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RESUMO

Cryptococcus neoformans é uma levedura oportunista que pode se alojar
no sistema nervoso central causando meningite, meningoencefalite e encefalite
principalmente em individuos com algum comprometimento do sistema imune. E
responsavel por 4,5% das infecgdes oportunistas que acometem pacientes
portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-positivos). Cryptococcus
gatti ¢ um patdogeno primério responsavel por uma alta incidéncia de
criptococomas no pulmdo e no cérebro e que apresenta uma alta morbidez
neurologica e uma resposta retardada a terapia antifungica. O diagnéstico da
criptococose €, atualmente, baseado na detecgdo da levedura em amostras
clinicas, no cultivo com posterior identificacdo bioquimica e na pesquisa de
antigenos circulantes. A diferenciacdo entre as espécies C. neoformans e C.
gattii, na maioria dos laboratérios, é realizada utilizando o meio de cultura agar
canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) e demora em torno de sete dias.

Neste trabalho foi padronizada uma metodologia de PCR multiplex que
pode vir a substituir as provas bioquimicas utilizadas atualmente para a
identificacdo das espécies de Cryptococcus, reduzindo em 6 dias o tempo
necessario para a identificacao das espécies. A metodologia também se mostrou
mais especifica na identificacdo das espécies, concordando com o0s resultados
das sorotipagens em todos os 132 isolados de Cryptococcus testados, enquanto
o resultado obtido com o cultivo em agar CGB foi discordante em 6 dos 132
isolados, sendo 5 falso-positivos e 1 falso negativo.

Foi também realizado o primeiro estudo epidemioldégico do perfil de
pacientes com meningite criptococica no estado do Rio Grande de Sul notificados

no Laboratério Central de Saude Publica IPB-LACEN/RS no periodo de 2000 a
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2005. A maioria dos pacientes € do sexo masculino (77,12%), branco (83,5%), na

faixa etaria entre 30 a 39 anos (46,24%) e infectados pelo HIV (95%).
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ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast which can affect the
Central Nervous System (CNS) causing meningitis, meningoencephalitis and
encephalitis mostly in immunocompromised individuals. It is responsible for 4,5%
of the opportunistic infections in the HIV (Human Immunodeficiency Virus) infected
patients. Cryptococcus gattii is a primary pathogen responsible for a high
incidence of cryptococcomas in the lung and brain and shows a high neurologic
morbity and a delayed answer to the antifungic therapy.

Nowadays, the cryptococcosis diagnostic is based on the observation of the
yeast in the clinical samples, on cultivation with biochemical identification and on
cryptococcal antigen determination by latex agluttination test. The differentiation
between the species C. neoformans e C. gattii, in the majority of laboratories, is
done using the canavanine-glicine-bromotimol blue agar (CGB) and takes around
seven days.

In this work we padronized a multiplex PCR methodology which may
substitute the biochemical tests used to identify the species, reducing in 6 days the
species identification.

The method also is more specific, and the results agreed with the
serotyping method in all 132 samples tested, while the result obtained with the
CGB agar have disagreed in 6 out of 132 samples, with 5 false-positives and 1
false-negative results.

This is the first report of epidemiological study of cryptococcal meningitis
patients profile in Rio Grande do Sul State notifyed to the Laboratério Central de

Saude Publica IPB-LACEN/RS between 2000 to 2005. Most of patients are man
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(77,12%), white (83,5%) median age between 30 to 39 years old (46,24%) and

HIV positive (95%).
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1. JUSTIFICATIVA

As infecgdes fungicas podem ser consideradas como um pequeno desvio
no ciclo vital natural de alguns fungos, os quais, na maioria das vezes, necessitam
de determinantes que possibilitem seu desenvolvimento no hospedeiro. Esses
determinantes séo fatores de viruléncia que propiciam ao microrganismo transpor
as defesas do hospedeiro.

Apesar do numero relativamente pequeno de espécies envolvidas em
infeccbes, a incidéncia de doencas causadas por fungos patogénicos e
oportunistas tem aumentado ao longo da Ultima década. Este aumento é
principalmente decorrente da epidemia da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e dos avangos na medicina moderna que mantém ou prolongam
a vida de muitos pacientes imunodebilitados. Além disso, a real abrangéncia de
doencas fungicas € certamente subestimada devido a limitagbes de diversos
métodos diagndsticos atuais.

A criptococose € a quarta causa mais freqiente de infec¢cao oportunista em
pacientes aidéticos. Dentre as infec¢des fungicas, a criptococose é a principal
responsavel pela morbidade e mortalidade destes pacientes. Na maioria dos
paises a prevaléncia em pacientes aidéticos tem se mantido na faixa de 5 a 10%.
(CASADEVALL & PERFECT, 1998). Somente apds o surgimento da criptococose
como micose letal em pacientes aidéticos é que a doencga e seu agente etioldgico
geraram interesse consideravel na comunidade médica. Antes de 1981, a
criptococose era uma infecgdo rara e, ja no inicio dos anos 90 tornou-se

epidémica em algumas regides.
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O recente surto de criptococose causado por C. gattii na regiao de clima
temperado de Vancouver, em 2004, aumentou ainda mais o interesse das
comunidades médica e cientifica neste patégeno, sugerindo que esta espécie
esta comecando a ocupar novos nichos. Sendo este um patégeno primario, que
nao necessita imunodeficiéncia prévia do hospedeiro para causar infecgao, é de
grande importancia monitorar onde e quantos casos de infecgdo por esta espécie
estdo ocorrendo, a fim de identificar novos possiveis surtos, mesmo em regides
com clima onde n&o seria esperado encontrar esta espécie.

C. neoformans € um patdgeno oportunista enquanto C. gatti € um
patdégeno priméario e as doengas causadas por estas espécies diferem em varios
aspectos, sendo o mais importante deles as diferengas no tratamento. C. gattii em
geral é menos susceptivel aos antifungicos, necessitando doses maiores das
drogas e tratamentos mais prolongados. Além disso, lesbes de massa
(criptococomas) nos pulmdes e no cérebro que necessitam intervencao cirurgica,
bem como a ocorréncia de seqlelas neuroldgicas sdo mais frequentes na doenga
causada por C. gattii.

A identificacdo das espécies C. neoformans e C. gattii em laboratérios é
feita por cultivo em meio agar CGB partindo do isolado primario. O total de tempo
decorrido para a andlise do resultado do cultivo em CGB é de sete dias e
resultados falso-positivos tem sido relatados na literatura. O uso de um método
rapido de extracdo de DNA aliado a metodologia de PCR multiplex séo
promissores para a rapida identificacdo das espécies, podendo agilizar a

identificacdo das mesmas em laboratério, com maior especificidade.
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2. INTRODUGCAO

2.1. Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans é um basidiomiceto de forma esférica ou
globosa, com didmetro aproximado de 2-8 um (FAGANELLO et al., 2006) com
uma capsula mucopolissacaridica cujo tamanho varia de <5um até >30um
(ZARAGOZA et al., 2003). A capsula apresenta trés componentes principais, a
glicuronoxilomanana (GXM), a galactoxilomanana (GalXM) e a manoproteina
(MP) (FRIES et al., 1999). A GXM consiste de acido glicurénico, xilose e manose;
a GalXM é composta de galactose, xilose e manose; e, a MP contém manose
como carboidrato predominante, e, em menor quantidade, galactose e xilose
(MCFADDEN & CASADEVALL, 2001).

Cerca de 90% do polissacarideo capsular € GXM, e diferencas nessa
estrutura sdo a base para a separacao dos isolados de C. neoformans em quatro
sorotipos: A, B, C, e D. Alguns isolados possuem caracteristicas de ambos o0s
sorotipos A e D, e tém sido classificados como um quinto sorotipo, o sorotipo
hibrido AD (IKEDA et al., 1985). Esta classificacdo esta ainda sob avaliacao e a
designacgao correta para isolados do sorotipo AD ainda nao esta definida (DIAZ et
al., 2000; NAKAMURA et al, 2000). Inicialmente, esses quatro sorotipos
pertenciam a duas variedades: C. neoformans var. neoformans (sorotipos A, D e
AD) e C. neoformans var. gattii (sorotipos B e C) (SORRELL et al.,, 1996). Em
1999, foi sugerida uma nova classificagdo, sendo uma nova variedade, a
variedade grubii reconhecida para isolados do sorotipo A, com base em

caracteristicas clinicas, moleculares e biol6gicas (FRANZOT et al., 1999).
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C. neoformans var. gattii foi reconhecido pela primeira vez em 1970 e tem
sido diferenciado de C. neoformans var. neoformans, por caracteristicas
fenotipicas, habitat natural, epidemiologia, manifestacées clinicas e resposta a
terapias antifungicas (SORRELL et al., 2001). A substituicao de 2 nucleotideos no
gene 16S e 10 nucleotideos no gene 23S do rRNA foram relatadas por FAN et al.
(1994). Importantes diferencas na composicao de nucleotideos do rDNA destas
variedades foram encontradas (DIAZ et al., 2000) e uma significativa divergéncia
genética entre elas fez com que fosse proposta a separacdo destas em duas
espécies, C. neoformans e C. bacillisporus (BOEKHOUT et al., 2001), conforme
proposto originalmente por KWON-CHUNG (1976). Diferencas nas caracteristicas
da cépsula entre as variedades foram observadas por microscopia eletrénica de
varredura (FAGANELLO et al., 2006).

Apés analisar arvores filogenéticas construidas com base no
sequenciamento de diversos genes de C. neoformans verificando que C.
neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii estavam em clusters
monofiléticos separados, KWON-CHUNG et al. (2002) sustentaram a separagao
em duas espécies proposta em 2001 por Boekhout. Outro fator considerado para
a separacdo das espécies foi a verificacdo de que nao havia evidéncia de
recombinacdo génica na prole do cruzamento entre ambas. Neste trabalho foi
proposto que se conservasse 0 nome da espécie como Cryptococcus gattii
(KWON-CHUNG et al., 2002).

A variedade neoformans € freqientemente citada como sendo de
distribuicdo mundial, em trabalhos que ndo consideram os sorotipos A e D como
duas variedades distintas. Entretanto, o sorotipo A (C. neoformans var. grubii) é

mais amplamente distribuido no mundo, enquanto o sorotipo D (C. neoformans
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var. neoformans) esta presente predominantemente em zonas temperadas
(MARTINEZ et al., 2001). Os sorotipos B e C (C. gatti) foram considerados
restritos a paises de clima tropical e subtropical até recentemente, quando foi
relatada uma epidemia na regido de clima temperado de Vancouver, Canada
(HOANG et al., 2004; KIDD et al., 2004; FRASER et al., 2005).

Diferencas na tolerancia térmica de isolados das variedades grubii e
neoformans também foram observadas, sendo a segunda mais susceptivel a altas
temperaturas (MARTINEZ et al., 2001). Provavelmente esta variacdo esteja
relacionada com a distribuicdo geografica mais ampla da variedade grubii e,
possivelmente, também com a prevaléncia de infecgbes relacionadas a pele
(tecido mais frio) pela variedade neoformans.

A fase teleomorfa do fungo, ainda ndo encontrada na natureza, e induzida
em laboratério foi classificada por Kwon-Chung como Filobasidiella neoformans,
correspondente ao anamorfo C. neoformans e Filobasidiella bacillispora
correspondente ao C. gatti (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992). No estado
teleomorfico, sdo evidentes as diferencas fenotipicas entre as espécies. Em F.
neoformans, os basidiosporos sao esféricos, elipticos ou cilindricos com paredes
rugosas; em F. bacillispora, s&o baciliformes e com parede lisa.

A Figura 1 apresenta um resumo das principais caracteristicas do
complexo C. neoformans.

Recentemente, foi concluido o sequenciamento do genoma de dois
isolados de C. neoformans sorotipo D: JEC 21, com 19-megabases, e B-3501A,
com 18,5-megabases. A anotagdo completa foi realizada apenas para o isolado
JEC21. O genoma possui aproximadamente 6500 genes estruturais com 5% de

transposons e uma média de 4,5 introns por gene (TENNEY et al., 2004; LOFTUS
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et al., 2005). Outros trés isolados estdo sendo sequenciados, incluindo um
sorotipo A (H99), um sorotipo B ambiental (WM276) e um sorotipo B clinico

(R265) da recente epidemia de Vancouver (IDNURM et al., 2005).



Figura. 1: O complexo taxonémico Cryptococcus neoformans

TELEOMORFO Filobasidiela neoformans Filobasidiela bacilispora
ANAMORFO C. neoformans  var. neoformans ' C. neoformans var. gattii

/ C. neoformans (Cn) \ C. gattii

Cn var. grubii Hibrido AD Cn var. neoformans
SOROTIPO 1:; AD 1:) B&C
DISTRIBUICAO  mundial principalmente Europa tropical/subtropical
\

HOSPEDEIROS imunocomprometidos imunocompetentes

TIPO DE PATOGENO patégenos oportunistas patégenos primarios



2.2. Criptococose

A criptococose € uma micose sistémica que se manifesta tanto como
doenca oportunista, em pacientes imunossuprimidos, como doenga primariamente
patogénica em individuos imunocompetentes, dependendo da espécie que infecta
o paciente. Assim, C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. grubii
sao patégenos oportunistas e C. gattii € um patégeno primario (IDNURM et al.,
2005).

Além das espécies patogénicas C. neoformans e C. gattii, outras espécies
de Cryptococcus tem sido encontradas em uma grande variedade de ambientes,
como extremo frio da Antartica, em elevagbes como no Himalaia, e em aguas
salinas. Apesar da habilidade de adaptacao climatica, a maioria das espécies nao
sobrevive em tecidos de mamiferos devido a alta temperatura corporal e ao
sistema de defesa imune do hospedeiro. Existem raros relatos de Cryptococcus
nao neoformans ou gattii tais como C. laurentii, C. curvatus, e C. albidus
causando infeccbes em humanos, embora nao existam provas histologicas
(GORDON, 1972; KRUMHOLZ, 1972; GLUCK et al., 1987; HOROWITZ et al.,
1993; CURTIS et al., 1995; DROMER et al., 1995). Apesar dos humanos estarem
expostos a estas espécies, as quais sdo encontradas em varios ambientes,
somente C. neoformans e C. gattii podem ser considerados como as espécies
que consistentemente causam criptococose.

Com o surgimento da AIDS, na década de 80, a criptococose deixou de ser
uma doenga rara, passando a ocupar o 4° lugar entre as doengas infecciosas que
acometem os individuos aidéticos (CASADEVALL & PERFECT, 1998). Além da

AIDS, outros fatores que colaboraram para este aumento na incidéncia da doenca
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sdo o0 aumento do numero de transplantes de oérgdos e terapias
imunosupressoras. Os tratamentos antiretrovirais e antifingicos reduziram o
namero de mortes por criptococose, e, mesmo assim, em alguns paises em
desenvolvimento onde o tratamento é limitado, a mortalidade devido a
criptococose em pacientes com AIDS pode ser maior do que 30% (IDNURM et al.,
2005).

C. neoformans € a causa mais comum de meningite fungica (FRASER et
al., 2005). O processo de disseminagdo nao é totalmente entendido. A forma de
contagio €, provavelmente, a inalagdo de basidiésporos produzidos por
frutificacao haploide ou mating. Os basidiésporos possuem tamanho de 1-2um
que permitem a deposicdo nos alvéolos pulmonares e parecem ser mais
infecciosos do que a forma vegetativa da levedura, que possui tamanho de 2-4um
e podem possuir capsula (HULL & HEITMAN, 2002). A Figura 2 demonstra a rota
atualmente mais aceita de infecgéo.

Acredita-se que a rota da infecgao inicia-se nos pulmodes. Algumas
evidéncias para este fato sdo: identificacdo de excretas de aves como
reservatorio ambiental e a descoberta, nestas, de particulas infecciosas com
tamanho compativel com a deposicao alveolar; reconhecimento da pneumonia
criptocécica e descricdo de ndédulos subpleurais (CASADEVALL & PERFECT,
1998; HULL & HEITMAN, 2002; ABEGG et al., 2006). O fungo pode migrar para
outras partes do corpo, apresentando tropismo pelo sistema nervoso central
(SNC), onde causa meningite, meningoencefalite e encefalite. A doenga pulmonar
progressiva e a disseminagdo ocorrem mais freqientemente no cenario de

imunodeficiéncia (VILCHEZ et al., 2002; CASALI et al., 2003).
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A preferéncia pelo SNC se deve a alta concentracdo, no liquor, de
nutrientes assimilaveis pelo fungo (tiamina, acido glutdmico, glutamina,
carboidratos e minerais), a falta de atividade do complemento e a fraca ou
ausente resposta inflamatéria no tecido cerebral (SEVERO et al, 1998). O
cérebro é abundante em catecolaminas, que podem ser usadas pelo fungo para
sintese de melanina, mas o fato de que este ndo pode usa-las como fonte
exclusiva de carbono, sugere que o cérebro sirva como local de sobrevivéncia
mais do que propriamente nutricional (RODRIGUES et al., 1999).

Acredita-se que C. neoformans é um patdégeno intracelular facultativo.
TUCKER & CASADEVALL (2002) obtiveram resultados sugestivos de que o fungo
sobrevive no meio intracelular (macréfagos) ndo sendo destruido durante a
fagocitose. A ingestao é seguida por dano a membrana fagossomal resultando em
continuidade com o citoplasma, acumulo de vesiculas contendo polissacarideo e,
possivelmente, produgéo de polissacarideo estruturalmente diferente. Além disso,
tem sido proposto que a interagdao do fungo com amebas e nematddeos presentes
no ambiente como competidores permitiu ao patdégeno desenvolver estratégias
para sobreviver ao sistema imune de mamiferos (HULL & HEITMAN, 2002).

Algumas caracteristicas importantes diferem as infec¢cdes causadas por C.
neoformans daquelas causadas por C. gattii. Hidrocefalia e lesbes cerebrais
focais sdo mais comuns em infec¢des causadas por C. gattii (SEVERO et al.,
1999; SORRELL, 2001). Na infec¢do causada por C. gattii também é observada
uma maior incidéncia de criptococomas no pulmao e cérebro, e uma resposta
mais lenta aos antifungicos, além de ocorrer mais sequelas neurolégicas e das
intervengdes neurocirdrgicas serem mais frequentes (SORRELL, 2001). Um

estudo realizado por TRILLES et al. (2004) comparou a susceptibilidade das
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espécies a 9 agentes antifungicos constatando que, para 7 dos 9 antifungicos
testados, C. gattii foi menos susceptivel do que C. neoformans.

Um tipo de manifestacao menos comum, que atinge cerca de 10 a 15% dos
pacientes, é a criptococose cutanea. Este tipo de infeccdo é prevalente no norte
da Europa e tem sido relacionada ao sorotipo D (MARTINEZ et al., 2001).
Recentemente foi realizado o primeiro isolamento de C. neoformans sorotipo D de
eucaliptos no Brasil, no entanto serdo necessarios outros estudos para
estabalecer a significancia epidemioldgica desses achados (RIBEIRO et al,

dados nao publicados).
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Inalacao de
basidiosporos ou
células fungicas
dessecadas (???)

e

Deposicao
alveolar

Pulmoes

Disseminacao
para o SNC

Arvores
(Eucaliptos, acécias)

Amebas Melanina, capsulae Cultura
urease positiva positiva

Hull & Heitman, 2002

Figura 2. Esquema da rota de infecgao por C. neoformans e C. gattii mais aceita
atualmente — A levedura permanece no ambiente associada a fezes de pombos
(C. neoformans) e/ou determinadas arvores (C. gatti) e possivelmente interage
com amebas e nematdides no solo. Acredita-se que a infeccdo ocorra quando
basidiésporos ou particulas fungicas dessecadas sao inaladas nos pulmdes,
ficando o patdégeno latente ou ocorrendo multiplicagdo e estabelecimento de
infeccdo e disseminacdo ao Sistema Nervoso Central. Com a disseminacao,
células viaveis se multiplicam no liquor e sdo diagnosticados pela produgdo de
melanina ou de capsula (adaptado de HULL & HEITMAN, 2002).
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2.3. Diagndstico

Atualmente, o diagnéstico laboratorial da criptococose € baseado em trés
fundamentos: a demonstracdo da levedura no material clinico; o isolamento em
cultura seguido de provas bioquimicas para a identificacao final e a pesquisa de
antigenos circulantes.

A pesquisa direta do fungo pode ser realizada em espécimes como: liquor,
escarro, lavado brénquico, pus de lesGes cutdneomucosas, urina, macerados de
tecidos obtidos por bidpsia, secrecao prostatica, sangue e pungdo de medula
Ossea. Véarias podem ser as técnicas empregadas para a pesquisa de estruturas
fungicas caracteristicas de C. neoformans e C. gattii. Preparagdes com tinta da
China (a nigrosina também pode ser utilizada como método alternativo) séo
utilizadas com materiais liquidos como liquor e escarro. Nestas preparagdes, a
levedura apresenta-se como uma célula globosa ou em forma ovalada com uma
capsula polissacaridica. A pesquisa de C. neoformans em tecidos € feita com
corantes especificos como mucicarmim e prata (LACAZ et al., 2002; MENEZES et
al., 2002; NAMIQ et al., 2005).

A pesquisa direta de C. neoformans através de preparagdes com tinta da
China fornece um diagnostico diferencial rapido e barato, sendo util ao clinico
especialmente na suspeita de meningite criptocécica. A sensibilidade analitica
deste método é de 1000 a 10000 células por mL. Em fung¢édo da elevada carga de
leveduras verificada em amostras de pacientes de AIDS, a sensibilidade deste
teste alcanca 80% dos casos positivos de meningite criptocécica. Ja em
individuos higidos, este percentual cai para 30-50% (CASADEVALL & PERFECT,

1998). A base para a visualizagdo das leveduras por este método é que a capsula
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afasta as particulas da tinta, formando um halo claro em torno da mesma, isso
torna mais dificil a visualizagdo de linhagens acapsuladas. As leveduras isoladas
de amostras clinicas geralmente apresentam brotamentos Unicos ou duplos,
sendo raros casos de multiplos brotamentos. Raramente se apresentam sob
forma filamentosa nas lesées.

O cultivo de C. neoformans em laboratério € simples, pois o fungo se
desenvolve facilmente em meio Sabouraud formando col6nias lisas ou mucdides
de cor creme (FRIES et al., 1999; FRIES et al, 2001; LACAZ et al., 2002;).
Membros do género Cryptococcus geralmente sdo considerados como leveduras
nao fermentadoras, que assimilam inositol e produzem urease.

A produgéo de urease é uma prova bioquimica utilizada para identificagao
do género, pois as espécies de Cryptococcus sao capazes de realizar hidrolise da
uréia. Uma diferenca entre as espécies € a inibicao de urease pela presenca de
EDTA em C. gattii, mas ndo em C. neoformans (CASADEVALL & PERFECT,
1998; COX et al., 2000; CASALI et al., 2003).

As espécies C. neoformans e C. gattii sdo as unicas do género que podem
produzir melanina, apresentando coloragdo marrom em meios de cultura com
extratos de batata, cenoura ou extratos de sementes como Vicia faba ou Guizottia
abyssinica. Isto se deve a presencga, nestes meios, de tirosina e acido clorogénico
que sao oxidados pela fenoloxidase produzida pela levedura (DENNING et al.,
1990; JACOBSON, 2000). Meios de cultura que induzem a produc¢ao de melanina
sdo amplamente utilizados em laboratério para identificagdo da levedura e
diferenciacédo entre C. neoformans e C. gattii de cédndida spp. Os passos iniciais
das rotas de biossintese da hidroxifenilalanina-melanina sdo catalisados pela

lacase, e estudos do gene da lacase (CNLACT) vém sendo realizados para
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compreender por que algumas linhagens sdo deficientes em produzir melanina.
Esta deficiéncia parece estar relacionada a uma baixa taxa de transcricao do
gene CNLACT1 (TANAKA et al., 2005).

Apenas C. gattii € resistente a canavanina e utiliza glicina como fonte de
carbono. O agar canavanina-glicina-azul de bromotimol (agar CGB) foi proposto
em 1982 e vem sendo amplamente utilizado nos laboratérios para separacao das
espécies C. gattii e C. neoformans (KWON-CHUNG et al., 1982; CANELO et al.,
1999; HORTA et al., 2002; ABEGG et al., 2006). Em 1998, foram descritas duas
linhagens de C. neoformans sorotipo A isolados de fezes de pombos que se
desenvolveram em meio de agar CGB, com habilidade de resistir a altas
concentragdes de canavanina (NAKAMURA et al., 1998). Da mesma forma, em
20083, foi relatado um caso de criptococose disseminada em paciente com AIDS
devido a uma linhagem de C. neoformans var. grubii sorotipo A resistente a
canavanina (KHAN et al., 2003). Estes resultados sugerem que somente uma
reacao positiva em agar CGB ndo é suficiente para fazer a distingdo entre as
espécies com seguranga.

Culturas quantitativas de liquor ndo sdo empregadas rotineiramente na
clinica médica, mas quando realizadas, a concentragdo média atinge 10° a 10’
UFC/mL de liquor. O sangue contém menos que 10 UFC/mL e é possivel que os
freqUentes resultados negativos de cultura de urina se devam a concentracoes
inferiores a 10° UFC/mL (MITCHELL & PERFECT, 1995).

A cultura é tradicionalmente o padrdo ouro dos métodos de diagnéstico
laboratorial para C. neoformans e C. gattii, embora apresente como limitagbes o
tempo necessario para o desenvolvimento e identificacdo dos microrganismos. As

linhagens de C. gattii necessitam de um periodo de 5 a 7 dias para desenvolver-
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se, sendo que uma cultura s6 deve ser descartada como negativa apds 30 dias de
incubagdo. A sensibilidade verificada na cultura é de 75% (MITCHELL &
PERFECT, 1995). Em certas situacbes como, por exemplo, na meningite
criptocécica crbnica, o liquor pode resultar em cultura negativa devido a pequena
carga de microrganismos viaveis que nao atinge o saco lombar. A baixa na
concentracdo de microrganismos viaveis é devida, nestes casos, a tratamento
prévio e torna-se um problema no monitoramento dos pacientes cronicos. As
preparagdes com tinta da China, por sua vez, permanecem positivas por meses
apés o tratamento e recuperacdo de pacientes crénicos. A permanéncia de
células n&o viaveis levanta a hipotese de algum foco viavel no sistema nervoso
central que poderia estar viabilizando esta progenia. Assim, a possibilidade de
relapso deve ser considerada, havendo pesquisa direta positiva, apesar da
negativacao da cultura (CASADEVALL & PERFECT, 1998).

Durante a infecgdo, os polissacaridios capsulares de C. neoformans e C.
gattii se solubilizam nos fluidos corporais e podem ser detectados e quantificados
com anticorpos de coelho especificos anti-Cryptococcus. O método mais
empregado para triagem e titulacdo é o teste de aglutinacdo em latex. Os
reagentes para este teste sdo comercialmente disponiveis na forma de kits (Immy,
Pastorex). As particulas de latex sao revestidas com imunoglobulina de coelho
especifica. Os materiais biol6gicos utilizados para o teste sao liquor, soro ou
urina. Uma aglutinacao positiva no titulo de 1:4 sugere fortemente uma infecgéao
por C. neoformans ou C. gattii. Titulo maior ou igual a 1:8 indica doenga em
atividade sendo que a maioria dos pacientes de AIDS apresenta titulos mais altos.
A deteccdo de antigeno polissacaridico pelos testes de aglutinagdo em latex

chega a sensibilidade de 95% (MITCHELL & PERFECT, 1995; CASADEVALL &
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PEFECT, 1998). No entanto, este teste pode produzir resultados espurios em
liguor ou soro. A maior parte dos resultados falso-positivos € originada pela
presenca de fator reumatoide. Reacdes cruzadas com a capsula polissacaridica
de Trichosporon beigelii, Histoplasma capsulatum e de outros microrganismos,
embora mais rara, também ocorre. A contaminacao dos espécimes com agar ou
agarose também pode ocasionar falsos positivos. Resultados falso-negativos,
embora raros, sdo bem documentados: podem ser causados por baixos niveis de
antigeno, pela presenca de imuno-complexos, por altos titulos de antigeno (efeito
pré-zona) ou por infeccdo por linhagens pouco capsuladas ou acapsuladas,
especialmente em pacientes com AIDS (MITCHELL & PERFECT, 1995;
SUGIURA et al., 2005). Nos estagios mais avangados da AIDS, quando a
imunidade humoral estd muito deficiente, as leveduras deixam de produzir
capsulas como defesa contra a fagocitose, o que também pode vir a resultar em
testes negativos.

O uso do teste de aglutinagédo em latex para acompanhamento da evolugéao
de um tratamento requer o uso de um kit originario de um unico fabricante uma
vez que ha diferencas na sensibilidade dos reagentes empregados. Ainda assim,
alteracdes nao previstas nos titulos antigénicos nao deverao ser o Unico
determinante na conduta clinica. Por outro lado, o uso dos testes de aglutinacao
em latex como triagem, embora controverso, tem se justificado pelo nimero de
casos com evolucdo para criptococose apds teste de aglutinagdo positivo, sem
qualquer achado em lamina ou cultura (CASADEVALL & PEFECT, 1998).

SUGIURA et al. (2005) relataram a dificuldade em diagnosticar um caso de
meningite devido a uma linhagem de Cryptococcus deficiente na produgdo de

capsula. A puncao lombar de liquor mostrou repetidos resultados negativos para
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preparagdes com tinta da China, cultura e latex. O diagnoéstico, neste caso,
somente foi possivel com a retirada de fluido ventricular, a partir de cateter
inserido na regiao frontal.

Muitos métodos de identificacdo baseados em técnicas moleculares tém
sido desenvolvidos para o diagnéstico e monitoramento de infecgdes fungicas,
bem como para tipificacdo dos isolados em estudos epidemioldgicos. A reacao
em cadeia da polimerase (PCR) tem sido a principal ferramenta utilizada no
desenvolvimento de protocolos de deteccdo de DNA de C. neoformans, C. gattii e
de outras leveduras. As variantes do método s&o a nested PCR, a PCR multiplex
e a PCR em tempo real. Um protocolo de nested PCR foi desenvolvido para
deteccédo de C. neoformans em liquor, utilizando dois pares de primers baseados
na regiao ITS do DNA ribossomal da levedura, o método apresentou resultado
positivo para 21 amostras clinicas de pacientes com criptococose cujo liquor foi
imediatamente incubado a —80°C apo6s a pungao, e negativo para 19 amostras de
pacientes com meningite bacteriana ou viral (RAPPELLI et al., 1998). Protocolos
de nested PCR e PCR em tempo real foram desenvolvidos tendo como alvo o
gene 18S do rRNA de C. neoformans, com o objetivo de detectar DNA deste
patégeno em amostras de tecido (BIALEK et al., 2002). PCR multiplex baseada
na amplificacdo das regides 1 e 2 do espaco transcrito interno (ITS) do gene
rRNA foi utilizada para o diagnéstico de 7 espécies de Candida spp e C.
neoformans isolados em hemoculturas (LI et al., 2003).

As técnicas moleculares de tipificacao incluem a PCR fingerprinting onde
um locus de polimorfismo no DNA é amplificado gerando diferentes fragmentos
que geram diferentes padroes de bandas de DNA e podem ser relacionados com

uma espécie, variedade ou linhagem. A técnica de RAPD (random amplified
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polymorphic DNA) é um fingerprinting que utiliza primers com sequUéncias
arbitrarias que geram diferentes padroes de amplificacdo os quais permitem, no
caso de C. neoformans, discriminar variedades e sorotipos e também sao usados
em estudos epidemiolégicos (CHEN et al., 1996; AOKI et al., 1999). A técnica de
RAPD também foi utilizada para comparar isolados de diferentes sitios corporais
de um mesmo paciente, bem como comparar se 0 agente de infeccao recidiva era
o mesmo da infeccdo primaria ou ndo (PINI et al., 1998). Recentemente, foi
proposta uma PCR multiplex para determinagéo do mating type de C. neoformans
(sorotipos A, D e AD) como ferramenta para estudos epidemiolégicos (ESPOSTO
et al., 2004).

Em 1998, AOKI et al. descreveram, pela técnica de RAPD, primers
especificos para os sorotipos A e B (C. neoformans var. grubii e C. gattii). A
relacdo entre a especificidade verificada nos primers e as diferengcas antigénicas
da capsula polissacaridica que determinam a classificagdo em sorotipos nao esta
clara. No entanto, como a subdivisdo de C. neoformans em variedades esta
baseada em diferencgas bioldgicas, estudos mais detalhados sdo necessarios para
elucidar a relacdo entre primers especificos e diferengas antigénicas. As
seqliéncias originadas com os primers denominados A (CNa70S/CNa70A)
(sorotipo A) e B (CNb49S/CNb49A) (sorotipo B) parecem estar relacionadas com
aminotransferases bacterianas e fungicas e com DNA polimerases de mamiferos
e fungos (AOKI et al., 1999).

Um estudo realizado em 124 isolados clinicos e ambientais do estado do
Rio Grande do Sul baseando-se nesses mesmos primers A e B construidos por

AOKI et al (1999) observou, contrariamente, que os primers A sao especificos
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para C. neoformans variedades grubbi e neoformans (sorotipos A, D e o hibrido

AD), e os primers B para C. gattii (sorotipos B e C) (CASALI et al., 2003).

2.4. Fatores de viruléncia

Fatores de viruléncia s&o caracteristicas que permitem ao microrganismo
transpor as defesas do hospedeiro (CASADEVALL & PERFECT, 1998), e que s6
sao expressas em hospedeiros susceptiveis (STEENBERGEN & CASADEVALL,
20083).

Como a viruléncia é um complexo fenotipico que quase sempre é mantido
como resultado de selecado, a origem e manutencado da viruléncia em micrébios
habitantes do solo tais como C. neoformans e C. gatti € enigmatica
(STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003). Estas leveduras tém sido
freqiientemente utilizadas em estudos de fatores de viruléncia em fungos por
serem tanto patégenos primarios quanto secundarios, produzirem infeccées em
humanos e animais e ja terem importantes caracteristicas fenotipicas associadas
a viruléncia estudadas (CASADEVALL & PERFECT, 1998).

A producdo de céapsula polissacaridica foi o primeiro fator de viruléncia
conhecido em C. neoformans e C. gattii, e varios mutantes que ndo produziam
capsula foram avirulentos em camundongos (BULMER et al., 1967a; BULMER et
al., 1967b; KOZEL, 1995). Pelo menos quatro genes relacionados a producéo da
capsula ja foram caracterizados, CAP64 (CHANG et al., 1996), CAP60 (CHANG &
KWON-CHUNG, 1998), CAP59 (CHANG et al, 1995) e CAP10 (CHANG &
KWON-CHUNG, 1999), sendo todos eles necessarios para viruléncia em
camundongos. Nao ha relacao entre tamanho da capsula e viruléncia, e amostras

com capsulas muito pequenas tém sido isoladas de pacientes. Estando o paciente
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com o sistema imunoldgico suficientemente debilitado, mesmo amostras
acapsuladas podem causar doenca, entretanto linhagens capsuladas disseminam
mais facilmente para o cérebro e induzem resposta celular mais significante nos
pulmdes (STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003; CASADEVALL & PERFECT,
1998).

A viruléncia conferida a levedura pela capsula pode se dever as suas
propriedades bioldgicas, sendo a mais importante delas a inibigdo da fagocitose.
Células acapsuladas da levedura, se cultivadas juntamente com
glicuronoxilomanana (GXM), o principal componente da capsula, também sao
resistentes a fagocitose, o que indica que esta resisténcia é diretamente mediada
pela GXM (KOZEL, 1995). Na natureza, a capsula parece proteger a levedura da
desidratacao (IDNURM et al., 2005).

Melaninas sdao macromoléculas sintetizadas por polimerizacdo oxidativa de
compostos fendlicos, sado hidrofébicas e negativamente carregadas que resultam
em pigmentos marrons ou pretos, principalmente (LANGFELDER et al., 2003).
Lacases sdo enzimas que efetivam a oxidagédo de dihidroxifendis em quinonas e
catalizam sua polimerizacdo em melanina (JACOBSON, 2000). A producao de
melanina pela lacase é outro importante fator de virulénica em C. neoformans e C.
gattii. A sintese de melanina tem sido associada a viruléncia e mutantes albinos
sao menos virulentos que os selvagens (WILLIAMSON, 1997). A producao de
melanina pode usar como substrato neurotransmissores como dopamina e
epinefrina, sendo esta uma possivel explicagdo para o tropismo da levedura pelo
sistema nervoso central (KOZEL, 1995; STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003).
Além disso, LIU et al. (1999) demonstraram que a lacase protege contra a morte

mediada por macrofagos em Cryptococcus, utilizando linhagens congénitas
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lacase-positiva e lacase-negativa para infeccdo em camundongos. A melanina
pode proteger o fungo dos radicais livres toxicos que sao produzidos pelo sistema
de defesa do hospedeiro, enquanto, na natureza, protege contra a radiacao
ultravioleta (IDNURM et al., 2005).

Fosfolipases foram sugeridas como fatores de viruléncia em Cryptococcus
pela primeira vez em 1997, através de inoculacdo em camundongos de linhagens
de Cryptococcus com diferentes niveis de atividade de fosfolipases e posterior
contagem das células da levedura nos pulmbes e cérebro dos camundongos
(CHEN et al., 1997a). As fospolipases sdo necessarias para o inicio da infecgao
pulmonar por C. neoformans e C. gattii e para a disseminacao da levedura pelas
vias linfatica ou sanguinea. Provavelmente estas enzimas atuam pela destruicdo
de componentes da menbrana celular (CHEN et al., 1997a; CHEN et al., 1997b).
CHEN et al.,, 1997b definiram a natureza da atividade de fosfolipases de um
isolado clinico de Cryptococcus neoformans var. neoformans como fosfolipase B,
lisofosfolipase e lisofosfolipase transacilase. COX et al. (2001) clonaram o gene
codificante da fosfolipase (PLB1) e realizaram disrupcdo deste gene para
construir mutantes plb1. Eles observaram que tanto o tipo selvagem quanto o
mutante reconstituido foram mais virulentos em camundongos e coelhos do que
os mutantes plb1. Recentemente um estudo demonstrou que a atividade de
fosfolipase aumenta a aderéncia das células da levedura ao tecido epitelial
pulmonar (GANENDREN et al., 2006).

A urease é um importante fator de viruléncia em bactérias que catalisa a
reacdo de conversdo da uréia em amodnia e carbamato. A importancia da urease
como fator de viruléncia em C. neoformans e C. gattii foi investigada por COX et

al. (2000). Neste trabalho os autores construiram mutantes deficientes na
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producdo de urease e verificaram maior tempo de sobrevivéncia em
camundongos infectados por estes mutantes em relacdo aos infectados com o
tipo selvagem.

Outras caracteristicas como mating type, producdo de manitol e
proteinases também tem sido associadas a viruléncia deste patdgeno

(STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003; KOZEL, 1995).

2.5. Epidemiologia

A criptococose é a quarta causa mais freqiente de infeccao oportunista em
pacientes com AIDS. Dentre as infecgdes fungicas, a criptococose é a principal
responsavel pela morbidade e mortalidade destes pacientes. Na maioria dos
paises a prevaléncia em pacientes de AIDS tem se mantido na faixa de 5 a 10%
(CASADEVALL & PERFECT, 1998), enquanto este indice chega a 15-30% em
alguns paises africanos (MITCHELL & PERFECT, 1995).

No Brasil, dados do Ministério da Saude no periodo de 1980-1999 mostram
que 4,5% das infec¢des oportunistas associadas a pacientes portadores de HIV
foram causadas por C. neoformans elou C. gatti (MINISTERIO DA SAUDE,
1999). No Rio Grande do Sul, 430 casos foram notificados entre 1999-2004,
segundo a Secretaria Estadual de Saude (comunicagdo pessoal). No entanto,
como a criptococose nao é uma doenca de notificacdo compulséria, é provavel
que 0 numero de casos seja ainda maior.

Em Vancouver, onde recentemente houve um surto de criptococose
causado por C. gattii, a incidéncia de infecgdes por esta espécie, entre 1999 e
2003, esteve entre 8,5 e 37 casos por milhdo de residentes por ano (KIDD et al.,
2004). Na Australia, esta taxa foi citada como sendo 8,5 casos por milhdo de

habitantes por ano por SORRELL (2001), sendo maior do que a taxa total
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(incluindo as duas espécies) no mesmo pais entre 1994 e 1997, que foi de 6,6
casos por milhdo de habitantes por ano (CHEN et al., 2000). Neste mesmo
trabalho, entre 1994 e 1997 também foi citada a taxa na Nova Zelandia, de 2,2
casos por milhdo de habitantes por ano.

Um estudo epidemiolégico realizado no norte da Califérnia (EUA) mostrou
que, entre 1981 e 2000, a incidéncia de criptococose por milhdo de pessoas por
ano foi de 19,0 homens e 2,6 mulheres (FRIEDMAN et al., 2005).

A maioria das infecgcbes em imunocomprometidos em nivel mundial é
causada por C. neoformans var. grubii (sorotipo A). Um estudo realizado em
isolados de diversas partes do mundo permitiu agrupa-los, com base em técnicas
de tipificacdo molecular, em quatro grandes grupos: VNI e VNII (sorotipo A), VNIII
(sorotipo AD) e VNIV (sorotipo D). A maioria dos isolados (78%) pertencia ao
grupo VNI, comparado com 18% para VNII, 1% para VNIIl e 3% para VNIV
(MEYER et al., 1999).

Trezentos e quarenta isolados clinicos, veterinarios e ambientais de paises
iberoamericanos foram tipificados em estudo que identificou a maioria dos
isolados (68,2%) como VNI (variedade grubii sorotipo a); seguido de 5,6% VNII
(variedade grubii, sorotipo A); 4,1% VNIII (hibrido AD); 1,8% VNIV (variedade
neoformans, sorotipo D); 3,5% VGl; 6,2% VGII; 9,1% VGlIl e 1,5% VGIV (MEYER
et al., 2003).

Um estudo envolvendo 467 isolados clinicos e ambientais de C.
neoformans permitiu tracar o perfil epidemiolégico deste agente no Brasil
demonstrando as seguintes prevaléncias: sorotipo A (77,95%), sorotipo B
(18,2%), sorotipo AD (1,3%), sorotipo D (0,4%), sorotipo C (0,2%) e nao

tipificaveis (1,93%). O sorotipo A prevalece nas regides sul, sudeste e centro-
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oeste enquanto o sorotipo B predomina nas regides norte e nordeste
(NISHIKAWA et al., 2002).

No Rio Grande do Sul, um estudo verificou que dentre 93 isolados obtidos
de pacientes HIV-positivo, 91 eram C. neoformans var. grubii (sorotipo A),
concordando com os dados nacionais e internacionais. Neste estudo todos os
isolados de C. gattii (11 isolados, entre pacientes com e sem infecgao pelo HIV)
foram identificados como sorotipo B. Entre os isolados ambientais, os nove
isolados provenientes de eucaliptos foram identificados como C. neoformans var.
neoformans (sorotipo D) e nenhum isolado do sorotipo B foi obtido de fonte
ambiental. (CASALI et al., 2003). Outro estudo do mesmo grupo obteve 38
isolados de excretas de aves, destes, 33 foram identificados como C. neoformans
var. grubii (sorotipo A) e 5 como C. gattii (sorotipo B) sugerindo excretas de aves
como fonte ambiental de infeccao pelo sorotipo B neste estado (ABEGG et al.,
2006).

A prevaléncia da infec¢cdo por C. neoformans € diretamente relacionada
com a condigdo imune do hospedeiro e com 0 grau de exposi¢cao a levedura. A
maioria absoluta dos casos de criptococose sintomatica ocorre em pacientes
imunodebilitados, sendo a AIDS a causa mais freqluente de

imunocomprometimento (IDNURM et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver e padronizar uma metodologia de PCR multiplex para a distingdo
entre as espécies C. neoformans e C. gattii e determinar o perfil de pacientes com

meningite criptococica.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar a freqiéncia das espécies C. neoformans e C. gattii nos isolados
obtidos no LACEN no periodo de 2000 a 2005.

e Analisar comparativamente os resultados obtidos pelo método de PCR em
relacdo ao exame micoldgico convencional (preparacdo com tinta da india,
cultivo, identificacao bioquimica e pesquisa de antigenos circulantes);

e Analisar comparativamente os resultados obtidos pelo método de PCR e pela
sorotipagem com o kit Crypto Check;

e Determinar o perfil epidemiolégico dos casos clinicos atendidos no
LACEN/FEPPS provenientes de hospitais da rede publica de saude do estado

do Rio Grande do Sul.
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4. METODOLOGIA
4.1. Amostragem

Esta amostragem consta de materiais da Rede Publica de Saude
encaminhados com suspeita de criptococose ao Laboratério Central do Estado/
Fundacao Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude (LACEN/FEPPS) no
periodo de 2001 até 2005. Foram selecionadas 132 isolados de 126 pacientes
que chegaram ao setor de micologia acompanhando fichas epidemiolégicas,
sendo 131 amostras de liqguor e 1 amostra de bidpsia hepatica. Todas estas
amostras tiveram exame direto e cultural positivos para C. neoformans ou C.
gattii; 119 delas tiveram deteccado de antigenos pela prova de latex a partir de

liquor e, ainda, 18 tiveram também detec¢édo de antigenos a partir do soro.

As leveduras foram mantidas viaveis na micoteca deste setor de trés

formas:
1. um cultivo em tubo de ensaio com Agar Sabouraud em geladeira a 4°C;

2. um cultivo em frasco tipo penicilina com Agar Sabouraud coberto com

glicerina a temperatura ambiente;

3. um frasco tipo penicilina com &gua destilada estéril a temperatura

ambiente.

Os tubos mantidos em geladeira foram fechados com bucha de algodao,
papel de seda colado com gelatina anti-acaros e parafilme, o que diminuia os
riscos de contaminacdo. Os frascos mantidos a temperatura ambiente foram

fechados com tampa de borracha e lacrados com selos de metal.
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Os 132 isolados foram usados durante a padronizagdo do método proposto
para comparar a positividade e especificidade do mesmo em relacdo aos métodos

tradicionais.

4.2. Identificacao por coloracao negativa

A presenga das leveduras nas amostras de liquor foi observada ao
microscopio Optico (objetiva de 40X, ocular 10X) por montagem convencional em
lamina com nigrosina. Nestas preparagdes, o corante € excluido pela cépsula, a
qual fica evidenciada como &rea clara ao redor da célula leveduriforme

evidenciando a capsula polissacaridica.

4.3. Producao de melanina

O meio agar-acido cafeico (Sigma, Chemical Co., St Louis, U.S.A) foi
utlizado para a identificacdo das espécies C. neoformans e C. gattii, pois estas
sa0 as Unicas espécies do género que podem produzir melanina, apresentando
coloragdo marrom em meios de cultura com extratos de batata, cenoura ou
extratos de sementes como Vicia faba ou Guizottia abyssinica. Isto se deve a
presenca, nestes meios, de tirosina e acido clorogénico que sao oxidados pela
fenoloxidase produzida pela levedura. As amostras clinicas foram semeadas em
agar Sabouraud e incubadas por 30 dias ou até o desenvolvimento de colénias de
leveduras de cor creme, sugestivas de Cryptococcus. Estas colbnias foram,
entdo, semeadas em meio 4gar acido cafeico e incubadas a 30°C. Apéds sete dias
foi verificado o aparecimento de pigmentacdo (colbnias se tormaram marrons)

indicando que se tratava de C. neoformans ou C. gattii.
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4.4. Producao de urease

A habilidade do fungo de utilizar uréia por agdo da enzima urease foi
verificada pela alcalinidade e resultante viragem do indicador de pH. Para tal foi
utilizado o seguinte meio de cultura agar uréia (peptona 1 g; glicose 1 g; NaCl 5 g;
KH>PO4 2 g; uréia 20 g; vermelho de fenol 0,012 g; agar 18 g; agua destilada
g.s.p 1000 mL; pH 6,8). Uma alca cheia (colbénia pura) foi inoculada em toda a
superficie do agar inclinado, com subsequente incubagio a 30°C e observagao
durante 7 dias. O resultado positivo foi evidenciado através da viragem do
indicador da cor amarela inicial do meio para cor rosa ou vermelho-violeta final,
sendo a intensidade da coloragao final indicativa do grau de hidrélise da uréia e

atividade de urease (COX et al., 2000).

4.5. Cultivo em agar CGB (agar canavanina-glicina-azul de bromotimol)

O meio CGB é usado para diferenciar C. neoformans vars. neoformans e
grubii de C. neoformans var. gattii. O meio consiste de 880 mL de agua destilada,
20 mL de solugao B - azul de bromotimol sodico 0,4%, mantida a 4°C ao abrigo
da luz e 20 g de agar bacterioloégico, misturada apds autoclavar a 100 mL de
solugdo A - glicina-L-canavanina: 10 g de glicina; KH:PO4 1 g; MgSO. 1g;
tiamina-HCI 1 mg; sulfato de L-canavanina 30 mg (KWON-CHUNG et al., 1982).

Utilizamos o meio CGB como verificagdo preliminar da variedade dos
isolados. Pequeno indculo fungico foi semeado em tubos com meio CGB e estes
foram incubados a 30°C por até 7 dias.

O teste CGB é baseado em dois parametros metabdlicos observados em
isolados da variedade gattii: assimilagao de glicina como Unica fonte de carbono e

resisténcia a canavanina. O teste positivo é observado quando a cor amarela-
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esverdeada do meio torna-se azul-cobalto como resultado da alcalinizagdo do
meio através da amoénia liberada durante a degradagdo da glicina (KWON-

CHUNG et al., 1982).

4.6. Teste de aglutinacao em latex

Particulas de latex sensibilizadas com anticorpos contra antigenos da
capsula polissacaridica do C. neoformans, quando entram em contato com
amostras que contém estes antigenos realizam uma reagédo de aglutinacao nos
testes comerciais utilizados. Os mesmos detectam aproximadamente 3,2 ng/mL
de antigenos capsulares em liquor ou soro.

Durante o periodo de identificagdo das amostras (2000 até 2006) foram
utilizados dois diferentes kits de aglutinagdo em latex, conforme disponibilizagéo
pelo LACEN/RS, que realizou as compras através de licitagéo.

Os kits utilizados foram Immy (Latex-Crypto Antigen Detection System -
Immuno Mycologics Inc. Norman, OK, USA) e Pastorex (Pastorex Cryptococcus;
Sanofi-Diagnostics Pasteur, Marnes-la-Coquette, France) e os testes foram

realizados a partir de liquor e/ou soro conforme instrugdes dos fabricantes.

4.7. Sorotipagem

A sorotipagem dos isolados foi realizada com o Kit Crypto Check (latron,
Tokio, Japao) (KABASAWA et al., 1991), com o objetivo de servir como parametro
para comparagdo entre os resultados da determinacdo da espécie pelo CGB
(método convencionalmente utilizado) e pela PCR (método proposto neste
trabalho). Foram misturados 10uL de suspensado da levedura em solugéo salina
com 10uL de cada um dos cinco soros (1, 5, 6, 7 e 8) na placa de aglutinagéo e

agitados manualmente por 10 minutos. Aglutinacdo com o soro 1 indicava que o
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isolado era C. neoformans ou C. gattii. Os soros 5, 6, 7 e 8 correspondiam ao

sorotipos B, C, A e D, respectivamente.

4.8. Extracao de DNA

Inicialmente, foi utilizado um método mecanico de rompimento das células

com pérolas de vidro (POETA et al., 1999) e, posteriormente, adaptou-se um

método de extracdo com lise por maceracdao com adicdo de nitrogénio liquido

(ZHANG et al., 1996) que consiste em:

A.

Inocular colénias de C. neoformans ou C. gatti em placa com agar
Sabouraud e incubadar por 2 a 3 dias a 30°C;

Recolher e macerar as col6nias apds adigao de nitrogénio liquido;
Ressuspender em 0,2 mL de tampao (TRIS-HCI pH 7,5 0,2M; NaCl 0,5M;

EDTA 0,01M; SDS 1%) em um microtubo de 2mL;

. Adicionar 0,2 mL de fenol-cloroférmio e agitar em vortex por 1 minuto;

. Acionar 0,3 mL de tampéo e 0,3 mL de fenol-cloroférmio e agitar em vortex

por 4 minutos;
Centrifugar por 5 minutos a 13.000 rpm e transferir o sobrenadante para

um novo microtubo;

. Re-extrair DNA com 0,3 mL de fenol-cloroférmio e centrifugar por mais 5

minutos. Transferir o sobrenadante para um novo microtubo;

. Adicionar dois volumes de etanol absoluto. Precipitar DNA por incubacao a

-20°C por uma hora. Centrifugar por 15 minutos a 13.000 rpm;
Lavar o sedimento com etanol 70% gelado, secar a temperatura ambiente
e ressuspender em 100 a 200 pL de TE (TRIS pH 8,2 10 mM / EDTA pH 8

1mM);
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J. Tratar com RNAse A na concentragdo de 50 pug/mL por 30 minutos a
37°C.

A qualidade do DNA extraido foi verificada vizualmente apds migragéao por
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com 0,5ug/mL de brometo de etidio e

visualizado sob luz UV. Apds a extragao os DNAs foram mantidos a -20°C.

4.9. Reacao de Amplificacao

A reacao de amplificacao foi modificada a partir de AOKI et al. (1999). Foi
utilizado um volume final de 25 pL contendo 10-20ng de DNA/ 10mM Tris HCI pH
8,3/ 50mM KCI/ 2,3 mM MgCly/ 200uM de cada desoxirribonucleotideo, 25 pmol
de cada primer e 1 U taqg DNA polimerase (Cenbiot Enzimas). As condigbes de
reacao foram: desnaturagéo a 94°C /8 min, seguido de 35 ciclos de desnaturagéao
a 94°C /1 min, anelamento a 65°C /1 min, extensdo a 72°C /2 min, e extenséo
final a 72°C /8 min em um termociclador PTC-200 (Peltier Thermal Cycler - MJ
Research). Os produtos de amplificacdo foram analisados em gel de agarose
1,5% corado com 0,5ug/mL de brometo de etidio e visualizados sob luz UV.

Os primers utilizados foram constituidos com base nos padrdes de
amplificagéo de C. neoformans e C. gattii por RAPD (Aoki et al., 1999). Sé&o eles:
CNA 70S (5- attgcgtccaccaaggagctc-3’) e CNA 70A (5, attgcgtccatgttacgtgge-3’),
especificos para C. neoformans; e CNB 49S (5’attgcgtccaaggtgttgtig-3’) e CNB
49A (5attgcgtccatccaaccgttate-3’), especificos para C. gattii.

Os controles positivos da reacdo foram DNAs extraidos das seguintes
linhagens: WM 148 VNI, HC5 e ATCC 32045 para sorotipo A; AL33 sorotipo B;
WM 779 VGIV sorotipo C; ATCC 28957 sorotipo D e ATCC 48184 sorotipo AD. As

linhagens HC5 e AL33 faziam parte de trabalhos anteriores do grupo, tendo sido
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previamente identificadas. A linhagem HCS5 foi isolada de liquor proveniente do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e AL33 foi isolada de liquor proveniente da

Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre.

4.10. Teste de Sensibilidade

Para se avaliar a sensibilidade do método testado, foram feitas diluigdes
seriadas (1:2) do DNA extraido de uma amostra controle, HCS sorotipo A, sendo
estas diluicbes submetidas a reacdo de PCR. As diluicbes foram feitas em

tampao TE.

4.11. Teste de Especificidade

A especificidade dos primers foi testada submetendo a reacdo de PCR o
DNA de possiveis agentes causadores de meningite em pacientes
imunocomprometidos, como Mpycobacterium tuberculosis, Candida albicans,
Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. O teste foi
realizado também com DNA humano. Estas amostras de DNA foram gentilmente
cedidas pelo LACEN/RS.

As sequéncias amplificadas pela PCR multiplex também foram comparadas
com os microrganismos citados acima e com DNA humano pelo banco de dados
GenBank usando o programa BLASTN, no intuito de verificar se havia identidade

entre as sequéncias.

4.12. Reacéo de clivagem

A diferenca entre os produtos de amplificacdo gerados com os dois pares
de primers foi confirmada submetendo ambos os produtos a clivagem com a

endonuclease de restricao EcoRIl. Para este teste, foram utilizados seis isolados
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de C. gattii e seis isolados de C. neoformans var. grubii, incluindo os isolados cuja
identificacdo da espécie pelo agar CGB nao concordou com a identificagdo pela
PCR multiplex. A reagdo de clivagem foi feita em um volume final de 30 pL
contendo 20uL do produto de PCR a ser clivado (aproximadamente 1ug de DNA),
1U da enzima e 10% do volume final (3 uL) do tampao React 3 (Invitrogen). O
resultado foi analisado em gel de agarose 2% corado com 0,5ug/mL de brometo
de etidio e visualizados sob luz UV apds migracéo por eletroforese por 3 horas a

60V.

4.13. Determinacao do perfil epidemioldgico dos casos notificados

Para determinar o perfil epidemiolégico dos casos notificados foram
utilizadas as informagdes contidas nas fichas epidemiologicas enviadas a segéao
de Micologia do LACEN/FEPPS-RS juntamente com a requisicdo médica e o
material do paciente. Os dados considerados foram sexo, raga, idade, presenca
de condicdo pré disponente a doenca e sintomas. Foram utilizadas as fichas
epidemiolégicas de 126 pacientes com meningite criptocécica, excluindo destas
analises os casos onde havia mais de um isolado do mesmo paciente € o0 caso
onde o isolado foi realizado a partir de bidpsia hepatica e nao de liquor. O n de
cada analise variou de acordo com a disponibilidade de dados das fichas, ja que a

maioria delas ndo estava completamente preenchida.

Foram compilados os dados das fichas epidemioldgicas de 220 pacientes,
os quais foram encaminhados ao LACEN com suspeita de meningite, mas que
tiveram exame direto, cultural e latex negativos para C. neoformans e C. gattii.
Desta forma foi formado um grupo controle, o qual foi utilizado para comparagao

com os pacientes com criptococose nas analises estatisticas.
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4.14. Teste de susceptibilidade aos antifungicos

Oito isolados que foram obtidos de pacientes em vigéncia de tratamento
para criptococose foram testados em relagcdo a susceptibilidade ao fluconazol. O
método utilizado foi o de microdiluicdo em caldo padronizado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), seguindo-se o protocolo do documento
M27-A2 National Commmittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) de
2002.

Os isolados de C. neoformans e C. gattii foram semeados em &gar
Sabouraud por 48 h a 35°C e as cepas controles Candida krusei ATCC 6258 e
Candida parapsilosis ATCC 22019 por 24 h a 35°C. Foram realizados inéculos em
RPMI contendo 0,5-2,5x103 UFC/mL e distribuidos 100 puL destes em cada pogo
da microplaca, correspondente a cada uma das concentragbes do antifungico e
do controle de crescimento. As diferentes concentragbes de antifungico foram
diluidas em meio RPMI 1640 tamponado com MOPS pH 7,0 e 100 uL desta
diluicdo foram aplicados em cada pogo da microplaca. Um controle de
crescimento foi realizado com inoculagdo do meio liquido sem o antifungico e um
controle de esterilidade do meio foi realizado em pogos onde ndo foram
inoculadas leveduras.

As microplacas foram incubadas a 35°C em camara umida, e a leitura das
concentracdes inibitérias minimas (MIC) das linhagens controles foi feita em 48 h,
enquanto a dos isolados de C. neoformans e C. gattii foi feita em 72 h. A leitura foi
realizada visualmente, comparando-se 0 poc¢o de controle de crescimento com 0s
pocos com antifungico. A MIC foi considerada a menor concentracdo capaz de

induzir inibicdo do crescimento em cerca de 50%, com relagdo ao pogo controle.
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As concentragoes de fluconazol utilizadas foram: 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0;
8,0; 16; 32 e 64 pg/mL.

Como ainda nao foram estabelecidos os pontos de corte que determinam
resisténcia ou susceptibilidade para C. neoformans e C. gattii, neste trabalho

foram considerados sensiveis os isolados com MIC < 32 pg/mL.

4.15. Andlise estatistica
A andlise estatistica dos dados epidemiol6gicos e da comparagao entre o
PCR e o CGB foi feita aplicando-se os testes x? com correcdo de Yates, quando

necessario, ou com o teste Kappa, com o programa SPSS v 13.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Banco de amostras

A partir da analise dos dados contidos nas fichas epidemiolégicas dos
pacientes deste estudo, foi montada uma tabela, a qual permite uma visao geral
dos casos atendidos. Nesta tabela, estdo relacionados os principais dados dos
isolados (data e procedéncia da amostra da qual foi obtido o isolado, identificagéo
por preparagdao direta com nigrosina, por CGB, por PCR multiplex e por
sorotipagem) e dos pacientes (cor, género, idade, Infecgéo por HIV, Condigao pré

disponente a doenga e sintomas) (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas fenotipicas e moleculares dos isolados de C. neoformans e C. gattii e caracteristicas dos pacientes.

Dados dos isolados

Data do

Dados dos Pacientes

Condicao pré

N® isolamento Procedéncia CGB Material PCR sorotipo nigrosina Cor Género Idade HIV disponente Sintomas
001 26.04.2000 H VilaNova Negativo LCR Cn A + ? M 33 P ? Febre
H Municipal Cefaléia, febre,
002 26.06.2000 Getulio Negativo LCR Cn A neg ? M 40 P ? vomitos, dilatacao
Vargas ventriculos
003 10.07.2000 HViaNova Negatvo LCR  Cn A , B M 29 P ? ‘C\'CESL"’I‘E\?:;
004 07.08.2000 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ B F 34 P ? -
005 04.09.2000 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ ? M 35 P ? -
006 30.10.2000 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ B M 26 P ? -
007 30.10.2000 HVilaNova Negativo LCR Cn A +4++ B M 39 P ? -
008 20.12.2000 HVilaNova Negativo LCR Cn A + N M 34 P Drogado Cefaléia
Cefaléia,
009 21.12.2000 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ B M 39 P Drogado alteracdes de
comportamento
Febre,
010 15.01.2001 HVilaNova Negativo LCR Cn A + B M 26 P Drogado hipertensao
craniana
011 12012001  HS%  Negatvo LCR  Cn A 4+ 7 M 47 P ? :
o Camilo ' '
Cefaléia,
012 19.01.2001 HVilaNova negativo LCR Cn A +++ B M 38 P ? deterioragéo do
sensorio
Confusao mental,
. . sem forca nos
013 29.01.2001 HVilaNova negativo LCR Cn A +++ B M 36 P ? menbros
inferiores
014 21.02.2001 H Centenario  Positivo LCR Cg B neg ? M ? ? ? -
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Dados dos isolados

Dados dos Pacientes

N® isglztr?]éjr(l)to Procedéncia CGB Material PCR sorotipo nigrosina Cor Género Idade HIV Cé)iggf::n?ée Sintomas
015  20.03.2001 gafn"‘l‘% Negatvo ~LCR  Cn A 2 M 2 P ? Cefaléia
H Nossa
016 24.06.2005 Senhoradas Negativo LCR Cn A ++ B M ? P ? Cefaléia
Gragas
017 26.10.2001 22 CRS Negativo LCR Cn A ++ ? F 57 P ? -
H Municipal
018 01.11.2001 Novo Negativo LCR Cn A ++ ? M 40 P ? -
Hamburgo

019 06.11.2001 HVilaNova Negativo LCR Cn A neg B M ? P ? Cefaléia
020 21.11.2001 102 CRS Negativo LCR Cn A ++ ? M 36 P ? -

021 10.12.2001 22 CRS Negativo LCR Cn A neg B F 44 P ? -

022 17.12.2001 102 CRS Negativo LCR Cn A ++ B M 39 P ? -

023 28.12.2001 HVilaNova Negativo LCR Cn A neg B M 23 P ? -

024 11.01.2002 102 CRS Negativo LCR Cn A +++ B F 41 ? ? -

025 05.02.2002 HViaNova Posivo LCR  Cn A + N F 2 P ? Cetaléia, figidez
026 21.12.2002 H Centenario Negativo LCR Cn A + N M ? P ? -

027 01.03.2002 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ B M 38 P ? -

028 01.03.2002 102 CRS Negativo LCR Cn A +++ B F 23 ? ? -

029 04.03.2002 H Centenario  Positivo LCR Cg B +++ ? M 31 - ? Lesado no SNC
030 20.05.2002 HVilaNova Negativo LCR Cn A neg B M ? ? ? Rigidez de nuca
031  09.06.2005 52 CRS Negativo LCR Cn A + B M 37 P ? Cefaléia
032 13.06.2002 32 CRS Negativo LCR Cn A ++ B M 30 P ? -

033 17.06.2002 102 CRS Negativo LCR Cn A neg N M 34 ? ? -
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Dados dos isolados

Dados dos Pacientes

0 Data do A . . . . n Condigéao pré .
N isolamento Procedéncia CGB Material PCR sorotipo nigrosina Cor Género Idade HIV disponente Sintomas
H Nossa Depressao de
034 07.06.2005 Senhoradas Negativo LCR Cn A +++ B M ? P ? sensorio,
Gragas convulsdes
H Nossa
035 07.06.2005 Senhoradas Positivo LCR Cg B ++ B M 53 - ? Cefaléia
Gragas
036 01.06.2005 52CRS  Negatvo LCR  Cn A 2 M 46 ? Cefa'f(')?ﬁ rebre,
037 18.07.2002 102 CRS Negativo LCR Cn A 4 ? M 32 ? ? -
Alcodlatra,
Sec Saude . " " drogada, -
038 24.05.2005 Torres Negativo LCR Cn A +++ / F / P fumante, TB Rigidez de nuca
pulmonar
, . Cefaleia, vomitos
t) ’ ’
039 23.08.2002 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ B F 37 P / confusio mental
H Nossa
040 04.05.2005 Senhoradas Negativo LCR Cn A ++ B F ? P ? Cefaleia intensa
Gragas
041  30.08.2002 102 CRS Negativo LCR Cn A neg ? M 38 ? ? -
Cefaléia, vomitos,
042 20.04.2005 102 CRS Negativo LCR Cn A 4 ? M 45 ? ? mal estar,
emagrecimento
043  29.03.2005 Sao Negatvo ~ LCR  Cn A + B M 3 P ? :
Leopoldo
H Nossa
044 25.07.2005 Senhoradas Negativo LCR Cn A + B M ? P ? Cefaléia
Gragas
045 28.07.2005 132 CRS Negativo LCR Cn A + N M 41 ? ? -
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Dados dos isolados

Dados dos Pacientes

0 Data do A . . . . N Condigao pré .
N isolamento Procedéncia CGB Material PCR sorotipo nigrosina Cor Género Idade HIV disponente Sintomas
046 19.08.2005 6°CRS  Negatvo LCR  Cn A 4 B M 20 2 ? Cefaléia, vomitos,
rigidés na nuca

Cefaléia,

047 11.10.2002 HVilaNova Negativo LCR Cn A + B ? ? P ? depressao do
sensorio

048 14.10.2002 H Centenario Negativo LCR Cn A + ? M ? P ? -

049 24102002 HViaNova Negatvo LCR Cn A + B F 2 P ? Depressao de

050 01.11.2002 HVilaNova Negativo LCR Cn A +++ B M 37 P ? -

051 01.11.2002 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ B F 34 P ? -

052 01.11.2002 H VilaNova Negativo LCR Cn A +++ B M ? P ? Cefaléia

053 02.12.2002 10°CRS  Negatvo ~ |CR  Cn A ++ ? F 34 7 ? -

054 02.12.2002 10°CRS ~ Negatvo  |cR  Cn A -+ ? F 34 ? ? -

055 02.12.2002 HCentenario Negatvo  |cCR  cn A b B M e P NEOPESATyeetalia

056 23.12.2002 HVilaNova Negativo LCR Cn A neg ? M ? P Drogado -

057 02.09.2005 10°CRS  negatvo LCR Cn A 4+ B F 34 P ? Cefaléia, vomitos,

058 06.03.2002 H Centenario  Positivo LCR Cg B ++ ? M 31 - ? -

059 07.03.2002 102 CRS Negativo LCR Cn A +++ B M 44 ? ? -

060 04.04.2002 32 CRS Negativo LCR Cn A + B M 53 P ? -

061 04.04.2002 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ B M ? P ? -

062 09.04.2002 Santa Casa Negativo LCR Cn A neg ? ? 12 P ? -

063 19.04.2002 52 CRS Negativo LCR Cn A +++ B F 50 P ? Cefaléia, vomitos

064 03.05.2002 H VilaNova Negativo LCR Cn A +++ N M 39 P Drogado Cefaléia, vOmitos
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Dados dos isolados Dados dos Pacientes
0 Data do A . . . . R Condicao pré .
N isolamento Procedéncia CGB Material PCR sorotipo nigrosina Cor Género Idade HIV disponente Sintomas
Dores nas
. . " extremidades,
065 03.05.2002 HVilaNova Negativo LCR Cn A neg B M 31 P / lentidao de
raciocinio
066 10.01.2003 H Centenario Negativo LCR Cn A ++ N M ? P ? -
067 31.01.2003 122 CRS Negativo LCR Cn A 4+ ? ? 39 ? ? -
Trabalho em
068 17.02.2003  4°CRS  Negatvo LCR  Cn A ++ B M 45 2 res'drﬁﬂi‘;fscom .
pombos
. Cefaléia, febre
a 2 ] ]
069 17.02.2003 102 CRS Negativo LCR Cn A neg N M 38 P / convulsées
H Municipal Emagrecimento
070 13.03.2003 Getulio Negativo LCR Cn A + B M 32 P ? ¢ 9 ’
Vargas ebre, tosse
071 14.03.2003 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ B M 21 P ? Cefaléia
072 19.03.2003 HViaNova Negatvo LCR  Cn A neg B M 2 P ? Depressgo do
073 15.04.2003 H Centenério Negativo LCR Cn A neg B F 40 - ? -
H Pe Cefaléia,
074 25.04.2003 Jeremias Positivo LCR Cn A ++ B M 29 P ? prostagao,
convulsao
075 09.05.2003 HVilaNova  Positivo LCR Cn A ++ N M 29 P ? -
Cefaléia, vomitos,
076 12.03.2003 12 CRS Positivo LCR Cn A +++ B M 24 P ? fraquesa,

convulsdes, febre
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Dados dos isolados Dados dos Pacientes

0 Data do A . . . . n Condigéao pré .
N isolamento Procedéncia CGB Material PCR sorotipo nigrosina Cor Género Idade HIV disponente Sintomas
Cefaléia, febre
o oY [ 0 ’ 3
077 23.05.2003 6° CRS Positivo LCR Cn A 4 B M 40 : : rigides na nuca
Tosse, febre,
078 18.06.2003 H VilaNova Negativo LCR Cn A neg N F ? P ? depressao do
sensorio
079 18.06.2003 102 CRS Negativo LCR Cn A 4 B M 32 ? ? -
080 24.06.2003 HVilaNova Negativo LCR Cn A + N ? 32 P Drogado -
081 24.06.2008 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ N F ? P ? Cefaléia, agitagao
082 28.07.2003 32 CRS Negativo LCR Cn A ++ ? F ? ? ? -
083 31.07.2003 12 CRS Negativo LCR Cn A ++ B M 52 P ? -
084 05.08.2003 102 CRS Negativo LCR Cn A + B M 22 P ? Cefaleia, vomitos
085 06.08.2003 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ N ? ? P ? Cefaléia
086 13.082003 13°CRS  Negatvo LCR  Cn A 44+ B M 35 P ? Cefaléia, rigidez
na nuca
087 19.08.2003 102 CRS Negativo LCR Cg B ++ B M 43 ? ? -
H Sao . .
088 28.08.2003 Camilo Negativo LCR Cn A + ? ? ? P ? Cefaléia
089 10.09.2003 102 CRS Negativo LCR Cn A 4 B M 44 P ? -
090 12.09.2003 H Centenario Negativo LCR Cn A + B M 40 P ? -
091  15.09.2003 12 CRS Negativo LCR Cn A ++ ? ? 29 ? ? -
092 16.09.2003 %%rgk‘é‘r’ao Negativo ~ Ler  Cn A 0?2 29 2 ? .
093 23.10.2008 HVilaNova Negativo LCR Cn A ++ B ? ? P ? -
094 30.10.2003 H Centenario Negativo LCR Cn A +++ B M 31 P ? -
H Municipal Cefaléia, coma
095 12.11.2003 Getllio Negativo LCR Cn A 4 B F 33 P ? ’ ’

Vargas

diarréia




Dados dos isolados

Data do

Dados dos Pacientes

Condicao pré

N®  isolamento T rocedéncia CGB Material PCR sorotipo nigrosina Cor Género Idade HIV disponente Sintomas
096 06.11.2003 H Centenario Negativo LCR Cn A neg B M 41 P ? -
a . Uso de Cefaléia,
097 14.11.2003 102 CRS Negativo LCR Cn A ++ B F 30 antitumorais  nauseas, diarréia
098 10.12.2003 132 CRS Negativo LCR Cn A +++ N M 33 P ? -
099 12.12.2003 62 CRS Negativo LCR Cn A neg ? ? 36 ? ? -
100 06.01.2004 12 CRS Negativo LCR Cn A neg B M 31 ? ? Cefaléia
101 16.01.2004 H VilaNova Negativo LCR Cn A neg B ? ? P ? Cefaléia
. . Depressao do
? ? ?
102 16.01.2004 HVilaNova Negativo LCR Cn A + B / / P / sensério, cefaléia
103 19.01.2004 32 CRS Negativo LCR Cn A ++ B M 38 ? ? Cefaléia
104 22.01.2004 HVilaNova Negativo LCR Cn A + N F 34 ? ? Cefaléia, febre
105 13.02.2004 H Centendrio Negativo LCR Cn A neg B M 48 P ? Cefaléia
106 19.02.2004 H Centenario Negativo LCR Cn A +++ B F 24 P ? Cefaléia
107 27.02.2004 H Centendrio Negativo LCR Cn A + B M 48 P ? -
108 01.04.2004 HVilaNova Negativo LCR Cn A +++ B M 35 P ? Cefaléia
109 15.04.2004 H VilaNova Negativo LCR Cn A ++ B F 17 P ? Cefaléia
110 15.04.2004 H VilaNova Negativo LCR Cn A ++ B M 35 P ? Cefaléia
H Nossa
111 05.05.2004 Senhoradas Negativo LCR Cn A + B F 53 P ? Cefaléia, febre
Gracas
: : Cefaléia
? ? ? :
112  11.05.2004 H VilaNova Negativo LCR Cn A +++ B / P / nauseas, vOmitos
113 11.05.2004 SantaCasa Negatvo LCR  Cn A 4+ N M 34 P ? Cefﬂg";h L'g'dez
114  21.05.2004 H Centenario Negativo LCR Cn A neg B M 47 - Desnutrigcao -
H Nossa
115 25.06.2004 Senhoradas Negativo LCR Cn A ++ B M 63 P ? -

Gracas
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Dados dos isolados

Data do

Dados dos Pacientes

Condicao pré

N®  isolamento T rocedéncia CGB Material PCR sorotipo nigrosina Cor Género Idade HIV disponente Sintomas
116 22.07.2004 102 CRS Negativo LCR Cn A neg B M 31 P ? Cefaléia, vOmitos
. Cefaléia, febre
a 2 ] ’
117  22.07.2004 112 CRS Negativo LCR Cn A +++ M 26 P / sonoléncia
118 22.07.2004 HVilaNova Negativo LCR Cn A + B F 40 P ? Cefaléia
. Rigidez na nuca
a ? ? ’
119  05.08.2004 102 CRS Negativo LCR Cn A +++ B M 57 : : febre, dispnéia
120 13.08.2004 62 CRS Negativo LCR Cn A ++ B M 25 P ? Cefaléia, febre
121 13.082004 102CRS  Negatvo LCR  Cn A ++ B M 44 2 ij:ﬂ'sgéaoo’ Convus&o
122 17.08.2004 H Centenario Negativo LCR Cn A ++ B F 41 - ? -
123 27.082004 10°CRS  Negatvo LCR  Cn A 4+ B M 24 2 ? Cefaleta, vomitos,
124 30.11.2004 H Centenario Negativo LCR Cn A +++ B F ? P ? Cefaléia
125 20.12.2004 H Centenédrio Negativo LCR Cn A neg N M 43 P ? -
H Nossa ~
. Deprssao do
? ?
126  30.12.2004 Segr;gr;gas Negativo LCR Cn A +++ B M / P : sensbrio, cefaléia
127 11.01.2005  S53  posivo LCR  Cg B + M 35 2 ? Cefaléia
128 11.01.2005 H Centenario Negativo LCR Cn A neg B F 40 P ? -
Drogado, Cefaléia,
129 11.02.2005 Santa Casa Negativo LCR Cn A neg ? M ? P alcoolatra, confusao do
HCV, cirrose sensorio
. biopsia
130 12.09.2005 Santa Casa Negativo Cn A + B M ? P ?

hepatica
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Dados dos isolados Dados dos Pacientes
0 Data do N . . . . R Condicao pré .
N solamento | rocedéncia CGB Material PCR sorotipo nigrosina Cor Género Idade HIV disponente Sintomas
Cefaléia,
131 13.09.2005 52 CRS negativo LCR Cn A +++ B M 38 P Alcodlatra convulsoes,
confusao mental
H Nossa ~
132 13.09.2005 Senhoradas Negatvo LCR  Cn A N M 2 P ? Depressao do
Gracas sensorio
B = branco; N = ndo branco; LCR = liquor; CRS = coordenadoria regional de saude; Cn = C. neoformans; Cg = C. gattii; HIV = Virus da

imunodeficiéncia humana; M = masculino; F = feminino, H = hospital; ? = dado n&o informado; + = fracamente positivo; ++ = positivo; +++ =
fortemente positivo; - = negativo; P = positivo.



5.2. Identificacao dos isolados pelos métodos tradicionais

Todos os 132 isolados apresentaram reagao positiva para as provas de
urease e producdao de melanina em acido cafeico. Dez isolados (7,58%)
apresentaram reacao positiva em agar CGB sendo, por este teste, identificados
como C. gattii, enquanto 122 (92,42%) apresentaram reacdo negativa, e foram

identificados como C. neoformans.

5.3. Sorotipagem

Na sorotipagem com o kit Crypto Check (latron, Tokio, Japao), seis
isolados aglutinaram com os soros 1 e 5, sendo classificados como sorotipo B, ou
seja, C. gattii (4,55%), enquanto 126 aglutinaram com os soros 1 e 7, sendo

classificadas como sorotipo A, C. neoformans var. grubii (95,45%).

5.4. Extracao de DNA

No método de extracdo utilizado primeiramente, onde a lise era feita com
pérolas de vidro, o sedimento de DNA foi suspenso em 100 uL de TE, e o
rendimento variava em torno de 10 a 40 ng/uL. No novo protocolo adaptado neste
trabalho, com lise por maceragdo em presenca de nitrogénio liquido, o DNA
extraido de cada amostra macerada foi suspenso em 600uL de TE, e o
rendimento foi de aproximadamente 20 a 80 ng/uL, um rendimento
aproximadamente trinta vezes maior partindo-se da mesma quantidade inicial de
células que foi utilizada com o protocolo de lise por pérolas de vidro. O

rendimento foi medido visualmente através de compara¢cdo com DNA controle.



62

A Tabela 2 apresenta as amostras utilizadas como controle para a reagao
de PCR para comparar a média de rendimento dos dois protocolos de extracao de
DNA utilizados.

Tabela 2. Comparacédo da média de rendimento dos protocolos de extracao de
DNA.

QUANTIDADE TOTAL DE DNA POR EXTRACAO (ug)

ISOLADOS
Lise por pérolas de vidro Lise por maceracao
HC5 sorotipo A 1,1 30,0
AL33 sorotipo B 1,0 20,5
779 VGIV sorotipo C 1,2 24,0
28957 sorotipo D 0,9 30,0
48184 sorotipo AD 1,0 36,0

5.5. Reacao de amplificacao

A metodologia de PCR multiplex desenvolvida gerou um amplicon de 695
pb para C. neoformans e um amplicon de 448 pb para C. gattii. De acordo com 0s
tamanhos dos amplicons, seis isolados foram identificados como C. gattii,
(4,55%), enquanto 126 isolados (95,45%) foram identificadas como C.
neoformans (Figura 3).

A comparagao das seqiéncias amplificadas com o isolado sequenciado C.
neoformans var. neoformans JEC21 através do programa BLASTN mostrou que a
regido amplificada de C. neoformans corresponde a uma regido do cromossomo 3
da levedura que codifica para uma aminotransferase, enquanto a regido
amplificada em C. gattii corresponde a uma regido do cromossomo 2 da levedura

que codifica para uma polimerase (Figura 4 a e b). Na figura, estdo com
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sombreamento preto as regides que ndo possuem identidade de seqliéncias e as

regides correspondentes aos primers estao sublinhadas em vermelho.

564pb—

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1,5% contendo os produtos
amplificados por PCR multiplex utilizando os primers CNA70A, CNA70S,
CNB49A e CNB49S para identificacdo de C. neoformans e C. gattii. M:
marcador de tamanho molecular A/Hind3. Canaletas 1 a 5 e 7 a 12: C.
neoformans; canaleta 6: C. gattii.
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CCGCTGACGGTCCTCGTCTACTTTATCGACAAG

240

‘GATTATECCCGTTCGTTGCTTCTCCTG
GATTAT CCCGT CGTTGCTTCTCCTG

* 260 * 280 * 300 *
CGGTAAGGTCATCGGTAACCTTTGGGACAGCTA] TTGAGCTECTCGCCGCCGGTGTTGATGAGGGTG

IATCGGTAACCTTTGGGACAGCTATCTTGAGCTTCTCIRCCGCCGGTGTTGATGAGGG—————— ———-GTGAGT
CGGTAAGGT ATCGGTAACCTTTGGGACAGCTA CTTGAGCT CTC CCGCCGGIGTTGATGAGGG AGT
* 360 * 380 * 400 *

GTGGATCT-TATTGAARNNGTTGCTGATETRCAA T
GEc@rrcT@rag 5 TTGCAATTGTG

B caccTGGTCCTC
CTT--TGTGGACRTTT AR

TT TGT GAC TG TC T A G G ATCT TA TGAA GT G A T CAA T
420 * 440 * 460 * 480
EGCA GGGATCGINTAGATIQAT A TTTCECTTT CTCGGTIN®T T@GGCTGTAAT iyNNe] i 268
—GCAGR\GGATCE®-TAIMAECEACT, CNC] TRYNCGGTTGEIT G E 448
GCA GGATC TA A A cc T

* 1140 * 1160 * 1180 * 1200

C WATTGTE@MTCCACCAA

- ~ATTG@MGTCCACCAA

ATTG TCCACCAA

* 1220 * 1240 * 1260 * 1280
GGAGCTCATGAGTACTCTTGACGTTGGTTCTTTGGGTGGHACTTATGCCGGTAACECCGTCGCTTGTGCCGCTGGTATTG
GGAGCTCATGAETACTCTTGACGTTGGETCTTTEGGHGGCACTTATGCCGGTAACGCCGTCGCTTGTGCCGCTGGTATEG
GGAGCICATGA TACTCTTGACGITGG TCTTT GG GG ACTTATGCCGGTAAC CCGTCGCTTGTGCCGCTGGTAT G

* 1300 * 1320 * 1340 * 1360
CCGCECAAGAAGTCTATGCCTCTGGTGAGATEGAGAAGAATGTTGCCGCTCGATCCGAGCAGCTCTTCACCGCCCTTAAC
CCGCTCAAGAAGTCTATGCCTCTGGTGAGATTGAGAAGAATGTTGCCGCTCGATCCGAGCAGCTCTTCACCGCCCTTAAC
CCGC CAAGAAGTCTATGCCTCTGGTGAGAT GAGAAGAATGTTGCCGCTCGATCCGAGCAGCTCTTCACCGCCCTTAAC

* 1380 * 1400 * 1420 * 1440
AAGCTEECCTCTTC!GAGAAGACCAAGCAECTCATTGCCGATGTTCGAGGTGTTGGTCTCATGACTGCCATTGAATTCCG
AAGCTT CCTCTTCGGAGAAGACCAAGCATCTCATTGCCGATGTTCGAGGEGTTGGTCTCATGACTGCCATTGAATTCCG
AAGCT CCTCTTC GAGAAGACCAAGCA CTCATTGCCGATGTTCGAGG GTTGGTCTCATGACTGCCATTGAATTCCG

* 1460 * 1480 * 1500 * 1520
TTCTGCTTCCGACCCTCTTACCCACGAEGGATTGCCCGAGGGCACCAAGATTCCCAAGGACATTGGCAAGAGGGTTCAGG
TTCTGCTTCCGACCCTCTTACCCACGAGGGATTGCCCGAGGGCACCAAGAT!CCCAAGGACATTGGCAAGAGGGTTCAGG
TTCTGCTTCCGACCCTCTTACCCACGA GGATTGCCCGAGGGCACCAAGAT CCCAAGGACATTGGCAAGAGGGTTCAGG

* 1540 * 1560 * 1580 * 1600
CTTATTGTCTCGAGAAGGACTTGATGGTTCTTACCACTTCTTGCTTEGACACTATCAGGTTC TTCCTGCTTTGGTCATT
CTTATGTCTCGAGAAGGACTTGATGGTTCTTACCACTTCTTGCTTTGACACTATCAGGTTC?@CCTGCTTTGGTCATT
CTTA TGTCTCGAGAAGGACTTGATGGTTCTTACCACTTCTTGCTT GACACTATCAGGTTC CCTGCTTTGGTCATT

* 1620 * 1640 * 1660 * 1680
AATGAGGAGGAGATGAAGAGHGCTATGGACATETTCACCGAGGCTGTGGAGAAHGTTGCECTEGAGGCCTAGAAAACTGG
AAEGAGGAGGAGATGAAGAGGGCTATGGACATTTTCACCGAGGCEGTGGAGAAGGTEGCGCTTGAGGCCTAGAAAACTGG
AA GAGGAGGAGATGAAGAG GCTATGGACAT TTCACCGAGGC GTGGAGAA GT GC CT GAGGCCTAGAAAACTGG

* 1700 * 1720 * 1740 * 1760
CATAGAGTTA-GTTGTARGGAAGAAGTTTCRTATATTTGTATTATHCAGEART TTEGGTRT TTEGTATGCATTTRGGGCC
CATAGAGTTAGTTGTAGGGAAPAAGTTTCGTATATTTGTATTATTCAGGAT TGGTTTTTTGTATGCATTT-IMGGCC
CATAGAGTTA GTTGTA GGAA AAGTTTC TATATTTGTATTAT CAG A GGT TTT GTATGCATTT GGCC

* 1780 * 1800 * 1820 * 1840
CHATCAGATATTCCAGCGAGTTTTCATCAGTAGHAAAAGCT TTGCTTATAACACATGGTACTATTAGAATTGTATRG
CGATCAGATATTCCAGCGAGTTTTCATCAGTAGGAAAAGC TTTHCETATAACACATGGEACTATTAEAATTGTA CG--—
C ATCAGATATTCCAGCGAGTTTTCATCAGTAG AAAAGC TT C TATAACACATGG ACTATTA AATTGTA G

* 1860 * 1880 * 1900 * 1920
HA GAATCGECINCGTARNTATGCTJNT GC GATG A AGT
—“ATRAATCINTCCINGTAT Aﬂ TCECCINCGTINA TGGACGCAMNT - —
A AATC C GTA A AT
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Figura 4: Alinhamento das seqiiéncias amplificadas pela PCR multiplex com a seqiiéncia
correspondente em C. neoformans var. neoformans JEC21. As regidbes dos primers estao
sublinhadas em vermelho. Os nucleotidios com identidade entre as duas seqiiéncias estdo sem
sombreamento, enquanto os que ndo possuem identidade estdo com sombreamento preto. a.
seqliéncia amplificada pelos primers CNB49S e CNB49A, especificos para C. gatti, com a
seqléncia correspondente em C. neoformans var. neoformans JEC21 (cromossomo 2, polimerase
seqUéncia amplificada pelos primers CNA70S e CNA70A, especificos para C.

putativa). b:
neoformans

com a regido correspondente em C. neoformans var. neoformans

(cromossomo 3, aminotransferase putativa).

JEC21
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5.6. Teste de Sensibilidade

Entre as concentracbes de DNA testadas, a concentragdo minima

amplificada pela PCR multiplex foi de 1,25ng (Figura 5).

564pb —

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1,5% com o0s produtos
amplificados pela PCR multiplex utilizando os primers CNA70A,
CNA70S, CNB49A e CNB49S para teste de sensibilidade do
método. M: marcador de tamanho molecular. Canaletas 1 a 5: PCR
utilizando amostra padrao HC5, sorotipo, A nas concentragbes de
10; 5; 2,5; 1,25; 0,625ng/uL, respectivamente.

5.7. Teste de Especificidade

O teste de especificidade foi realizado submetendo a mesma reacdo de
PCR o DNA dos seguintes microrganismos, Mycobacterium tuberculosis, Candida
albicans, Neisseria meningitidis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
possiveis causadores de meningite em pacientes imunocomprometidos, bem
como, DNA humano. Nenhuma destas amostras foi amplificada pela PCR, nas
condicdes testadas (Figura 6).

As sequéncias amplificadas pela PCR multiplex foram comparadas com os
microrganismos citados acima e com DNA humano utilizando o programa
BLASTN, ndo sendo encontrada identidade significativa entre nenhuma das

sequéncias.
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1,5% com os amplicons
gerados pela PCR multiplex utilizando os primers CNA70A,
CNA70S, CNB49A e CNB49S para teste de especificidade do
método. M: marcador de tamanho molecular. Canaletas 1: controle
C. neoformans var. grubii; 2: controle C. gattii; 3: controle C.
neoformans var. neoformans; 4: S. aureus; 5: M. tuberculosis; 6: C.
albicans; 7: E. coli; 8: N. meningitidis; 9: DNA humano; 10: controle
negativo.

5.8. Reacao de clivagem

A reacdo de clivagem com a endonuclease de restricdo EcoRI gerou
fragmentos de 447 e 248pb para C. neoformans e 324 e 124pb para C. gattii,
como esperado, de acordo com as sequiéncias mostradas na Figura 4 e conforme

gel de agarose 2% mostrado na Figura 7.

M 74 74c 75 75c 14 14c

800

700500 1
500 [ -

400
300

200

100 8 " e

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose 2% com o0s produtos da
PCR multiplex utilizando os primers CNA70A, CNA70S, CNB49A e
CNB49S clivados com a enzima de restricdo EcoRIl. M: marcador
de tamanho molecular. Canaletas: produtos de PCR néo clivados e
clivados, respectivamente. Amostras 74 e 75: C. neoformans;
amostra 14: C. gattii.
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5.9. Analise epidemioldgica

5.9.1. Frequéncia de cor de pele dos pacientes

Quanto a raca, as fichas epidemiologicas dividiam os pacientes em
“brancos” e “ndo brancos”. Foram consideradas para esta analise apenas as 103
(82,4%) fichas que continham esta informacdo sobre os pacientes, e 217
controles. Havia 86 pacientes brancos (83,5%) e 17 ndo brancos (16,5%),
enquanto entre os controles a frequéncia foi de 142 (65,44%) brancos e 75
(34,56%) nao brancos. Esta diferenca foi estatisticamente significante de acordo
com o teste de x%. A freqiiéncia de cor de pele dos pacientes com meningite

criptocdcica e dos pacientes do grupo controle esta mostrada na Tabela 3.

Tabela 3. Frequéncia de cor de pele dos pacientes com meningite criptocécica e
dos pacientes do grupo controle.

Pacientes Controles
n % n %
Brancos* 86 83,50 142 65,44
Nao-brancos 17 16,50 75 34,56
Total 103 100 217 100

* Valores diferem estatisticamente de acordo com o teste do % (p<0,0001).

5.9.2. Frequiéncia do género dos pacientes

O género nao foi informado em 7 fichas epidemioldgicas (5,6%), dos
informados, 27 pacientes eram mulheres (22%) e 90 eram homens (68,2%).
Considerando apenas os 119 casos cujas fichas continham esta informacgao, as

mulheres foram 22,88% dos casos, enquanto os homens foram 77,12%. Os
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dados referentes ao género dos pacientes com meningite criptocécica e dos

pacientes do grupo controle estdo mostrados Tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia do género entre os pacientes com meningite criptocécica e
dos pacientes do grupo controle.

Pacientes Controles
n % n %
Masculino 91 77,12 137 62.56
Feminino 27 22,88 82 37.44
Total 118 100 219 100

5.9.3. Infeccao pelo HIV

O numero de fichas sem esta informacgéo foi 25 (20% dos pacientes). Havia
95 pacientes HIV positivos (76%) e 5 pacientes HIV negativos (4%).
Considerando apenas os 100 casos onde o resultado do teste para HIV foi
informado nas fichas, 95% eram positivos e 5% negativos. Entre os pacientes do
grupo controle, 86,67% eram HIV positivo. Esta diferenca foi estatisticamente
significante de acordo com o teste de x*com correcdo de Yates. A Tabela 5

mostra os dados referentes a freqiiéncia de infecgéao pelo HIV entre os pacientes.

Tabela 5. FreqUéncia de infecgdo pelo HIV entre os pacientes com meningite
criptocdécica e os pacientes do grupo controle.

doentes controles
n % n %
Negativo 5 5,00 20 13,33
Positivo* 95 95,00 130 86,67
Total 100 100 150 100

* Valores diferem estatisticamente de acordo com o teste do x? com corregéo de
Yates (p<0,0001).
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5.9.4. Procedéncia

As amostras foram enviadas ao LACEN por diversos hospitais de Porto
Alegre e do interior do estado ou diretamente pelas Coordenadorias Regionais de
Saude (CRS). Cada CRS compreende um grupo de cidades do interior do estado,
nao se podendo identificar a cidade dos pacientes que chegaram ao setor por
esta via. A relacdo completa de procedéncias esta apresentada na Tabela 6. Na
tabela, a cidade citada ao lado de cada CRS representa a cidade sede da mesma,

e ao lado dos nomes dos hospitais estdo os nomes de suas respectivas cidades.

Tabela 6. Procedéncia das amostras.

Procedéncia Numero Percentual (%)
102 CRS - Uruguaiana 22 16,67
112 CRS - Erechim 1 0,76
122 CRS - Santo Angelo 1 0,76
132 CRS - Santa Cruz do Sul 3 2,27
12 CRS - Porto Alegre 4 3,03
22 CRS - Porto Alegre 2 1,52
32 CRS - Pelotas 4 3,03
42 CRS - Santa Maria 1 0,76
52 CRS - Caxias do Sul 4 3,03
62 CRS - Passo Fundo 4 3,03
H. Dom Joao Becker - Gravatai 1 0,76
H. Pe. Jeremias - Cachoeirinha 1 0,76
H. Sao Camilo - Esteio 4 3,03

H. Centenario - Sao Leopoldo 19 14,39
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Procedéncia Numero Percentual (%)
H. Municipla Getulio Vargas - 3 2,27
Sapucaia do Sul
H. Municipal Novo Hamburgo - Novo 1 0,76
Hamburgo
H. Nossa Sra das Gracas - Canoas 9 6,82
H. Vila Nova - Porto Alegre 42 31,82
H. Santa Casa - Porto Alegre 4 3,03
Sao Leopoldo - Epidemiologia 1 0,76
Secretaria Saude - Torres 1 0,76
Total 132 100

5.9.5. Faixas etarias

A idade, ou data de nascimento foi informada em 93 fichas (73,8% dos 126

pacientes analisados para este dado). A média geral foi de 36,34 anos, sendo que

entre as mulheres foi de 36,86 anos e entre os homens, 37,17 anos. A faixa etaria

mais atingida foi entre 30 e 39 anos, com 43 casos (46,24%); em seguida

estavam os pacientes entre 40 e 49 anos, com 24 casos (25,81%); entre 20 e 29

anos havia 15 pacientes (16,13%); entre 50 e 59 anos havia 7 pacientes (7,53%);

entre 60 e 69 anos havia 2 pacientes (2,15%) e, entre 10 e 19 anos também havia

2 pacientes (2,15%). Os dados referentes as faixas etérias dos pacientes estao

listados na Tabela 7.
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Tabela 7. FreqUéncia de faixas etarias dos pacientes com meningite criptocécica
e dos pacientes do grupo controle.

Doentes Controles
n % n %

De 10 a 19 anos 2 2,15 5 2,86
De 20 a 29 anos 15 16,13 50 28,57
De 30 a 39 anos* 43 46,24 63 36,00
De 40 a 49 anos 24 25,81 36 20,57
De 50 a 59 anos 7 7,53 14 8,00
De 60 a 69 anos 2 2,15 7 4,00

Total 93 100 175 100,00

* Valores diferem estatisticamente de acordo com o teste do x? com corregdo de

Yates (p<0,0001).

5.9.6. Sintomatologia

A sintomatologia de 70 pacientes foi descrita nas fichas epidemiologicas e

comparada a sintomatologia de 135 pacientes do grupo controle. A sintomatologia

mais freqlente entre os pacientes foi cefaléia (80%), seguida de febre (22,86%) e

vémitos (17,14%). A freqUéncia dos sintomas esta descrita na Tabela 8. Cefaléia,

depressado do sensoério e rigidez na nuca foram os Unicos sintomas que diferiram

estatisticamente dos sintomas apresentados pelos pacientes do grupo controle de

acordo com o teste de % com correcdo de Yates (p<0,0001).



72

Tabela 8. Sintomatologia mais frequente entre os pacientes com meningite
criptocdcica e os pacientes do grupo controle.

Sintomas” % pacientes com % casos controle
meningite (n=135)
criptococica
(n=70)

Febre 22,86 29,63
Cefaléia* 80,00 40,74
Vémitos 17,14 18,52
Dilatacao dos ventriculos 1,43 0,74
Altracaoes cognitivas 1,43 1,48
Altreacoes de comportamento 1,43 1,48
Hipertensao craniana 1,43 0,00
Depressao do sensorio* 14,29 5,93
Confusao mental 5,71 2,96
Sem forca nos membros inferiores 1,43 0,00
Rigidez na nuca* 11,43 6,67
Lesdo no SNC 1,43 0,74
Convulsao 8,57 8,15
Coma 2,86 5,93
Mal estar 1,43 0,00
Emagrecimento 2,86 0,00
Hidrocefalia 1,43 2,22
Dores nas extremidades 1,43 1,48
Tosse 2,86 0,74
Prostacéo 1,43 0,00
Agitacao 1,43 1,48
Diarréia 2,86 0,74
Sonoléncia 1,43 1,48
Dispnéia 1,43 0,00
Nausea 2,86 0,00

* Valores diferem estatisticamente de acordo com o teste do x? com correcdo de
Yates (p<0,0001).
* Cada paciente pode apresentar mais de um sintoma.
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5.10. Teste de susceptibilidade ao fluconazol

Os oito isolados que foram obtidos de pacientes em vigéncia de tratamento
para criptococose foram testados em relacdo a susceptibilidade ao fluconazol.
Todos eles foram sensiveis ao fluconazol, apresentando concentragdo inibitéria
minima (MIC) entre 0,25 e 4,0, conforme Tabela 9.

Tabela 9. Concentracao inibitéria minima de
fluconazol para as amostras testadas.

Amostra we
fluconazol
008 2,0
010 4,0
012 2,0
061 2,0
095 2,0
107 0,25
130 0,25
131 2,0
C. parapsilosis ATCC 22019 2,0
C. krusei ATCC 6258 32

5.11. Teste de Kappa para comparacao entre as metodologias de PCR e CGB

Os resultados obtidos para comparagdo das metodologias de PCR
multiplex e cultivo em CGB em relagdo a sorotipagem pelo teste de Kappa é
mostrado na Tabela 10.

Tabela 10. Teste de Kappa para comparacdo do PCR e do CGB em
relacdo a sorotipagem.

Valor teste de kappa Numero de casos
PCR X Sorotipagem 1,000 132
CGB X Sorotipagem 0,509 132
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6. DISCUSSAO

O cultivo em agar CGB é um método tradicionalmente utilizado para
identificacao das espécies C. neoformans e C. gattii em laboratérios desde que foi
proposto em 1982 (KWON-CHUNG et al, 1982; CANELO et al, 1999;
CHATURVEDI et al., 2005). Ao degradar a glicina, o fungo libera aménia,
alcalinizando o meio que passa de sua cor inicial, amarelo-esverdeado, para azul,
0 que caracteriza a reacgao positiva para C. gatti. Um inconveniente desta prova
bioquimica é a possibilidade de rea¢des duvidosas, inviabilizando um diagnostico
seguro no caso de o laboratério contar apenas com este método de identificagao.
Além disso, resultados falso-positivos vém sendo descritos na literatura,
sugerindo que este ndo € um método seguro para identificacdo das espécies
(NAKAMURA et al., 1998, KHAN et al., 2003). Em nosso trabalho, os resultados
obtidos pelo CGB apresentaram uma concordancia de 95,45% (126 das 132
amostras) com a sorotipagem, sendo cinco resultados falso-positivos e um falso-
negativo, confirmando a necessidade do uso de outras técnicas para uma
identificacdo mais fidedigna.

Técnicas moleculares vém sendo utilizadas para tipificar as espécies,
especialmente para estudos epidemiolégicos, tais como PCR fingerprinting, RAPD
ou RFLP (MEYER et al., 1999; CHEN et al., 2000; MEYER et al., 2003; ABEGG et
al., 2006). A PCR multiplex proposta em nosso trabalho é uma técnica simples e
rapida, e mostrou especificidade, nao amplificando DNAs de outros
microrganismos ou DNA humano, e identificando corretamente as amostras
testadas. A concordancia entre os resultados da identificacdo por PCR e pela
sorotipagem com o kit Crypto Check, neste trabalho utilizado como padrao, foi de

100% das 132 amostras. Tendo a PCR sido mais especifica do que o CGB na
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identificacdo das espécies em 6 (4,55%) das 132 amostras, esta se mostrou um
método eficiente para este fim. Recentemente o kit Crypto Check (latron, Toékio ,
Japao) deixou de ser comercializado, considerando que nao existe nenhum
similar no mercado, isso tornou ainda mais importante o desenvolvimento de
técnicas mais seguras do que apenas o cultivo em agar CGB para identificacao
das espécies. Também é importante salientar que a utilizacdo da técnica de PCR
reduz em seis dias o prazo final para identificacdo da espécie em laboratério,
quando comparado ao CGB. Esta caracteristica € muito importante devido a
gravidade da doenga e a urgéncia para iniciar a terapia.

Os resultados apresentados por DE BEDOUT et al. (1999) indicam que os
antifungicos usados regularmente no tratamento da criptococose ndo possuem in
vitro uma acao inibitéria tao forte sobre C. gattii, quanto sobre C. neoformans, o
que reflete a dificuldade do tratamento de infecgcbes por esta espécie e a
necessidade de uma terapia mais prolongada. Presenca de hidrocefalia, lesbes
cerebrais focais, maior incidéncia de criptococomas no pulmao e cérebro
necessitando intervengbes cirurgicas e, ainda, maior indice de sequelas
neurologicas também sado caracteristicas observadas na infeccao causada por C.
gattii que diferem daquela causada por C. neoformans (SEVERO et al., 1999;
SORREL, 2001), o que justifica a necessidade de uma correta identificagcdo das
mesmas em laboratorio.

Outro aspecto importante do nosso trabalho esta no fato de ser este o
primeiro estudo determinando o perfil epidemiolégico dos pacientes com
meningite criptocécica no estado do Rio Grande do Sul. Esta € uma importante
contribuicdo para os conhecimentos em epidemiologia desta doenga, pois até

entdo, no estado, havia apenas relatos de alguns casos isolados (SEVERO et al.,
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1999; LOPES et al, 1997; FONTANA et al, 1987) ou estudos focados
principalmente em caracteristicas epidemioldgicas das leveduras, muito mais do
que nos proprios pacientes. Estes estudos anteriores avaliaram caracteristicas
como mating type, padroes de PCR fingerprinting e RAPD, atividade de
fosfolipase, formagcdo de capsula, assimilacdo de carbonos, testes de urease,
nitrato e agar CGB (HORTA et al.,, 2002; CASALI et al., 2003; ABEGG et al.,
2006). Apesar de um estudo anterior ter citado idade, sexo e presenga ou ndo de
HIV entre pacientes (CASALI et al., 2003), nosso estudo é o primeiro a analisar
caracteristicas de um numero tdo relevante de pacientes com meningite
criptocécica em um periodo continuo de cinco anos com amostras de varias
cidades, tracando um perfil dos pacientes desta doenga no Rio Grande do Sul.

A freqUéncia das espécies foi determinada, encontrando-se 126 isolados
(95,45%) identificados como C. neoformans var. grubii e 6 isolados (4,55%)
identificados como C. gattii. Estes dados concordam com a literatura mundial que
mostra predominio da infec¢do pela variedade grubii (MITCHEL & PERFECT,
1995; CASADEVALL & PERFECT, 1998; IDNURM et al., 2005). Nao foi
encontrado nenhum isolado sorotipo D, prevalente em regides de clima
temperado. Estudo anterior feito no RS (CASALI et al., 2003) mostrou prevaléncia
de 89,52 e 10,48% para as variedades grubii e gattii, respectivamente, no entanto,
a percentagem de C. gattii neste estudo parece ter sido superestimada, devido ao
fato de que um dos laboratérios do estado cedeu a autora apenas isolados desta
espécie, sendo improvavel que ndo houvessem também isolados C. neoformans
em tal laboratorio.

Quanto a analise do perfil epidemioldgico dos pacientes, 95% de 100

pacientes eram HIV-positivo, mostrando, novamente, a infeccdo por HIV como
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principal fator de risco para criptococose. A frequéncia de infeccédo pelo HIV foi
significativamente maior entre os pacientes com meningite criptococica do que
entre aqueles do grupo controle (p = 0,0001).

Este estudo também concordou com a literatura em relacao a prevaléncia
da criptococose entre os sexos, sendo os pacientes homens 77,12% do total,
enquanto as mulheres representaram 22,88% do total. Um estudo realizado na
Franca, com 2125 casos mostrou uma taxa homens:mulheres de 6,8 entre os
pacientes infectados pelo HIV e 1,7 entre os nao infectados (DROMER et al.,
2004), contrariamente, na Australia, estudo retrospectivo com casos de 1994 a
1997 mostrou o0 sexo masculino como sendo fator de risco apenas entre os
pacientes imunocompetentes (CHEN et al, 2000). Outro estudo com 77 casos
das regides da Austria, Alemanha e Suica também apresentou prevaléncia entre
os homens, sendo eles 66,23% dos casos contra 33,77% de mulheres
(TINTELNOT et al., 2003). Na Africa, estudo com 36 pacientes ndo infectados
pelo HIV mostrou resultados semelhantes, 66,67% homens e 33,33% mulheres
(MILLOGO et al., 2004). Estudo publicado pelo IberoAmerican Cryptococcal Study
Group também mostrou resultados semelhantes com isolados de nove paises,
incluindo o Brasil, com 5,1 vezes mais homens infectados do que mulheres
(MEYER et al., 2003).

Parece claro que existe uma predominancia de infeccao por C. neoformans
e C. gatti em homens. Tal predominancia também ocorre em outras micoses
sistémicas, como por exemplo, a paracoccidioidomicose, onde estudos ja
mostraram a influéncia dos horménios femininos no curso da infecgao.

Para Paracoccidioides brasiliensis foi demonstrado que a taxa de infec¢ao

subclinica € a mesma entre homens e mulheres, no entanto, a progressao para
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doenga é maior em homens. Camundongos machos e fémeas foram infectados
com conidios (forma infecciosa), e nas primeiras 48 horas apos a infec¢ao estes
conidios ja estavam se transformando em leveduras (forma patogénica) nos
machos, mas nao nas fémeas (ARISTIZABAL et al., 1998; BORGES-WALMSLEY
etal. , 2002).

E possivel que os hormédnios femininos também tenham papel importante
na defesa contra a criptococose, ja que ja foi demonstrado em camundongos que
as fémea infectadas com Cryptococcus neoformans produziram maiores niveis de
citocinas no plasma do que os machos, além apresentarem niveis maiores de
TNF-a e IFN-y no sangue e no bago (LORTHOLARY et al., 2002).

A faixa etaria mais atingida entre os pacientes do nosso estudo esteve
entre 30 e 39 anos, representando 46,24% do total e apresentando diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle (p = 0,0001). Dados semelhantes foram
encontrados na regido da Austria, Alemanha e Suica, onde a faixa etaria dos
homens esteve entre 31 e 40 anos, enquanto entre as mulheres a faixa etaria
esteve entre 21 e 30 anos (TINTELNOT et al, 2003). Também na Francga,
DROMER et al. (2004) apresentaram predominio da faixa etaria entre os 26 e os
35 anos nos pacientes HIV-positivos e mais de 46 anos em pacientes HIV-
negativos. A média das idades dos pacientes deste estudo foi de 36,63 anos,
semelhante a estudos realizados na Africa (34,25 anos) (MILLOGO et al., 2004) e
Franca (33 anos entre as mulheres e 36 anos entre os homens) (DROMER et al.,
2004). Na Austrdlia dois estudos independentes mostraram diferengas entre a
média das idades dos homens e das mulheres, sendo 39 anos entre os homens e
46 anos entre as mulheres em um estudo que contou apenas com 18 pacientes

(JENNEY et al, 2004) e 36,8 anos entre os homens e 47,7 anos entre as
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mulheres em estudo com 350 pacientes (CHEN et al., 2000). A maior média foi
encontrada na Tailandia, 49 anos. No entanto, este estudo teve um diferencial,
pois se tratavam de 40 pacientes HIV-negativos (KIERTIBURANAKUL et al.,
2006). Os dados da literatura sugerem que a média de idade dos pacientes
infectados com criptococose é maior entre as mulheres do que entre os homens e
maiores entre os nao infectados pelo HIV do que entre os infectados.

Além da infecgdo pelo HIV, outros fatores foram também relatados nas
fichas epidemiolégicas como sendo pré-disponentes a criptococose. Em primeiro
lugar se destacou o uso de drogas (8 pacientes), seguido de alcoolismo,
tabagismo e desnutricdo (2 pacientes cada); e tuberculose, neoplasia, uso de
antitumorais, hepatite C, cirrose e trabalho em residéncia com muitos pombos (1
paciente cada). De um dos pacientes com desnutricdo e um que relatou trabalhar
em residéncia com muitos pombos, nao foi obtido o resultado do exame de HIV.
As demais condigcbes relatadas estavam todas associadas a AIDS, exceto por um
paciente, sabidamente HIV negativo, que apresentava como Unica condicao pré
disponente a desnutrigéo.

CHEN et al., (2000) sugeriram a necessidade de explorar fatores de risco
ainda nao explorados como susceptibilidade genética, status socio-econémico e
status nutricional, no entanto, ndo foram encontrados na literatura outros relatos
de desnutricdo como Unico fator pré disponente para infeccao por C. neoformans
var. grubii. Cancer, cirrose, alcoolismo, uso de drogas antitumorais, tuberculose,
infeccdo pelo virus da hepatite C e desnutricdo j& foram relacionados a
criptococose em pacientes com ou sem AIDS (FRIEDMAN et al., 2005; EL-
SERAG et al.,, 2003; AWASTHI et al.,, 2000). KIERTIBURANAKUL et al. (2006)

mostraram em pacientes HIV-negativos as terapias imunossupressoras como
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principal fator pré disponente (41%), seguido de lupus eritematoso sistémico e
cancer (16% cada), desmielinizagédo, inflamacao crénica e cirrose (5% cada).
TINTELNOT et al. (2004) também apresentaram como principal fator pré
disponente além da AIDS o uso de terapias com costicorterdides, seguida de
cancer, transplante de érgaos e contato com passaros.

Em relagdo a freqiéncia de cor da pele dos pacientes, houve um claro
predominio de brancos, correspendendo a 83,5% do total e sendo
estatisticamente diferente do grupo controle (p = 0,0001). Essa diferenca
estatistica poderia colocar a raga branca como sendo fator de risco para
criptococose, entretanto, nossos dados discordam daqueles obtidos por Hajjeh et
al. (1999) que no ano de 1993, em quatro regides dos Estados Unidos, mostraram
uma taxa de criptococose significantemente maior entre os afro-americanos
(31/1000) do que entre os brancos (23/1000) com AIDS. Entre os pacientes nao
infectados pelo HIV, a taxa de afro-americanos foi levemente maior, mas nao
chegou a ser estatisticamente significante. Os autores discutem que, apesar do
nuamero de afro-americanos com criptococose ser maior do que o0 numero de
brancos, o estudo de casos controle ndo mostrou relagcdo entre criptococose e
raca, sugerindo que deva haver outras condi¢cdes relacionadas a doenca nestes
pacientes (HAJJEH et al., 1999).

Estudo posterior do mesmo grupo mostrou também um maior indice de
infeccdo entre os afro-americanos do que brancos com AIDS, e o contrario em
pacientes sem AIDS. Neste trabalho, eles sugerem que a prevaléncia de afro-
americanos nao esteja diretamente relacionada a criptococose, mas sim,
relacionada a falta de acesso destes pacientes aos cuidados adequados para a

AIDS, ja que a maioria dos isolados era proveniente de hospitais publicos (MIRZA
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et al, 2003). Na verdade, ndo ha relacdo clara entre raca e infeccdo por
criptococose.

Quanto a sintomatologia, dentre os muitos sintomas citados nas fichas
epidemiolégicas, apenas 3 foram significantemente diferentes daqueles relatados
pelos pacientes do grupo controle (p = 0,0001), sdo eles cefaléia (80%),
depressdo do sensorio(14,29%) e rigidez na nuca (11,43%). Febre e vomitos
foram relatados em muitos pacientes com criptococose, porém, 0 mesmo ocorreu
entre os pacientes do grupo controle. Em estudo realizado na Bahia avaliando
104 prontudrios de pacientes com criptococose, foram encontrados como
sintomas mais freqlentes a cefaléia (92,7%), febre (84,4%) e rigidez na nuca
(83,2%) (DARZE et al., 2000).

Um fator inesperado encontrado como obstaculo neste estudo foi a
precariedade do preenchimento das fichas epidemiol6gicas nos hospitais e até
mesmo nas Coordenadorias Regionais de Saude deste estado. Muitas amostras
que fazem parte da micoteca do setor de Micologia do LACEN né&o fizeram parte
deste estudo por ndo possuirem fichas epidemioldgicas, enquanto as fichas que
foram utilizadas neste trabalho estavam, em sua maioria, preenchidas de forma
incompleta. Essa deficiéncia pode ser observada nas tabelas, que mostraram um
n diferente para cada caracteristica analisada ao invés do n de 126 pacientes com
meningite criptocécica e 220 individuos do grupo controle. Mesmo assim, os
resultados obtidos em nosso estudo acrescentam informacdes importantes sobre

a epidemiologia da doenga no estado.
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