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INTRODUCAO

A criptococose é micose sist€émica causada,
principalmente, pelo complexo de espécies
C. neoformans/C. gattii. Eadquiridaporinalagio
de propagulos dispersos no meio ambiente,
sendo a meningoencefalite a manifestacao
clinica mais comum.!? Cabe ressaltar que
C. gattii forma, com mais frequéncia, nodulos
tumorais unicos, ou multiplos, nos pulmdes e
cérebro, denominados criptococomas, além
de aumento de morbidade neuroldgica e baixa
resposta a terapia antifungica.* A criptococose
por C. neoformans apresenta distribuigao
global e ¢ amaior causa de morbidade e mortali-
dade em individuos imunocomprometidos,
principalmente aqueles com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). A infeccdo por
C. gattii, ao que parece, acomete, na maioria
das vezes, pessoas imunocompetentes, sendo
mais prevalente em regides de clima tropical e
subtropical. Sua detec¢do em regides de clima
temperado sugere que esta espécie se adapta as
condigdes de novos meios.>>*7 O diagndstico
laboratorial apresenta alguns problemas quanto
a determinagdo correta do agente etiologico,
pois nem todos os laboratorios diferenciam as
espécies C. neoformans e C. gattii causando

prejuizo na conduta terapéutica.

Este artigo tem como objetivo fazer breve
atualizacdo sobre a criptococose e seus

principais agentes, bem como realizar levan-
tamento de dados laboratoriais para obter
estimativa da frequéncia da infec¢do por C.
gattii no Estado de Sao Paulo. Por apresen-
tar aspectos clinico-epidemioldgicos pouco
conhecidos, ¢ enquadrada como micose endé-
mica e necessita de abordagem distinta da

criptococose oportunista por C. neoformans.?

Complexo de espécies Cryptococcus
neoformans/C. gattii

Leveduras capsuladas do género
Cryptococcus spp sdo os agentes etiologicos
Embora

da  criptococose. compreenda

aproximadamente 70  espécies, apenas
Cryptococcus neoformans e C. gattii sao

considerados patogénicos.’

Anteriormente, C. neoformans estava
dividido em duas variedades: var. neoformans
(sorotipos A, D e AD) e var. gattii (sorotipo
B e C). Devido as diferencas fenotipicas,
genotipicas e epidemiologicas, houve a
separagdo definitiva dessas variedades em
duas espécies distintas: C. neoformans e C.

1011 sendo que C. neoformans apresenta

gattii,
duas variedades: var. grubii (sorotipo A) e var.

neoformans (sorotipo D).!>13

Estudos moleculares identificaram § tipos
moleculares dentro do complexo de espécies
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C. neoformans/C. gattii, a saber: VNI/
AFLP1 e VNII/AFLP1A para C. neoformans
var. grubii, sorotipo A; VNIII/AFLP2 para
hibrido AD; sorotipo AD e VNIV/AFLP3 para
C. neoformans var. neoformans, sorotipo D e,
VGI/AFLP4, VGII/AFLP6, VGIII/AFLPS e
VGIV/AFLP7 para C. gattii sorotipo B ¢ C.!4!3

Apesar de ser a nomenclatura mais aceita,
existe a proposta do reconhecimento de
7 espécies, devido a significativa diversidade
genética dentro do complexo de espécies

C. neoformans/C. gattii."®

C. neoformans ocorre em todo o mundo e ¢
o responsavel pela maioria dos casos. C. gattii,
originalmente, estava limitado as regides
tropicais e subtropicais, porém, um surto em
Vancouver, Canada e posterior dispersdo para
o noroeste dos Estados Unidos demonstrou que
esta espécie pode se adaptar a regides de clima
temperado.>!7

Na revisdo de relatos brasileiros,
C. neoformans e C. gattii foram encontrados em
todas as regides. De acordo com as tendéncias
epidemiologicas, o Brasil foi dividido em:
macro regido norte (compreende os estados
de Amazonas, Roraima, Pernambuco, Piaui e
Bahia), endémica para C. gattii, e macro regido
sul (compreende os Estados de Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro,
Parana e Rio Grande do Sul), em que ha

predominio da infec¢do por C. neoformans.'®

A doenca

A infeccdo ¢ adquirida por inalagdo de
propagulos infectantes. A forma pulmonar
pode ser assintomdtica ou apresentar sintomas
de infecgdo respiratoria leve, com resolucao
espontanea. Também, poderd evoluir para

formas pulmonares graves com insuficiéncia

respiratoria aguda. A infec¢do pode se
disseminar por via hematogénica, e atingir
outros 6rgaos como o sistema nervoso central
(SNC), causando meningocefalite, que ¢é a
principal manifestagdo clinica da doenca na

forma disseminada.>®

Asapresentacdes clinicas estdorelacionadas,
diretamente, com o estado imunolégico do
hospedeiro. A meningoencefalite é a forma
clinica mais comumente diagnosticada,
ocorrendo em mais de 80% dos casos, quer sob
a forma isolada ou associada ao acometimento

pulmonar.®

Do ponto de vista clinico-epidemiologico
essa micose se divide em: criptococose oportu-
nista, associada a condi¢des de imunodepressao
celular  causada  predominantemente  por
C. neoformans, e criptococose primaria, associada
a hospedeiro, aparentemente imunocompetente,

causada, predominantemente, por C. gattii.’

A recente deteccdo de C. gattii no Canada
e Estados Unidos, acometendo individuos
aparen-temente ndo imunocomprometidos,

mostrou a importdncia na diferenciacdo
da infecgdo em pacientes com virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e pacientes
nao infectados pelo HIV, para melhor entender
as caracteristicas clinicas entre estes dois
grupos de pacientes. Por se tratar de grupo
diverso, torna-se um desafio adaptar regime
terapéutico que seja adequado a todos os
pacientes. Embora os pacientes, aparentemente,
grupo
homogéneo, eles provavelmente apresentam

imunocompetentes  paregam  ser
uma proporcao de imunodeficiéncias inatas ou
adquiridas imunodeficiéncias subclinicas inatas
ou adquiridas. Complicagdes clinicas podem
ser mais graves nesse grupo de pacientes,

incluindo sequelas neurologicas, tais como:
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acidente vascular cerebral, cegueira, surdez e

outras anomalias de nervos cranianos focais."?

No Brasil, harelatos de C. gattii acometendo

hospedeiros imunocompetentes  nativos,
principalmente pessoas jovens e criangas, nas
regides norte, sudeste e sul. Nestes grupos
de pacientes a infeccdo ¢é caracterizada
por alta letalidade (taxas de 40,6 a 56%) e
frequentemente causam incapacidades como:

déficit visual ou cegueira e hidrocefalia.”?*:21-22

O tratamento da criptococose depende
do estado imunitario do paciente e os
antifingicos mais utilizados sdo: anfotericina
B, 5-fluorcitosina e fluconazol.®? O tratamento
¢ dividido em: fase de indugdo da terapia com
anfotericina B; fase de consolidag¢do e terapia

de manuten¢do com fluconazol.?

Diagnéstico Laboratorial

A doenga ¢é diagnosticada, em geral, quando
o agente ja estd no SNC. O diagndstico
laboratorial ¢é, comumente, realizado no
liquido cefalorraqueano (LCR) e consiste,
principalmente, na pesquisa direta da levedura
capsulada (micologico direto com tinta da
China), isolamento em meios de cultura e
pesquisa de antigeno capsular. Pesquisa com
tinta da China positiva direciona para género
Cryptococcus. Quanto a cultura, ndo ha meios
seletivos, isto ¢, que promovam o crescimento
apenas do género Cryptococcus. Leveduras
deste género crescem bem em varios meios
de cultura, desde que ndo tenham em sua
composicao cicloheximida, comercialmente
Actidione©. O ideal é que seja utilizado meio
que promova a identificacdo presuntiva, como o
agar Niger ou agar L-dopa, em que as colonias
apresentam colora¢do marrom.®

A determinagdo da espécie normalmente
¢ realizada por métodos fenotipicos a partir
do crescimento em cultura. Para isso,

os laboratérios podem utilizar: métodos
manuais, métodos comerciais automatizados,
espectrometria de masssa ou ndo e métodos

moleculares.

Laboratorios de pesquisa costumam realizar
método manual de assimilagdo de fontes de
carbono e nitrogénio e provas complementares
como: hidroélise da ureia, crescimento em varias
temperaturas e prova de CGB (L-canavanina,
glicina e azul de bromotimol).* Se for utilizado
método comercial, as provas complementares
serdo incluidas. Cabe esclarecer que a prova
de CGB ¢ de facil execugdo e deve ser
utilizada apenas e tdo somente para diferenciar

C. neoformans e C. gattii.”

Em geral, os laboratérios de rotina utilizam
métodos comerciais automatizados ou nao.
Estes métodos utilizam processos assimilativos
ou enzimaticos para identificacdo das principais
leveduras de interesse médico. No caso de
leveduras do género Cryptococcus, o banco de
dados destes métodos ndo contempla a espécie
C. gattii, sendo assim, o resultado liberado ¢
C. neoformans, taxonomia antiga que engloba
as duas variedades.

A utilizagdo da espectrometria de massa
(matrix-assisted laser desorption ionization-
time of flight mass spectrometry - MALDI-TOF
MS) mostrou ser método rapido, acurado para
identificagdo de C. neoformans e C. gattii assim
como de outras espécies do género. Apesar
de ser equipamento caro, oS insumos para a
realizagdo da identificagdo até genero/espécie

de fungos em geral apresentam baixo custo.?¢?’

M¢étodos moleculares, como a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) e suas variagdes
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(nested, multiplex e tempo real) podem ser
utilizados para diagnéstico e também para

identificagdo da espécie.?3?

Infelizmente, a técnica MALDI-TOF e os
métodos moleculares, ndo estdo disponiveis na

maioria dos laboratorios de rotina.

A detecgdo de antigeno capsular em
liquidos corpéreos normalmente ¢ realizada
por teste de aglutinacdo com particulas de
latex. Recentemente, um teste rapido teve
seu registro aprovado pela Anvisa. Trata-se
de teste imunocromatografico para deteccdo
de antigenos polissacarideos, que ndo requer
infraestrutura laboratorial ¢ que pode ser
utilizado como triagem de amostras de sangue
para deteccdo de casos assintomaticos/
sub-clinicos e assim reduzir a mortalidade,
principalmente em pacientes infectados pelo
HIV.3 Ambas metodologias soroldgicas ndo

diferenciam as espécies C. neoformans e C. gattii.

Os testes de sensibilidade aos antifingicos
in vitro (TSA) devem ser realizados nas
seguintes  situacdes:

cepas  provenientes

de pacientes submetidos a tratamento
prévio ou a profilaxia com antifingicos;
constatacdo de falha terapéutica; espécie do
agente etioldgico com sensibilidade pouco
conhecida.’* Normalmente o TSA determina
a concentragdo inibitoria minima (CIM). Os
métodos de referéncia preconizados pelo
comité norte-americano denominado Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI)
consistem na microdiluicdo do farmaco em
caldo RPMI. O método de microdiluigao
proposto pelo comité europeu (European
Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing — AFST-EUCAST) e fitas impregnadas
com diferentes concentragdes de antifiingicos,

também podem ser utilizados e apresentam

resultados comparaveis ao CLSI.3*** Outros
métodos comerciais, automatizados ou nao, ja
foram avaliados e mostraram bons resultados
quando comparados aos métodos de referéncia,
com a vantagem de serem menos laboriosos.*
A vantagem da utilizacdo de método comercial

automatizado é ser menos laborioso e mais

rapido quanto a liberagdo de resultados.

Apesar de ndo existirem dados sobre a
relacdo entre MIC, dosagem do antifingico
e resposta clinica, o TSA pode ser util em
pacientes com falha na resposta a terapia,
aparentemente, apropriada. Assim, resultado
de CIM alto pode nortear a substituicdo de uma
droga alternativa. Os testes de susceptibilidade
sdo recomendados para monitorar tendéncias

epidemiologicas.’’

Dados Laboratoriais sobre frequéncia de
C. gattii no Estado de Sao Paulo

Por meio de pesquisa bibliografica é possivel
observar o interesse da comunidade cientifica
por C. gattii e micose causada por este agente

nos ultimos anos.

Desde 1994, quando pesquisadores do
Nucleo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz
(NM-IAL) iniciaram projeto de monitoramento
da criptococose no Estado de Sdo Paulo, foi
formadobancodecepasdocomplexodeespécies
C. neoformans/C. gattii. Nesse projeto foram
oferecidos varios cursos de capacitagdo, para
os laboratorios da rede publica e credenciada,
no diagnoéstico laboratorial da criptococose e
foi estabelecido fluxo de envio de amostras.
O envio dos isolados ao NM-IAL permitiu que
fosse realizado controle de qualidade destas
identificagdes, pois todas as amostras eram
reidentificadas por prova bioquimica (CGB)

para diferenciacdo da variedade (atualmente,

Criptococose: Atualizagdo e analise de dados laboratoriais sobre a frequéncia de Cryptocococcus gattii
no Estado de Sao Paulo numa série temporal de 11 anos/Martins MA et al.

pagina 4



BEPA 2017;14(157):1-10

espécie) para fins epidemioldgicos, além da
determinacdo da suscetibilidade ao fluconazol
e anfotericina B. Até o momento, todos os
isolados de Cryptococcus sao objeto de estudo
para caracterizagdo de viruléncia, resisténcia,
interacao patégeno-hospedeiro, além de estudos
ambientais da busca de fontes de infec¢do.38>¢

O levantamento de dados laboratoriais
no periodo de 1994 a 2015, considerando
um isolado por paciente, mostrou que a
suscetibilidade a ambos os farmacos foi alta e
a frequéncia de C. gattii variou de 3,0% (1995,
1999 e 2000) a 15,5% (2009 e 2014), como
pode ser observado no Quadro 1 e Grafico 1.

Quadro 1. Frequéncia de C. gattii/ano (1 amostra/paciente) nos
isolados do complexo C. neoformans/C. gattii recebidos pelo
Nucleo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz

Total de isolados do
ANO complexo Total de C. gattii
C. neoformans|C.gattii

1994 54 4(7,4%)
1995 132 4 (3,0%)
1996 248 8(3,2%)
1997 76 5(6,6%)
1998 89 3(3,4)%
1999 136 4(3,0%)
2000 102 3(3,0%)
2001 130 16 (12,6%)
2002 64 6 (9,4%)
2003 119 7(5,9%)
2004 84 6 (7,1%)
2005 91 10 (11%)
2006 85 13(15,3%)
2007 74 8(9,3%)
2008 69 10 (14,5%)
2009 99 15 (15,2%)
2010 51 7(13,7%)
2011 73 10 (13,7%)
2012 83 9(10,8 %)
2013 86 6 (7,0%)
2014 920 14 (15,6%)
2015 84 11(13,1%)
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Frequencia (%)

Figura 1. Distribuigdo das frequéncias relativas de C. gattii no Estado de
Sao Paulo, segundo ano-calendario 1994-2015

Os resultados estatisticos pelo teste de qui
quadrado levam a concluir que a distribuic¢do
ndo foi uniforme no tempo, isto é, frequéncias
esperadas ora abaixo, ora acima, de 8,3%,
como observado para o total. A andlise de
residuos padronizados apontam os anos 2006,
2009 e 2014 como aqueles que tiveram,
estatisticamente, maiores frequéncias relativas
de C. gattii (Zres 2,409, Zres 2,556 ¢ Zres 2,574,
respectivamente) para nivel de significancia de
0,005. Diante desses resultados, acreditamos ser
mais factivel considerar que houve flutuagdes
nesta série temporal do que cogitar o aumento
da frequéncia de C. gattii em anos recentes.
Nao foi possivel associar infeccdo por este
agente com doenga imunoldgica prévia ou nao,
uma vez que este dado nem sempre constava da
ficha de envio ao laboratorio.

Discussao

Embora sejam dados aleatdrios, uma vez que
nao expressam o numero real de casos ocorridos
no Estado de Sao Paulo, e levando em conta
que as regides norte ¢ nordeste concentram o

maior numero de casos de criptococose por

C. gattii, as porcentagens encontradas neste
estudo podem ser consideradas representativas.

Nao existem dados oficiais sobre a
criptococose em nosso meio, pois nao ¢
doenca de notificacdo compulsoria. Para isso
sera de suma importidncia a identificagdo
correta do agente etiologico. Sendo assim,
seria necessario que os laboratorios de
analises clinicas, que ndo utilizam a técnica
de MALDI-TOF ou técnicas moleculares,
complementem a identificagdo com a prova
de CGB para a diferenciagdo das espécies C.
neoformans e C. gattii, mesmo que o método
chegue ao resultado C. neoformans. Caso
contrario, deveriam liberar o laudo como
Cryptococcus spp. ou complexo das espécies

C. neoformans/C. gattii.

Uma vez que a criptococose por C. gattii
¢ considerada emergente e tem aspectos
clinico-epidemiologicos pouco conhecidos,
necessitando de abordagem distinta da
criptococose oportunista por C. neoformans,
enfatiza-se aimportancia do correto diagnostico

do agente para obtencdo de taxas reais sobre a
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frequéncia dos dois principais agentes e assim
contribuir para o monitoramento do agente
tanto no Estado de Sdo Paulo como no Brasil
como um todo e, assim, melhor compreender a

relagdo patdgeno/infecgio.

Defendemos, ainda, a criacdo de sistema
de vigilancia para infec¢des de C. gattii no
Brasil, assim como ocorre na Colombia,
Canada e EUA, desde 1997, 1999 e 2011,

respectivamente.

Como laboratorio de

o NM-IAL participaria

Satde Publica,

dessa vigilancia
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