CDC foi positivo, ainda que essa probabilidade aumente rapidamente com a prevaléncia.
De forma oposta, em areas de baixa prevaléncia, um teste CDC negativo ainda esta associado

com uma probabilidade de 0,11 de haver doenca. Em relacdo ao teste IMMY monoclonal,
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aplicando-se as recomendacdes do fabricante, obteve-se uma sensibilidade de 98% (1C95%
95%-100%) e especificidade de 97% (1C95% 96%-99%). As areas sob a curva ROC foram 0,99
para determinacdo quantitativa e 0,97 para adaptacdo semi-quantitativa. As razbes de
verossimilhanca positiva e negativa foram 32,6 (IC95% 19-100) e 0,02 (IC95% 0-0,05),
respectivamente. No geral, o teste IMMY ALPHA teve desempenho melhor que o teste CDC
em um contexto similar de pacientes da América Latina (figuras 2 e 3).

Tabela 1: Sumario da performance analitica dos testes diagnosticos de histoplasmose

disseminada.
%Sensibilidade (IC %Especificidade (IC  Acurécia 1/RV- (IC
Teste RV+/RV-
95%) 95%) (1C 95%) 959%)
) 11463  (8,5-
Deteccédo
) 58 (53-62) 100 (99-100) 89 (87-91)  154326,2)/0,4 2,3 (1,4-3,7)
anticorpo
(0,2-0,7)
18,7 (11,7-
Deteccdo 132  (7,7-
95 (94-97) 97 (97-98) 95 (94-96)  30,1)/0,07 (0,04-
antigeno 22,7)
0,13)
70,7 (7,2-
Testes 12,3  (3,6-
95 (89-100) 99 (96-100) 96 (94-99)  691,9)/0,08
Moleculares 411)
(0,02-0,27)

Legenda: RV-: razdo de verossimilhanca negativa, RV+: razdo de verossimilhanca positiva,
1/RV-: inverso da razdo de verossimilhanca negativa, IC 95%: intervalo de confianca de 95%.
Adaptado de Caceres DH et al.?’
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Figura 2: Probabilidades pré e pos-teste do teste policlonal do CDC para pesquisa de antigeno

de Histoplasma capsulatum conforme variagdo da prevaléncia. Reproduzido de Nacher et al.®*
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Figura 3: Probabilidades pré e pos-teste do teste monoclonal IMMY para pesquisa de antigeno

de Histoplasma capsulatum. Reproduzido de Nacher et al.>*
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Merece destaque, ainda, o estudo de Hoffmann et al®, primeiro a comparar o
desempenho dos testes CDC e IMMY e realizado no nosso meio. Entre os 78 pacientes
incluidos e sobre os quais havia suspeita de histoplasmose disseminada, foi verificada uma
prevaléncia de 10,3% com a utilizacdo dos metodos classicos de diagnostico. A utilizacdo do
teste IMMY determinou uma prevaléncia de 16,7% e o CDC de 17,9%. Ambos tiveram, na
comparagdo com o teste padrdo-ouro, uma sensibilidade de 100% e houve grande concordancia

entre eles.
2.4.2. Epidemiologia da histoplasmose disseminada associada ao HIV

Casos autdctones de histoplamose ja foram relatados em cinco continentes.
Classicamente, a doenca tem sido descrita como de maior importancia no centro-leste dos EUA
e na América Latina®. A ocorréncia da forma disseminada dessa micose associada ao HIV,
contudo, provavelmente é mais comum e mais difundida do que até entdo se acreditava'®. Sua

ocorréncia provavelmente é negligenciada, subdiagnosticada e confundida com a tuberculose?C.

Na Nigeria, por exemplo, uma avaliagdo com histoplasmina intradérmica encontrou
uma taxa de positividade de 4,4% entre pessoas com e sem HIV. Quando avaliadas apenas as
pessoas com o virus e CD4 > 350 células/pL, a taxa foi de 5%%!. Deve-se destacar que este pais
possui a segunda maior populacéo de pessoas vivendo com HIV do continente africano. Uma
grande revisao de 2018 abordou diversos aspectos relacionados a ocorréncia de histoplasmose
na Africa*?. Revisando-se a literatura, foram encontrados 470 casos de histoplasmose em 32
paises da regido. Uma parcela significativa desses casos foi relatada antes da pandemia de HIV,
sendo 247 deles em pessoas HIV-negativas. A Nigéria foi o pais com maior nimero de casos,
124, sendo que apenas 4 foram de doenca disseminada em pacientes com HIV. Confrontando-
se esses dados com as elevadas taxas de pessoas infectadas pelo HIV na regido, pode-se
considerar fortemente a possibilidade de ocorréncia e ndo reconhecimento da doenca. Deve-se
fazer a ressalva de que no continente africano o Histoplasma capsulatum var. capsulatum
coexiste com Histoplasma capsulatum var. duboisii, que também pode causar doenca

disseminada em pacientes imunossuprimidos.

Em 2012, Pan et al. revisaram a literatura em busca de casos de histoplasmose na
China®. Foram encontrados 300 casos, a maioria autoctones. O vale do rio Yangtsé, embora
tenha apenas 34,6% da populagéo do pais, foi responsavel por 75% dos casos identificados. A
principal forma de apresentacdo foi histoplasmose disseminada, que aconteceu em 85,6% dos
pacientes (257/300). Em 173, ou seja, 57%, foi identificada uma condicao predisponente, sendo
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HIV a mais frequente (22%, 38/173) e diabetes mellitus a segunda mais comum (10,4%,
18/173).

H. capsulatum é endémico nas Américas. Desde o aparecimento do HIV, muitos relatos
convergentes sugerem que histoplasmose disseminada é uma das infec¢des definidoras de
AIDS mais comuns na regido, sendo responsavel por um grande niimero de mortes**. Estudos
utilizando teste histoplasmina intradérmica mostram que a presenca do fungo e a exposicéo dos
habitantes a ele é elevada®. Alguns grupos conseguiram demonstrar a importancia da doenca
na Ameérica Latina: no Panama, 7,5% dos pacientes com HIV tem histoplasmose comprovada
por cultura; na Guatemala, histoplasmose é a segunda infeccdo oportunista mais comum; no
Brasil, mais especificamente em Fortaleza, 43% dos pacientes internados tem histoplasmose
disseminada; na Guiana Francesa, histoplasmose ¢ a infeccdo definidora de AIDS mais comum

e a maior causa de morte relacionada a essa doenga**>"

Um estudo de 20187 fez uma estimativa da carga de histoplasmose associada ao HIV na
Ameérica Latina no ano de 2012 e comparou essa estimativa com informacoes relativas a
tuberculose. Sendo uma estimativa, foram levados em conta diversos possiveis cenarios de
mortalidade e de evolu¢do com doenca sintomatica ou assintomatica. O nimero estimado de
casos de histoplasmose associada ao HIV ficou entre 5680 no melhor cenario e 18357 no pior.
As areas com maior prevaléncia (>30%) e incidéncia (>1,5 casos por 100 pessoas vivendo com
HIV) foram a América Central, a regido norte da América do Sul e a Argentina. O numero de
mortes calculada ficou entre 671 e 9394. O nimero pessoas com tuberculose sintomatica
associada ao HIV em 2012 foi de 26202, com 5062 mortes®’.

No Brasil, um grande e recente estudo de coorte prospectivo avaliou a prevaléncia,
fatores de risco e desfechos de histoplasmose em pessoas vivendo com HIV®. Foram avaliadas
pessoas internadas em hospitais de 4 regides do pais, sendo necessario para inclusdo a existéncia
de febre e pelo menos um dos seguintes achados: perda de peso, diarreia, padrédo miliar ao raio-
X de torax, pancitopenia, linfadenopatia, esplenomegalia e hepatomegalia. A doenca foi
identificada em 21,6% dos 570 pacientes incluidos. Foram realizados os testes convencionais
para diagnostico, assim como pesquisa de HPA na urina com o teste IMMY monoclonal. A
utilizacdo desta metodologia trouxe um acréscimo de rendimento diagnéstico de 53,8%. Uma
revisdo sistematica da ocorréncia de histoplasmose no pais foi publicada em 2019%2 e traz outros
elementos que podem colaborar para um melhor entendimento dessa doenca em nosso meio: a

pesquisa de antigeno ndo esta disponivel para diagndstico no pais, HIV € o principal fator
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predisponente para ocorréncia dessa micose, histoplasmose disseminada ¢ a principal forma de
apresentacdo e a mortalidade geral é de 33%.

No Rio Grande do Sul, um inquérito realizado na década de 90 do século passado com
a populacdo geral encontrou prevaléncia elevada de reacdo a histoplasmina nas cidades de
Cachoeira do Sul e Santo Angelo: 89% e 39%, respectivamente®, Uma avaliacio de 111 casos
de histoplasmose disseminada neste estado mostrou que AIDS é o principal fator predisponente
dessa doenca, sendo responsavel por 63% dos casos identificados. Febre e emagrecimento
foram os sintomas mais comuns, estando presentes em 97,1% dos pacientes com AIDS e 92,7%
dos pacientes sem a sindrome. A positividade de testes soroldgicos foi baixa, sendo

respectivamente de 54,5% e 65,3% nos pacientes com e sem AIDS>,
2.4.3. Fatores de risco e progndsticos em histoplasmose disseminada associada ao HIV

Ainda nos anos 90, uma coorte de 304 pacientes com HIV relatou uma incidéncia de
4,7% ao ano de histoplasmose®. Dos pacientes com histoplasmose, 74% eram sintomaticos e
todos eles tinham doenca disseminada. Exposic¢do a galinheiros, teste soroldgico positivo e CD4
< 150 células/uL foram associados com a presenca de histoplasmose. Reacdo positiva a
histoplasmina e existéncia de cavitacdo ndo se relacionaram com a presenca da doenca. Estudo
realizado na Guiana Francesa®, publicado em 2008 e relatando a experiéncia de 25 anos no
manejo desta doenca, revelou os seguintes dados: no momento do diagndstico, 92% dos
pacientes ndo estava TARV, 80% tinha CD4 < 100 células/pL e 36,6% tinha outra doenca
oportunista associada. Entre os achados laboratoriais, elevacao de aspartato aminotransferase e
lactato desidrogenase foram comuns. Em apenas 14,3% dos casos foi iniciado tratamento antes
da confirmacdo do diagndstico e a mortalidade relatada em 30 dias foi de 17,5%. Samayoa et
al, em 2017, publicaram dados de pacientes internados em hospital na Guatemala®. A partir da
aplicacdo de um escore clinico, foram avaliados 263 pacientes para os quais foi aventada a
possibilidade de histoplasmose. Apds essa hipotese, foi realizada a investigagdo com exames
complementares. Entre os pacientes incluidos, 38,4% teve diagnostico confirmado, tanto por
cultura, quanto por antigeno urinario. A mediana para inicio de tratamento foi de 15 dias.
Apenas 17,8% dos pacientes recebeu tratamento empirico e 80% dos que tinham histoplasmose
e ndo receberam tratamento, morreram. Comparados com pacientes sem histoplasmose, aqueles
que tinham a doenca possuiam CD4 mais baixo (32 x 45 células/uL) e maior mortalidade em
30 dias (24,8% x 9,3%).
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No Brasil, 4 publicagbes avaliaram fatores de risco e prognosticos de histoplasmose
disseminada associada ao HIV. Em 2007, estudo realizado na cidade de Fortaleza avaliou 378
pacientes com HIV, sendo 164 com histoplasmose disseminada e 214 com outras doencas
oportunistas®®. Pacientes com histoplasmose tiveram maior frequéncia de insuficiéncia renal
aguda, insuficiéncia respiratoria e choque séptico, além de terem maior mortalidade (31% x
14%). Fatores de risco independentes para histoplasmose disseminada foram insuficiéncia renal
aguda, esplenomegalia, insuficiéncia respiratdria, proteindria, hipotensdo, hepatomegalia,
lesbGes cutaneas e perda de peso. Na mesma cidade, em 2018, 117 pacientes com HIV, febris,
internados, foram avaliados em relagdo & hipdtese de histoplasmose disseminada®’. Dos 117
incluidos, 41% confirmaram a hipotese. Temperatura > 38,5°C, rash papular ou méculo-
papular, esplenomegalia, hepatomegalia, sibilancia, hemoglobina < 9,5 g/dL, contagem de
plaquetas < 80000/uL, CD4 < 75/ células/uL, aspartato aminotransferase > 2,5 vezes o limite
superior da normalidade, lactato desidrogenase > 5 vezes o limite superior da normalidade e
uma taxa normalizada internacional (international normalized ratio — INR) > 2 vezes o limite
superior da normalidade foram associadas com histoplasmose disseminada. Apos na analise
multivariada, hepatomegalia, CD4 < 75 células/uL, lactato desidrogenase > 5 vezes o limite
superior da normalidade e rash papular ou méculo-papular constituiram-se em fator de risco

independente para essa doenca.

No estudo ja citado de Falci et al®, realizado em varios centros no Brasil, alguns achados
foram positivamente relacionados com a existéncia de histoplasmose: CD4 <50 células/uL, ndo
uso de ARV e coleta na regido nordeste do pais. Dispneia no inicio do quadro foi associada
com maior mortalidade e histoplasmose foi mais frequente que tuberculose em pacientes com
CD4 mais baixo. Pacientes com diagnostico obtido através da realizacdo de pesquisa de
antigeno urinario tiveram mortalidade menor do que os diagnosticados pelas metodologias
convencionais (14,3% x 22,1%, respectivamente). A tabela 2 relata as variaveis associadas com

histoplasmose provavel ou comprovada.
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Tabela 2: Modelo multivariado para predicéo clinica de histoplasmose provavel ou confirmada
em pessoas vivendo com HIV/AIDS. Adaptado de Falci DR et al.®

Variavel clinica Razao de chances (intervalo de confianca 95%)
CD4<50 células/uL 2,11 (1,17-3,82)
Pancitopenia 1,79 (1,00-3,21)
Imagem do térax com infiltrado miliar 2,72 (1,35-5,46)
Hepatomegalia ao exame clinico 2,47 (1,28-4,76)
Linfadenopatia generalizada 0,37 (0,11-0,96)
Desidrogenase latica > 1000 UI/L 3,60 (1,94-6,69)

Estudo de Hoffmann ER et al.?®, realizado em vérios centros da cidade de Porto Alegre,
fez aavaliacdo de preditores diagnosticos considerando dois padrées de diagndstico: o primeiro,
usando o teste de antigeno urinario e o segundo os métodos diagnoésticos classicos. Nos dois
casos, apenas a presenca de Ulceras orais se associou com o diagndéstico de histoplasmose
disseminada. Outras varidveis importantes foram sintomas pulmonares, linfadenopatias

mediastinais e lesbes de pele (papulas).
2.5. Criptococose

A criptococose € uma micose de distribuicdo mundial, com uma grande variedade de
apresentacdes clinicas, causada por leveduras encapsuladas patogénicas do género
Cryptococcus. Ha duas espécies de Cryptococcus que comumente causam doengas em
humanos: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, sendo a primeira fortemente
associada a imunossupresséo. A infeccéo por esse fungo acontece primariamente pela inalagédo
de leveduras ou basididsporos provenientes de reservatorios ambientais e que se depositam nos
alvéolos pulmonares. Apés a inalacdo, a infeccdo pode resolver-se imediatamente, mas em
alguns individuos ela persiste de forma latente em linfonodos toracicos e granulomas
pulmonares. Com o aparecimento de imunossupressao, especialmente em pacientes com AIDS,
as leveduras multiplicam-se e se disseminam para outros sitios. A meningite criptocdccica ¢ a
manifestacio clinica mais importante de criptococose. E uma doenca que habitualmente evolui
de forma subaguda, causando cefaleia, febre, letargia, perda de memdria, alteracdes de nervos

cranianos, sintomas visuais, tais como como diplopia e baixa acuidade visual, além de sinais de
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irritacdo meningorradicular®®. Sem tratamento, a doenca pode evoluir com convulsdes,
depressdo do nivel de consciéncia e coma'®. Hipertensdo intracraniana e hidrocefalia sdo
complicacdes que exigem atencdo e tratamento imediatos, uma vez que podem determinar a
morte do individuo®. A coleta de liquor é fundamental para o diagndstico, sendo caracteristicos
0 aumento de leucécitos, com predominio de linfocitos, elevacao de proteinas e glicose baixa.

Frequentemente, contudo, o liquor é normal®.

O diagnostico definitivo de criptococose € feito a partir do crescimento do fungo em
cultura de espécimes clinicos ou da sua visualizacdo direta em liquidos corporais através da
coloragdo com tinta da China. Andlise histopatoldgica também pode confirmar o diagndstico®®,
Cultura é o padrdo-ouro de confirmacdo do diagnostico de doenga criptocdccica, inclusive de
meningite, mas seu tempo de realizacdo é prolongado, podendo levar 1 a 2 semanas até o
resultado definitivo. A realizacdo de cultura quantitativa, embora seja mais disponivel em
ambiente de pesquisa, fornece informacgdes importantes sobre progndstico e é util no
acompanhamento da resposta ao tratamento®’. O exame direto com coloragdo de tinta da China,
embora seja um meio barato, rapido e ndo sofisticado para confirmacdo, tem sensibilidade
insuficiente®, entre 60 e 80%, e dependente da carga de fungos envolvida na doenca e da
experiéncia de quem o realiza. No caso de meningite criptocdccica, o espécime a ser analisado
é o liquor e, para isso, necessita-se a realizacdo de puncdo lombar. Deve-se ressaltar novamente
gue na América Latina a disponibilidade de laboratérios para realizacdo de exames micoldgicos

é pequena?.

Métodos moleculares, embora disponiveis, ndo sdo habitualmente usados na pratica
clinica®. O painel FilmArray® (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca) para pesquisa de
meningite e encefalite inclui a busca por 14 patogenos, entre os quais Cryptococcus, tendo uma
sensibilidade de 96% (1C95% 83%-99%) quando a amostra tem mais do que 100 unidades
formadoras de col6nia do fungo por mililitro de liquor. A especificidade é de 100%°%. A
exigéncia de recursos para esse tipo de analise, contudo, é ainda maior do que a necessaria para

exames micoldgicos.

2.5.1. Deteccédo de antigenos para diagndstico de meningite criptococcica em pacientes
com HIV

A deteccédo de antigeno se tornou uma ferramenta diagnostica essencial para 0 manejo
de meningite criptocdccica. Esse tipo de pesquisa pode ser feito no liquor, soro, plasma, sangue

total e urina e baseia-se na utilizacdo de anticorpos monoclonais através de diversas
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metodologias: aglutinacdo pelo latex (“latex agglutination” — LA), ELISA e, mais
recentemente, LFA®3, Conforme guideline de 2018 da OMS**, seu uso atualmente esta entre as

recomendacdes de primeira linha para diagndstico de meningite criptococcica.

LA e ELISA sdo técnicas disponiveis ja ha varios anos e tem utilizacdo bastante
disseminada, tanto para aplicacdo em amostras de sangue, quanto de liquor, possuindo elevadas
taxas de sensibilidade e especificidade: 93% a 100 % e 93% a 98%, respectivamente®* .
Podem acontecer falso-positivos, usualmente com titulacdes de 1:8 ou menos, e falso-
negativos, por efeito prozona (que pode ser corrigido atraves da diluicdo do material a ser
analisado), m& conservacdo da amostra, doencas com baixa carga de fungos, meningites
crénicas e nas fases iniciais da infeccdo. A realizacdo desses testes, embora ndo necessite de
um laboratorio especializado em micologia, exige estrutura laboratorial e, portanto,
profissionais capacitados, eletricidade estavel, controle de temperatura, cadeia de suprimentos
articulada e refrigeracdo dos reagentes. Em paises de baixos recursos, tais elementos podem

n&o estar disponiveis®®.

A pesquisa de antigeno criptococcico atraves de LFA, aprovada pelo FDA em 2011
(IMMY, Norman, Oklahoma), € um ensaio imunocromatografico em fita-teste que pode fazer
analise gqualitativa e semiquantitativa. Se o antigeno esta presente no sangue, soro, plasma ou
liquor a ser avaliado, ele se liga aos anticorpos anti-criptococo presentes na fita e determina o
aparecimento de uma linha visivel. Os insumos para realizacdo ndo precisam de refrigeracdo e
o resultado esta disponivel em cerca de 10 min. Profissionais da salde capacitados, mesmo sem
treinamento especifico de laboratdrio, podem realizar o exame em ambulatoério ou a beira-leito,
ou seja, nao tem necessidade de infraestrutura laboratorial e tem a possibilidade de ser realizado
em situagdo point-of-care (POC). Merece destaque uma iniciativa bem-sucedida dos Meédicos
Sem Fronteiras no Lesoto, na qual leigos foram treinados para realizar o teste®”. Em virtude
dessas caracteristicas, esse teste modificou o panorama de diagnostico da meningite

criptococcica.

Em um grande estudo de validacio na Africa do Sul e Uganda, 832 pessoas com HIV
foram submetidas a testes para diagnoéstico de meningite criptocdccica. O teste LFA teve o
melhor desempenho, com uma sensibilidade de 99,3% e especificidade de 99,1% em analise do
liquor. Testes de pesquisa de antigeno, seja por LA ou LFA, foram mais sensiveis que cultura.

O teste LFA identificou 6 casos que nio seriam detectados por outros métodos®®.
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Existem atualmente cinco fabricantes de pesquisa de antigeno criptocdccico por LFA.
O primeiro, da IMMY Diagnostics (IMMY, Norman, Oklahoma, EUA) € aprovado pelo FDA
no seu pais de origem e possui marcacdo CE na Unido Europeia, além de ter sido validado em
numerosos estudos em varios locais. O segundo é o Biosynex CryptoPS LFA® (Biosynex, Ilha
de Franca, Paris, Franga), que possui marca¢do CE, mas foi avaliado em apenas um estudo,
realizado em Camardes. Foram testadas 186 amostras de soro/plasma e 23 de liquor. Quando
comparado com o teste IMMY, teve uma sensibilidade de 78% no soro (11/14), 92% no plasma
(11/12) e 100% no liquor (4/4). A especificidade foi de 100% em todas os espécimes®®. O
terceiro teste € o StrongStep® (Liming Bio, Nanjing, Jiangsu, China). Num estudo de validag&o
com dois centros em Uganda, 143 amostras de liquor e 167 de plasma foram analisadas e
comparadas com o teste IMMY e com cultura. O teste teve melhor desempenho no liquor, com
100% de sensibilidade (101/101) e 98% de especificidade (41/42). No plasma, contudo, a
especificidade foi de 90% (101/112) e a sensibilidade de 98% (54/55). A limitada especificidade
no plasma, num contexto de rastreamento de criptococose e prevaléncia de 9%, significaria um
valor preditivo positivo de apenas 50%°. O quarto é o teste Dynamiker LFA® (SSI Diagnostica,
Hillerod, Hovedstaden, Dinamarca). Um estudo com sua utilizacdo foi apresentado no 28°
Congresso Europeu de Microbiologia Clinica e Doengas Infecciosas, em 2018%: foram
avaliadas 11 amostras de soro e 14 de liquor, sendo realizados o préprio teste, LA e o teste
IMMY LFA em todas as amostras. Os testes LFA foram avaliados atribuindo-se graus de
intensidade a reacdo observada, variando de negativo até “trés cruzes”. Quando utilizado LA
como padrdo-ouro e interpretados como negativos o0s testes sem reagdo e 0S com rea¢do uma
cruz, a sensibilidade e a especificidade do teste Dynamiker® foram de 100%. Também foi
publicada recentemente uma avaliagdo clinica deste teste que incluiu 354 pessoas na Turquia,
sendo 254 com HIV e 100 controles sem o virus’*. Foi verificada uma prevaléncia de teste
positivo de 11%, porém o estudo ndo fez comparacdo desta metodologia com nenhuma das
outras disponiveis. O quinto teste LFA chama-se FungiXpert (Tianjin Era Biology Engineering
Co., Tianjin, China), porém nédo foram encontradas publicacdes a seu respeito.

Além da 6bvia utilizacdo em amostras de liquor, o teste para pesquisa de antigeno
realizado no sangue também tem papel no diagnostico de meningite criptococcica. A obtencéo
pelo menos de um diagndéstico presuntivo antes da realizagdo de puncédo lombar permite que,
nos casos em que se suspeita de hipertensdo intracraniana, o procedimento seja feito com
intencdo ndo apenas diagndstica, mas também terapéutica. Essa medida pode ser (til

especialmente em contextos em que a realizagé@o de puncéo e a medida da pressao intracraniana
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s&o pouco disponiveis’. O desempenho do teste IMMY realizado através de amostra de sangue
capilar obtida por puncéo digital foi avaliado nesse contexto”. Foi analisado sangue coletado
antes da realizacdo de puncéo lombar em pacientes com suspeita de meningite e comparado o
resultado de LFA neste espécime com a pesquisa realizada posteriormente no liquor. O valor
preditivo positivo do teste no sangue foi de 100%, com deteccdo de 93% dos casos de
meningite. Os 7% em que o teste foi positivo no sangue e negativo no liquor tiveram teste no
soro/plasma positivo. Ndo eram, portanto, exatamente falso-positivos, mas casos de infecgdo
criptococcica no sangue. O teste teve, portanto, uma concordancia de 100% com os resultados
no soro e no plasma e um valor preditivo negativo de 100% para excluir meningite

criptococcica.

Um estudo brasileiro de 2018 avaliou pacientes com um primeiro episodio de meningite
criptocéccica para determinar o desempenho da pesquisa de LFA no liquor, soro, sangue total
e urina para diagnostico de meningite criptococcica’. Foram incluidos 21 pacientes com
diagnostico confirmado por cultura. A pesquisa por LFA foi positiva no liquor, soro e sangue
em 19 pacientes (sensibilidade de 95%). Dezesseis amostras de urina tiveram teste positivo
(sensibilidade de 80%). Para avaliacéo da especificidade, foram testados 36 pacientes com HIV
e outras doengas do sistema nervoso central. Nenhum deles teve teste positivo no soro,

determinando, portanto, uma especificidade de 100%.

2.5.2. Deteccdo de antigenos por LFA para rastreamento de criptococose em pacientes
com HIV

2.5.2.1. Diagndstico precoce de meningite.

A maioria das pessoas com meningite criptococcica apresenta algum tipo de sintoma
caracteristico, além de testes positivos no liquor e no sangue. Existe uma parcela de pacientes,
contudo, que tem sintomas de meningite e possui pesquisa de antigeno por LFA no sangue
positiva, porém cultura e pesquisa no liquor negativa. Esse perfil de paciente representou cerca
de 4% dos incluidos numa coorte em Uganda’®. O mais provavel é que se trate de pessoas com
meningite em estagio precoce. A mortalidade observada nesses casos é da ordem de 39%,
comparavel a de pessoas que tiverem uma doenca de evolucgéo inicial agressiva. Sendo assim,

sua identificacdo € importante para o adequado manejo e tratamento antifingico.

Estudo realizado na Argentina encontrou uma prevaléncia de pesquisa de antigeno
positiva de 8,1% entre 123 pessoas com HIV analisadas’®. A existéncia ou ndo de sintomas nio

foi critério de inclusdo ou exclusdo na pesquisa. Entre as 10 pessoas com pesquisa positiva, em
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6 a realizagdo de anéalise do liquor demonstrou presenca de meningite (exame direto, cultura ou
antigeno positivo no liquor). Trés desses pacientes eram assintomaticos, ou seja, em metade

dos pacientes com meningite o diagnostico so foi possivel a partir da realizacdo de LFA.
2.5.2.2. Rastreamento com pesquisa de antigeno criptococcico

Conforme a regido considerada, a prevaléncia de antigenemia criptococcica em pessoas
assintomaticas infectadas pelo HIV com doenca em estagio avancado varia de 1% a 15%%*
(Figura 5). Antigeno criptocdccico pode ser detectado no sangue semanas a meses antes do
inicio dos sintomas de meningite e sua presenca é um fator preditor independente dos desfechos
meningite e morte’” ’® 7. No estudo de Liechty et al., ainda em 200777, apds controle de
possiveis fatores confundidores, o risco relativo de morte em 12 semanas foi de 6,6 (IC95%
1,86-23,61, pesquisa através de LA, titulos > 1:2 e CD4 <, 100 células/uL). O risco atribuivel
de morte associado a presenca do antigeno foi de 18% (IC 2%-33%), semelhante do da
tuberculose (19%, 1%-36%). Na América Latina, a primeira avaliacdo a respeito o foi feita no
Peru. Foi verificada uma prevaléncia de antigeno positivo de 3,6% (IC 95% 2%-6%) e sua
presenca previu de forma significativa o aparecimento de meningite (p = 0,0001). Avaliando a
associacdo de pesquisa positiva por LFA e um desfecho composto de morte ou perda de
seguimento em pessoas com CD4 < 150, Letang et al. relataram uma prevaléncia de 4,4% no
estrato de CD4 < 100 células/pL e 2,2% na faixa de 100-150 células/pL, sendo a pesquisa
positiva um preditor independente do desfecho composto (hazard ratio 2,5, 1C95% 1,29-4,83,
p = 0,006)%.

Entre pacientes internados, estudo de 2016 demonstrou uma prevaléncia de antigeno
positivo significativamente maior do que em ambulatoriais (12%x 5,3%, p = 0,02), chamando
a atencéo para a importancia desse perfil de pacientes®!.

Fazer terapia preemptiva com fluconazol em dose alta nas pessoas com antigenemia
positiva e sem meningite previne mortalidade. Essa possibilidade foi avaliada em um ensaio
clinico que incluiu 1999 pessoas com doenca do HIV em estagio avancado (CD4 < 200
células/pL) na Africa Subsaariana, demonstrando um beneficio de sobrevida de 28% (13% x

18%) com a combinacéo de rastreamento, administracdo de terapia preemptiva e cuidados
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Figura 4: Diagrama sumarizando os estudos de prevaléncia de antigenemia criptococcia em
pacientes infectados pelo HIV de 1989 a 2016. Reproduzido de Rajasingham et al.*°

diferenciados da equipe de salide para garantir a adesdo®. Em 2019, Meya et al publicaram
dados de um ensaio clinico que avaliou a estratégia de rastreamento seguida de terapia
preemptiva e concluiram que ela funcionou em pacientes com titulos < 1:160, nos quais a
mortalidade foi semelhante & de pessoas com pesquisa negativa®®. No estudo ja referido de
Letang et al.2%, o uso de fluconazol se associou com diminuic&o significativa do risco de morte
(reducéo de 82% no primeiro ano de seguimento, 1C95% 22%-92%, p = 0,022). Um estudo de

caso-controle de Tufa et al. mostrou que a mortalidade de pacientes com antigeno positivo
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tratados com fluconazol foi semelhante a de pessoas com pesquisa negativa®*. Essa medida,
inclusive, estd recomendada no ja citado guideline da OMS para diagndstico, prevencgéo e

manejo de meningite criptocdccica.

Para se analisar a morbimortalidade em pacientes com pesquisa de antigeno positiva e
assintomaticos, Wake et al. conduziram um estudo de coorte na Africa do Sul. Houve diferenca
significativa de mortalidade entre pessoas com pesquisa negativa e positiva, mesmo tendo-se
oferecido terapia preemptiva para 0s positivos. O grupo com pesquisa positiva teve mortalidade
de 25%, enquanto no grupo com pesquisa negativa a taxa foi de 9% (hazard ratio 3,0, IC 95%
1,4-6,7, p = 0,006). Todos o0s pacientes com pesquisa positiva que morreram foram avaliados
em relacdo a presenca de meningite criptococcica. Das 17 mortes que aconteceram nesse grupo,
em 11 houve contribuicdo de doenca criptococcica, sendo que em 5 ela foi a causa imediata e
em 7 uma causa secundéria da morte. Entre esses 17 6bitos, foi possivel realizar bidpsia
minimamente invasiva em 4, tendo sido encontrada cultura positiva do liquor em todos eles®.
Dessa forma, mesmo em pacientes assintomaticos, a propria criptococose causa

morbimortalidade elevada.

2.5.2.3. Avaliacdo da prevaléncia de antigeno criptocdccico conforme estrato de CD4 e

em pacientes com falha virologica

Uma revisio sistematica e meta-analise publicada em 2018% estimou a prevaléncia de
antigeno criptocdccico conforme o estrato de CD4 a partir da anélise de 60 estudos. A
prevaléncia combinada foi de 6,5% na faixa de CD4 < 100 células/uL (IC95% 5,7%-7,3%, 54
estudos) e de 2,0% na faixa de 101-200 células/puL (1C95% 1,2%-2,7%, 21 estudos). Vinte e
um estudos ofereceram informagé&o suficiente para comparar a prevaléncia por estrato. No geral,
18,6% (IC95% 15,4%-22,2%) dos casos com antigeno positivo na faixa de CD4 < 200
células/uL eram de pessoas com CD4 entre 101 e 200 células/pL, ou seja, acima do limite
habitualmente utilizado para recomendar o rastreamento®. Além disso, ainda que prevaléncia
tenha sido maior em pacientes internados (9,8%, 1C95% 4,0%-15,5%), nos casos ambulatoriais
essa medida também foi significativa (6,3%, 1C95%, 5,3%-7,4%).

Recentemente foi publicada uma avaliacdo da prevaléncia de antigeno criptoccico em
pacientes com falha virologica®’. Foi realizado o teste IMMY LFA em amostras de plasma
utilizadas para medida de carga viral de 1186 pessoas. Foi definido como critério de falha
viroldgica a presenca de carga viral > 1000 copias/mL. A prevaléncia encontrada foi de 3%.

Esses pacientes tinham mediana de tempo de tratamento de 41 meses (variagéo interquartil 10-
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84 meses) e, entre os 25 pacientes em que foi possivel avaliar o seguimento de 6 meses, 16
(64%) sobreviveram, 7 (29%) morreram e 2 (8%) foram perdidos. Um dos sobreviventes havia
tido um episddio de meningite criptdccica 2 anos antes, dois outros tiveram a doenca apos a
testagem e sobreviveram. No geral, 91% (32/35) dos pacientes com pesquisa positiva tinham
carga viral > 5000 copias/mL, enquanto 64% dos que tiveram pesquisa negativa tinham carga
viral acima desse valor (odds ratio 6, IC95% 1,8-19,8). A prevaléncia de antigeno positivo foi
de 4,2% nas pessoas com carga viral > 5000 copias/mL e 0,7% entre as que tinham carga viral
< 5000 copias/mL. Esse perfil de pacientes, portanto, também pode ser considerado para

realizacdo de rastreamento.
2.5.2.4. Importancia da titulacdo no rastreamento

Tanto LA, quanto LFA podem ser feitos de forma semiquantitativa através da titulacéo
da amostra. A titulacdo é feita com o mesmo material de diluicdo e considera-se positiva a
altima titulacdo antes testagem da negativa. TitulacGes de diferentes metodologias e de
diferentes fabricantes ndo sdo comparaveis®®. A titulacio destes testes é capaz de prever a
ocorréncia de meningite e de morte, conforme demonstrado em quatro coortes®® 80, Titulagoes
< 1:80 com o teste IMMY LFA preveem uma probabilidade extremamente baixa de
meningite®® &. Na medida que as titulacbes aumentam de 1:160 a 1:320 para 1:640, a
probabilidade de envolvimento do sistema nervoso central aumenta®. Titulos maiores do que
1:1280 significam envolvimento quase universal deste sistema. Rajasingham et al’? fizeram
uma analise combinada das quatro coortes citadas acima para avaliar o efeito da titulagdo na
probabilidade de sobrevida quando foi usada terapia preemptiva com fluconazol. Foi feita uma
analise separando titulagdes consideradas baixas (<1:160), médias (1:160 a 1:2560) e altas
(>1:2560). A possibilidade de sobrevida diminuiu na medida que a titulagdo aumentou (log-
rank P <0,0001) (figura 5). Entre pessoas assintomaticas com testagem positiva, titulos > 1:160
estdo associadas com aumento de mortalidade, independentemente de terem ou ndo recebido

terapia preemptiva com fluconazol® %,
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Figura 5: Andlise de sobrevida de acordo com a titulacdo do teste LFA em 287 pessoas
infectadas pelo HIV com pesquisa de antigeno criptococcico positiva em 4 coortes da Etiopia,
Africa do Sul, Tanzania e Uganda. Reproduzido de Rajasingham et al.”?

2.5.2.5. Métodos de rastreamento

Pode-se realizar rastreamento de antigeno criptococcico através de 2 métodos. O
primeiro ¢ a realizag@o de teste laboratorial reflexivo (“reflexive laboratory testing”’). Com essa
alternativa, a pesquisa é feita em laboratorio, rotineiramente, nas amostras de plasma obtidas
para realizacdo de CD4, quando a contagem destas células é menor que o limite estabelecido
para o rastreamento. A decisdo de realizar ou ndo o teste, portanto, ndo é da equipe que presta
assisténcia direta ao paciente, mas segue um protocolo do laboratério onde os exames sdo
realizados. O resultado da pesquisa € relatado junto com o resultado do CD4, com uma breve
explanagdo do seu significado. A outra opcao de se fazer rastreamento é com a realizagdo do
teste a partir da solicitacdo da equipe assistencial quando ela identifica a contagem de CD4
abaixo limite minimo estabelecido para o rastreamento. Em avaliagio realizada na Africa do
Sul, apenas 27% dos pacientes elegiveis foram testados quando a segunda metodologia
utilizada. Ja quando o exame foi realizado por defini¢do de protocolo do laboratorio, mais de
95% das pessoas elegiveis foram avaliadas®. Um aspecto a ser analisado na eventual definicio
sobre que metodologia é mais apropriada é a celeridade com que o resultado da testagem ficara
disponivel para embasar condutas clinicas. Dependendo do contexto de infraestrutura e

processos assistenciais, exames realizados em laboratdrio, ou seja, fora do local de atendimento,
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podem levar muito tempo para ser disponibilizados. Além disso, realizar o teste LFA em
situacdo POC é uma das principais vantagens dessa metodologia.

2.5.2.6. Avaliacdo de custo-efetividade do rastreamento

Muitos estudos avaliaram a custo-efetividade do rastreamento de antigeno criptococcico
em pacientes com doenca do HIV em estagio avancado. Dois estudos africanos avaliaram essa
relacdo em contexto de prevaléncia tdo baixa quanto 0,6% e com testes custando entre US$
3,69 e 6,03, ambos demonstrando que a estratégia é custo-efetiva® *3, Um estudo no Malawi
relatou um custo por caso detectado de US$ 100,60%. Em Uganda, publicagGes relataram um
custo de US$ 28,40 para detectar uma pessoa com pesquisa de antigeno positivo e de US$ 39,70
para salvar uma vida’® ®°. Ja no Vietnd, um estudo demonstrou que a relacio varia de forma
significativa, com um custo por ano de vida salvo ficando entre US$ 4 e US$ 296 No Brasil,
quando o rastreamento foi feito em pessoas com CD4 < 200 células/uL, o custo por vida salva
foi de US$ 326 (1C95% US$ 91-US$ 2685)%. Recentemente, foram publicados dados de custo-
efetividade da estratégia de oferecer rastreamento, terapia preemptiva e medidas de suporte
adotada na Tanzénia e na Zambia®®. A taxa incremental de custo-efetividade da intervencao,
quando comparada com o padréo de cuidado, por ano de vida salvo, foi de US$ 70 (IC95% US$
43-US$ 211) para os participantes com CD4 < 200 células/uL e de US$ 91 (IC95% US$ 49-
US$ 443) para aqueles com CD4 < 100 células/pL.

2.5.3. Epidemiologia da criptococose associada ao HIV

A doenca causada por Cryptococcus neoformans € uma das micoses mais frequentes em
individuos vivendo com HIV. Uma estimativa sobre a ocorréncia global da doenga em 2014 foi
publicada em 2017%°. Ela revelou uma prevaléncia global de antigenemia criptococcica entre
pessoas com HIV e CD4 < 100 células/pL de 6% (1C95% 5,8%-6,2%), havendo, portanto,
278000 pessoas com antigeno positivo (IC95% 195500-340600 pessoas). Houve 223100 casos
incidentes de meningite criptocdccica (IC95% 150600-282400 casos) e aconteceram 181000
mortes (1C95% 119400-234300 mortes). Para a América Latina, o total de pessoas estimado
com antigeno positivo foi de 7000 (1C95% 3600-11100 pessoas) e teriam ocorrido 5300 casos
de meningite (IC95% 2600-8900 casos), redundando em 2400 mortes (IC95% 1100-4400
mortes). Dados mundiais em relacéo a prevaléncia de antigeno criptocdccico estdo sumarizados

na figura 5.

Alguns dados sugerem que a ocorréncia de meningite criptococcica no Brasil vem

diminuindo. Uma avaliagéo dos casos registrados no Centro de Referéncia em Treinamento em
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DST/AIDS da cidade de S&o Paulo mostra um declinio significativo do nimero de casos, tendo
sido reportados 500 casos em 1992 e apenas 82 em 2010. Esse cenario, contudo, é o de um
servico bem estruturado de acesso a TARV e, certamente, ndo pode ser generalizado. A despeito
desse dado especifico, a doenca segue sendo a principal causa de meningite oportunista, com
mortalidade elevada. Outro fator relevante é que as desigualdades do pais séo grandes, fazendo
com que o HIV e as doengas oportunistas causadas por ele afetem de forma

desproporcionalmente mais alta pessoas em situa¢do socioecondmica menos favoravel?!,

A prevaléncia de antigeno criptococcico foi avaliada em trés estudos brasileiros. O
primeiro, publicado em 2013 e utilizando LA, testou 418 pacientes internados, independente da
contagem de CD4, no estado do Para. Foram incluidas pessoas de 2 centros na cidade de Belém.
A prevaléncia geral relatada foi de 2,6%. Deve-se destacar que cerca de 85% dos pacientes
analisados tinham CD4 > 200 células/pL e que 55% (6/11) dos testes positivos foram de pessoas
nessa faixa de contagem. A prevaléncia em pacientes com CD4 < 200 células/uL, portanto, foi
de 8,3%%. Vidal JE et al. avaliaram a prevaléncia de antigeno criptococcico em pacientes com
CD4 < 200 células/puL hospitalizados num centro de referéncia da cidade de Sdo Paulo. Cento
e sessenta e trés pacientes sem histérico prévio de doenca criptocéccica e sem suspeita clinica
de meningite foram testados com LFA, sendo a prevaléncia encontrada de 3,1% (1C95% 1,0%-
7,0%)". Em estudo recentemente publicado, que avaliou pacientes do estado de Goias,
internados e ambulatoriais, independente da presenca de sintomas, mas com CD4 < 200
células/pL, foi verificada uma prevaléncia geral de 7,9%*%. Embora no se tenha encontrado
diferenca estatisticamente significativa, a prevaléncia de antigeno positivo na faixa de CD4
entre 101 e 200 foi maior do que na faixa < 100 (7,1% (IC95% 4,7%-12,4%) x 9,1% (1C95%
3,4%-19,0%)). Entre assintomaticos, a prevaléncia foi de 5,3% (1C95% 1,4%-13,1%).

2.5.4. Fatores de risco e prognésticos em criptococose associada ao HIV

Vérios fatores de risco associados com falha terapéutica e morte por meningite
criptocdccica ja foram descritos em estudos prévios!®-1%, Em relagdo a mortalidade, os fatores
de risco mais importantes séo carga de fungos envolvida na doenga, titulagdo do teste antigénico
no diagndstico, taxa de eliminacéo do fungo, alteracéo do estado mental, celularidade baixa no
liquor, alteracdo em exame de imagem do sistema nervoso central, hipertensdo intracraniana no
momento da admissdo, ndo realizacdo de puncbes lombares para controle da hipertenséo

intracraniana, infeccdo disseminada e duracao dos sintomas.
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O estudo brasileiro recentemente publicado e citado acima'® n4o encontrou parametros
clinicos, laboratoriais ou sociodemogréficos que fossem capazes de predizer a presenca de
antigeno positivo. Em Uganda, com realizacdo de rastreamento com CD4 < 100 células/pL e
prevaléncia de antigeno positivo de 6,8%, além da propria presenca de antigeno positivo, se
associaram com maior mortalidade o sexo masculino, hemoglobina < 10 g/dL, indice de massa
corporal < 15,5 kg/m? e a coinfeccdo com tuberculose!®®. Na Tanzania, além da presenca de
antigeno e da ocorréncia de meningite criptococcica, também se encontraram como fator de
risco independente para morte ou perda de seguimento o ndo inicio de TARV, a presenca de

tuberculose e anemia®™.
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3. MARCO CONCEITUAL

A infeccdo pelo virus HIV, em seu estagio avancado, predispde ao aparecimento de
doencas oportunistas. Entre essas doencas, criptococose e histoplasmose sdo bastante
frequentes. Ambas doencas causam morbimortalidade elevada. Em relagéo a criptococose, o
rastreamento através da pesquisa de antigeno do fungo no sangue permite reduzir essa
morbimortalidade. Nas duas doencas, a pesquisa de antigeno do fungo permite diagnéstico mais
precoce do que quando sdo utilizadas metodologias convencionais. A figura 6 resume as inter-
relagOes entre esses elementos.
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Figura 6. Marco conceitual da epidemiologia da histoplasmose e da criptococose e da utilizacdo

dos testes antigénicos para diagnéstico e rastreamento



4. JUSTIFICATIVA

Com o advento e disseminacdo da terapia antirretroviral altamente ativa, foi possivel
observar no mundo todo uma diminui¢do da incidéncia e da mortalidade da doenca causada pelo
virus HIV. No Brasil, inclusive, 0 acesso a esse tratamento é universal e gratuito no sistema
publico de saide. Tais beneficios determinaram um aumento da prevaléncia dessa infecgdo. Na
medida que ndo se observaram avangos significativos na direcdo do diagnéstico precoce, 0
contexto atual faz com que ainda exista um grande nimero de pessoas em situacdo de risco para

0 aparecimento de doencas oportunistas.

Criptococose e histoplasmose sdo doencas ainda bastante comuns, que tem quadro
clinico inespecifico e acontecem em pessoas com grau avancado de imunossupressdo. Dessa
forma, sdo responsaveis por morbimortalidade significativa. Baixa suspeicdo, indisponibilidade
de recursos para investiga¢do, como puncao lombar e biopsia de medula 6ssea, além da demora
para realizacdo dos métodos convencionais de investigacdo colaboram para essa situacdo. A
confirmacdo dessas doencas atraves de exame direto tem sensibilidade insuficiente e requer
coleta de amostras através de métodos invasivos. Ja a realizacéo de culturas especificas, embora
sejam o padrdo-ouro para diagndstico, precisam de uma infraestrutura laboratorial pouco

disponivel em paises de baixos recursos.

Nesse contexto, o desenvolvimento e disseminacdo de recursos diagnosticos mais
facilmente acessiveis é fundamental para poder-se reduzir a elevada morbimortalidade associada
com essas micoses. Testes POC, como a pesquisa de antigeno criptococcico por LFA, tem o
perfil mais adequado para isso, mas a possibilidade de realizar diagnéstico sem a necessidade
da infraestrutura especifica de laboratério de micologia, o que pode ser feito com a pesquisa de

HPA na urina, ja significa um avango importante.

Porto Alegre é um dos locais com maior taxa de deteccdo AIDS do Brasil: 60,8
casos/100 mil habitantes em 2017. Essa taxa é o dobro da taxa do Rio Grande do Sul e 3,3 vezes
maior que a taxa nacional. Em relacdo ao coeficiente de mortalidade por AIDS, Porto Alegre
tem o pior resultado entre as capitais do Brasil e 0 Rio Grande do Sul é o estado com as taxas
mais elevadas®®. O Ministério da Saude inclui, na avaliacdo da situacio epidemioldgica da
AIDS, o célculo do indice composto. Esse indice leva em conta fatores como taxa média de
deteccdo de casos, variacdo da taxa de deteccdo, taxa de mortalidade, entre outros.
Considerando-se as cidades brasileiras com 100 mil habitantes ou mais, o ranking das 100
cidades com pior indice composto inclui Porto Alegre e 8 cidades da sua regido metropolitana.
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Na medida que criptococose e histoplasmose sdo reconhecidamente doencas
comuns e de elevada morbimortalidade, parte da morbimortalidade associada ao HIV pode
dever-se a elas. Conhecer a prevaléncia, fatores de risco e de progndstico dessas doencas através
de testes que permitem a confirmacao mais rapida do seu diagnostico sdo iniciativas que podem
colaborar significativamente no enfrentamento da doenga do HIV nessa regido, além de oferecer

evidéncias que podem ser utilizadas também em outros contextos.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo primario

Avaliar a prevaléncia dos antigenos de H. capsulatum e de C. neoformans em pessoas
com HIV, a variacdo dessa prevaléncia com a contagem de células CD4 e verificar fatores de
risco e prognosticos associados a sua ocorréncia.
5.2. Objetivos secundarios

- Determinar morbidade e mortalidade de pacientes com criptococose e histoplasmose;

- Determinar variaveis clinicas que possam predizer a ocorréncia de meningite criptocécica e

histoplasmose disseminada, assim como fatores prognosticos dessas doencas;

- Relacionar outros diagnosticos infecciosos estabelecidos com a ocorréncia das doencas

fangicas.
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Abstract

Introduction: In people living with HIV, histoplasmosis has a high frequency in Latin America
and cryptococcosis is the most common central nervous system infection in many places. Porto
Alegre and its metropolitan region have high prevalence of HIV infection. The aim of this study
was to evaluate the prevalence of H. capsulatum and C. neoformans antigens in people living
with HIV in Porto Alegre and Sapucaia do Sul and to verify risk and prognostic factors
associated with its occurrence.

Methods: We conducted a cohort study that included people living with HIV in a hospital and
an outpatient clinic. Were included patients who were starting or resuming follow-up, or who
had suspected of the diseases under study. The prevalence of H. capsulatum antigen was
investigated in the urine and of C. neoformans in the whole blood. Clinical and complementary
exams information were collected at inclusion and followed up at 120 days.

Results: We included 74 patients. General prevalence of H. capsulatum antigen was 13.1% and
of C. neoformans was 4.1%. With CD4 < 200, prevalence of C. neoformans was 10%. It was
associated with alterations of muscle strength and sensitivity. Prevalence of H. capsulatum
antigen increased according to the degree of immunosuppression, being 7.1% with CD4 > 200
and 28.6% with CD4 < 50. Overall mortality was 7.5%. Patients with positive cryptococcal
antigen presented a trend to higher mortality (p = 0.081).

Conclusion: Prevalence of H. capsulatum antigen was high and of C. neoformans was
intermediate, both more relevant in advanced immunosuppression. H. caspulatum prevalence
was significant even in immunosuppression contexts not as severe as commonly considered.
Clinical changes associated with the presence of antigen may serve as warning signs regarding

the existence of these diseases.
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Introduction

Since HIV recognition, virus-related mortality has grown steadily until 2006, when it
reached its peak. From that moment, the incidence of infection decreased®. However, there are
still many challenges to be faced. The CD4 lymphocyte count at the beginning of treatment has
not changed? and, therefore, millions of people are at risk of opportunistic diseases, including
opportunistic fungal diseases®. In many parts of the world, Cryptococcus neoformans is the
main causer of central nervous system infection in patients with HIV*. In Latin America,
Histoplasma capsulatum has great importance and is estimated to have a similar incidence and

cause more deaths than tuberculosis®.

Besides the importance in Americas, histoplasmosis is now being worldwide
recognized. There are hyperendemic areas, including some regions of Brazil®. Among febrile
people with HIV admitted to hospital, the probable or confirmed histoplasmosis rate was about
21.6%’. It is estimated that in 2014 there were 223,100 incident cases of cryptococcal

meningitis and 181,000 deaths worldwide®*. In Brazil, mortality was high, about 40.0%.

The diagnosis of these diseases has made important advances in recent years. The
detection of H. capsulatum polysaccharide antigen can be performed in easily obtainable
clinical specimens, such as blood and urine, has high sensitivity and short time to perform®. The
diagnosis of cryptococcosis was revolutionized by the development of lateral flow assay (LFA).
Compared with traditional methods to search cryptococcal antigen, this methodology does not
require mycology laboratory specific structure, providing a faster diagnosis®. In addition, its
use for screening has already been shown to be cost-effective, leading the World Health

Organization (WHO) to recommend its implementation®*.

The aim of this study was to evaluate the prevalence of H. capsulatum and C.
neoformans antigens in people with HIV and to verify risk and prognostic factors associated
with their occurrence in the city of Porto Alegre and its metropolitan region. In this city, the
detection rate of HIV is 3.3 times higher than the Brazilian mean and the mortality associated
with the virus is the worst among Brazilian capitals. Assessing epidemiological aspects of HIV
infection in Brazilian cities with more than 100,000 inhabitants, 9 of the 100 cities with the

worst results are in this region?2,
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Material and methods

Study design and population

A prospective cohort study was conducted with HIV-infected patients treated at Hospital
de Clinicas, a general hospital in Porto Alegre and an Infectious Diseases outpatient clinic in
Sapucaia do Sul, a city in its metropolitan region. It included patients over 18 years of age, who
gave written consent, attended at the research sites between August 2018 and October 2019.
One of the following three profiles was required to be included: (1) be beginning follow-up at
one of the research centers, (2) be resuming follow-up after dropping antiretroviral therapy
(dropout was defined as non-withdrawal of medication within 3 months prior to inclusion) or
(3) to have suspicion of one of the diseases under study (by the assistant team or research group,
with fever within the last 72 hours, reported or measured, being a prerequisite). There was no
restriction regarding CD4 count. The patients could not be receiving treatment for the mycoses
in research. All treatment-related decisions were the responsibility of the medical staff of the

patient in their care service.
Specific procedures

Analysis of the presence of cryptococcal antigen was performed with the CrAg LFA test
(IMMY, Norman, Oklahoma, United States) in a whole blood sample, following the
manufacturer's specifications. The assessment was made at the time of inclusion of the patient
in the study, ie, in the place of care. Qualitative methodology was used, ie, the sample was not
titrated. The time to observe the occurrence of the reaction was 10 minutes. H. capsulatum
antigen screening was performed in the urine with the IMMY Histoplasma galactomannan EIA
test (IMMY, Norman, Oklahoma, United States). The samples were obtained at the time of
inclusion and transported to the Molecular Biology Laboratory of Santa Casa de Porto Alegre,
where they were frozen at -80 ° C until the time of the examination. A cutoff of 0.5 ng / mL

was adopted to consider the examination positive®,

In addition to antigen test, demographic, clinical and laboratory aspects were evaluated.
The definition of the existence or not of the diseases followed the recommendations of the
European Organization for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal Infections
Cooperative Group/National Institute of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group
(EORTC/MSQG).
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The outcomes of interest were development of disease by the fungi studied and death.
For outcome evaluation, the variables were compared in people with positive and negative tests

and in survivors and non-survivors. Follow-up data were evaluated at 30, 60, 90 and 120 days.
Ethical issues

Participants signed a consent form, allowing the collection and use of biological samples
and clinical data obtained in the study. All patient identifiers were kept confidential. The

research protocol was approved by the ethics committee of the participating institutions.
Statistical analysis

Descriptive analysis was performed using frequencies and percentages, medians and
interquartile ranges (IQR) for categorical and numeric variables, respectively. Continuous and
nonparametric variables were analyzed with Mann-Whitney U-test. Categorical data were
evaluated using the chi-square test or Fisher's exact test. Values of p < 0.05 were considered
statistically significant. After collecting the variables, data were analyzed using JMP version 9
for Mac (SAS Institute, USA).
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Results

Seventy-four patients were included in the study: 40 hospitalized and 34 outpatients.
The distribution among the three profiles defined in the study was 23% in profile 1 (17/74,
patients starting follow-up), 36.5% in profile 2 (27/74, resuming follow-up) and 40.5% in
profile 3 (30/74, with clinical suspicion). Among these 74 patients, 13 were not tested for H.
capsulatum antigen in the urine. Failure to do so was due to the impossibility of the patient
collecting the urine autonomously and not being able to articulate the collection with the care

team. All included patients were screened for cryptococcal antigen.

The median age and CD4 were respectively 42.3 years (IQR 33.7-49.7) and 159.5 cells
/ uL (IQR 61-420). Type 1, 2 and 3 patients had a median CD4 of 417 cells / uL (IQR 138-
752.5), 228 cells / uL (IQR 62-580), and 75.5 cells / pL (IQR 35-179), respectively. Regarding
the place of residence, 94.6% lived in urban areas and 5.4% in semi-urban areas. The
distribution between genders was 56.8% of males and 43.2% females. Most patients were not
on antiretroviral treatment, 79.73%. Five of the included patients had previous episodes of the
diseases studied, one of them had histoplasmosis and cryptococcosis. All previous episodes,
however, occurred more than 1 year before the patient was included in the study. Half of the
patients had some comorbidity, the most common being tuberculosis (11 cases), bacterial
infections (11 cases), pneumocystosis (5 cases), hepatitis B, hepatitis C and syphilis (each with
3 cases), oral candidiasis (2 cases). One case of each of the following conditions occurred: liver
abscess caused Candida sp., candidemia, bartonellosis, aspergilloma, cytomegalovirus,

condylomatosis, herpes simplex, and HTLV.

The overall prevalence of H. capsulatum antigen was 13.1% (8/60). For patients with
CD4 <200 cells / uL, it was 18.8% (6/32) and, with CD4 <100 cells / uL, 21.1% (4/19). Among
hospitalized patients, this prevalence was 22.2% (6/27). Considering only hospitalized people
with CD4 <200 cells / uL, the rate was 31.6% (6/19). The C. neoformans antigen had an overall
prevalence of 4.1% (3/74). For people with CD4 < 200 cells / pL, the prevalence was 10%
(3/30), while in the group with CD4 < 100 cells / pL it was 6.7% (2/30). Inpatients had a
prevalence of 7.5% (3/40). Considering only inpatients with CD4 < 200 cells / uL, the rate was
9.7% (3/31). The prevalence of H. capsulatum antigen according to the CD4 stratum is shown

in figure 1.



64

Positive cryptococcal antigen tests were found only among patients of the third profile
defined in the study (patients with suspected fungal disease) and only in inpatients. In this
profile, the prevalence was 10%, that is, similar to that of patients with CD4 < 100 cells / pL.
The presence of H. capsulatum antigen was found in all patient profiles. The prevalence was
5.9% (1/17) in profile 1, 8.3% (2/24) in profile 2 and 26.3% (5/19) in profile 3.

Table 1 shows the general characteristics and table 2 the findings on clinical
examination and diagnostic tests according to positivity of H. capsulatum or C. neoformans
antigen of the patients included. Some variables showed a statistically significant association
with the presence of antigens. Regarding the presence of H. capsulatum antigen, an association
was found with the presence of skin lesions and pulmonary symptoms. The positivity of C.
neoformans test was associated with the presence of force or sensitivity deficit. Other variables
showed a tendency of association, with p value close to the limit defined as significant:
hepatomegaly and fever for H. capsulatum and convulsions for C. neoformans. In addition, the
analysis of C. neoformans antigen relationship with mortality also showed a tendency of

association.
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Table 1: General characteristics of patients according to positivity of H. capsulatum or C. neoformans

antigen.
. H. capsulatum C. neoformans
Variable e - — .
Positive (n=8) Negative (= 52) p Positive (n=3) Negative (n=71) p
Age, median 29.8 (25.6- 41.5 (33.7- i i
(IOR), years 36.0) 50.4) 0.033 50 (46.5-56)  41,5(33,7-49,4) 0.132
'(\(f'/o"")'e gender, N°, 4 (50) 30(57.7)  0.470 2 (66.7) 40 (56,3) 0.682
CD4, median
(IQR), count/uL 97 (37-269) 210 (86-529) 0.094 68 (40.5-123.5) 164 (61-460) 0.202
CD4 category, N°,
(%) 0.618 0.521
<50 cells/uL 2 (25) 5 (9.6) 1(33.3) 12 (16.9)
51-100 cells/uL 2 (12.5) 10 (19.2) 1(33.3) 16 (22.5)
101-150
cells/pl 1(12.5) 4(7.7) 0 (0.0) 5 (7.0)
151-200
cells/uL 1(12.5) 7 (13.5) 1(33.3) 8 (11.3)
>200 cells/pL 2 (25) 26 (50) 0 (0.0) 30 (42.3)
Receiving
antiretroviral 2 (25) 8 (15.4) 0.723 2 (66.7) 13 (18.3) 0.074
treatment, No. (%)
Type of patient,
No. (%) 0.120 n/a
Type 1,
beginning 1(12.5) 16 (30.8) 0 (0.0) 17 (23.9)
follow-up
Type 2,
resuming 2 (25) 22 (42.3) 0 (0.0) 27 (38.0)
follow-up
Type 3,
suspicion of 5 (62.5) 14 (26.9) 3 (100) 27 (38.0)
disease
Site of research,
No. (%) 0.070 0.100
Outpatient clinic 2 (25) 31 (59.6) 0(0.0) 34 (47.9)
Hospital 6 (75) 21 (40.4) 3 (100) 37 (52.1)
Outcome, No. (%) 0.460 0.080
Death 0 (0.0) 3 (5.8) 1(33.3) 4 (5.6)
Survived 8 (100) 44 (84.6) 2 (66.7) 60 (84.5)

Abreviation: IQR: interquartile range
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Table 2: Findings on clinical examination, diagnostic imaging and laboratory tests according to
positivity of H. capsulatum or C. neoformans antigen.

H. capsulatum

C. neoformans

Variable
Positive (n=8) Negative (n=52) p Positive (n=3) Negative (n=71) p

f;}g“ptoma“c' N 5 (62.5) 21(404) 0230  3(100.0) 36(50.7)  0.090
Fever, N° (%) 5 (62.5) 14 (26.9) 0110  3(100.0) 27 (38.0) 0.300
ﬁﬁ"z&o)mega'y' 2 (25.0) 4(7.7) 0.290 0 (0.0) 11 (15.5) 0.270
\&e)'ght b, [ 4 (50.0) 12 (23.1) 0.300 2 (66.7) 26 (36.6) 0.900
Diarrhea, N° (%) 1(12.5) 2 (3.8) 0.480 0 (0.0) 6 (8.5) 0.450
Miliary pattern
on thorax 0 (0.0) 0 (0.0) - 0 (0.0) 4 (5.6) 0.550
imaging, N° (%)
er;cympe“'a' N 1(12.5) 1(1.9) 0.230 0 (0.0) 6 (8.5) 0.450
qugzgmega'y' 2 (25.0) 2(3.8) 0.080 0(0.0) 9(12.7) 0.330
ﬁf,’?[,‘/;’)mega'y* 2 (25.0) 8 (15.4) 0880  0(00) 13(183)  0.210
(sz?da‘:he* i 1(12.5) 7 (13.5) 0600  1(33.3) 11(155)  0.900
Seizures, N° (%) 1(12.5) 1(1.9) 0.230 1(33.3) 2 (2.8) 0.070
Blindness or
visual changes, 1(12.5) 2(3.8) 0.480 1(33.3) 3(4.2) 0.160
N° (%)
Deafness or
hypoacusis, N° 0(0.0) 0(0.0) - 0(0.0) 1(1.4) 0.770
(%)
Force or
sensitivity 1(12.5) 3(5.8) 0.720 2 (66.7) 5 (7.0) 0.020
deficit, N° (%)
Pulmonary
symptoms
(cough, dyspnea,
Chest pain, 5 (62.5) 7 (13.5) 0.002 2 (66.7) 18 (25.4) 0.550
hemoptysis), N°
(%)
2'2')“ (EsteiE, 1Y 2 (25.0) 1(19) 0020  1(33.3) 3(42) 0.160
Oral lesion of
unknown origin, 1(12.5) 2(3.8) 0.480 1(33.3) 4 (5.6) 0.260
N° (%)
FETEND VT 2 (25.0) 8 (15.4) 0.880 1(33.3) 13 (18.3) 0.950

nodes, N° (%)
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Discussion

A recently published multicenter study evaluated the prevalence of histoplasmosis in
Brazil and reported a rate of 21.6% in hospitalized patients’, while our research found an overall
prevalence of 13.1%. Nevertheless, the aforementioned study included only patients with a
profile similar to those defined in our research as type 3, i.e., people with suspected fungal
disease. In our study, prevalence of histoplasmosis in type 3 patients was 26.3%. The prevalence
cryptococcal disease, in turn, is in an intermediate situation when compared to previous studies
published in Brazil, which had reported rates of 2.6%, 3.1% and 7.9%'% ¢ 17, Each study,
however, adopted different inclusion criteria. In the Costa et al. study®, only inpatients,
regardless of CD4, were evaluated. In the study by Vidal et al.!® inpatients were analyzed, but
only with CD4 <200 cells / pL, and in the Borges et al'’ study outpatient and inpatient with
CD4 <200 were included. In each of these contexts, the prevalence found in our study was
7.5%, 9.7% and 10%, respectively. In all these situations, whether in relation to the occurrence
of H. capsulatum or C. neoformans antigen, the rates found in our study were higher than those

previously reported.

Comparing the prevalence of cryptococcosis and histoplasmosis antigens, there was a
higher rate of H. capsulatum in all contexts analyzed, which is a remarkable finding and
requires attention. For H. capsulatum antigen, it was found that the positivity rate increases as
CD4 count decreases, as shown in figure 1. This finding is in line with those of the study of
Falci et al.”, in wich a CD4 < 50 cells / uL was independently associated with the presence of
Histoplasma antigen and even reported a higher frequency of histoplasmosis than tuberculosis
in this CD4 stratum. Nacher et al.®, in addition to reporting the association of CD4 <50 cells /
puL with disseminated histoplasmosis, also found an association between this degree of

immunosuppression and increased mortality at 6 months.

A recent publication®® reported a prevalence of C. neoformans antigen of 3% in patients
with virologic failure. In our study, no positive C. neoformans research was found in type 2
patients, a profile resembling those with virologic failure. It is noteworthy, however, that in
type 2 patients the prevalence of H. capsulatum antigen was 8.3% and that even in type 1 there
was a prevalence of 5.9%. The presence of C. neoformans antigen was found only in type 3

patients. These findings may be relevant in the adoption of screening strategies. While the
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search for cryptococcal antigen may possibly be focused on inpatients, H. capsulatum screening
may also be necessary in other patient profiles, as suggested by Falci et al.”.

No association between antigen presence of both fungi and mortality was observed. The
cryptococcal antigen showed a tendency of association, with p = 0.08. This correlation has been
already demonstrated previously?°. Of the clinical changes associated with histoplasmosis, the
presence of skin lesions had been previously verified. The high frequency of this clinical
manifestation in Latin America has been observed previously?! and is associated with specific
characteristics of disease-causing strains in this region?. The association of respiratory
symptoms with the presence of Histoplasma antigen corroborates the previous finding of
association of dyspnea with antigen’. Hepatomegaly, wich has had a relationship with the
presence of Histoplasma antigen previously demonstrated, showed a tendency of association in
our study’. Our result reinforces the importance of this finding in the context of histoplasmosis.
The association of force and sensitivity deficits and the tendency of association of seizures with
the presence of cryptococcal antigen reinforces that there should be a high degree of suspicion

of this disease in HIV-infected patients with neurologic symptons.

Among the limitations of this study, the most important is the number of patients
included. Some associations may not have been demonstrated due to lack of power. Moreover,
some samples could not be sent to the reference laboratory for the H. capsulatum antigen
testing. This fact reinforces the importance of the existence of point-of-care tests, since we had
not any missing data with C. neoformans antigen tests, performed through this methodology.
The newly developed test for H. capsulatum antigen through LFA may provide this benefit?3,
The use of the qualitative methodology in the test of C. neoformans can also be considered a
limitation since the use of a semi-quantitative technique would allow a more accurate analysis

of the risks associated with a positive test?*,
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Conclusions

In a region with high frequency of HIV disease, our study demonstrates a high
prevalence of histoplasmosis. The positivity rate H. capsulatum increased as the degree of
immunosuppression progressed, but our findings show that even patients without the profile
usually associated with this mycose has a high antigen screening positivity rate. Regarding
cryptococcosis, a high prevalence was found in patients with more advanced degrees of
immunosuppression: all positive tests were in inpatients and in people with CD4 < 200 cells /
puL. The highest frequency of H. capsulatum than C. neoformans in all contexts analyzed
reinforces the importance of histoplasmosis in Brazil and the fact that it is poorly recognized
and underdiagnosed. Finally, the association of skin lesions and respiratory symptoms with
histoplasmosis and of neurologic alterations with cryptococcosis should increase the suspicion

of these diseases in the presence of these changes.
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Figures

Figure 1: H. capsulatum antigen prevalence (%) by CD4 count category (cells / pL).
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Em relacdo a criptococose, a prevaléncia geral determinada por este estudo foi de 4,1%.
Essa taxa é cerca de 30% menor do que a de paises de pouco recursos, nos quais a estimativa é
de cerca de 6,0%1°. Para melhor entendimento da dimensdo desta prevaléncia e a fim de fazer
uma comparagdo mais adequada com outras realidades, deve-se considerar que a maioria dos
estudos publicados avaliou pessoas com graus de imunossupressdo mais avancados. Se
considerarmos apenas pessoas com CD4 < 200 células/ul, a prevaléncia verificada nesta
pesquisa foi de 10%. Usando-se a mesma referéncia citada acima, essa taxa esté bastante acima
daquela estimada para paises de poucos recursos. A compara¢cdo com outros estudos brasileiros
também exige cautela, mas reforcam a interpretacdo de que a taxa verificada define uma
prevaléncia significativa de antigeno criptocdoccico no contexto estudado. Mesmo que se tenha
avaliado pacientes menos imunossuprimidos, a taxa verificada foi maior do que as previamente
avaliadas nas cidades de Belém (prevaléncia de 2,6% entre pacientes internados,
independentemente da contagem de CD4)* e de S&o Paulo (3,1%, pacientes internados com
CD4 < 200 células/uL)* e menor do que a prevaléncia em Goias (7,9%, pessoas com CD4 <
200 células/uL, internados e ambulatoriais)!®. Para fins de comparacéo, adotando-se 0s
critérios acima, as taxas medidas em Porto Alegre e Sapucaia do Sul sdo de respectivamente
7,5,9,7% e 10%.

A prevaléncia geral de histoplasmose neste estudo foi de 13,1%. Essa taxa é menor do
que a relatada no estudo de Falci et al.®, que verificou uma prevaléncia de 21,6% no Brasil. A
interpretacdo dessa prevaléncia, contudo, exige a mesma cautela adotada na avaliacao dos dados
relacionados a criptococose. Os critérios adotados por Falci et al. identificam um grupo de
pacientes semelhante ao do perfil 3 avaliado nesta pesquisa, ou seja, pessoas com suspeita de
doencga fungica. A prevaléncia que este estudo verificou em pacientes com este perfil foi de
26,3%.

A incluséo de pessoas com menores graus de imunossupressao, embora exija cuidado
na interpretacdo dos dados e ndo tenha sido relevante na avaliacdo de antigeno de C.
neoformans, permitiu a identificagdo de uma prevaléncia consideravel de pesquisa de antigeno
de Histoplasma neste grupo de pacientes. Embora os dados revelem que a prevaléncia aumenta
conforme o grau de imunossupressao, a taxa de 7,1% em pessoas com CD4 > 200 células/uL é
bastante elevada e permite considerar que histoplasmose pode ter um papel relevante em relacéo

a morbidade nesse perfil de pacientes.
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Em todos contextos analisados, a prevaléncia de antigeno de H. capsulatum foi mais
elevada do que a de C. neoformans. Uma comparacgéo pode auxiliar no entendimento do quanto
essa diferenca é relevante: a prevaléncia verificada de histoplasmose entre pessoas com CD4 >
200 células/uL, ou seja, no grupo de pessoas com menor grau de imunossupresséo, foi de 5,1%,

enquanto a prevaléncia geral de criptococose foi de 4,1%.

A identificacdo de fatores de risco para positividade dos testes oferece informac6es
relevantes, especialmente para as equipes envolvidas no cuidado de pessoas vivendo com HIV.
As associacdes verificadas de sintomas respiratorios e lesdes de pele com histoplasmose e de
alteracbes neurologicas com criptococose reforcam dados previamente ja identificados na
literatura. Na presenca dessas alteracdes, deve-se ter um alto grau de suspei¢do em relacdo a
presenca dessas doencas. Além disso, embora ndo tenha atingido significancia estatistica, a
tendéncia de associacdo da pesquisa de C. neoformans com mortalidade corrobora evidéncias

anteriormente relatadas.

O conhecimento da epidemiologia das doencas oportunistas associadas ao HIV é um
elemento fundamental na adocédo de estratégias para sua prevencao, identificacdo e tratamento
precoces. Os dados apresentados nesse estudo colaboram com a construcdo desse
conhecimento, identificando que Porto Alegre e regido metropolitana s@&o um local de
prevaléncia significativa de criptococose e histoplasmose e oferecendo elementos clinicos que
podem colaborar com o rapido reconhecimento e tratamento dessas doencas. Alem disso, a
prevaléncia significativa de antigeno de H. capsulatum em pessoas com CD4 >200 células/uL
identifica uma populacdo de vulnerabilidade significativa e pouco valorizada para ocorréncia

dessa doenca.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

A pesquisa de antigenos de H. capsulatum e C. neoformans oferece a possibilidade de
um diagnostico mais rapido e mais facilmente acessivel dessas micoses, uma vez que sao
executadas num tempo mais curto e podem ser realizados sem estrutura especifica de
laboratério de micologia. A pesquisa através de LFA oferece esses beneficios de maneira
notavel, uma vez que mesmo leigos treinados podem aplica-1a®’ e que pode ser realizada no
local de atendimento do paciente. Sua utilizacdo para pesquisa de C. neoformans ja foi bastante
estudada e estd consagrada, demonstrando 6timos resultados e grandes beneficios. Espera-se
que a recentemente desenvolvida pesquisa de H. capsulatum por LFA? permita a obtencéo de
resultados tdo bons quanto os determinados pela pesquisa de C. neoformans. Neste estudo, por
exemplo, enquanto ndo foi possivel coletar urina para pesquisa de H. capsulatum em cerca de

17% dos pacientes incluidos, todas as pesquisas de C. neoformans foram realizadas.

A prevaléncia de histoplasmose é classicamente associada com a imunossupressao
avancada causada pelo HIV e os achados deste estudo demonstram que essa taxa realmente se
eleva com a progressao da imunossupressao. A identificacdo de uma prevaléncia elevada entre
pessoas com CD4>200 células/pL, contudo, merece maior investigacdo. Se considerarmos que
essa doenca tem apresentacdo clinica semelhante a tuberculose e que ambas sdo comumente
confundidas, é possivel que em pessoas com HIV, mesmo sem graus avancados de
imunossupressao, tenhamos uma presenca significativa de histoplasmose. A exploracdo dessa
possibilidade poderia ser feita com a investigacdo de histoplasmose em pacientes com HIV
sobre 0s quais existe a suspeita de tuberculose e para quem foram solicitados exames

confirmatorios desta hipotese.

Existem evidéncias apontando para beneficio de terapia preemptiva para criptococose
em pessoas com pesquisa de antigeno positivo e sem manifestacbes clinicas de meningite
criptococcia®?. A investigacdo dessa possibilidade em pessoas com pesquisa de H. capsulatum
positiva e sem quadro clinico sugestivo histoplasmose disseminada é uma possibilidade que

tambem merece ser explorada.

Em relacdo a criptococose, € possivel perceber que as principais lacunas estdo na
identificacdo dos pacientes de maior risco para mortalidade e no melhor manejo desses casos.
A titulacdo do teste LFA se mostrou Util na identificacdo pacientes de maior risco, porém o

melhor manejo a ser oferecido ainda precisa ser melhor avaliado. Além disso, a aplicacdo dessa
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técnica deve ser feita de forma a ndo prejudicar uma das principais vantagens do teste, que é a
facilidade na sua realizagé&o.

O volume de evidéncias mostrando os beneficios da utilizacdo da metodologia LFA para
pesquisa de C. neoformans é consideravel. A producdo de conhecimento no &mbito nacional e
local é fundamental e pode colaborar no convencimento dos gestores publicos a priorizarem
sua utilizacao.



10. GUIDELINE STROBE

Item
No

Recommendation

79

Page/comment

Title and abstract

1

(a) Indicate the study’s design with a
commonly used term in the title or the
abstract

58

(b) Provide in the abstract an
informative and balanced summary of
what was done and what was found

59

Introduction

Background/rationale

Explain the scientific background and
rationale for the investigation being
reported

60

Objectives

State specific objectives, including any
prespecified hypotheses

60

Methods

Study design

Present key elements of study design
early in the paper

61

Setting

Describe the setting, locations, and
relevant dates, including periods of
recruitment, exposure, follow-up, and
data collection

61

Participants

(a) Cohort study—Give the eligibility

criteria, and the sources and methods of

selection of participants. Describe
methods of follow-up

Case-control study—Give the eligibility

criteria, and the sources and methods of

case ascertainment and control
selection. Give the rationale for the
choice of cases and controls

Cross-sectional study—Give the eligibility
criteria, and the sources and methods of

selection of participants

61

(b) Cohort study—For matched studies,
give matching criteria and number of
exposed and unexposed

Case-control study—For matched
studies, give matching criteria and the
number of controls per case

Variables

Clearly define all outcomes, exposures,
predictors, potential confounders, and

61



effect modifiers. Give diagnostic criteria,
if applicable

80

Data sources/ 8* For each variable of interest, give 61
measurement sources of data and details of methods
of assessment (measurement). Describe
comparability of assessment methods if
there is more than one group
Bias 9 Describe any efforts to address potential ~ 61. Testes de histoplasma foram
sources of bias feitos por apenas uma pessoa,
testes de criptococo foram
realizados conforme orientacdo
do fabricante, coleta de dados
padronizada
Study size 10  Explain how the study size was arrived at Assumindo uma prevaléncia
estimada de histoplasmose de
3%, que histoplasmose é mais
frequente que criptococose no
nosso meio e que a populagdo
do Ambulatério de Infectologia
de Sapucaia do Sul é de 3000
pessoas, tendo uma margem de
erro de +/- 5% e nivel de
confian¢a de 95%, a amostra foi
calculada em 185 individuos
Quantitative 11 Explain how quantitative variables were 62
variables handled in the analyses. If applicable,
describe which groupings were chosen
and why
Statistical methods 12  (a) Describe all statistical methods, 62
including those used to control for
confounding
(b) Describe any methods used to 62

examine subgroups and interactions

(c) Explain how missing data were
addressed

Individuos em que nao foi
possivel coletar urina ndao
tiveram seus dados analisados
em relagdo a desfechos
relacionados a histoplasmose

(d) Cohort study—If applicable, explain
how loss to follow-up was addressed

Case-control study—If applicable,
explain how matching of cases and
controls was addressed

Cross-sectional study—If applicable,
describe analytical methods taking
account of sampling strategy

Pacientes sem o tempo total de
seguimento tiveram o desfecho
da ultima visita considerado



Results

(e) Describe any sensitivity analyses

81

Participants

13*

(a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg
numbers potentially eligible, examined for eligibility, confirmed
eligible, included in the study, completing follow-up, and
analysed

63

(b) Give reasons for non-participation at each stage

63

(c) Consider use of a flow diagram

Descriptive
data

14%*

(a) Give characteristics of study participants (eg demographic,
clinical, social) and information on exposures and potential
confounders

63, 65

(b) Indicate number of participants with missing data for each
variable of interest

63, 65, 66

(c) Cohort study—Summarise follow-up time (eg, average and
total amount)

Outcome data

15*

Cohort study—Report numbers of outcome events or summary
measures over time

63, 65

Case-control study—Report numbers in each exposure
category, or summary measures of exposure

Cross-sectional study—Report numbers of outcome events or
summary measures

Main results

16

(a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-
adjusted estimates and their precision (eg, 95% confidence
interval). Make clear which confounders were adjusted for and
why they were included

63, 65

(b) Report category boundaries when continuous variables were
categorized

65

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into
absolute risk for a meaningful time period

Other analyses

17

Report other analyses done—eg analyses of subgroups and
interactions, and sensitivity analyses

63, 65, 66

Discussion

Key results

18

Summarise key results with reference to study objectives

67, 68

Limitations

19

Discuss limitations of the study, taking into account sources of
potential bias or imprecision. Discuss both direction and
magnitude of any potential bias

68

Interpretation

20

Give a cautious overall interpretation of results considering
objectives, limitations, multiplicity of analyses, results from
similar studies, and other relevant evidence

67, 68



82

Generalisability 21  Discuss the generalisability (external validity) of the study 67, 68
results

Other information
Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the 70

present study and, if applicable, for the original study on which
the present article is based

*Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if applicable, for exposed and
unexposed groups in cohort and cross-sectional studies.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological
background and published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction
with this article (freely available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of
Internal Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the
STROBE Initiative is available at www.strobe-statement.org.



