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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Carlos Alberto Mendonca Filho

INTRODUCAO: A criptococose é uma importante infec¢do flingica, que causa
um numero estimado de 1 milhdo de casos e 625 mil mortes por ano,
principalmente sob a forma de meningoencefalite em pessoas com
imunodeficiéncia no mundo. O diagndstico da meningite criptocoécica é realizado
através de achados das estruturas do fungo em fluidos biolégicos em pesquisa
direta com tinta da china, cultivo, anatomopatolégico, exames de imagem e
pesquisa de antigeno criptocécico. Tem sido empregado um teste
imunocromatografico conhecido como CrAg-LFA para deteccdo do antigeno do
polissacarideo capsular de Cryptococcus spp., em amostras de soro, urina e no
liquor, este método tem se tornado um dos testes soroldgicos a ser realizado na
rotina de investigagdo micolégica para criptococose. OBJETIVO: estimar a
frequéncia de deteccdo de antigeno criptococico obtido por CrAg-LFA em
amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes com suspeita de meningite
em um hospital de referéncia do estado do Piaui. METODOLOGIA: os pacientes
internados com suspeita de meningite realizaram coleta do liquor para exames
de tinta da China e CrAg-LFA. Dados como sexo, idade, procedéncia e
resultados laboratoriais foram inseridos em um banco estruturado, essas
informacdes foram obtidas a partir do livro de registro do laboratério, prontuérios
dos pacientes e fichas de investigacao do Sistema de Informacao de Agravos de
Notificagdo (SINAN) RESULTADOS: Foram analisados os resultados de 140
pacientes atendidos no hospital de referéncia e que realizaram 0os exames de
tinta da China e CrAg-LFA. Foi observado predominio de Cryptococcus spp em
pacientes do sexo masculino 10/19 (52,6%) e a faixa etaria mais atingida foi de
22 a 45 anos 10/19 (52,6%). Observamos que em pessoas com infeccao pelo
HIV, a taxa de detecgdo de antigeno criptocécico no liquor foi de 6/15 (40%), em
pacientes HIV-negativos esta taxa de positividade foi significativamente inferior
e atingiu 13/125 (10,4%) (p = 0,007). Entre 14 pacientes positivos com Tinta da
China, todos foram positivos ao CrAg-LFA, apontando para sensibilidade de
100%. Do total de 140 pacientes do estudo 19 foram positivos sendo 14 positivos
para tinta da China e CrAg-LFA, e 5 apresentaram positividade apenas para o
CrAg-LFA. CONCLUSAO: na amostra estudada o CrAg-LFA mostrou ser mais
sensivel que a tinta da China.

Palavras-chave: CrAg, imunocromatografico, Criptococose, Cryptococcus spp.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Carlos Alberto Mendonca Filho

INTRODUCTION: Cryptococcosis is an important fungal infection causing an
estimated 1 million cases and 625 thousand deaths per year, primarily in the form
of encephalitis in immunodeficient individuals. Diagnosis of cryptococcal
meningitis is performed by detection of fungal structures in biological fluids in
detection with India ink staining, culture, pathology, imaging and cryptococcal
antigen testing. An immunoassay known as Crag-LFA for the detection of
capsular polysaccharide antigens of Cryptococcus spp. in has been employed,
serum samples, urine and spinal fluid, this method is becoming one of the
serological tests to be carried out in routine mycological research for
cryptococcosis. OBJECTIVE: To estimate the frequency of cryptococcal antigen
detection obtained by Crag-LFA in cerebrospinal fluid samples from patients with
suspected meningitis in a reference hospital of the state of Piaui. METHODS:
Patients hospitalized with suspected meningitis held collection of CSF for India
ink staining and Crag-LFA testing. Data such as gender, age, origin and
laboratory results were entered into a structured database. Information was
obtained from the laboratory log book, patient charts and records of investigation
of the Information System of Diseases Notification (SINAN) RESULTS: A total of
140 patient were analyzed and treated at the hospital and underwent India ink
staining and Crag-LFA testing. We observed a prevalence of Cryptococcus spp.
in male patients 10/19 (52.6%) and the most affected age group was 22 to 45
years old 10/19 (52.6%). We noted that in patients with HIV infection, detection
of cryptococcal antigen in the cerebrospinal fluid was 6/15 (40%) in HIV-negative
patients this positivity rate was significantly lower and reached 13/125 (10.4% )
(p = 0.007). Among 14 positive patients with India ink staining, all were positive
for Crag-LFA detection, pointing sensitivity of 100%. Of the total of 140 patients
in the study 19 and 14 were positive for India ink and Crag-LFA, respectively.
Five patients were positive only for Crag-LFA detection. CONCLUSION: in the
studied sample Crag-LFA proved to be more sensitive than India ink.

Keywords: CrAg, immunochomatographic, cryptococcosis, Cryptococcus spp.



LISTADE ILUSTRACOES

Figura 1 - As espécies C. neoformans e C. gattii evoluram de um ancestral
comum, estima-se que subdividiram a aproximadamente 18,5 e 9,5 milhdes de
anos, respectivamente (Adaptada de LIN & HEITMAN, 2006). .......cccccceverrerrnenne 21

Figura 2 - Mapa da distribuicdo de tipos moleculares e nUmero de casos isolados
por estado, nas duas macrorregides divididas no estudo. (Adaptado de TRILLES
LS |2 010 1 ) PSSR 27

Figura 3 - Mecanismos utilizados pelo Cryptococcus para invasdo do SNC. | -
Cavalo de Troia- O fungo utliza o transporte para o cérebro através do
macréfago apos fagocitose, Il — Transocitose ocorre a passagem do fungo do
limen dos vasos capilares para o parénquima cerebral de forma direta.
(Adaptado de CASADEVAL, 2010)......ccciiieiereneseseeseesesesesessesseeseeseeseessessessens 33

Figura 4 - Imagens da estrutura dos Cryptococcus spp. em exame com tinta da
(@4 311 3= TSP 36

Figura 5 - Determinacdo das espécies de C. neoformans (A) e C. gattii (B)
realizada através do aspecto (coloracéo) desenvolvido em meio de cultura CGB.

Figura 6 - A - Visualizacdo esquematica do ensaio imunocromatografico para
deteccao de antigeno criptococico. B. Imagens de resultados positivo e negativo
de CRAG LFA (Adaptado de KOZEL & BAUMAN, 2012) ......ccoevvveieeiieciieecinnns 40

Figura 7 - Roteiro para tratamento* das formas pulmonares de criptococose em
HIV negativo. Pacientes com pesquisa de antigeno criptocécico e cultura em
LCR negativas. (Adaptado de Consenso, 2008) ........ccccceeveeviieeieecieesiee e 44

Figura 8 - Roteiro para tratamento das formas pulmonares de criptococose: HIV
positivo ou cultura positiva de espécime respiratdrio, sem envolvimento do SNC.
(Adaptado de ConseNnS0, 2008).......ccuerererrierierienie e neeas 44

Figura 9 - Tratamento de pacientes HIV positivo e outras formas de
imunodepressdo com criptococose em sistema nervoso central ou doenca
disseminada. (Adaptado Consenso, 2008)........ccccveriereeneeirneeneeneesee e seeneesseens 45

Figura 10 - Desenho esquematico para realizacdo do teste de Crag-LFA.
(Adaptado de Inlab, 2012) .......oooieiieeieecee e s 50

Figura 11 - Perfis bioquimicos e citolégicos do LCR em pacientes com resultados
de CrAg e diagnosticados com criptococose em comparagao com pacientes com
meningites de outras etiologias. IDTNP - 2015. ... 56

Figura 12 - Percentual de criptococose entre os grupos de pacientes infectados
e ndo infectados por HIV. IDTNP, 2015 ..o 57

Figura 13 — Comparacédo entre os resultados obtidos em liquor de pacientes
através dos métodos tinta da China e CrAg-LFA. ... 60



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Tabela 1 - Pesquisa de antigeno criptocécico com o CrAg-LFA em comparacao
com outras metodologias (Adaptado de KOZEL & BAUMAN, 2012)................... 42

Tabela 2 - Caracteristicas epidemiolégicas dos pacientes atendidos com
suspeita de meningite e que cumpriram os critérios de inclusdo da pesquisa..52

Tabela 3 - Distribuicdo dos casos de pacientes com criptococose por estado de
o1 o101 =Te [T o (o] = FA TRV PSPPI 53

Tabela 4 - Distribuicdo dos pacientes com criptococose por municipio de origem
atendidos no centro de referéncia no Estado do Piaui........cc.ccccevevrveiveccicninnnenne. 53

Tabela 5 - Frequéncia de resultados de antigeno criptocécico em LCR obtidos
com o CrAg-LFA e Tinta da China entre pacientes infectados e ndo infectados

POr HIV. IDTNP, 2015, ..ottt st st 58
Tabela 6 - Distribuicdo de resultados de antigeno criptococico em LCR obtidos
com o0 CrAg-LFA e Tintada China. IDTNP, 2015.......ccccoiiiiiiiiieiieceeecre e 61

Quadro 1 - Taxas de deteccdo de antigeno criptocécico em liquor de pacientes
com suspeita de meningite por faixa etaria, em centro de referéncia no estado
do Piaul. IDTNP, 2015, ..ottt sresneneas 54

Quadro 2 - Sensibilidade e Especificidade da detec¢cédo de antigeno criptocdcico
em liquor de pacientes com suspeita de meningite por faixa etaria, em centro de
referéncia no estado do Piaui, tomando-se a Tinta da China como padrao-ouro
(o Lo [>T | 0101 1o o TSP RSTRR 58



LISTADE ABREVIATURAS E SIGLAS

AIDS - Sindrome da imunodeficiéncia Humana Adquirida
DNA - Acido Desoxidoribonucleico

CGB - Canavanina-Glicina-azul de Bromotimol

CRAG - Antigeno Criptocdcico

EIA — Imunoensaio Enzimético

IDSA - Infectious Diseases Society of America

HIV — Human Imundeficient Virus

IDTNP - Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela
LCR - Liquido Cefaloraquidiano

LA — Aglutinacdo de particulas de Latex

LFA — Lateral Flow Assay

SINAN - Sistema Nacional de Agravos de Notificacao
SNC - Sistema Nervoso Central

TARV — Terapia AntirRetroViral



Sumario

(| N 270 51607\ 1T 13
1.1 OS FUNGOS ...ttt sas s tanes s st s ssns s sneanan 14
1.2 MICOSES SISTEMICAS ......ooiietieeeieeseeesree st es s enes s ase e 15
1.3 HISTORICO ..o een s es st ns e s 17
14 CLASSIFICACAO DO COMPLEXO .....oiieeeeeeetireeeeeteeeseesseesessesssnessnenes 19
15 CRIPTOCOCOSE NO MUNDO .....cooiiieiieeeiesesteseseseseestesessessssssssesssenas 22
1.6 CRIPTOCOCOSE NO BRASIL .....oovveeeeeeireieeeseseesieseeseeeeesesstessssessessessenens 25
1.7 CRIPTOCOCOSE NO PIAUI ...ovvceeeeeceseeeeeesestses et tesessesss e 27
1.8  NICHO ECOLOGICO ..o eetssteses s sesssseenssses s 28
1.10 CARACTERISTICAS CLINICAS.......oeeeeeeeeeeieesesesieseeseeseesesssensssessessesseneas 30
1.10.1 INFECCAO PULMONAR.......coiieeieeeeeeseeeesesestsssesesestenesseses s sesnsanes 31
1.10.2 INFECCAO DO SNC .....ooieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesnesssesessessssessessenesstessssessnsnsnens 32
1.10.3 INFECCAO DISSEMINADA.......c.oooeeceeeeirieesseeseeseeseesenesssensssessesseseaneas 35
1.11 O DIAGNOSTICO ..ottt sses st eses st snsanen 35
1.12 PRINCIPAIS METODOS LABORATORIAIS .......oveveeeeeeeeeeeeees e 35
1.12.1 EXAME DIRETO ...oiiiiiieiieieeseeeeeseees s esnessesses s sessssnssssansssessessensneas 35
I o1 U I 1Y/ T 37
1.12.3 EXAMES SOROLOGICOS ....ooveveeeeeeieeieteressseesseseeeenesssensssessessan s 38
1.13 COMPARACAO ENTRE METODOS DE PESQUISA DE ANTIGENO 40
1.14 TRATAMENTO DA CRIPTOCOCOSE ......ccovieiiieeeseeeneeteseses s 42
1.15 DESFECHO DA DOENGA ......ooiieeeeeeeeeeeeteresstessssessessesenesstensssssssssnenens 46

N O = | = 111V @ 1T 48
2.1 OBJIETIVO GERAL ..ottt ss sttt 48
2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS ...oovieeeeeeeeeeeteeeseeesssees s enessssnssnssnes s, 48

3 METODOLOGIA ...t ees e aene st enes sttt 49
3.1 FONTE DE DADOS E DESENHO DO ESTUDO .....ccccooveeeeveeeeeseceen. 49
3.2 AMOSTRAGEM, CRITERIOS DE INCLUSAO E DETECCAO DE
ANTIGENO CRIPTOCOCICO POR CRAG-LFA ......ccooveceeeeeeeeeeneeresies s 49
3.3  ASPECTOS ETICOS......ooeceeeeieteeeseteseseetessssssssssssssssssssssssesessssssssssssssnsens 51

4  RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....coovvieeeeeseeeeeeresetsssessssessessesesssasssssssessneans 52
4.1 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES INCLUIDOS NO ESTUDO........52
4.2 TAXA DE DETECCAO DE ANTIGENO CRITOCOCICO POR CRAG-LFA
EM PACIENTES COM SUSPEITA DE MENINGITE ..o 54

4.3 TAXAS DE DETECCAO DE ANTIGENO CRITOCOCICO POR CRAG-
LFA EM DIFERENTES PERFIS CITOLOGICOS E BIOQUIMICOS

LIQUORIC OS ...ttt ettt st sttt enans 55
4.4 TAXAS DE DETECCAO DE ANTIGENO CRIPTOCOCICO OBTIDO POR
CRAG-LFA EM PACIENTES HIV POSITIVOS E HIV NEGATIVOS................ 57

4.5 SENSIBILIDADE E A ESPECIFICIDADE DA DETECCAO DE ANTIGENO
CRIPTOCOCICO OBTIDO POR CRAG-LFA, COMPARATIVAMENTE A

COLORACAO COM TINTA DA CHINA. ..ottt 58
ST 010\ (o] I U ST 0] =1 ST 62
B PERSPECTIVAS .ottt eee ettt et et s et et s s eeeenene e eenensenneens 63
REFERENCIAS ..ottt ettt ee et et s e et et e e et eeseeteneeeese et enseseeeseeeeeenneeens 64
APENDICE L.oieeoeeeeeeeeeeeeeeee et et et et et et et et et et et et et et et et et eeseeeseseeeseeeeeeeeeseeeseseseseseseeeeeseseees 76

APENDICE 2. 77



13

1 INTRODUCAO

A criptococose € uma importante micose sistémica que ameaca a vida de
humanos e animais, manifestando-se, predominantemente, por afeccbes do trato
respiratorio e meningoencefalite, colocando-se entre as infeccbes fungicas
emergentes de significativa morbiletalidade. A doenca € causada por duas espécies
do género Cryptococcus: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (DEL
POETA; CASADEVALL, 2011; SPRINGER; CHATURVEDI, 2010). Cryptococcus
neoformans tem distribuicdo mundial e € uma importante causa de morbiletalidade em
individuos imunocomprometidos pela Aids, seguido por terapia com corticoide,
desordens linfoproliferativas e transplante de 6rgaos. Em contraste, infec¢cdes por C.
gattii prevalecem em regides de clima tropical e subtropical, afetando
predominantemente hospedeiros imunocompetentes. Além disso, C. gattii tem
emergido em paises de clima temperados, como em Vancouver na Columbia Britanica
no Canada e Noroeste dos Estados Unidos, o que demonstra que o fungo pode se
adaptar a novos ambientes, causando surtos em humanos e animais (BYRNES et al.,

2010; D’SOUZA et al., 2004; KIDD et al., 2004).

No Brasil, a criptococose nao € de notificagdo compulsoria, isto tem limitado uma real
estimativa sobre sua incidéncia e prevaléncia. O C. neoformans ocorre em todas as
regides do Pais; o C. gatti comporta-se como patdogeno primario, infectando
hospedeiros HIV-negativos e sem qualquer evidéncia de imunodepressédo, de ambos
0S géneros masculino e feminino. Estudos clinico-epidemiolégicos mostram a
importancia da Criptococose endémica por C. gattii em criancas e adultos jovens no
Meio-Norte e Nordeste do Brasil, representando um ter¢co dos casos internados, com

letalidade que varia entre 35 a 50% (CAVALCANTI, 1998; CORREA et al., 1999;
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DARZE et al., 2000; MARTINS et al., 2011; MATOS et al., 2012; NISHIKAWA et al.,

2003; SANTOS, 2000; SANTOS et al., 2008).

1.1 0S FUNGOS

Micologia € a ciéncia que estuda os fungos, seres vivos de origem polifilética,
situados entre plantas e animais, com organizagdo celular e DNA limitados por
membrana dupla (eucariéticos). Os fungos apresentam uma grande variabilidade de
formas, funcbes e habitats, também uma extraordinaria plasticidade, sao
cosmopolitas, heterétrofos (precisam de fontes de alimento, pois ndo sintetizam o seu
préprio), e contam com representantes das mais diversas formas podendo ser
macroscopicos, como 0s cogumelos, e microscopicos, como as leveduras e os fungos

filamentosos (BENCHIMOL et al., 2004).

A classificacdo desses organismos é bastante complexa e por muitas vezes
controversa. Ha pesquisadores que os classificam num unico reino, o Fungi; outros,
com base em estudos filogenéticos, consideram que participam de trés reinos: Fungi,
Stramenopila e Protista (LACAZ etal., 2002; ALEXOPOULQOS & MIMS, 1996).

E interessante salientar que muitas potencialidades metabolicas dos fungos,
tais como a producdo de amplo espectro de enzimas e antibidticos, sua capacidade
biodegradativa e resisténcia a estresses ambientais podem caracterizar os mesmos
fungos como “herdis ou vildes” (MILANEZ, 2003).

A histéria da micologia no Brasil desenvolveu-se, em grande parte, gracas a

exploracdo da micota nativa por pesquisadores estrangeiros (FIDALGO, 1968).
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No final do século XVII, a Europa comecou a manifestar interesse crescente
pela flora e fauna dos continentes nao europeus, com especial énfase para as
Américas. Nessa época, foram financiadas diversas viagens, obtendo-se
extraordinaria quantidade e variedade de material biolégico descrito, catalogado,
herborizado e prioritariamente conservado nos acervos dos locais de origem dos
naturalistas. Fidalgo (1968) caracterizou a primeira etapa do estudo de fungos no
Brasil como a dos “botanicos viajantes”, que incluiam cientistas renomados como Link,
Ehrenberg e von Martius, entre outros (FIDALGO, 1968).

No Brasil um dos grandes colaboradores para o crescimento do conhecimento
sobre os fungos foi o padre Johannes Rick (1896-1946) que atualmente pode ser
considerado o pai da micologia brasileira por haver organizado no Colégio Anchieta,
em Porto Alegre (RS), uma colecdo com 12 mil a 15 mil exsicatas de fungos, iniciando
a publicacdo da sistematica das espécies em portugués (FIDALGO, 1968, LACAZ et
al., 2002).

Considera-se que a partir dessa etapa iniciou-se a preocupacao de preservar
0S espécimes brasileiros no proprio pais para fins de documentacdo da diversidade

biologica e expansdo dos conhecimentos (BENCHIMOL et al., 2004).

1.2MICOSES SISTEMICAS

As micoses sao geralmente subdivididas em — superficiais, cutaneas,
subcutdneas e sistémicas e/ou oportunistas. A instalagdo das micoses sistémicas
inicia-se na maior parte dos casos atraves da inalacdo de propagulos fungicos,
portanto primariamente ocorre a lesdo pulmonar com regressdo espontanea em

alguns casos.
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A criptococose € uma das micoses sistémicas de grande importancia clinica
pois estima-se que apenas 10% dos casos sdo detectados e tratados ainda na fase
pulmonar, enquanto que a maioria dos casos, cerca de 90%, sdo diagnosticados apos
a disseminacao para o sistema nervoso central (SNC), quando provocam meningite
criptocdcica, o que dificulta o tratamento e favorece o surgimento de sequelas e 6bitos.

Em estudo realizado no Oregon, que avaliou as caracteristicas clinicas das
infeccBes causadas por Cryptococcus gattii (C.gattii), ocorridas no periodo de 2004 a
2010, foi observado que o sitio de infecgcdo mais frequente foram os puimdes com 21
casos (46%) seguido por infec¢cdes no SNC com 12 (26%), e também pulmbes e SNC
em 9 (20%). Neste mesmo estudo relata que criptococomas focais foram comuns e
vistos em 4 dos 21 pacientes com infeccdo do SNC, e em 16 dos 30 pacientes com
infeccdo pulmonar. Trinta e quatro (74%) pacientes apresentavam condi¢des clinicas
cronicas, 24 (52%) tinham alguma imunossupresséao, e 12 (26%) eram saudaveis
antes da infeccdo. A doenca pulmonar ocorreu em pacientes com diversas condic¢oes,
e individuos saudaveis foram mais acometidos pela doengca no SNC (FITZGIBBONS
et al., 2011).

Uma grande exposicao aos propagulos fungicos pode leva a inalacdo de carga
expressiva, portanto com maior capacidade de causar doenca. (MITCHEL &
PERFECT, 1995; FILIU et al., 2002) A pesquisa dos agentes da criptococose em
amostras de ar mostra-se de grande importancia para deteccao das possiveis fontes
de contaminacdo. A exposicao aérea de placas de Petri, contendo meios de cultura,
foi em varios estudos, utilizada como metodologia para avaliar a presenca de
Cryptococcus spp. no ar atmosférico de cidades brasileiras (PEDROSO et al., 2009;

SOARES et al., 2005).
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1.3HISTORICO

O termo Cryptococcus foi criado por Kutzing em 1833 tendo origem da palavra

grega Kryptos que significa escondido, obscuro (HEITMAN etal., 2011).

A primeira descricdo da criptococose pode ter sido registrada em 1861 por
Zenker no entanto o caso nao foi reconhecido pois ndo houve evidencias de
isolamento e cultura do microrganismo, portanto o primeiro registro de criptococose

esta descrita na Alemanha por Otto Busse e Abraham Buschke em 1884.

O patologista Otto Busse observou em 1884, a presenc¢a de corpusculos ovais
em amostras da lesdo de sarcoma em tibia de uma paciente com 31 anos, 0
isolamento da cultura dessa leséao foi realizado e a patogenicidade foi registrada apos
a re-inoculacdo do isolado na pele de outro paciente que acabou indo a ébito devido
a disseminacao da infec¢do. O fisico Abraham Buschke acompanhava o paciente e
realizou cultivo do patdgeno da erupcdo cutdnea e mencionou que o agente etioldgico
se tratava de um coccideo. Busse denominou o fungo de Saccharomyces e a doenga
de sacchromycopsis hominis. Ainda em 1884, Francesco Sanfelice isolou na ltalia
uma levedura encapsulada a partir do suco de péssego e o chamou de
Saccharomyces neoformans, em 1885 Sanfelice relatou semelhanca entre o fungo

encontrado por Busse e o Saccharomyces neoformans registrado por ele.

No ano de 1885, o patologista Ferdinand Curtis descreveu na Frangca uma
levedura considerada por ele como “parasita vegetal” isolado de um tumor crural de
um homem jovem e o denominou o fungo como Saccharomyces subcutaneous
tumefaciens, pois ndo encontrou relacdo entre o seu achado e os de Busse e Sanfelice

(HEITMAN et al., 2011).
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Em 1901, Vuillemin renomeou os fungos isolados por Busse e Sanfelice como
Cryptococcus, sendo o encontrado em infeccdo humana por Busse da espécie
Cryptococcus hominis e o registrado por Sanfelice em suco de péssego da espécie
Cyptococcus neoformans, esta renomeacao se deu, pois, 0s fungos registrados por
Busse e Sanfelice ndo eram capazes de formar ascésporos, nem fermentar fontes de
carbono, o que é caracteristico do género Saccharomyces. Em 1902, Frothingham
comprovou a patogenicidade da levedura também em animais através do registro da
lesédo pulmonar em um cavalo em Massachusetts, onde o fungo apresentava

semelhanca aos isolados por Busse e Buschke.

A meningite provocada por Cryptococcus foi relatada por Verse em 1914 em
uma mulher. No ano de 1916 Stoddard e Cutler também relataram outros casos e

nomearam de Torula histolytica.

Em 1935, Benham realizou estudo utilizando varias leveduras isoladas de
humanos incluindo os isolados de Busse e utilizando de observacdes sobre as
caracteristicas desses fungos concluiu que todos os isolados humanos eram de
apenas uma espécie, Cryptococcus hominis e pertenciam a duas variedades, sendo
uma delas referente ao achado de Curtis (1885) entdo foi desconsiderado o nome
originalmente usado por Curtis e renomeado como Cryptococcus hominis (C.hominis
var tumefaciens). Ainda Benham em 1950 propds a substituicdo dos termos Torulosi
e Torula meningite pelo termo Criptococose e 0 agente causador da doenga fosse

mantido como Cryptococcus neoformans (HEITMAN et al., 2011).

Em 1970, Gatti e Eeckels no Zaire, isolaram de uma crianca com
meningoencefalite uma cepa de C. neoformans. O isolado foi descrito, ainda em 1970

por Vanbreuseghem e Takashio, como uma cepa que na cultura assemelhava-se ao
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C. neoformans mas produzia células alongadas “in vivo” e, portanto, reconhecido
como uma nova variedade e denominada C. neoformans var gattii. Kwon-Chung et al.
1978 determinaram que as cepas C. neoformans var neoformans e C. neoformans
var. gattii apresentavam diferencas consideraveis em suas caracteristicas morfo-
bioquimicas e soroldgicas e que a cepa isolada no Zaire era na verdade uma cepa
teleomorfica de Filobasidiella bacillispora, portanto foram considerados sindnimos
apos essa pesquisa. Em 2002 o nome C. bacillisporus foi renomeado como C.gattii
pois era um termo mais utilizado mundialmente (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

No Brasil, o primeiro relato de caso humano de criptococose foi registrado por
Almeida e Lacaz na cidade de Rio Preto no estado de S&o Paulo no ano de 1941,
seguida por um novo registro de caso também no estado de S&o Paulo em 1944

(REIS-FILHO etal., 1985; PAPPALARDO & MELHEM, 2003).

1.4 CLASSIFICACAO DO COMPLEXO

Desde os primeiros isolamentos de Cryptococcus, sua taxonomia vem sofrendo
revisdo. Com base em diferencas genéticas o sorotipo A de Cryptococcus neoformans
foi considerado como variedade distinta (Cryptococcus neoformans var grubii) do
sorotipo D (FRANZOT; SALKIN; CASADEVAL, 1999).

Os agentes da criptococose Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii
correspondem a forma assexuada de basidiomicetos zoopatégenos. Apresentam-se
como leveduras globosas ou ovaladas, com 3 a 8 um de diametro, com brotamento
anico ou multiplo, de colo estreito, e envolvidas por caracteristica capsula
mucopolissacaride. Em laboratorio apresenta-se como col6nia de cor branca a creme,

brilhante, de textura mucéide, margem lisa e inteira, apos trés dias a temperatura de
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25 a 37°C, em cultivo nos meios como Agar Sabouraud glicose 2% e Agar extrato de
malte e levedura. O componente capsular predominante é glucuronoxilomanana,
determinante dos sorotipos A, B, C, D e AD. A capacidade de producdo de melanina
com formacdo de colbnias marrons em meios com extrato de sementes de niger é
caracteristica de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii, ndo ocorrendo em
outras espécies do género Cryptococcus, nem outras leveduras de interesse médico,
com raras excecdes (WANKE, LAZERA, SALMITO et al., 2008).

Atualmente, Cryptococcus spp. sdo classificado em cinco sorotipos capsulares
e nove genodtipos moleculares. A classificagdo do sorotipo € baseada nas reacdes de
aglutinacdo dos antigenos dos polissacarideos capsulares. As cepas com sorotipos A
e D e o hibrido AD pertencem a C. neoformans, enquanto as cepas com sorotipos B
e C séo classificadas como C.gattii. As cepas do sorotipo A foram nomeadas C.
neoformans var. grubii, e as cepas do sorotipo D foram nomeadas C. neoformans var.
neoformans. Essa classificacdo baseou-se nas diferencas das estruturas capsulares
e de DNA, assim como na comparagao completa do sequenciamento genémico entre

esses dois sorotipos (variedades) (FRANZOT et al., 1999). (Figura — 1)
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Figura 1 - As espécies C. neoformans e C. gattii evoluiram de um ancestral comum,
estima-se que subdividiram a aproximadamente 18,5 e 9,5 milhdes de anos,
respectivamente (Adaptada de LIN & HEITMAN, 2006).

Cryptococcus gattii
9.5 Ma

Esta designacao tem sido progressivamente utilizada por diversos autores. Em
recente revisao filogenética, diferentes genes (URA5, CNLAC1, CAP59, CAP64,IGS
e ITS rRNA, mtLrRNA) de Cryptococcus neoformans var. gattii e de Cryptococcus
neoformans var. neoformans foram analisados (KATSU et al., 2004). Independente do
marcador utilizado, a variedade gattii constituiu grupo monofilético distinto e
divergente da variedade neoformans. De fato, sdo reconhecidas pelo menos duas
espécies do complexo Cryptococcus neoformans: Cryptococcus gattii (Cryptococcus
neoformans var. gattii) e Cryptococcus neoformans (Cryptococcus neoformans var.

neoformans) (KWON-CHUNG & BENNETT, 1984).
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15 CRIPTOCOCOSE NO MUNDO

A criptococose apresenta basicamente dois quadros clinicos epidemiolégicos
distintos e predominantemente reconhecidos: 1 - criptococose por Criptococcus
neoformans (C.neoformans), infeccdo oportunista, cosmopolita, associada a
condi¢cdes de imunodepresséao celular, como a Aids; 2 - criptococose por Cryptococcus
gattii (C.gattii), endémica em areas tropicais e subtropicais, que atinge principalmente
individuos imunocompetentes, similar a outras micoses sistémicas. No entanto,
ocorrem outras formas clinicas com variacado de etiologia, como por exemplo, infeccao
fatal por C.neoformans em imunocompetente ou infec¢ao por C.gattii em Aids (KWON-
CHUNG & BENNETT, 1992; LAZERA et al., 2005).

Antes da epidemia de HIV, a infeccéo criptocécica era uma infec¢éo sistémica
incomum que ocorria em pacientes com outras causas de imunodepressao,
geralmente associada ao uso de corticoides, diabetes melito, doenca de Hodgkin,
lGpus eritematoso sistémico ou a outro tratamento imunossupressor (KWON-CHUNG
& BENNETT, 1992; MITCHEL & PERFECT, 1995).

Entretanto, durante as Ultimas duas décadas, a incidéncia da criptococose
aumentou significativamente. A infeccéo por HIV esteve associada a mais de 80% de
casos de criptococose em todo o mundo (HAJJEH et al., 1999).

A criptococose pode disseminar-se para outros sistemas além de acometer o
sistema nervoso e respiratério. Lesbes cutaneas de carater diverso acometem
principalmente a face sendo representada por macula avermelhada, papulas,
pUstulas, nodulos ou Ulceras. Pacientes com infeccdo pelo HIV sdo geralmente

acometidos na regido da face, orelha, pescoco, maos e pés. Em individuos que fazem
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uso de corticosteroides é observado celulite com eritema e endurecimento (TRILLES,
2000).

A meningite criptococcica € a maior causa de meningite subaguda e morte em
pacientes com infeccdo HIV avancada, afetando um nuimero significativo de pessoas
ao ano especialmente na Africa Sub-Saariana (PARK et al.,, 2009; JARVIS et al.,
2010).

O C.neoformans variedade grubii era e continua sendo a maior responsavel
(até 99%) pela criptococose em individuos infectados pelo HIV, em todo o mundo com
excecdo da Africa (MITCHELL & PERFECT, 1995; PAPPALARDO& MELHEM, 2003).

Segundo o Grupo Colombiano de Estudo em Criptococose, até 2004 dos 811
sobreviventes com 684 isolados recuperados, maioria das cepas de pacientes com
Aids na Coldémbia s&o do sorotipo A (95,5%) e do sorotipo D (0,3%), entre os C.gattii
sorotipo B (3,6%) e sorotipo C (0,6%) estavam presentes em pacientes
imunocompetentes. Na Coldombia € crescente o0 nimero de casos de criptococose
reportados em pacientes infectados pelo H\V (ESCANDON et al., 2006).

O C.neoformans ganhou maior visibilidade com o advento da Aids, C.gattii
manteve-se um agente de doenca, quase que exclusivo, de pessoas sem
imunossupressao aparente. Porisso, até hoje, osinimeros casos de criptococose por
C.neoformans em Aids tém incidéncia crescente, enquanto a taxa de infec¢gdes por
C.gattii tem-se mantido, relativamente, estavel nos Ultimos anos (GILLECE et al.,
2011).

Segundo os achados de Kwon-Chung (1984) as infec¢des causadas por C.gattii
eram descritas, apenas, em individuos que residiam perto de florestas tropicais ou
viviam em paises de climas tropical ou subtropical. Desde os anos 90 novas

pesquisas surgem e relatam novos dados sobre a epidemiologia das infec¢des por
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C.gattii. Em regides endémicas, como Australia e Nova Guiné, houve a comprovacao
de que C.gattii, ao contrario de C.neoformans, infectava, preferencialmente, pessoas
imunocompetentes (ELLIS et al., 1990).

A importancia da infeccao por C.gattii ficou, assim, em segundo plano, por
muitos anos, até o surgimento de um surto, na ilha de Vancouver, Canada, que foi
responsavel por mais de 200 casos de criptococose em individuos, aparentemente,
saudaveis além de casos veterinarios (CDC, 2010).

No continente asiatico infeccbes por C. gattii foram relatados no Vietna,
Camboja, Tailandia, Coréia, Jap&o, india, Malasia, China e Nepal. No Vietn&, um
estudo mostrou que 30% dos pacientes com meningite criptocécica e ndo-infectados
pelo HIV estavam infectados com C.gattii do tipo molecular VGI (GILLECE et al.,
2011).

A presenca de C.gattii como agente infectante ndo é incomum, particularmente,
nos paises situados nos trépicos e subtropicos. Na Venezuela, um estudo mostrou
que C.gattii representa entre 4% a 9,1% dos isolados clinicos (PEREZ, 2008).

Na Américado Sul, um grande e pioneiro estudo ibero-americano mostrou que
0s quatro tipos moleculares de C.gattii ocorrem na América-Latina, com predominio
do sorotipo VGIl (MEYER et al., 2003).

Houve, a descricdo de varios casos humanos na costa oeste dos Estados
Unidos e no estado de Oregon, que resultaram em 19 mortes, além de relatos de
infeccdo sintomatica em centenas de animais. Foi demonstrado que um subtipo
molecular de VGIl, mais virulento que os demais, foi & causa do surto canadense-

norte americano (CDC, 2010).
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A distribuicdo de C. gattii permaneceu, por muito tempo, limitada a areas
geograficas onde astemperaturas ndo eram muito baixas no inverno (KWON-CHUNG
& POLACHEC, 1982).

Esses dados ressaltam a importancia clinica dessa espécie, que até duas
décadas atrads era deixada em segundo plano e também fortalece a relevancia da

tipagem molecular dos agentes da criptococose.

1.6 CRIPTOCOCOSE NO BRASIL

Assim como ocorrido em todo o mundo a criptococose teve aten¢cdo maior apos
o surgimento da Aids em grandes proporcdes a partir da década de 80 quando foram
registrados mais de 215.000 pacientes com Aids no Brasil entre 1980 e 2002, 6%
foram diagnosticados com criptococose (NUCCI et al., 2010).

No Brasil a criptococose causada por C.neoformans ocorre emtodas as regides
e causa micose sistémica em pacientes com Aids sendo a terceira principal causa de
infeccdo do sistema nervoso central nesses pacientes (JUNIOR et al., 2006).

Vérias pesquisas relatam que nos estados do Rio de Janeiro e S&o Paulo a
maioria dos pacientes apresenta infec¢cdes por C.neoformans (CALVO et al. 2001;
TAVORA et al., 2003; ROZENBAUM et al., 1992; MARTINS et al., 2003; NISHIKAWA
et al., 2003). Isso pode ser explicado porque nas grandes zonas urbanas do Sul e
Sudeste do pais, vive mais de 70% da populacdo com Aids que tem como agente da
criptococose a espécie C.neoformans (BRITO et al., 2001).

O C.gattii € predominantemente patdégeno primario, acometendo
principalmente individuos imunocompetentes, incluindo criangas e jovens adultos no

Norte e Nordeste, esses casos sdo considerados endémicos nos estados do
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Amazonas, Para, Roraima Piaui, Pernambuco e Bahia. (TRILLES et al., 2008) Nas
regides Sul e Sudeste sdo observadas infec¢bes esporadicas por C.gattii (SEVERO
et al., 2009; MORA et al., 2010; PINTO et al., 2010).

Estudos clinico-epidemiolégicos realizados no Brasil mostram a importancia da
criptococose por C.gattii do sistema nervoso central (SNC) em adultos jovens de
ambos os sexos e criangas nas regides N e NE, com letalidade que varia entre 35% a
50% (CORREA, 1999).

A criptococose causada por C.neoformans ocorre em todas as regides. C.gattii
causa criptococose endémica em hospedeiros imunocompetentes principalmente nas
regides norte e nordeste do Brasil (TRILLES et al., 2008; LAZERA et al., 2000) .

LINDEMBERG (2008) em analise retrospectiva dos casos ocorridos em Mato
Grosso do Sul de 1995 a 2005 observou que de 123 casos, cento e quatro (84,9%)
casos tinham associacdo com HIV, seis (4,9%) tinham outra condicdo predisponente
e 13 (10,6%) eram imunocompetentes. Houve predominio de pacientes do sexo
masculino (68,3%) e a idade variou de 19 a 69 anos (média de 35,9 anos). Também
observou que o envolvimento do sistema nervoso central ocorreu em 103 (83,7%)
pacientes e 0s sintomas mais frequentes foram cefaleia e vomitos. Em 77 casos foi
possivel identificar a espécie do agente, sendo 69 (89,6%) C.neoformans e oito
(10,4%) C.gattii.

No Brasil, estudos revelam que o sorotipo A é o mais prevalente, seguido dos
sorotipos B, D e AD. TRILLES et al. (2008) em seu trabalho de revisdo mostram os
trabalhos realizados no Brasil sendo os principais tipos moleculares relatados, a
criptococose causada por C.neoformans demonstra ampla distribuicdo de tipos

moleculares, sendo que apenas VN IV nao foi descrito em casos clinicos. Para C.gattii,
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todos os tipos moleculares foram relatados, com menor identificagéo do tipo moelcular

VG | (NISHIKAWA, 2003). (Figura — 2)
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Figura 2 - Mapa da distribuicdo de tipos moleculares e nimero de casos isolados por
estado, nas duas macrorregioes divididas no estudo. (Adaptado de TRILLES et al.,
2008)

1.7CRIPTOCOCOSE NO PIAUI

No Piaui, estudos anteriores observaram que a criptococose causada por
C.gattii é fortemente associada a pacientes HIV negativos, e acontecem
significativamente em criancas e jovens adultos (CAVALCANTI M.A.S., 1995;
MARTINS LMS, 2003).

Estudo realizado por MARTINS (2011), identificou a meningite criptococica
causada por C. gattii VGII ocorrendo em seis criancas aparentemente saudaveis

(abaixo de 12 anos de idade) e em sete adolescentes e jovens adultos com idades de

13 a 19 anos; todos os pacientes HIV negativos, 38,4%(5/13) dos pacientes morreram.
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Em outra analise foi observado o C.neoformans VNI em pacientes HIV positivos
e com C.gattii VGIl em pacientes HIV negativos (21/26, 80,8%). Somente 3/37 (8,1%)
dos pacientes HIV positivos foram causados por C.gattii VGI, entre esses 5/21
(23,8%) dos pacientes HIV negativos foram causados por C.neoformans VNI

(MARTINS et al., 2011).

1.8NICHO ECOLOGICO

Os patdgenos C.neoformans e C.gattii sdo fungos ubiquos e isolados de origem
clinica ja foram relatados em todo o mundo. O nicho ecolégico original é relacionado
a madeira em decomposicao, mas diferentes substratos organicos sdo encontrados
positivos e vinculados a habitats naturais. Excretas secas de diversas aves como
pombos, periquitos, incluindo aves de cativeiro constituem fontes ambientais
importantes, sendo que os pombos se comportam como carreadores do fungo,
contaminando o solo, diferentes substratos e até mesmo poeira doméstica. Também

pode ser encontrado em ocos de arvores de diferentes espécies (LAZERA, 1989).

A variedade neoformans tem distribuicdo cosmopolita e esta relacionada a fontes
ambientais como solos contaminados naturalmente com excretas de aves,
principalmente pombos (REOLON et al., 2004).

Recentemente tem sido observada a presenca de C.neoformans em ocos de
diferentes arvores como Cassia grandis, Senna multijuga e Ficus microcarpa,
independente de sua variedade, indicando novas fontes naturais desse fungo. Dessa
forma, pode ndo haver uma relacdo definida entre o fungo e um tipo especifico de

habitat (LAZERA et al.,1998).
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Encontrado na poeira domiciliar (cerca de 15% em casas no Rio de Janeiro) e
também em gaiolas de passaros domésticos, mostra-se ubiquo e de facil inalacao
através de formas dessecadas das leveduras presentes no meio e possivelmente de
basidiosporos, fruto da reproducdo sexuada. Estudo no Rio de Janeiro mostrou risco
aumentado de adquirir criptococose para moradores com Aids em casas positivas,
guando comparado ao de pacientes com Aids moradores de casa onde a poeira foi
negativa (PASSONI et al., 1998). Este sorotipo (A) é encontrado em ambientes rurais
e também ja foi encontrado em cacaueiro e arvore nativa de mata amazénica,
indicando habitats naturais em areas preservadas ou com pouca intervengdo humana
(PASSONI et al., 1998).

Em estudo realizado na Colémbia, foram isolados Criptococcus neoformans em
92 (3,2%) das 2816 amostras de detritos de arvores e fezes de aves coletadas em
regides de Cali, Caucutq, Candinamarca e Medelin. Trinta e cinco isolados do C.
neoformans var. grubii (sorotipo A), foram recuperados de fezes de passaros e detritos
de arvores de Eucaliptus spp., Laurus spp. e Pinus spp.; 57 isolados de Cryptococcus
gattii (sorotipo B) foram recuperados de detritos de Eucaliptus spp. e Laurus spp.
(ESCANDON et al., 2006).

O C.neoformans var. gattii supostamente teria alcancado varias partes do mundo
através de sementes do Eucaliptus camaldulensis oriundos da Australia, os quais
continham micélios dicarioticos. Nesse pais, o C.neoformans var. gattii foi isolado a
partir de folhas, sementes, flores e cascas de eucalipto (Eucaliptus camaldulensis). O
principal propagulo responsavel pela infeccdo corresponde aos basidiésporos
encontrados nas flores dessa arvore que funcionaria como hospedeiro para o fungo

em uma associacao biotréfica (MELO et al., 1993)
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1.10 CARACTERISTICAS CLINICAS

As apresentagfes clinicas relacionam-se diretamente ao estado imunolégico do
hospedeiro, variando desde manifestacdes localizadas autolimitadas até doenca

disseminada com faléncia respiratoria (SORRELL, 2001).

O ar atmosférico torna-se, via de regra, o0 meio de dispersdo mais utilizado e mais
bem-sucedido dessa micose, possivelmente com o transporte de leveduras
dessecadas e basididsporos que por seu tamanho (inferior a 3 um) encontram
facilidade de deposicdo nos alvéolos pulmonares e posterior disseminacao para o

SNC (PERFECT,; CASADEVALL, 2002; SORREL; ELLIS, 1997).

Conforme descrito em estudos presentes € evidente a ocorréncia de diagnostico
tardio dos casos, pois estima-se cerca de 90% dos diagndsticos em paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos ocorrem de forma tardia e apenas quando a

infeccéo ja apresenta comprometimento do SNC.

As enzimas produzidas pelo fungo, a sua termotolerancia (crescimento a 37°C)
e especialmente sua parede celular sdo consideradas fatores de viruléncia da
levedura que contribuem para o desenvolvimento da doenca e do fungo no organismo
infectado. Entre os fatores de viruléncia um dos mais relevantes é a capsula do fungo,
pois inibe a fagocitose, impede ligacdo de imunoglobulina G (IgG), bloqueia fixacédo
de C3 e da via classica do complemento suprimindo a proliferacdo das moléculas de
adesdo impedindo a resposta do hospedeiro a infeccdo (MORETTI et al.,, 2008;

SANCHEZ; ESCANDON; CASTANEDA, 2008).
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1.10.1 INFECCAO PULMONAR

A hipbtese teoricamente mais plausivel da infec¢do inicial causada por
Cryptococcus € pelo diametro reduzido (1,2-1,8 pm) dos propagulos flungicos
(basidiésporos) que facilmente s&o transportados pelo ar e apOs inalacdo tem
deposicdo alveolar e, na temperatura de 37°C, encontram um sitio de
desenvolvimento perfeito, entdo transformam-se em leveduras capsuladas e tem
assim inicio a infeccdo pulmonar (COHEN; PERFECT; DURACK, 1982; ZIMMER,;

HEMPEL; GOODMAN; 1984).

Em alguns casos, a inalacdo do Cryptococcus produz uma infecgcdo pulmonar
assintomatica e autolimitada, a depender da resposta imune do hospedeiro, do
tamanho do in6culo e viruléncia do microrganismo pode estabelecer focos residuais
com elementos fungicos viaveis que podem reativar apos anos. Algumas vezes,
apresenta semelhanca a tuberculose, com lesGes nodulares sem calcificacdo e
eventual cavitacdo. Outras apresentacdes incluem massa localizada semelhante a
neoplasia e, as vezes, manifesta-se como pneumonia que pode evoluir para
insuficiéncia respiratéria aguda. A forma pulmonar é a segunda mais frequente e
acomete 35,7% dos pacientes HIV negativos (JONGWUTIWES et al.,2008; MORETTI

et al., 2008).

Mitchell et al. (1992), descreve casos de consolidacdo do lobo superior com
apresentacao tipica de sindrome de Pancoast. A criptococose pulmonar causada por

C. gattii pode clinica e radiologicamente simular cancer de pulmdo (OLIVEIRA et al.,

2007).
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A defesa do hospedeiro contra leveduras de Cryptococcus requer resposta
imune celular. A evolucdo da infeccdo é determinada por respostas de Varios tipos de
células e citocinas com envolvimento de Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa),
Interleucina 12 (IL-12), Interleucina 18 (IL-18) e Interferon gama (IFN-y). As células T,
Natural Killer (NK) e macréfagos sdo os tipos mais predominantes que montam
resposta inflamatéria associada a protecdo contra a infeccdo por Cryptococcus.
Células T CD4* e CD8* desempenham papel fundamental na erradicacdo dainfeccéo

(MARR et al., 2006; SALKOWISKI; BALISH, 1991; YAUCH et al., 2004).

A disseminacdo pulmonar a outros 6rgaos pode potencialmente ocorrer como
resultado de uma infeccdo primaria ou secundaria. No estagio de disseminacao da
localizacdo pulmonar, o cérebro torna-se 0 6rgdo com maior propensao a ser o sitio
alvo da doenca clinica. Porisso, a maioria dos dados € de manifestacdes da doenca

no pulmédo ou no sistema nervoso central (SNC) (COHEN, 1982).

1.10.2 INFECCAO DO SNC

Uma vez no pulméo, C. neoformans ou C. gattii atravessam a barreira hemato-
encefdlica (BHE) e atingem o sistema nervoso central (SNC), ocasionando
meningoencefalite e criptococomas cerebrais, sendo consideradas as formas mais

graves da doenca.

Existem varios mecanismos propostos como responsaveis pelo tropismo que o
Cryptococcus apresenta pelo SNC, esse neurotropismo € atualmente associado a
concentracdo de nutrientes assimilaveis pelo fungo e que existem no liquor tais como

tiamina, acido glutdmico, dopamina. Carboidratos, glutamina e minerais, além de ser
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relacionado também a baixa atividade da resposta inflamatoéria do tecido cerebral e a
auséncia de atividade do sistema complemento no liquor (COHEN et al., 1982; LIN;

HEITMAN, 2006; LITTMAN; SCHNEIERSON, 1959).

Casadevall (2010), descreve que o mecanismo de invasdo do SNC pelo
Cyptococcus envolve basicamente dois processos: invaséo direta do SNC conhecido
como transocitose que ocorre ap0s chegada do criptococo por disperséo
hematoldgica, apds transporte por macréfagos, nos capilares cerebrais e um segundo
mecanismo descrito como “Cavalo de Troia” que ocorre apds fagocitose do criptococo
por macréfago que libera o fungo dentro no SNC apds passagem do macréfago

“‘infectado” do compartimento venoso para o parénquima cerebral (Figura - 3).

Lumen of blood vessel Brain parenchyma
i

Trojan horse

Macrophage

C. neoformans
inside phagosome

Endothelial @) C. neoformans
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Nonlytic\
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in the serum

Figura 3 - Mecanismos utilizados pelo Cryptococcus para invasdo do SNC. | - Cavalo
de Troia- O fungo utiliza o transporte para o cérebro através do macrofago apos
fagocitose, I — Transocitose ocorre a passagem do fungo do limen dos vasos
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capilares para o parénquima cerebral de forma direta. (Adaptado de CASADEVAL,
2010)

As apresentacdes clinicas mais comuns sdo meningite ou meningoencefalite
aguda ou subaguda, entretanto lesfes focais Unicas ou multiplas em SNC, simulando
neoplasias, associadas ou ndo ao quadro meningeo sao observadas em especial no
hospedeiro imunocompetente. Estima-se que a meningoencefalite é a forma clinica
mais diagnosticada, ocorrendo em mais de 80% dos casos, quer sob forma isolada ou

associada ao acometimento pulmonar (ROZENBAUM; GONCALVES, 1994).

Nos pacientes imunocompetentes o quadro clinico que resulta da inflamacéo do
SNC é acentuada, com sinais meningeos evidentes, tais como, nauseas, vomitos e
rigidez de nuca, os sinais de meninoencefalites em parte dos pacientes na admisséao
sdo alteracdes de consciéncia, déficit de memoéria de linguagem e cogni¢do, ocorre
também o acometimento de pares cranianos, apresentando estrabismo, diplopia e/ou
paralisia facial lll, vV, VI e VI, apesar do grande pleomorfismo clinico da criptococose

a deméncia pode ser a Unica manifestacdo da doenga.

Déficit visual ou amaurose que pode ser de carater temporario ou definitivo ao
longo da evolucéo e tratamento, refletem lesdo do | par craniano (oftalmico) sendo
descrita com mais frequéncia em adultos jovens e pessoas de meia idade, em especial

pacientes do sexo masculino (ARAGAO et al., 2008).

A suspeita de infeccdo do SNC por Cryptococcus spp. exige exame clinico e
neurolégico rigoroso, incluindo avaliacdo dos sinais focais e fundo de olho. A
recomendacdo de puncdo lombar com raquimanometria para 0os pacientes com
suspeita de criptococose, devido a incidéncia elevada de hipertenséo intracraniana
(HIC), devendo ser precedida por exames de imagem para excluir a possibilidades de

lesBes expansivas intracerebrais e prevenir possiveis complicacoes.
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1.10.3 INFECCAO DISSEMINADA

Na infeccdo disseminada, observa-se o desenvolvimento de infecgbes
cutaneas na forma de papulas, pustulas ou nédulos subcutaneos. Ha casos de
infeccdo cutanea primaria, sem disseminacéo, e ainda de infec¢cdes em outros 6rgaos
(KROCKENBERGER et al., 2010; LIN; HEITMAN, 2006; WEATHERHEAD et al.

2006).

111 O DIAGNOSTICO

O diagndstico da meningite criptocdcica € realizado laboratorialmente através de
achados das estruturas do fungo em fluidos biolégicos com realizacdo de pesquisa
direta com tinta da china, cultivo, exame anatomopatolégico ou ainda com teste
positivo de antigeno criptocécico (GANIEM et al., 2009).

Quanto ao diagnostico de criptococose ainda na fase pulmonar é fundamental
garantir que nao ocorra a disseminacéo da doenca, especialmente para o SNC, devido
a necessidade de um tratamento mais agressivo nos casos de neurocriptococose

(SEVERO et al., 2009).

1.12 PRINCIPAIS METODOS LABORATORIAIS

1.12.1 EXAME DIRETO



36

A pesquisa de leveduras encapsuladas do fungo através de microscopia direta
utilizando tinta da china (tinta nanquim) é um teste bastante difundido e amplamente

utilizado por ser rapido, baixo custo de execucdo e ndo requerer tecnologia avancada.

A técnica pode ser realizada imediatamente apdés a pungdo lombar,
visualizando-se as leveduras encapsuladas com didmetro médio de 5-20 ym. A
microscopia apresenta sensibilidade que varia entre 30 e 50% de em casos de
meningite criptocécica em pacientes sem Aids, e de até 80% em pacientes com
meningite criptocécica associada a Aids (CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). A
levedura pode ser vista no escarro, lavado brénquico, LCR, pus de abscesso, urina,
aspirados de medula 0ssea e de ganglios, fragmentos de tecidos, com grande
sensibilidade. No LCR, a microscopia é geralmente positiva quando a contagem de
células fungicas estdo acima 104 UFC/ml, ndo sendo preditora de evolugao.

O hidroxido de potassio com tinta Parker superchrome blue black ou solucao
de 0,1% de branco de calco flior (microscépio de imunofluorescéncia) facilitam a
visualizacdo dos elementos fungicos que associada a centrifugacdo do LCR por 10

minutos aumenta a sensibilidade. (Figura — 4)
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Figura 4 - Imagens da estrutura dos Cryptococcus spp. em exame com tinta da China.
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1.12.2 CULTVO

C. neoformans e C. gattii crescem facilmente a partir de amostras biol6gicas
semeadas em meios de cultivo de rotina, como agar Sabouraud-dexirose, e as
colbnias podem ser observadas apés 48-72 h de incubacao a 30-35°C em condi¢des

aerdbicas.

Os isolados de Cryptococcus spp. podem ser diferenciados das espécies de
Candidaspp. através do meio enriquecido com sementes de Guizotia abyssinica (agar
niger.), que contém substratos fendlicos e detecta a atividade da fenoloxidase
presente em Cryptococcus spp. formando melanina, de modo que as colbnias ficam
marrons.

As espécies podem ser determinadas baseando-se nas caracteristicas das
cores no meio de L-Canavanina-Glicina-azul de Bromotimol (CGB) (KWON-CHUNG
& POLACHEC, 1982).

A cultura é o exame comprobatério da doenca. O Cryptococcus spp. cresce
bem em varios meios de cultivos, que nao contenham ciclo-heximidina: Agar-sangue,
Agar-Sabouraud e Agar infusdo de cérebro-coracdo. Pode crescer em temperaturas
entre 25°C e 37°C, mas cresce melhor a 30°C. A termo tolerancia maxima € de 40°C.
Colbnias mucoides de tonalidade creme podem ser observadas em 48h de incubacao.
A habilidade de utilizar a glicina como fonte de carbono e nitrogénio e a resisténcia a
canavanina azul de bromotimol permite a separagdao de Cryptococcus gattii do

Cryptococcus neoformans, no meio de CGB. (Figura - 5)
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Figura 5 - Determinacao das espécies de C. neoformans (A) e C. gattii (B) realizada
através do aspecto (coloracédo) desenvolvido em meio de cultura CGB.

A cultura de LCR é positiva em 89% dos pacientes sem infec¢do por HIV e em
95-100% dos pacientes com AIDS.

A hemocultura pode revelar a presenca do fungo no sangue na doenca disseminada.

1.12.3 EXAMES SOROLOGICOS

A detec¢do do antigeno do polissacarideo capsular de Cryptococcus spp. no
soro, urina e no liquor tem sido bastante utilizada, sendo um dos principais testes
soroldgicos realizados na rotina micolégica. A deteccdo desse antigeno envolve
diferentes técnicas — Imunoensaio Enzimético (EIA), Aglutinacdo de particulas de
Latex (LA) e Imunocromatografia por Lateral-Flow-Assay (CrAg LFA).

O LA utiliza particulas de latex revestidas com anticorpos policlonais para a
capsula criptocécica. A sensibilidade e a especificidade desses testes de aglutinacdo

para antigeno criptocécico encontram-se entre 93-100% e 93-98%, respectivamente.
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(KAUFFMAN et al., 1981). A deteccdo de antigeno capsular polissacarideo de
Cryptococcus pela aglutinacdo do latex, pode ser realizada no sangue, urina, lavado
brébnquio alveolar e no LCR. No entanto, na pratica, a deteccdo de antigeno é mais
comumente realizada em amostras de LCR e soro (SWINNE & DE VROEY, 1992). Os
resultados da pesquisa de antigeno criptococico séo positivos no LCR e soro em mais
de 90% dos pacientes com meningite criptocécica, ja em infeccbes fora do SNC

fornecem menor positividade do teste.

A pesquisa de antigeno trata-se de teste acurado, simples, rapido e disponivel
no comeércio. Titulos de 1:4 no LA sugerem fortemente que a infeccdo por
Cryptococcus e titulos superiores a 8 indicam doenca em atividade. A sensibilidade
chega a 90% em pacientes com Aids, pois em geral possuem titulos elevados. A
maioria dos falsos positivos ocorre em reagdo cruzada com fator reumatoide, e mais
raramente pode ocorrer reagdo cruzada com Trichosporon ou por contaminacao.
Testes falsos negativos ocorrem raramente e estdo associados a baixos titulos de
antigenos, presenca de imunocomplexos, altos titulos de antigenos (fenbmeno
prozona) e infeccdo por Cryptococcus com pouca capsula ou ndo encapsulados. Os
testes de ELISA foram desenvolvidos para deteccao tanto de antigenos como de
anticorpos. O teste de ELISA detecta antigenos em titulos mais baixos e mais
precocemente na infeccdo criptococica. No entanto, o teste é mais demorado e
laborioso. Os anticorpos em geral, ndo estdo presentes durante a infeccéo ativa e
podem aparecer durante o tratamento e com a recuperacao do paciente.

Atualmente foi desenvolvido um ensaio imunocromatografico para pesquisa de
antigeno criptocécico no soro, urina e LCR, conhecido como Lateral-Flow-
Immunoassay (CrAg LFA). O CrAg LFA € um teste altamente sensivel, rapido, com

baixo custo e de facil execucdo, portando, uma alternativa acessivel e segura para
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diagnostico de criptococose em individuos com suspeita de infeccao por Cryptococcus
spp. (Figura - 6)

GANIEM et al. (2014), em estudo realizado com pacientes HIV positivo na
Indonésia relata a que o uso do screening de CRAG como rotina apos puncao lombar
associado ao uso de tratamento antifingico preventivo nos casos positivos

provavelmente ajudam a reduzir a mortalidade.

Desenho esquematico do Cryptococcal Lateral Flow Assay.

A. B.
Clinical sample mAbs to CrAg Test line - Control line & §®
nglmgial old mangto 5 &
W g CrAg / Q(go eg;
/‘
ﬂ /b
Sample Cap|llary flow Wicking
pad pad
2 > 5 4, / / . .
- ¥ A &
‘ , /® * V- A . v T
Capillary flow

—>
Capillary flow

LT -'“/-// /

Control line Sample

(msmyﬁj (valid test) pad

Figura 6 - A - Visualizacdo esquemética do ensaio imunocromatografico para deteccao
de antigeno criptocdcico. B. Imagens de resultados positivo e negativo de CRAG LFA
(Adaptado de KOZEL & BAUMAN, 2012)

1.13 COMPARACAO ENTRE METODOS DE PESQUISA DE ANTIGENO

O antigeno criptocécico pode ser encontrado no soro de pacientes infectados
com Cryptococcus antes da presenca de suspeita clinica da meningite. Em um estudo

de coorte realizado na Africa revelou que a realizacdo de screening identificou
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adequadamente e de forma antecipada pacientes em risco de desenvolver meningite
criptococica e morte por criptococose (JARVIS et al., 2009).

Quando comparada em pareado os métodos EIA e LA, ensaios realizados em
185 amostras de sangue e 164 amostras de LCR sendo as amostras respectivamente
44 e 33 de pacientes HIV negativo com criptococose. Observou-se que em titulos
superiores a 1:256 no sangue e 1:32 no LCR o teste de EIA é melhor indicador de
positividade da doenca que o LA. No entanto o teste EIA ndo detectou 18,4% das
amostras positivas através do LA realizadas no sangue e 7,8% das positivas
confirmadas por LA no LCR. Foi observada uma maior sensibilidade do LA sobre o
EIA principalmente em paciente sem HIV (PANACKAL et al., 2014). O ensaio de
CRAG LFA realizados em amostras de LCR apresenta alta sensibilidade e
especificidade na deteccdo de meningite criptococica. Adicionalmente, os titulos de
CrAg LFA no LCR se correlacionam diretamente com o tempo de diagnéstico da
infeccdo fungica e apresenta associacdo com a reducao da mortalidade entre 2 e 10
semanas. O CrAg LFA é um teste rapido, de baixo custo e sem necessidade de uma
estrutura avangada além de requerer treinamento minimo do utilizador, o CrAg LFA
se apresenta com um teste eficaz para diagnostico de meningite criptocécica em
lugares com recursos limitados (KABANDA et al., 2013). Outros achados acrescentam
evidencias de que o LFA é um ensaio com alta acuracia para o diagnéstico de
meningite criptocécica. Em estudo incluindo amostras de nove pacientes com cultura
de LCR para fungos positivas, todas tiveram os resultados de LFA no LCR positivos
(MCMULLAN et al., 2012). Um segundo estudo comparando LFA em LCR e EIA para
0 teste de antigenemia determinou uma sensibilidade perfeita (15/15) e 99,7% de
especificidade (395/394) (HANSEN; SLECHTA; GATES-HOLLINGSWORTH, 2013).

Fica claro que os achados evidenciam que o LFA é possivelmente mais sensivel que
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a cultura de fungos dependendo dos diferentes estagios da doenca (KABANDA et al.,
2013).

A sensibilidade analitica do teste de CrAg LFA tem se demonstrado
consistentemente superior ao LA e EIA na deteccdo de antigenos de todos os
sorotipos para até mais de 200-dilui¢cdes (faixa de 19 a 222 diluic6es) A especificidade

analitica do LFA é extremamente alta, com baixos registros de reacdes cruzadas.

Tabela 1 - Pesquisa de antigeno criptocdcico com o CrAg-LFA em comparacdo com
outras metodologias (Adaptado de KOZEL & BAUMAN, 2012)

CRAG LFA
- Nao requer pré-tratamento da amostra
- Alta sensibilidade para todos os sorotipos de Cryptococcus
- Pode ser realizado com o minimo de infraestrutura e com treinamento basico
- Resultados rapidos — 10 minutos
- Baixo custo de realizacao

AGLUTINACAOQO DE LATEX (LA)

- Requer pré-tratamento do soro com Pronase
- Sensibilidade reduzida para o sorotipo C
- Nao disponivel para uso com pouca infraestrutura
- Resultados em tempo intermediario — 10 a 30 minutos (dependendo da espécie)
- Custo Intermediério

ENZIMA IMUNOENSAIO (EIA)
- N&o requer pretratamento da amostra
- Sensibilidade reduzida aos sorotipos C e D
- Requer infraestrutura avancada e treinamento técnico qualificado
- Tempo longo para obtencdo dos resultados — 35 a 45 minutos
- Custo elevado

1.14 TRATAMENTO DA CRIPTOCOCOSE

Os pacientes com meningite criptocécica requerem tratamentos complexos e
hospitalizacGes prolongadas (pelo menos 14 dias) com custo elevado (PERFECT et

al., 2010).
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Segundo a Infectious Diseases Society of America (IDSA), o manejo da
criptococose continua sendo um desafio, com poucas drogas novas ou sem estudos
recentes definitivos de sua eficacia. No entanto, se o diagnostico € feito
precocemente, se os clinicos aderirem aos principios basicos das guias de manejo da
Aids e se adoenca predisponente é controlada, entéo, a criptococose pode ser tratada
com éxito na maioria dos pacientes (PERFECT et al., 2010).

O tratamento da meningoencefalite criptocdcica atualmente ainda € baseado
no pequeno nimero de acompanhamentos clinicos, porem estudos mais recentes tem
reforcado as limitacdes dos mesmos e reflete a necessidade de novos antifingicos e
os avancos meédicos (JACKSON & HOSSEINIPOUR, 2010; WARKENTIEN; CRUM-
CIANFLONE, 2010).

A escolha do antifingico depende do sitio de infec¢cdo e da imunidade do
paciente. Os principais antifangicos utilizados séo anfotericina B (0,5-1,0 mg/kg/dia) e
seus derivados lipidicos, fluconazol (400 mg/dia) e 5-flucitosina (100 mg/kg/dia, em
combinagcdo com anfotericina B devido ao frequente surgimento de resisténcia em
monoterapia (GANIEM et al., 2009). Infelizmente, a 5-flucitosina apesar de sua boa

eficacia ndo é uma droga de facil acesso no Brasil (SEVERO et al., 2009).

O Consenso em Criptococose - 2008 estabeleceu algumas diretrizes para o
tratamento de criptococose no Brasil com base na compilacdo de tratamentos
preestabelecidos e avaliagcdo de varios profissionais e suas experiéncias regionais
com a doenca. Para melhor definicdo de tratamento sugere-se algumas categorias de

forca de evidencia.

Em pacientes com a presenca de forma pulmonar da doenca o Consenso 2008,

recomenda tratamentos distintos entre pacientes HIV negativos (Figura - 8) e

pacientes HIV positivo.
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Tratamento da Forma Pulmonar em paciente HIV Negativo

Estado imunoldgico Forma clinica Tratamento Duracio Evidéncia
(dose total)
Imunocompetente ou leve/ fluconazol 200-400mg/d ou 0212 meses Alll
Imunodeprimido: moderada  itraconazol 200-400mg/d VO ou BIII
HIV negativo anfotericina B 0,5-Img/ky/d BIlI
grave tratar como meningoencefalite

*em todos 0s casos determinar Crypfococcus no LCR: se cultura ou pesquisa direta e/ou Litex positivos: tratar como
infeccio em SNC

Figura 7 - Roteiro para tratamento* das formas pulmonares de criptococose em HIV
negativo. Pacientes com pesquisa de antigeno criptococico e cultura em LCR
negativas. (Adaptado de Consenso, 2008)

Nos casos de tratamento de pacientes HIV Positivo com a forma pulmonar é
recomendado em todos os casos determinar Cryptococcus spp. no LCR: se cultura ou
pesquisa direta e/ou latex positivos os pacientes devem ser tratados como infeccéo
em SNC. Em pacientes com Aids e linfécitos T CD4+ > 100 a 200 células/mm?3 por
mais de 6 meses e aderentes a TARV, pode ser considerada a suspensdo da

terapéutica antifingica de manutencao (Clll) (Consenso, 2008). (Figura — 9)

Tratamento da Forma Pulmonar em paciente HIV Positivo

Forma leve/moderada

Antiftingico Dose e duracio Evidéncia

Fluconazol 200 a 400mg/dia VO por 6 a 12 meses Alll

Ou (vide observacio)

Itraconazol 200 a 400mg/dia VO por 6 a 12 meses BIII

(vide observacio)

Manutencio fluconazol 200 a 400mg/dia ou CIII
itraconazol 200 a 400mg/dia

Forma grave tratar como meningoencefalite

Figura 8 - Roteiro para tratamento das formas pulmonares de criptococose: HIV
positivo ou cultura positiva de espécime respiratdrio, sem envolvimento do SNC.
(Adaptado de Consenso, 2008)
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Pacientes diagnosticados com meningite criptococica sdo tratados com
administracdo oral de fluconazol ou intravenoso de anfotericina B. A anfotericina B
desoxicolato tem sido administrado com sucesso terapéutico em casos de meningite
criptococica, por apresentar rapida depuracdo do Cryptococcus spp., entretanto, essa
droga pode ocasionar nefrotoxicidade importante. A anfotericina B lipossomal quando
disponivel é utilizada como substituto, pois apresenta a vantagem de reduzir essa
toxicidade (SUBRAMANIAN & MATHAI, 2005).

No tratamento de pacientes HIV positivo, segundo o Consenso 2008, o uso de
Fluconazol devera ser iniciado na fase de consolida¢do, quando paciente apresentar
melhora clinica definida por. melhora do status mental, febre, cefaléia, sinais
meningeos e/ou negativacdo da cultura do LCR na segunda semana. Os pacientes
com CD4+ > 100 a 200 células/ mm3 por mais de 6 meses e aderentes a TARV,
recomenda-se a suspensdo da terapéutica antifingica de manutencdo (BI/BIII);
reiniciar a terapéutica de manutencdo se CD4 cair para < 100 cels/mm3 (CIlI)

(BENSON et al., 2004; MUSSINI et al., 2004; VIBHAGOOL et al., 2003). (Figura — 11)
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Figura 9 - Tratamento de pacientes HIV positivo e outras formas de imunodepressao
com criptococose em sistema nervoso central ou doencga disseminada. (Adaptado
Consenso, 2008)
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Estudos realizados sugerem que o tratamento possui geralmente entre 50 a
80% de efetividade, pois as drogas antivirais causam toxicidade em até um terco dos
pacientes, a taxa de mortalidade provocada pelo uso de terapia antifingica é alta
(aprox. 20%), e essa mortalidade varia consideravelmente dependendo do estado
imune do hospedeiro (BENNETT etal., 1979; VAN der HORST et al., 1997; DROMER
et al., 1996; PAPPAS etal., 2001).

Em estudo realizado por LINDEMBERG et al. (2008), relata que em uma serie
de casos estudados o antifangico mais utilizado foi anfotericina B (106/123) seguido

de fluconazol em aproximadamente 60% dos casos.

1.15 DESFECHO DA DOENCA

Ainda que seja oferecido ao paciente um tratamento adequado a letalidade
hospitalar da criptococose € considerada alta em paises com recursos limitados, com
taxas superiores a 40% chegando a 49,2% na Colémbia (LIZARAZO et al., 2012;

LESSELLS etal., 2011; MOREIRA, 2006).

Um episédio de meningite criptocdcica pode evoluir com um ndmero significativo
de sequelas e déficits neuroldgicos. As mais frequentes sao diminuicdo da capacidade
mental (30%), reducdo da acuidade visual (8%) e paralisia permanente de nervos
cranianos (5%) e hidrocefalia. A forma disseminada da doenga pode apresentar-se
como febre de origem indeterminada, com hepatoesplenomegalia febril, bem como
através do acometimento de adrenais, rins, linfonodos de mediastino, pele, 0ssos,

miocardio, endocérdio, tireoide, testiculo, hipofise entre outros.
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Estudos histolégicos das vias Opticas de pacientes com infeccdo por
C.neoformans var. gattii, demonstraram pequenas reacdes inflamatérias nas células,
devido a invasdo por Cryptococcus. Isto leva a hipotese de pelo menos dois
mecanismos que poderiam levar a disfuncdo do nervo Optico. Primeiramente, a
resposta celular nas meninges cercando o nervo Optico pode causar um
estrangulamento do nervo e comprometimento do seu suprimento vascular e como
segundo mecanismo uma invasao direta do tecido neural pelo Cryptococcus que pode
ser combinada com uma resposta do hospedeiro inflamatéria celular causando edema

no nervo éptico (SEATON etal., 1997).

Em analise isolada dos pacientes com comprometimento do SNC, a confusédo
mental e auséncia de cefaleia foram consideradas sintomas relacionados com pior
prognostico. Pacientes com criptococose pulmonar e derrame pleural também
apresentam pior prognostico (IGREJA et al., 2004).

Em estudo realizado no Brasil a taxa de letalidade dos pacientes diagnosticados
com criptococose foi de 49,6%, sendo 51% entre os pacientes infectados pelo HIV e
41,2% entre os nao infectados pelo HIV (LINDENBERG et al., 2008).

O presente trabalho justifica-se pela necessidade de se disponibilizar dados
sobre a utilizacdo do método diagnostico agil e confiavel em pacientes com suspeita

de meningite, visando o diagndstico e tratamento precoce da criptococose.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETVO GERAL

Verificar a frequéncia de deteccdo de antigeno criptocécico obtido por CrAg-LFA em
amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes com suspeita de meningite em um

hospital de referéncia do estado do Piaui.

2.2 0BJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar as taxas de deteccédo de antigeno criptococico obtido por CrAg-LFA em

diferentes perfis citolégicos e bioquimicos liquéricos;

Comparar as taxas de deteccdo de antigeno criptocécico obtido por CrAg-LFA em

pacientes HIV positivos e HIV negativos;

Descrever os perfis bioquimico e citoldgicos do liquido cefalorraquidiano dos pacientes

positivos para o antigeno criptocdocico obtido por CrAg-LFA;

Avaliar a sensibilidade e a especificidade da deteccéao de antigeno criptocécico obtido

por CrAg-LFA, comparativamente a coloracdo com Tinta da China.
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3 METODOLOGIA

3.1FONTE DE DADOS E DESENHO DO ESTUDO

O estudo foi realizado na cidade de Teresina, capital do Piaui, no hospital de
referéncia no tratamento de doencas infecciosas que recebe pacientes de varios
municipios do Piaui e de outros estados. A cidade de Teresina situada no meio-norte
do Pais com clima tropical, é a Unica capital do Nordeste que ndo se encontra no
litoral. A sua localizacdo favorece o desenvolvimento de sua economia que guarda
intima relagdo com a area da saude. Por serreconhecida como polo de satde a cidade
atende casos de pacientes procedentes de varios municipios vizinhos e até de alguns

estados proximos, como Maranhdo, Para e Ceara.

Foi realizado um estudo de casos com coleta de dados de pacientes de atendidos
com suspeita de meningite no Instituto de Doencas Tropicais Dr. Natan Portela-IDTNP
em Teresina-Pl no periodo de novembro de 2014 a margco de 2015. Para obter os
dados necessérios foram utilizadas as informac¢des coletadas do Livro de Registro de
Laboratério, prontuarios dos pacientes e das suas fichas de investigacdo de

meningites no SINAN.

3.2 AMOSTRAGEM, CRITERIOS DE INCLUSAO E DETECCAO DE ANTIGENO

CRIPTOCOCICO POR CRAG-LFA

Os critérios de inclusédo do estudo sédo os pacientes atendidos no Hospital com

suspeita de meningite e submetidos a realizacdo do teste de CrAg no LCR. Foram
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excluidos do estudo os dados de pacientes que nao foram encontrados resultados
dos exames de pesquisa direta de fungos e/ou tinta da china e/ou aglutinacéo latex
elou cultura para pesquisa de Cryptococcus spp.

O teste CrAg assim como o teste de tinta da China é realizado pelo hospital e ja
faz parte da rotina adotada ndo sofrendo o paciente nenhuma interferéncia por conta
da pesquisa. Os dados de cultura do liquor para diagnostico de criptococose e dados
de hemocultura ndo foram incluidos devido a auséncia dos dados em grande parte

dos pacientes.

O exame foi realizado pelo hospital logo ap6s puncédo lombar para obtencdo de
liquor do paciente. Para deteccdo de antigeno criptococico no liquor foi utilizado o
teste rapido imunocromatografico LFA (INLAB - Alamar Tecno Cientifica Ltda), para a
andlise qualitativa é realizada adicdo de 40 pL da amostra em tubo de reacéo,
adicionada uma gota do diluente de reacdo do kit de CrAg-LFA, e em seguida a parte
reagente da fita € mergulhada nessa solugdo. O resultado € interpretado apdés 10
minutos, os positivos podem ter sua titulagdo estimada através da diluicdo da amostra

e analise conforme recomendacéao do fabricante do teste. (Figura - 12)

1 2 3

Adicionar 1 gota de Diluente Adicionar 40pL de amostra do Inserir a Tira Teste como Esperar 10 minutos Positiva Negativo
de Amostra no tubo paciente no tubo mostrado

Figura 10 - Desenho esquematico para realizacdo do teste de Crag-LFA. (Adaptado
de Inlab, 2012)
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O meétodo mais comumente utilizado para o diagnostico de meningite
criptococica no Hospital € o teste da tinta da China que ja faz parte da rotina de
exames realizados pelo servico em amostras de LCR dos pacientes com suspeita de
meningite, o teste consiste na analise do liquor do paciente em um microscopio, apos
a adicdo de 20 pL da amostra em uma lamina de vidro e 20 pL de tinta tipo nanquim
(tinta da China). Essa mistura é coberta com laminula e analisada em microscépio
para visualizacdo das estruturas caracteristica do fungo que, sdo representadas pela
capsula polissacaridica do Cryptococcus.

Os dados dos pacientes que atenderam aos critérios de inclusdo e exclusdo
foram coletados e analisados e nao interferiram no diagnéstico e tratamento da

doenca.

Os dados levantados através de questionarios estruturados com variaveis
categodricas e variaveis continuas foram processadas no programa Epiinfo 4.1,
observando véarios parametros como: idade do paciente, género do paciente, cor/raca,
zona de moradia, data da investigacdo, ocupacéo, sinais e sintomas, tempo de
internacdo, aspecto do LCR, tinta da china, resultado do CrAg, cultura, aglutinacao
pelo latex, critério de confirmacdo, desfecho, data de desfecho, diagnostico final,

condigdes de imunossupresséo.

3.3ASPECTOS ETICOS

Por tratar-se de um estudo com obtenc&o dos dados de prontuarios e fichas no

SINAN n&o houve riscos aos participantes da pesquisa.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual

do Piaui / FACIME.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERISTICAS DOS PACIENTES INCLUIDOS NO ESTUDO

Dos pacientes participantes do estudo 78/140 (55,7%) séo do género masculino
e 62/140 (44,3%) do género feminino, os pacientes atendidos tem idades que variam
de 1 a 71 anos com média geral de idade de 34,6 anos. Entre 0os pacientes com
resultado de CrAg-LFA positivo e diagnosticados com meningite criptocécica o género
masculino apresentou discreta superioridade na distribuicdo com 10/19 (52,6%) dos
casos e 0 género feminino com 9/19 (47,4%) dos casos, a média de idade foi de 37,4

anos nos pacientes positivos.

Tabela 2 - Caracteristicas epidemiologicas dos pacientes atendidos com suspeita de
meningite e que cumpriram os critérios de inclusdo da pesquisa.

TOTAL DE PACIENTES | CASOS POSITIVOS
CARACTERISTICAS N = 140 N = 19
N % N %

SEXO

MASCULINO 78 55,7 10 52,6

FEMININO 62 44,3 9 47,4
FAIXA ETARIA

lal2 16 11,4 2 10,5

13a21 15 10,7 2 10,5

22 - 45 70 50,0 10 52,6

46 — 60 31 22,1 4 21,1

> 60 8 57 1 53
HIV

POSITIVO 15 10,7 6 316

NEGATIVO 125 89,3 13 68,4

O perfil sorolégico dos pacientes atendidos que realizaram exame para

investigacdo de criptococose no liquor revelou que 15/140 (10,7%) dos pacientes



53

apresentavam positividade para o HIV, entre 0s pacientes que tiveram confirmacao
de resultado no CrAg-LFA este numero é de 6/19 (31,6%).

Os pacientes com resultados positivos para criptococose eram procedentes de
diversas cidades no préprio estado e também de estados vizinhos, estes pacientes
foram diagnosticados e realizaram tratamento no Hospital de referéncia. Observou-se
que 11/19 (57,9%) dos pacientes eram do estado do Piaui e 8/19 (42,1%) do estado

do Maranh&o. (Tabela —4)

Tabela 3 - Distribuicdo dos casos de pacientes com criptococose por estado de
procedéncia.

Sexo
Masculino Feminino Total/Estado
Estado N % N % N %
Piaui 4 21,1 7 36,8 11 57,9
Maranhao 6 31,6 2 10,5 8 42,1
Total/ Sexo 10 52,6 9 47,4 19 100

As cidades gque apresentaram um maior nimero de casos de criptococose
foram Teresina-Pl 6/19 (31,6%) dos casos e Caxia-MA 3/19 (15,8%) dos casos.

(Tabela —5)

Tabela 4 - Distribuicdo dos pacientes com criptococose por municipio de origem e
atendidos no centro de referéncia no Estado do Piaui.

PIAUI MARANHAO
(N=11) (N=8)

Cidades N % Cidades N %
TERESINA 6 31,6 CAXIAS 3 158
ARRAIAL 1 53 TIMON 1 5,3
REGENERACAO 1 53 ALDEIAS ALTAS 1 5,3
GUADALUPE 1 53 LAGOA DA MATA 1 5,3
PIRIPIRI 1 53 IMPERATRIZ 1 5,3
CAMPO MAIOR 1 53 COELHO NETO 1 5,3
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4.2 TAXA DE DETECCAO DE ANTIGENO CRITOCOCICO POR CRAG-LFA EM
PACIENTES COM SUSPEITA DE MENINGITE

A taxa geral de positividade para antigeno criptocdcico foi de 19/140 (13,6%).
Esta taxa foi de 10/78 (12,8%) em homens e 9/62 (14,5%) em mulheres (p = 0,808).
Houve deteccdo do antigeno criptocdcico em todas as faixas etarias. A taxa de
deteccdo ndo variou significativamente nas diferentes faixas, atingindo 2/16 (12,5%)
em criancas com idade até 12 anos e 10/70 (14,3%) em pessoas com idade entre 21

e 45 anos. Estes resultados estdo sumarizados no Quadro 1.

Quadro 1 - Taxas de deteccdo de antigeno criptococico em liquor de pacientes com
suspeita de meningite por faixa etaria, em centro de referéncia no estado do Piaui.

IDTNP, 2015.

Faixa etaria (anos) Negativos Positivos
lal2 14 (87,5%) 2 (12,5%)
13a21 13 (86,7%) 2 (13,3%)
22— 45 60 (85,7%) 10 (14,3%)
46 — 60 27 (87,1%) 4 (12,9%)
> 60 7 (87,5%) 1 (12,5%)

Entre os pacientes com resultado positivo para criptococose neste estudo a
faixa etaria predominante foi de pacientes entre 22 e 45 anos 10/19 (52,6%). Este
resultado € compativel com resultados obtidos por MOREIRA et al. (2006), quando

relata a presenca de criptococose em hospital de Uberlandia-SP que na faixa etaria
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de 21 a 40 anos concentra 67,7% dos casos de criptococose nos pacientes da

pesquisa.

A criptococose é relatada com maior frequéncia em adultos jovens e pessoas
de meia idade, sendo mais comum em pacientes do género masculino. Alguns
estudos relatam uma frequéncia de 80 a 85% de todos os casos ocorrendo entre 0s
20 e 60 anos de idade (MANFREDI et al., 1993; GOODMAN et al.,1970; HUNG et al.,
1995). Outros autores também relatam predominio de casos de criptococose em
pacientes na faixa etaria de 30 a 60 anos (DARZE, GOMES, MELO, 2000; PIRES et

al., 2000; SAAG et al., 2000).

Os resultados obtidos no presente estudo sdo compativeis com estudos
realizados na Africa (com média de idade de 34 anos), na Franca (média de 33 anos
para mulheres e 36 anos para homens) e na Austrélia (37 anos para homens e 48

para mulheres) (MILLOGO et al., 2004; DROMER et al., 2004; JENNEY et al., 2004).

MEZZARI et al. (2013), em estudo realizado analisando 42 prontuarios de
pacientes com criptococose em um hospital de Porto Alegre, relata que dos pacientes
infectados 50% encontravam-se na faixa etaria de 30 a 39 anos. Assimcomo LEAL et
al., que avaliando a meningite criptococica em pacientes também no Rio Grande do

Sul relata a média de idade de 36 anos entre os infectados.

4.3 TAXAS DE DETECCAO DE ANTIGENO CRITOCOCICO POR CRAG-LFA
EM DIFERENTES PERFIS CITOLOGICOS E BIOQUIMICOS LIQUORICOS

As médias de concentracdo de glicose no liquido cefalorraquidiano foram 56,83

+ 20,7 mg/dL nos pacientes negativos e 57,50 + 19,6 mg/dL nos pacientes positivos
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(p = 0,928). As médias de concentracdo de proteina no liquido cefalorraquidiano
foram 53,85 £ 38,95 mg/dL nos pacientes negativos e 51,29 + 25,40 mg/dL nos

pacientes positivos (p = 0,810).

As médias de contagem relativa de células mononucleares foi 77,7% + 3,6%
nos pacientes negativos e 84,9% * 6,2% nos pacientes positivos (0,326). Com relagéo
a média de contagem relativa de células polimorfonucleares, esta foi ligeiramente
superior no grupo negativo, atingindo 18,6% + 2,9%. No grupo CrAg — positivo esta

média foi de 10,1% + 3,2% (p = 0,059).

—@—CrAg-NEGATIVO  ==g==CrAg-POSITIVO
90
80
70
60
50
40
30
20
10

GLICOSE PROTEINA MONO POLI

Figura 11 - Perfis bioquimicos e citologicos do LCR em pacientes com resultados de
CrAg e diagnosticados com criptococose em comparacdo com pacientes com
meningites de outras etiologias. IDTNP - 2015.

Como evidenciado no grafico acima os resultados obtidos a partir dos exames
citolégicos e bioquimicos no liquor da populacdo participante da pesquisa ndo
guardam diferencas significativas entre os dois grupos que permitam inferir uma
distincédo clara utilizando apenas desses parametros, para diferenciar pacientes com

meningite criptocécica e os pacientes que apresentam meningite de outras etiologias.
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4.4 TAXAS DE DETECGAO DE ANTIGENO CRIPTOCOCICO OBTIDO POR
CRAG-LFA EM PACIENTES HIV POSITIVOS E HIV NEGATIVOS

Em pessoas com infeccéo pelo HIV, a taxa de deteccdo de antigeno criptocécico
no liquor de pacientes com suspeita de meningite foi de 6/15 (40%). Entre os pacientes
HIV-negativos esta taxa de positividade foi significativamente inferior e atingiu 13/125

(10,4%) (p = 0,007). (Figura — 14)
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Figura 12 - Percentual de criptococose entre os grupos de pacientes infectados e néao
infectados por HIV. IDTNP, 2015

Alguns autores relatam a ocorréncia de criptococose em cerca de 6 a 13% dos
pacientes com infeccédo pelo HIV, sendo esta a causa mais frequente de meningite
nesses pacientes (VICHKOVA-LASHKOSKA et al., 2004; BARAIA-ETXABURU et al.,

1996).
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Tabela 5 - Frequéncia de resultados de antigeno criptococico em LCR obtidos com o
CrAg-LFA e Tinta da China entre pacientes infectados e ndo infectados por HIV.

IDTNP, 2015.
CrAg-LFA Tinta da China
Negativo Positivo Negativo Positivo
Pacientes N % N % N % N %
HIV + 9 6,4 6 4,3 12 8,6 3 21
HIV - 112 80,0 13 9,3 113 80,7 12 8,6
Total 121 86,4 19 13,6 125 89,3 15 10,7

4.5 SENSIBILIDADE E A ESPECIFICIDADE DA DETECCAO DE ANTIGENO
CRIPTOCOCICO OBTIDO POR CRAG-LFA, COMPARATVAMENTE A

COLORACAO COM TINTA DA CHINA.

Devido a dificuldades enfrentadas pelo Servico na realizacdo da Cultura para

fungos (padrédo-ouro), a ndo localizacdo dos resultados em prontuarios, esse dado

nao foi incluido no trabalho.

Dos 14 pacientes positivos pela com Tinta da China, todos foram igualmente

positivos ao Crag, apontando para sensibilidade de 100%. Os resultados estéo

sumarizados na Quadro 2.

Quadro 2 - Sensibilidade e Especificidade da detec¢do de antigeno criptocécico em
liguor de pacientes com suspeita de meningite, em centro de referéncia no estado

do Piaui.

TINTA DA CHINA E CRAG-LFA
CRAG
Total
NEG POS
121 5 126
NEG % TINTA 96,00% 4,00% 100,00%
% CRAG 100,00% 26,30% 90,00%
TINTA
0 14 14
POS % TINTA 0,00% 100,00% | 100,00%
% CRAG 0,00% 73,70% 10,00%
121 19 140
Total % TINTA 86,40% 13,60% 100,00%
% CRAG 100,00% 100,00% | 100,00%
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Segundo BOULWARE et al. (2014), a sensibilidade da tinta da China € baixa
(86%) e altamente dependente da carga fungica, a sensibilidade pode apresentar uma
reducdo para 42% nos individuos com cultura de LCR < 1000 UFC/mL, ainda no
mesmo estudo estima que, a tinta da China utilizada como Unico teste de diagnostico
da meningite criptocdcica aproximadamente 8,8% dos casos de meningite ficariam

sem confirmacéo diagnostica.

Existem evidencias de que o teste de CrAg-LFA é mais sensivel até que a
cultura de fungos especialmente nas fases iniciais da doengca. KABANDA et al. (2013),
descreve dois casos em que 0s pacientes tinham baixos titulos de LFA (1:10),
confirmados com o teste de Latex, apresentavam cultura fungica negativa e apenas
um tinha confirmagédo da tinta da China, ambos os pacientes foram submetidos a

repeticdo dos testes no prazo de 14 dias e s6 entdo tiveram confirmacdo de meningite

criptococica através da cultura positiva e da tinta da China.

Entre os 126 pacientes com resultados negativos para coloragdo com Tinta da
China 5 pacientes eram positivos para criptococose, em contrapartida eles foram
corretamente identificados pelo CrAg-LFA, demonstrando a superioridade do CrAg-
LFA na deteccéo da criptococose em 5/19 (26,3%) dos pacientes quando comparados
os dois testes. Os dados obtidos tornam-se de extrema importancia pois confirmam a
melhor capacidade de deteccdo e diagnostico da criptococose com auxilio do teste

CrAg-LFA. (Figura — 15)

As técnicas tiveram concordancia de 96,4%, com estatistica Kappa de 0,829.
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Figura 13 — Comparacédo entre os resultados obtidos em liquor de pacientes atraves
dos métodos tinta da China e CrAg-LFA.

Diversos autores relatam que o CrAg-LFA é altamente sensivel e relativamente
mais especifico que a cultura e o LA. A pesquisa de LA e CrAg-LFA apresentam
elevada concordancia nas amostras de plasma e LCR (96% e 97%, respectivamente).
A cultura e tinta da China possuem baixa concordancia com CrAg-LFA (85% e 87%,

respectivamente).

E importante ressaltar que uma baixa concordancia também foi encontrada
entre a cultura e tinta da China quando comparados com LA, sugerindo que 0sS
resultados positivos obtidos com o CrAg-LFA ndo significam que sao resultados falso-
positivos, mas representam que o CrAg-LFA é mais sensivel na detec¢éo de infeccéo

criptococica que a cultura e tinta da China. (KOZEL & BAUMAN, 2012)

Este dado reforca o que foi descrito por alguns autores quando referem que o
teste de CrAg-LFA é um teste altamente preciso para o diagnostico da meningite

criptococica e reforca a deficiéncia do teste de tinta da China pois seu resultado esta
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intimamente relacionado a carga fungica. (KABANDA et al., 2013; KOZEL & BAUMAN,

2012)

Do ponto de vista de diagnostico do paciente o exame de CrAg-LFA detectou
que 4% dos pacientes considerados negativos pela Tinta da China, haviam recebido

um resultado falso-negativo.

Se a tinta da China fosse 0 Unico teste utilizado para diagnostico da
criptococose no estudo 5/19 (26,3%) dos pacientes com criptococose receberiam um
resultado falso-negativo, sendo assim teriam seu diagndstico e consequentemente o

tratamento retardado, o que favoreceria um mal prognostico para os pacientes.

Tabela 6 - Distribuicdo dos casos de meningite criptocdcica e resultados da andlise
do LCR obtidos com o CrAg-LFA e Tinta da China. IDTNP, 2015.

CARACTERISTICAS | TOTAL DE PACIENTES | CASOS POSITIVOS
N = 140 N =19
RESULTADO N % N %
CRAG-LFA
NEG 121 86,4 0 0,0
POS 19 13,6 19 100,0
TINTA DA CHINA
NEG 126 90,0 5 26,3
POS 14 10,0 14 73,7

BOULWARE et al (2014), considera que o teste CrAg-LFA podera mudar
dramaticamente o diagnéstico da criptococose, em especial nas areas menos

favorecidas e ainda permite o diagnostico na fase inicial da doenca.
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5 CONCLUSOES

- O estudo mostrou que dos 140 pacientes 19 foram positivos para o Crga-LFA no

LCR e 15 para tinta da China, mostrando o CrAg mais sensivel que a tinta da China;

- Os perfis citobioquimicos dos LCR estudados nos pacientes positivos e negativos

para criptococose ndo mostrou significancia estatisticas entre 0os grupos;

- Os dados obtidos demonstraram taxas de positividade do CrAg-LFA entre os
pacientes HIV positivos similares as detectadas em paises de alta endemicidade de
HIV;

- Entre os pacientes HIV negativos a taxa de positividade é superior aos relatados na

maior parte dos trabalhos no Brasil;

- Os resultados do teste de CrAg-LFA confirmam uma sensibilidade de 100%,

resultado idéntico ao descrito por diversos autores;

- A relacdo existente entre carga fungica e resultado de tinta da China foi a possivel
causa de resultado falso-negativo observado em 5/19 (26,9%) dos pacientes

diagnosticados com meningite criptocécica.
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6 PERSPECTIVAS

- Ampliacdo do uso do CrAg-LFA na rotina dos servicos de saude para todos 0s

pacientes que adentrem o servico com diagnostico de meningite;
- Realizar estudos caso-controle para analise mais apurada de resultados;
- Aprimorar informacdes epidemiologicas em prontuarios e fichas de notificagcao.

- Incluir a criptococose como uma doenca de notificacdo compulsoria para revelar a

real situacao da criptococose no Meio-Norte do Brasil.
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