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RESUMO

7 7

A criptococose é uma micose sistémica e a meningoencefalite é a sua
manifestacdo clinica mais grave e mais comum. As principais espécies
envolvidas na etiologia sédo Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. A
ecologia destas espécies ndo € ainda bem conhecida, C. neformans tem como
habitat, fezes de aves, principalmente pombos e C. gatti € comumente
associada a éarvores. A presenca de C. gattii foi investigada em diferentes
regides do Estado do Espirito Santo e foi encontrada em apenas duas (0,7%)
das 209 amostras de arvores analisadas enquanto C. neoformans foi isolado
em 9 (17%) das 54 amostras de excrementos de aves analisadas. A ocorréncia
de Cryptococcus neoformans (63 isolados) tanto em amostras ambientais como
clinicas foi maior que a de Cryptococcus gattii (4 isolados). No total, 67
isolados, clinicos e ambientais, de C. neoformans e C. gattii, foram analisados
e todos foram sensiveis as drogas voriconazol (VCZ) e anfotericina B (AMB).
Para a droga itraconazol (ITZ), 82% foram sensiveis (S), 18% sensivel-dose-
dependente (SDD) e para fluconazol (FCZ), 75% S, 24% SDD e 1% resistente
(R). Considerando a origem dos isolados, o perfil de suscetibilidade foi
semelhante entre os de origem clinica e os ambientais. Entre os azélicos, o
voriconazol foi o farmaco que apresentou maior atividade e o fluconazol o que
apresentou menor atividade in vitro. Nao foi observada resisténcia cruzada
entre voriconazol e fluconazol. Quanto a producéo da enzima fosfolipase, 84%
dos isolados apresentaram producdo alta e apenas 3% n&o produziram a
enzima. Todos os 67 isolados mostraram atividade da enzima fenoloxidase,
sendo 71% com atividade baixa e nenhum com atividade negativa. Producéo
mais baixa da fosfolipase e niveis mais altos de atividade da fenoloxidase
foram observados em cepas isoladas de pacientes HIV-positivos. Todas as
cepas clinicas e ambientais de C. neoformans pertenceram ao genotipo VNI e
todas C. gattii ao gendtipo VGII. Esses resultados revelaram semelhanca no
padrdao genético, perfil de suscetibilidade a drogas e producdo das enzimas
extracelulares, fosfolipase e fenoloxidase, entre isolados ambientais e clinicos

e confirmam que a infec¢ao pode ocorrer a partir de fontes ambientais.



ABSTRACT

The cryptococcosis is a systemic mycosis, which the meningoencephalitis is the
most severe and most common clinical manifestation. The main species
involved in your etiology are Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii.
The ecology of these species is not well, known, C. neoformans has the
excrement of birds, mainly pigeons, as its principal habitat and C. gattii is
commonly associate to the trees. The presence of C. gattii was investigated in
different regions of Espirito Santo State and it was found in only two (0,7%) of
the 209 samples of trees analyzed whereas C. neoformans was isolated in 9
(17%) of the 54 pigeon excrements analyzed. The occurrence of C. neoformans
(63 isolates) at both clinical and environmental samples was higher than C.
gattii (4 isolates). In the total, 67 isolates, clinical and environmental, of C.
neoformans and C. gattii, were analyzed and all of then were sensitive to the
voriconazole (VCZ) and amphotericin B (AMB). For the drug itraconazole (ITZ),
82% were sensitive (S), 18% sensitive-dose-dependent (SDD) and for
fluconazole (FCZ), 75% S, 24% SDD and 1% resistant (R). Considering the
origin of the isolates, the susceptibility profile was similar between the clinical
and environmental origin. Among the azoles, the VCZ was the drug that showed
higher activity and FCZ which showed less activity in vitro. There was no cross-
resistance between FCZ and VCZ. Regard the production of the phospholipase
enzyme, 84% of the isolates had high production and only 3% showed no
production of the enzyme. All the 67 isolates showed activity of phenoloxidase
enzyme, being 71% low and none of then with negative activity. Lower
production of phospholipase and higher phenoloxidase activity were observed
in strains isolated from HIV-pos. All the clinical and environmental strains of C.
neoformans belonged to genotype VNI and all C. gattii to VGII genotype. These
results showed similarity in the genetic pattern, susceptibility profile of the drugs
and production of extracellular enzymes, phospholipase and phenoloxidase
between environmental and clinical isolates and confirm that the infection can

be from environmental source.
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1. INTRODUCAO

1.1. COMPLEXO CRYPTOCOCCUS

O género Cryptococcus spp. engloba mais de 30 espécies que se caracterizam
morfologicamente por apresentarem-se na forma de levedura esférica, possuir
capsula, ndo formar pseudohifas em condicdes de indugdo in vitro,
reproduzirem-se  assexuadamente por brotamento (STEENBERGEN;
CASADEVALL, 2003).

Bioquimicamente, sabe-se que as espécies do género nao fermentam
acucares, hidrolizam o amido, produzem urease e assimilam inositol
(KURTZMAN; FELL,1998). Fisiologicamente, algumas espécies sdo capazes de
tolerar desde baixas temperaturas ambientais a temperatura corporea dos
mamiferos (37°C). (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003).

As leveduras do complexo Cryptococcus podem formar hifas verdadeiras
durante reproducdo sexuada mas ndo sdo consideradas fungos dimorficos
verdadeiros porque a fase filamentosa € apenas transitéria, surgido apoés fusao
entre dois mating types: a e a e resultando no estagio sexuado do fungo
denominado Filobasidiella spp. (RODRIGUES; ALVIANO; TRAVASSOS, 1999).

As espécies patogénicas do género Cryptococcus sao diferenciadas em bases
epidemioldgicas, bioquimicas, fisiolégicas, ecolégicas e moleculares e
atualmente sdo classificadas em duas espécies e quatro sorotipos:
Cryptococcus neoformans variedade grubii (sorotipo A), Cryptococcus
neoformans variedade neoformans (sorotipo D) e Cryptococcus gattii (sorotipo
B e C) (ABEGG et al., 2006; LITVINTSEVA et al., 2007; NISHIKAWA et al.,
2003).

A diferenciacdo antigénica das cepas do complexo Cryptococcus ocorre de
acordo com epitopos existentes no polissacarideo capsular, denominado
glicoronoxilomanana (GXM), que é sintetizado tanto in vivo quanto in vitro.
(LITVINTSEVA et al., 2007; NISHIKAWA et al., 2003).
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Os sorotipos B e C (C. gattii) sdo habeis em infectar e causar doencas em
hospedeiros imunocompetentes enquanto que os sorotipos A e D (C.
neoformans) ocorrem em pacientes imunocomprometidos, principalmente
naqueles infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (SOARES et
al., 2005).

Litvintseva et al. (2007) explicam que o sorotipo AD é um hibrido das
variedades A e D. Diferentemente do que se pensava, a infeccdo por esse
sorotipo parece ser comum. Em estudo, realizado na América do Norte, foi
relatado que 7,5% dos isolados ambientais eram sorotipo AD (LITVINTSEVA et
al., 2005). Na Europa, Dromer et al. (2007) observaram que 30% dos isolados

pertenciam também a esse sorotipo.

No Brasil a presenca do sorotipo AD foi relatada por Nishikawa et al. (2003),

isolado tanto em amostras de origem clinica como ambientais.

1.2. CRIPTOCOCOSE

A criptococose, micose causada pelo fungo Cryptococcus spp., principalmente
pelas espécies C. neoformans e C. gattii, € adquirida pela inalacdo de
propagulos do fungo do meio ambiente. Embora a porta de entrada no
hospedeiro humano seja o pulmao, o fungo apresenta tropismo pelo Sistema
Nervoso Central (SNC), onde causa quadro grave de meningoencefalite, apdés
disseminacdo hematogénica, podendo ainda atingir outros Orgaos internos e
tecido cutaneo (BICANIC; HARRISON, 2005; ENG; BISHBURG; SMITH, 1986;

MITCHELL, PERFECT, 1995).

E fundamentalmente uma infeccdo oportunistica, ocorrendo com grande
freqiéncia em pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA),
portadores de doencas hematoldgicas e também em individuos aparentemente
nao imunocomprometidos, portadores de cirrose, diabetes, sarcoidose ou com
relatos de uso de corticosterdides (BICANIC; HARRISON, 2005; MITCHEL;
PERFECT, 1995).
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A patogénese da doencga caracteriza-se pela chegada do fungo até os espacos
alveolares e a progressao para as formas sintomaticas dependera basicamente
da competéncia das células de defesa do hospedeiro, do numero e da
viruléncia de células fungicas inaladas. Mecanismos imunoldgicos, através da
ativacdo de macréfagos, normalmente sdo suficientes para uma satisfatoria e
protetora resposta do hospedeiro. Contudo, a presenca de capsula e
componentes de parede celular do fungo podem tornar a resposta imunolégica
ineficaz, permitindo a infeccdo pulmonar em graus de extensao variaveis, bem
como a subsequente disseminagcdo do fungo para o tecido cutadneo, 0Sso0S,
prostata ou, especialmente para o sistema nervoso central (BICANIC;
HARRISON, 2005; BULMER; TAKER, 1975; POWELL et al., 1972).

N&ao se tem idéia da extensdo com que ocorre a doenca no mundo todo. Sabe-
se que apods a era dos transplantes e da epidemia de SIDA e antes da
introducdo dos atuais antiretrovirais, sua frequéncia aumentou de maneira
significativa. Estimava-se que pelo menos um terco dos pacientes com SIDA
apresentavam a micose na forma de meningoencefalite (MITCHELL;
PERFECT, 1995).

1.3.  HABITAT E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE CRYPTOCOCCUS spp.

Cryptococcus neoformans foi isolado inicialmente do meio ambiente, de suco
de péssego obtido de um mercado local na Italia (BOVERS; HAGEN;
BOEKHOUT, 2008; RANDHAWA; KOWSHIK; KHAN, 2003). Desde entdo se
tem estudado seus locais de ocorréncia na natureza visando a delimitacado dos
possiveis habitats das espécies patogénicas e permitindo, assim, a analise de

sua distribuicdo no mundo.

Acredita-se que a disseminacao desta levedura na forma de basididsporos ou
células leveduriformes desidratadas ocorra por meio de aerossois (TRILLES et
al., 2003).
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1.3.1. Ocorréncia de C. neoformans no meio ambiente

C. neoformans variedade neoformans (sorotipo D), embora tenha distribuicéo
mundial, aparentemente € mais comum na Europa, onde mais de 30% dos
casos de criptococose sao causados por essa variedade (BOVERS; HAGEN;
BOEKHOUT, 2008). Seu isolamento ja foi informado em algumas regibes tais
como Suica, Alemanha, Austria (TINTELNOT; SCHAR; POLAK, 2001), Franca
(DROMER et al. , 1996) e nos Estados Unidos (LITVINTSEVA et al., 2005). No
Brasil, o estudo de Nishikawa et al. (2003) demonstrou que sua ocorréncia €
baixa, apenas 0,3% dentre os isolados clinicos. Essa variedade também foi
encontrada em Minas Gerais, em arvores: C. peltophoroides e A. peregrina
(REIMAO et al., 2007).

No entanto, C. neoformans variedade grubii (sorotipo A) tem extensa
distribuicdo no mundo e tem sido isolado em varios locais na natureza. Com
maior frequéncia ele é isolado de locais habitados por aves, principalmente
pombos (LAZERA; WANKE; NISHIKAWA, 1993). Abegg et al. (2006) afirmam
que tanto a variedade grubii quanto a neoformans, podem ser encontradas
também em excrementos de psitacideos habitantes de zooldgicos, lojas de
animais e gaiolas privadas. Relatos de isolamento de C. neoformans variedade
grubii de amostras ambientais no Brasil e outros paises indicam um indice de
positividade de isolamento de 13% a 100% (PASSONI, 1999).

Apesar de excrementos de aves serem 0s principais reservatorios ambientais
desse patogeno, € sabido que elas ndo adquirem a criptococose, mediante ao
fato da levedura ndo se multiplicar na temperatura corporal apresentada por
elas, em torno de 42 °C. Entretanto, a levedura € capaz de resistir a passagem
pelo trato intestinal, podendo sobreviver em fezes Umidas ou secas protegidas
de radiacdo até dois anos (LITVINTSEVA et al.,, 2005; ROSARIO; ACOSTA;
COLOM, 2008).

A intima associacdo entre a ocorréncia de C. neoformans e excrementos de
pombos ocorre devido a vantagens seletivas que esse habitat oferece ao fungo

uma vez que fezes ricas em compostos nitrogenados parece ser uma excelente
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fonte de nutrientes e fator de persisténcia do fungo na natureza (ABEGG et al.,
2006; LITVINTSEVA et al., 2005; ROSARIO; ACOSTA; COLOM, 2008).

Abegg et al. (2006) relataram a presenca de C. neoformans variedade grubii
em 87% das 55 amostras analisadas. Todas consistiam em excrementos de
psitacideos mantidos, sozinhos, em gaiolas existentes no Jardim Zooldgico de
Sapucaia do Sul, Rio Grande do Sul. Tal variedade também foi obtida de
material fecal de pombos, coletados em diferentes regides da cidade de
Santos, Sdo Paulo (SOARES et al., 2005). Resultado semelhante foi exposto
por Kobayashi et al. (2005) em Goiania, Goias, onde a variedade foi

encontrada em 36 (47%) das 177 amostras de fezes de pombos coletadas.

Sua presenca também foi relatada por Montenegro e Paula (2000) que
analisando amostras de excrementos de pombos observaram que a variedade
ocorria em 26% (10 dos 38) dos locais selecionados no centro de Séo Paulo

onde havia contaminacédo por fezes de pombos.

Essa variedade pode também ser encontrada no solo, madeira em
decomposicdo, vegetais, frutas (MONTENEGRO; PAULA, 2000) e em
serragem de arvores tropicais (RANDHAWA; KOWSHIK; KHAN, 2003).

No norte da Jordania, das 509 amostras de fezes de pombos coletadas nas
cidades de Aman, Irbid, Jerrash e Ajlun, o C. neoformans foi encontrado em 9
(1,8%). Entretanto, devido ao baixo numero de amostras positivas foi

considerado raro nessa regiao (HAMASHA et al., 2004).

O C. neoformans variedade grubii (sorotipo A) também foi isolado de
excrementos de pombos no Kathmandu, Nepal (PAL, 1997), Seoul, Coréia
(CHEE; LEE, 2005) e Malasia (TAY et al., 2005).

Na Europa ja foi relatado o isolamento, a partir de amostras ambientais, de C.
neoformans sorotipos A, D e AD na Espanha, (BARO et al., 1999) e na Italia,
onde foram isolados somente os sorotipo A e D (GARCIA - HERMOSO et al.,
1997).
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A ocorréncia da variedade grubii ja foi informada em quase todos os
continentes do globo e mais recentemente ela tem sido encontrada também em
material proveniente de vegetais. Na India, das 498 amostras de material
derivado de arvore, 4 (0,8%) foram positivas para C. neoformans variedade
grubii. Essas foram coletadas de arvores das espécies: Butea monosperma,
Tamarindus indica e Eucaliptus spp. (RANDHAWA; MUSSA; KHAN, 2001).

Na Europa, Bauwens et al. (1986) relataram encontrar C. neoformans
variedade grubii na Bélgica em todas as amostras retiradas de dentro de oco

do tronco das arvores proximas a um aviario do Jardim Zooldgico de Antwerp.

No Brasil, C. neoformans variedade grubii foi isolado em 1993 de madeira em
decomposicdo dentro de oco de Syzigium jambolana (LAZERA; WANKE;
NISHIKAWA, 1993). Em 1996, ocorreu isolamento em ocos de outras espécies
de arvores como: Cassia grandis, Senna multijuga e Ficus microcarpa
(LAZERA et al.,, 1996). Desde entdo, levantamentos em Varios estados
brasileiros tém sido realizados com intengcédo de encontrar outros habitats que

propiciem abrigo para o fungo.

C. neoformans variedade grubii foi ainda encontrado na regido nordeste em
Teresina, Piaui, num levantamento realizado por Lazera et al. (2000). Nesse
estudo a presenca dessa variedade foi relatada apenas em material de arvores
da espécie Cassia grandis. Em duas dessas arvores ele foi isolado juntamente
com a espécie gattii (LAZERA et al., 2000).

Um levantamento que objetivava obter dados epidemiolégicos e ecoldgicos
acerca dos sorotipos de Cryptococcus que ocorrem no Brasil, observou-se que
entre as 80 cepas ambientais avaliadas, o sorotipo A é freqiente no sul,
sudeste e centro-oeste e que 0 sorotipo B € predominante no norte e nordeste
(NISHIKAWA et al., 2003), onde €& considerado endémico, afetando
principalmente criancas e jovens imunocompetentes (CALLEJAS et al., 1998;
TRILLES et al., 2008).
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1.3.2. Ocorréncia de C. gattii no meio ambiente

Como C. neoformans, a espécie C. gattii € também reconhecida como agente
primério da criptococose (TRILLES et al., 2003). Sua distribuicdo geogréfica
por muito tempo foi considerada restrita a regides tropicais e subtropicais
(ABEGG et al.,, 2006; LAZERA et al.,, 2000; NISHIKAWA et al., 2003)
entretanto, esse paradigma, atualmente foi quebrado, uma vez que foi relatada
a ocorréncia de C. gattii na ilha de Vancouver, Canada, indicando uma deriva
ambiental desta espécie e possibilidade dessa levedura adaptar-se a novos
ambientes (STEPHEN et al., 2002; TRILLES et al., 2008).

Seu isolamento ja ocorreu a partir de amostras advindas da cavidade oral de
animais nativos e domeésticos da Australia, incluindo ovelhas, cavalos,
papagaio-cinza-africano (SORREL et al., 1996a), cachorros, gatos (MALIK et
al., 1998) e coalas (CONNOLLY et al., 1999). Vilcins et al. (2002) acreditam
gue esses animais sejam 0s possiveis vetores de transmissao que introduziram
o C. gattii nestas regides. Raramente o C. gattii é isolado de excrementos de
aves (ABEGG et al., 2006).

A espécie C. gatti assim como C. neoformans é capaz de produzir
fenoloxidase, uma enzima envolvida na degradagdo da lignina da madeira.
Sendo este o fator chave que permite essas espécies colonizarem madeira,
principalmente em avancado estdgio de decomposi¢cdo (VILCINS et al., 2002;
WILLIAMSON, 1994; ZHU et al., 2001).

C. gattii foi isolado do ambiente pela primeira vez em 1990 por Ellis e Pfeiffer,
na Australia, em espécies de Eucalyptus camaldulensis (VILCINS et al., 2002).
Posteriormente descobriu-se que ele ocorria abaixo do dossel dessa espécie
de eucalipto em épocas de florescéncia. Estudos realizados fora desse periodo
nao acusaram a presenca do fungo, sugerindo entdo, que sua ocorréncia
possa ser sazonal e associada com periodos de floragdo (MONTENEGRO;
PAULA, 2000). Tais fatos despertaram outros estudos visando determinar

outros vegetais como possiveis habitats para essa levedura.
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Com isto, outras espécies de eucaliptos foram descobertas como hospedeiras:
E. tereticornis (PFEIFFER; ELLIS, 1992), E. blakelyi, E. gomphocephala e E.
rudis (PFEIFFER; ELLIS, 1996) e uma espécie irma de eucalipto a Angophora
costata (HALLIDAY et al., 1996).

Vilcins et al. (2002) ao analisar 10 espécies de arvores, encontrou C. gattii em
duas pertencentes a espécie Syncarpia glomulifera e em outra arvore, néo
identificada. Todas se situavam na area mais urbanizada da regido do parque
nacional de Blues Montain, Sideney, Australia (VILCINS et al., 2002).

Na India, essa variedade foi encontrada em tres arvores da espécie Eucalyptus
camaldulensis, num estudo em que foram testadas amostras provenientes das
espécies: E. camaldulensis, E. citriodora e E. tereticornis (CHAKRABARTI et
al., 1997). Randhawa, Kowshik e Khan (2003) encontraram em Delhi/Nova
Delhi, também na india, C. gattii em Syzygium cumini e Ficus religiosa, mas
devido ao baixo indice de positividade foi considerado negativo a ocorréncia

desta espécie associada a eucaliptos nessa regiao.

Na Europa em um levantamento realizado na Italia, Montagna et al. (1997)
isolaram C. gattii de detritos de E. camaldulensis.

Na Columbia Britanica, Canada, de 732 amostras de origem ambiental ele foi
encontrado em 58 (8%). As amostras derivaram de arvores de Alluns spp,,
Cedrus spp., Pseudotsuga spp. e outras ndo identificadas. Foram isoladas
também cepas provenientes do ar e solo proximos as arvores (KIDD et al.,
2004). A espécie foi também foi isolada nos Estados Unidos por Pfeiffer e Ellis

(1991) em amostras retiradas de E. camaldulensis.

Na Ameérica Central foi encontrado no México por Licea, Garza e Zuniga
(1996) quando foram analisados detritos de plantas (tronco, folhas e solo) de E.

tereticornis.
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Na América de Sul foi encontrado na Colémbia por Callejas et al. (1998) em
detritos de Terminalia catappa e em Buenos Aires, Argentina, em amostras
retiradas de Eucalyptos spp. (DAVEL et al., 2003).

Na regido nordeste do Brasil, Lazera et al. (2000) num estudo realizado em
Teresina, Piaui, encontraram esta espécie em 3 ocos de arvores, uma
pertencente a espécie Moniquela tomentosa e duas da espécie Cassia grandis,
sendo que em duas destas arvores C. gattii foi isolado juntamente com C.

neoformans.

Na regido sudeste, foi encontrado no parque de Ibirapuera, Sdo Paulo, em
amostras retiradas de eucalipto no més de novembro tanto do ano de 1996
como 1997 (MONTENEGRO; PAULA, 2000).

No Rio Grande do Sul foi isolado por Abegg et al. (2006), onde dos 38 isolados
de Cryptococcus spp. encontrados em material fecal de passaros mantidos em
cativeiro no Jardim Zooldgico de Sapucaia do Sul, 5 (13%) foram identificados

como C. gattii.

1.4. FATORES DE VIRULENCIA

Steenbergen et al. (2003) definem viruléncia como uma caracteristica do
microrganismo expressa somente em hospedeiro suscetivel. Ja fatores de
viruléncia sédo definidos por Kozel (1995) como produtos moleculares que

habilitam o microrganismo a sobreviver no hospedeiro e causar doencas.

A patogénese da criptococose envolve acbGes multifatoriais de diferentes
fatores de viruléncia (KOZEL, 1995), dentre os quais se pode citar a producao
da capsula, mating type, crescimento a 37°C, sintese de melanina e producao
de enzimas extracelulares como fosfolipase e fenoloxidase (BOVERS; HAGEN;
BOEKHOUT, 2008; McCLELLAND; BERNHARDT; CASADEVALL, 2006).

A contribuicdo desses atributos na evolug¢do da doenca, em muitos casos, esta
relacionada a sobrevivéncia da levedura no hospedeiro (KOZEL, 1995) e seu
estudo pode contribuir para o entendimento da evolucdo da infecgdo assim
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como auxiliar no desenvolvimento de vacinas e drogas antimicrobianas
(McCLELLAND; BERNHARDT; CASADEVALL, 2005).

1.4.1. Capsula

A capsula das leveduras do complexo Cryptococcus é composta principalmente
pelo polissacarideo glicoronoxylmanana, também responsavel pela
diferenciacdo antigénica dos sorotipos (STEENBERGEN; CASADEVALL,
2003). A expressdo da capsula foi o primeiro fator de viruléncia a ser
definitivamente associado com a capacidade do fungo em produzir doenca
(KOZEL, 1995). Num estudo publicado em 1967, Bulmer, Sans e Gunn (1967)
demonstraram que cepas induzidas a falharem na producdo de capsula
tornavam-se nao virulentas em camundongos e, uma vez o fendtipo

restabelecido, estas se tornaram virulentas novamente.

Acredita-se que a capsula promova a adaptacdo do fungo ao hospedeiro
(STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003) inibindo sua fagocitose por
macrofagos. Os polissacarideos liberados pela capsula, durante a fagocitose,
podem causar danos no hospedeiro, 0os quais podem resultar na alteracao do
metabolismo de agua no fluido cérebro espinhal, levando ao aumento da
pressao intracraniana, dores de cabeca, mudancas na visdo e até mesmo a
morte (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003).

1.4.2. Crescimentoa 37 °C

Para iniciar uma infeccao sistémica, qualquer microrganismo deve ser capaz de
crescer no hospedeiro (MITCHELL; PERFECT, 1995). Estudos com mutante de
C. neoformans sensivel a temperaturas altas demonstram que esses tém sua
viruléncia atenuada (BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT, 2008).

Embora C. neoformans e C. gattii apresentem capacidade de crescimento a
37° C (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003), nem todas as leveduras do
género Cryptococcus sao habeis em crescer nessa temperatura (MITCHELL;

PERFECT, 1995). A temperatura de 41° C, essas leveduras sdo inibidas ou
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mortas, sendo esta temperatura de restricdo determinante para a
patogenicidade. Tanto C. neoformans como C. gattii apresentam bom
crescimento a 37° C, embora a temperatura 6tima de crescimento para ambas
as espécies seja entre 30 e 35 °C (BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT, 2008;
MITCHELL; PERFECT, 1995).

1.4.3. Mating Type

Apesar de reproduzirem-se assexuadamente, ambas espécies C. neoformans
e C. gattii possuem também sistema com dois mating type: a e a. Para que
esse tipo de reproducéo ocorra é necessario que haja encontro de dois mating
types opostos (BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT, 2008)

O mating type a apresenta maior prevaléncia tanto em amostras clinicas como
ambientais (BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT, 2008; CASALI et al., 2003;
STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003). Essa maior prevaléncia do mating
type a sugere que ele tenha vantagem seletiva permitindo maior sobrevivéncia
do fungo no meio ambiente e possivelmente também maior viruléncia (KOZEL,
1995).

Estudos de infeccdo de camundongos com cepas apresentando variacao
somente em relacdo ao mating type, mostrou que o mating type a é

significativamente mais virulento que o a (KWON-CHUNG et al., 1992).

1.4.4. Enzima fosfolipase

E conhecida a producdo da enzima fosfolipase por algumas espécies de
fungos, como Penicilium notatum (SAITO; SUGATANI; OKUMURA, 1991) e
Candida albicans (VIDOTTO et al., 1997). Em espécies do género
Cryptococcus, sua producédo foi primeiro relatada por Vidotto et al. (1997) e
posteriormente, endossada por Chen et al. (1997) ao detectar sua producdo em
49 (98%) de 50 cepas estudadas.
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Nesse mesmo trabalho Chen et al. (1997), ao infectar camundongos Balb/c
com cepas de alta, intermediaria e baixa producdo de fosfolipase, observaram
correlacdo entre a producdo da enzima e viruléncia, uma vez que cepas com
alta producéo foram associadas com alta carga infecciosa quando comparadas
com as de baixa producdo. Cox et al. (2001) também associaram a producéo
da enzima com viruléncia, pois ao induzir mutacdo no gene PBL1 que codifica
a fosfolipase e com posterior infeccdo em camundongos observaram que as
cepas selvagens, ou seja, sem mutacdao, eram mais virulentas que as cepas

mutantes.

Atualmente, sabe-se que fosfolipases constituem um grupo heterogéneo de
enzimas com atividade de fosfolipase B (PLB), lisofosfolipase (LPL) e
lisofosfolipase transacilase (LPTA) (COX et al., 2001). De maneira geral essas
enzimas sao habeis em hidrolisar um ou mais ésteres ligados a
glicerofosfolipidios (COX et al., 2001). Ainda ndo é claro como essas enzimas
contribuem na patogénese, mais € sabido que elas facilitam a invaséao através
de barreiras ricas em fosfolipidios, como membranas celulares (COX et al.,
2001). Sendo assim, as acdes das fosfolipases podem resultar, dentre outras,
na desestabilizagdo de membranas e lise celular (COX et al., 2001;
GHANNOUM, 2000). Além disso, acredita-se que a acdo dessas enzimas
resulte em lise das células fagocitarias e degradacdo da membrana do
fagolosossomo liberando a célula do fundo no citoplasmo do fagossomo
(SCHMIE; MILLER, 1999).

1.4.5. Enzima fenoloxidase

Em 1962 Staib observou que, quando semeado em agar acrescido com
semente de Niger, as colonias de C. neoformans apresentavam coloracao
marrom. O mecanismo pelo qual ocorria a produgcdo de pigmento, no entanto,
nao havia sido estabelecido ainda (STAIB, apud POLACHECK; HEARING,;
KWON-CHUNG, 1982). Foi sugerido que a melanina era o pigmento produzido,
porque, quando semeado em agar batata-cenoura, C. neoformans também
crescia com coloracao marrom (STAIB, apud POLACHECK; HEARING;
KWON-CHUNG, 1982). Desde entdo a deteccdo da melanina em meio de
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cultura tem sido utilizada para isolamento e identificagdo desse microrganismo
em laboratérios de andlises clinicas (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003).

Hoje é sabido que a melanina € um pigmento carregado negativamente,
resistente a degradacdo acida (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003). Tanto
C. neoformans como C. gattii secretam a fenoloxidase, enzima dependente de
cobre, catalisador da formacdo do pigmento melanina, quando estes
microrganismos crescem em substratos contendo compostos fendlicos
(RODRIGUES; ALVIANO; TRAVASSOS, 1999), incluindo dihidroxifenilalanina
(DOPA), dopamina, noroepinefrina e epinefrina (STEENBERGEN,;
CASADEVALL, 2003).

Atualmente a sintese de melanina € considerada também um fator de
viruléncia, sua importancia reside no fato de proteger a célula fungica da acao
fagocitaria de macréfagos, servindo como um anti-oxidante (BLACKSTOCK et
al.,, 1999). Liu, Tewari e Willilamson (1999) defendem a capacidade da
fenoloxidase de atuar como uma ferro oxidase, pois o0s resultados de seu
estudo demonstraram que a atividade da enzima permite que o fungo escape
dos mecanismos de defesa do hospedeiro através da oxidacdo do ferro Il a
ferro Ill, o qual pode diminuir a formacédo de radical hidroxil e assim inativar os

mecanismos de morte celular.

Além disso, ela inibe a produgcdo de TNF-a, citocina importante para
desencadeamento da resposta imune mediada por células (BLACKSTOCK et
al., 1999). Estudos in vitro demonstram que a melanina real¢a a viruléncia
através da reducdo da suscetibilidade do fungo aos mecanismos de resposta
imunitaria do hospedeiro (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003). E possivel
perceber entdo, que a producdo de melanina quando em grande escala, resulta
em cepas de C. neoformas e C. gatti com vantagens seletivas quanto a
viruléncia (BLACKSTOCK et al., 1999).

A relacéo entre a melanogénse e viruléncia tem sido extensivamente estudada,
sendo importante fonte informagdo sobre como um microorganismo pode
utilizar substancias proprias do hospedeiro para modular sua resposta
imunitaria (CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000).
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Em 1982, Rhodes, Polacheck e Kwon-Chung (1982) observaram a relagcéo
entre o fendtipo melanina e viruléncia apos inoculagdo em camundongo, seus
resultados mostraram que isolados produtores de melanina produziam maior

mortalidade em camundongos que os ndo produtores.

Polacheck, Platt e Aronovitch (1990), demonstraram que o C. neoformans &
capaz sobreviver no tecido cerebral devido a sua habilidade de utilizar
catecolaminas durante a melanogénese. Tal fato permite a levedura neutralizar
ou prevenir os efeitos prejudiciais das catecolaminas quando estas sé&o
oxidadas na presenca de ions metal e peroxido de hidrogénio (POLACHECK;
PLATT; ARONOVITCH, 1990). A habilidade do fungo em utilizar
neurotransmissores (epinefrina e dopamina) como substrato para sintese de
melanina pode justificar seu neurotropismo (STEENBERGEN; CASADEVALL,
2003).

Sendo C. neoformans e C. gattii microrganismos existentes em diferentes
nichos no meio ambiente (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003) é possivel
que figuem expostos a radiacdo ultravioleta (UV) (CASADEVALL; ROSAS;
NOSANCHUK, 2000). Estudos in vitro demonstram que células desses fungos
produtoras de melanina sdo menos suscetiveis aos efeitos da radiacdo UV
(CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000).

1.5. SUSCETIBILIDADE A DROGAS ANTIFUNGICAS

A alta incidéncia de infec¢des fungicas em pacientes HIV-positivos tem
aumentado a utilizacdo de farmacos azolicos, tanto no tratamento como em
acOes profilaticas (ALLER et al., 2000). A maioria dos pacientes com SIDA (75-
90%) infectados com C. neoformans desenvolve meningoencefalite, que é a
mais importante manifestacéo clinica (ALLER et al., 2000). A espécie C. gattii,
assim como C. neoformans, afeta o sistema respiratéorio e SNC, mas
diferentemente acomete principalmente individuos imunocompetentes
(TRILLES et al., 2004).
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A atual terapia de combate a criptococose, tanto por C. neformans como por C.
gattii, baseia-se na utilizacdo de anfotericina B associada a flucitocina além do
uso de azélicos como fluconazol e itraconazol, em monoterapia ou combinados
entre si (BICANIC et al., 2006; SAAG et al.,, 2000; SOUZA et al., 2005).
Barchiesi et al. (2000), afirmam que a combinacdo de triazdlicos com
anfotericina B é significativamente mais ativa que a utilizacdo de somente uma

droga.

A anfotericina B € um poliénico que exerce seu efeito nas células fungicas
danificando a membrana celular através da ligagdo a esterdides (ergosterol)
presentes em sua superficie. Essa droga pode também funcionar com um
imunomodulador uma vez que promove a liberacdo de oOxido nitrico e afeta a
liberacdo de citocinas (BICANIC et al., 2006; NOSANCHUK et al., 1999a).

O fluconazol é um triazdlico solivel em agua enquanto que itraconazol € um
triazdlico lipofilico (BARCHIESI et al., 2000). Ambos atuam prevenindo a
biossintese de ergosterol fungico através da inibicdo especifica e seletiva da
lanosterol 14-alfa demetilase, enzima pertencente a superfamilia do citocromo
p450 (BARCHIESI et al., 2000). Tém acdo fungistatica para a levedura
(NOSANCHUK et al., 1999a).

O voriconazol € um novo triazolico derivado do fluconazol que atua também
inibindo a formagao do ergosterol. In vitro, tem mostrado boa atividade contra a
levedura (VAN DUIN et al., 2004).

O teste de suscetibilidade de isolados clinicos e ambientais a drogas pode ser
importante para avaliar os perfis de suscetibilidade dos isolados de uma

mesma area geografica (SOUZA et al., 2005).

No Brasil (Sdo Paulo), Soares et al. (2005) ao estudarem onze cepas de C.
neoformans variedade grubii, de origem ambiental, encontram um isolado
resistente a fluconazol e sensivel a itraconazol, anfotericina B e voriconazol.
Silva et al. (2008) apds analise de 35 isolados clinicos de C. neoformans e C.
gattii detectaram dois isolados resistentes ao itraconazol e dois resistentes a

anfotericina B.
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Moraes, Primola e Hamdan em 2003, apo6s estudo da suscetibilidade de 64
isolados, clinicos e ambientais, a itraconazol, fluconazol, anfotericina B e
flucitocina, n&o encontraram diferencas significativas nas concentracfes
inibitérias minimas (CIMs) das drogas avaliadas para os isolados de ambas as
origens (MORAES; PRIMOLA; HAMDAN, 2003).

O estudo da suscetibilidade de 27 isolados ambientais de C. neoformans
variedade neoformans realizado na Turquia por Yildiran et al. mostrou que
voriconazol e itraconazol apresentaram atividade antifungica semelhante e com
CIMs menores que agquelas detectadas para anfotericina B, fluconazol e
flucitosina (YILDIRAN et al., 2000).

Na Espanha, a analise de 83 isolados ambientais de C. neoformans variedade
grubii revelou que todos foram sensiveis a anfotericina B, embora trés
apresentaram-se resistentes ao itraconazol e quatro ao fluconazol (MORERA-
LOPEZ et al., 2005).

Estudos de C. neoformans realizados na Africa e no Camboja revelaram que as
drogas voriconazol, fluconazol e anfotericina B apresentaram boa atividade in
vitro contra isolados desta regido (CHANDENIER et al., 2004).

A avaliacdo da suscetibilidade de 80 isolados clinicos realizado em Nairobi,
Africa, mostrou que 97,5% apresentavam-se sensiveis a anfotericina B e 61,3%
sensiveis ao itraconazol. Ja em relagdo ao fluconazol, somente 23,8% dos
isolados foram sensiveis, 65% sensiveis dose dependente e 11,2% resistentes.
O estudo atribuiu 0 aumento da resisténcia ao fluconazol, principalmente a seu
uso profilatico e ao aumento dos casos de SIDA na Africa sub-Saariana (Bll et
al., 2007).

A reducdo da suscetibilidade de cepas de C. neoformans ao fluconazol ja foi
notificada por outros autores principalmente em isolados obtidos de pacientes
com SIDA (BICANIC et al., 2006). Essa reducdo € atribuida ao uso
indiscriminado da droga na terapia de longa duragdo (TORRES-RODRIGUEZ
et al., 2008)
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Aller et al.(2007) em um estudo realizado na Espanha, no entanto, informam o
oposto, uma vez que a avaliacdo de isolados em periodos de tempos diferentes
(1994-96 e 1997-2005) nao apresentavam alteracdo significativa na
suscetibilidade ao fluconazol (ALLER et al., 2007).

1.6. EPIDEMIOLOGIA COM BASE NA BIOLOGIA MOLECULAR

Estudos que visam relacionar a distribuicdo dos fungos C. neoformans e C.
gatti no meio ambiente com a sua ocorréncia clinica sdo importantes para
tracar o perfil epidemiolégico da criptococose a fim de prevenir a populacao
suscetivel do contado com possiveis fontes de contagio. O primeiro caso de
criptococose humana diretamente atribuida ao contato com excrementos de
aves foi relatado por Littman e Borok em 1959 (LITTMAN; BOROK, 1968).
Passoni et al. (1998), também relataram a existéncia de uma associacdo entre
a ocorréncia de criptococose em pacientes com SIDA e o fato de habitarem em
locais onde aves estdo presentes. Em 1989, Ellies e Pfeiffer isolaram C. gattii
de Eucalyptus camaldulensis e relataram que a distribuicdo da levedura
correspondeu aos casos clinicos avaliados no estudo (ELLIS; PFEIFFER,
1990).

Na tentativa de encontrar associacdo entre a ocorréncia do fungo no meio
ambiente e a criptococose humana, as técnicas de biologia molecular tém sido
de muita valia (VAN BELKUM, 1994).

Randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) é uma das técnicas que permite
avaliar a similaridade genética entre as cepas do complexo Cryptococcus
(AOKI et al.,, 1999). Seu mecanismo € baseado na amplificacdo de DNA
polimérfico através da sele¢cdo de um Unico primer e da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para gerar copias da sequéncia de interesse. Diferencas na
distancia entre os locais de ligacdo do primer resultam em produtos com
sequéncias de DNA de diferentes tamanhos (bandas), apds a amplificacéo.
Estas diferencas sdo detectadas através da separacdo das bandas no gel
durante eletroforese e permitem a distingdo entre as cepas do complexo
Cryptococcus (VAN BELKUM, 1994).
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Meyer et al. (1999), propuseram a tipagem molecular de Cryptococcus spp.
atraves do PCR fingerprinting que utiliza como primer uma sequéncia obtida do
“core” do fago M13 para detectar seqiéncias minissatélites hipervariadas
existentes no genoma da levedura (VASSART et al.,, 1987). Este protocolo
permitiu a separacao dos isolados de C. neoformans e C. gattii em oito grandes
grupos moleculares. Os genatipos correspondentes ao C. neoformans sao: VNI
e VNII representando o sorotipo A, VNIII representando o sorotipo AD e VNIV
representando o sorotipo D. J4 o C. gattii € em subdividido em VGI, VGII e
VGIII para o sorotipo B e VGIV para o sorotipo C (MEYER et al., 1999).

Na Australia o estudo de 61 isolados clinicos e 49 ambientais (isolados de
eucaliptos e outras arvores) de C. gattii revelou que 92% dos clinicos
pertenciam ao gendtipo VGI e 100% dos ambientais isolados de eucaliptos,
eram VGI, além disso, trés clinicos e um ambiental de outra arvore que néo o
eucalipto foi VGIlI e apenas um isolado clinico foi VGIII (SORRELL et al.,
1996Db).

Na india, o genotipo VNI mostrou-se predominante ocorrendo em 89% dos 57
isolados clinicos, os gendtipos VNIV e VGII também foram encontrados, com

porcetagens de 2% e 9% respectivamente (JAIN et al., 2005).

Em Barcelona, Espanha, o tipo VNI ocorreu em todos os 22 isolados
escolhidos randomicamente para genotipagem, todos foram provenientes de
amostras do solo misturadas a excrementos de pombos (MORERA-LOPEZ et
al., 2005).

Nos Estados Unidos, das trés cepas ambientais de C. gattii obtidas de espécies
de eucalipto, os gendtipos VGI, VGII e VGIII ocorreram em igual porcentagem
(SORRELL et al., 1996b).

Na América Latina, Meyer et al. (2003), ao estudarem 304 cepas de
Criptococcus spp. do Brasil, Argentina, Chile, Colémbia, México, Peru,
Venezuela, Guatamela e Espanha, encontraram o genétipo VNI em 68,2% dos
isolados e o gendtipo VNII, em pequena proporcéo (5,6%) seguido do

genadtipo VNIII (sorotipo AD) com 4,1% e do VNIV, com 1,8%. Ja o genotipo
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VGI foi encontrado em 3,5% dos isolados, VGIIl, em 6,2%, VGIIl em 9,1% e
VGIV em 1,5% (MEYER et al., 2003). O Brasil participou do estudo com 66
cepas. Dessas 82,3% foram VNI, 3% VNIl e 13,6% VGII (MEYER et al., 2003).
Casali et al. (2003) ao estudar 105 cepas clinicas e 19 ambientais relataram
gue o gendtipo VNI era 0 mais comum na regiao sul do Brasil (89,3%), seguido
pelo gendtipo VGI (8,9%) e VNIV (7,3%), ao qual pertenciam todos os isolados
obtidos de Eucalyptus spp. O estudo de Abegg et al. (2006), no Rio Grande do
Sul, relatou que todos os C. neoformans variedade grubii foram VNI, ja os C.
gatiii, VGI.

Em um estudo, com intuito de obter um panorama da distribuicdo geografica do
fungo no Brasil, foi encontrado que, de 443 isolados de C. neorformans e C.
gattii, o gendétipo VNI foi o tipo molecular mais comum (64%), seguido do VGII
(21%); VNII (5%); VGIII (4%); VGI e VGIV (3% cada) e VNIII (menos que 1%).
O estudo revelou ainda que o gendtipo VGII ocorreu predominantemente na

macro regido nordeste, e o VNI na macro regiao sudeste (TRILLES et al, 2008).
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2.1.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL
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Estabelecer caracteristicas fenotipicas e moleculares de cepas clinicas e

ambientais de Cryptococcus spp. no Estado do Espirito Santo.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e identificar as espécies pertencentes ao género Cryptococccus
spp. isoladas de amostras ambientais (de arvores e de locais
habitados por pombos).

Isolar e identificar todos os isolados de Cryptococccus spp. obtidos
nos laboratérios de Analises Clinicas do Hospital Universitario
Cassiano Antonio Moraes (HUCAM) e no Laboratério de Diagnostico
Micologico da UFES.

Determinar a suscetibilidade in vitro, pelo método Etest, das cepas
ambientais e clinicas as drogas convencionalmente indicadas para o
tratamento da criptococose: fluconazol, itraconazol, voriconazol e
anfotericina B,

Avaliar a producdo da enzima fosfolipase e a atividade da enzima
fenoloxidase dos isolados clinicos e ambientais de Cryptococcus spp.
Aplicar técnicas de biologia molecular para avaliar o grau de
similaridade genética das cepas ambientais e clinicas de C.

neoformans e de C. gattiii.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. TIPO DE ESTUDO

- Estudo descritivo, prospectivo e retrospectivo

3.2. LOCAL

- O estudo foi realizado no Laboratorio de Diagnéstico Micoldgico da UFES.

3.3. COMISSAO DE ETICA

- O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa / CBM / UFES em
09 de marco de 2006.

3.4. MICRORGANISMOS
A) Ambientais:

- Consistiram de 8 isolados obtidos de amostras retiradas de detritos e ocos de
arvores em avancado estado de decomposi¢céo e de 11 isolados obtidos de
excrementos de aves, destes, 9 estavam sendo mantidos congelados a -80 e

os demais, obtidos durante o periodo deste estudo.

B) Clinicos:

- Consistiram de 51 isolados nédo duplicados, obtidos do laboratério de Anélises
Clinicas do HUCAM e do Laboratorio de Diagnostico Micologico da UFES.
Diferentes materiais biolégicos (sangue, liquor, raspado de pele) foram
recebidos nos laboratorios para diagnostico de infeccdes em geral. Destes
isolados, 48 estavam sendo mantidos congelados a -80 e os demais, obtidos
durante o periodo deste estudo. Os pacientes com amostras positivas residiam
em diferents municipios do Estado do Espirito Santo: Vitéria, Vila Velha, Viana,
Guarapari, Cariacica, Fundao, Serra, Santa Tereza, Marechal Floriano, Afonso
Caludio, Barra de Sao Francisco, Pedro Canario e um paciente orginario da
Bahia.
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Isolados clinicos e mabientais obtidos entre 2005 e 2008 foram subcultivados
em placas de agar Sabouraud-dextrose (BBL,Beckton Dickinson) (Anexo G,
letra f; Anexo F, foto 04) incubadas a 35°C por 3 dias e também mantidos
congelados a -80°C em &agua peptonada com 20% de glicerol (Anexo G, letra
d).

3.5. LOCAIS DE COLETA DAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

Os locais de coleta foram selecionados com base em observagdes de fatores
de risco para a aquisicdo da criptococose pela populacdo em geral: em areas
publicas de Vitoria, ES habitadas por pombos e/ou com a presenca de arvores
em avancado estado de decomposicdo. Amostras de arvores de outras
localidades do Estado do Espirito Santo, além da grande Vitéria, também foram
investigadas com o auxilio de funcionarios da Fundacdo Nacional de Saude
(FUNASA). Os locais de coleta de excrementos de aves e de material de

arvores estao listados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 — Locais de coleta de excrementos de aves para pesquisa de

Cryptococcus spp.

Local Tipo de material Total de amostras
coletadas
Prédio publico (SCM) Excrementos de pombos 7
Prédio Publico SETAS Excrementos de pombos 2
Prédio Publico (MT-ES) Excrementos de pombos 5
Residéncia (AP prox PM) Excrementos de pombos 4
Parque Moscoso Excrementos de pombos 5
Prédio Publico (CAIXA) Excrementos de pombos 2
Prédio Publico (INSS) Excrementos de pombos 4
Prédio Publico CODESA Excrementos de pombos 9
Residéncia (RCJC) Excrementos de pombos 3
Loja (PSJC) Excrementos de agapornis, piriquito 5
australiano, calopisita, canario belga.
Loja (CPM) Excrementos de galinhas, pombos, >
codorna, peru, calopisita.
Prédio Publico (HUCAM) Excrementos de pombos 3
Parque Pedra de Cebola Excrementos de pombos 4




Tabela 2 - Locais de coleta e espécies de arvores analisadas para pesquisa de

Cryptococcus spp.

Local

Tipo de material

Total de amostras coletadas

Praca Vicente
Guida

Praca Costa
Pereira

Praca Jodo
Climico
UFES Maruipe

UFES Goiabeiras

Bairro Jardim
Camburi

Parque Municipal
Horto de Maruipe

Parque Moscoso

Parque Estadual
Paulo César Vinha
Reserva Bioldgica
de Duas Bocas

Santa Teresa

Santa Maria de
Jetiba (Reserva
dos Muriquis)
Itaguacgu
Afonso Claudio

Pedro Canario

Sooretama
(Reserva Bioldgica
de Sooretama)
Agua Doce de
Norte

Vargem Alta

Rio Novo do Sul

GRANDE VITORIA
Mangifera indica (manga), Cassia fistula (chuva-
de-ouro), Licania tomentosa (oiti)
Caesalpinia ferrea (pau ferro), Senna siamea
(cassia amarela), Cassia ferruginea
(canafistula), Tabebuia rosea (ipé rosa),
Tabebuia impetiginosa (ipé roxo), Ficus sp.
(figueira)
Licania tomentosa (oiti).

Pinus sp. (pinheiro), Ficus sp. (figueira),
Mangifera indica (manga)

troncos de arvores em decomposicéo, Licania
tomentosa (oiti), Bauhinia variegata (unha-de-
vaca), Caesalpinia ferrea (pau ferro), Senna
siamea (cassia amarela)

Bauhinia variegata (unha-de-vaca), Licania
tomentosa (oiti), Persea gratissima (abacaterio),
Caesalpinia peltophoroides (sibipiruna), Cestrum
nocturnum (dama-da-noite)

Chorisia speciosa (paineira), Caesalpinia
echinata (pau brasil) e

Tibouchina granulosa (quaresmeira)

Delonix regia (flamboyant), Licania tomentosa
(oiti)

LOCAIS PROXIMOS A VITORIA
Floresta Atlantica e Ecossistemas Costeiros
(Floresta de Restinga)
arvores de grande e médio porte da Floresta
Atlantica (Mata de encosta)

REGIAO SERRANA
arvores de grande e médio porte de Floresta
Atlantica (floresta primaria)
arvores de grande e médio porte da Floresta
Atlantica

troncos de arvores em decomposicédo
troncos de arvores em decomposicéo da area
preservada (Floresta Atlantica)

REGIAO NORTE
troncos de arvores em decomposigéo e arvores
de grande e médio porte da Floresta Atlantica
arvores de grande e médio porte da Floresta
Atlantica e Eucalyptus spp.

Troncos de arvores em decomposicao proximos
a um galinheiro

REGIAO SUL
arvores de grande e médio porte da Floresta
Atlantica e troncos de arvores em
decomposicdo
Mangifera indica (manga), Carica papaya (pé-
de-mamao), Spondias mombin (pé-de-caja) e
outras arvores frutiferas ndo identificadas

10

10

10

10

15

15

20

15

15

20

10

20

20
20

20

20

10

15

15
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3.5.1. Coleta e processamento de material provenien te de arvores

As coletas foram realizadas no periodo de 2005 a 2008 com auxilio de swabs
e/ou com colheres. Os swabs de algoddo foram montados e autoclavados
dentro de tubo de ensaio. Em outro tubo, colocava-se com auxilio de pipeta, 3
mL de agua estéril. No momento da coleta, o swab era retirado do tubo,
umedecido e passado na superficie e ocos de arvore. Nesse momento era
importante “sujar’” o maximo possivel o algoddo com o material. Depois 0 swab
era transferido para um tubo previamente identificado, contendo Meio de
Transporte de Stuart (Anexo G, letra c; Anexo F, foto 02) (GRANADOS;
CASTANEDA, 2005).

No laboratério, as amostras coletadas com swabs eram semeadas passando o
mesmo na superficie da placa de petri com meio agar Niger ou Girassol (Anexo
G, letra a) e, com auxilio da al¢a de platina, o material era distribuido na placa
atraves de estrias, pela técnica do esgotamento. Nessa metodologia cada swab

era passado em 10 placas de Petri.

Nas arvores que apresentavam ocos, colheres estéreis foram introduzidas
nestes ocos e o material raspado era processado no laboratorio segundo
metodologia estabelecida por Staib (1962). Cerca de 2 gramas do material era
adicionado a 100 mL de solugéo salina estéril, homogeneizado por 10 minutos
em aparelho tipo vortex (Anexo F, foto 01), decantado por 30 minutos e cerca
de 1 mL do sobrenadante de cada amostra foi semeado em dez placas de agar
Niger (Anexo G, letra a) ou Girassol (Anexo G, letra a) e incubadas por até

cinco dias a 35°C.

3.5.2. Coleta e processamento de excrementos fecais

Parte das coletas de excrementos fecais foi realizada no periodo de junho a
outubro de 2004 com o auxilio do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da
Secretaria Municipal de Saude de Vitoria, ES. Os locais foram selecionados
com base em observacdes de técnicos do referido 6rgao ou mediante dendncia

da populagéo. Cerca de 50g de excrementos de pombos foram retirados com
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auxilio de instrumentos metdlicos, tipo espatulas, transferidas para saco
plastico, que foi devidamente identificado e lacrado. A pessoa responsavel
pelas coletas, o bidlogo André Dutra da Silva Capezzuto, seguiu as normas de
biosseguranca vigentes, usando barreiras de protecéo individual, como luvas e
mascaras. Posteriormente, no periodo de 2005 a 2006 estas coletas foram
continuadas pela mestranda. O material fecal foi também processado de
acordo com a metodologia para material de arvore, descrita no item anterior
(STAIB, 1962).

3.6. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS EM NIVEL DE
GENERO E ESPECIE

A triagem inicial das espécies C. neoformans e C gattii foi baseada na pesquisa
da atividade da enzima fenoloxidase através de meios de cultura preparados
com sementes de Niger (Guizotia abyssinica) (Anexo F, foto 03), de Girassol
(Heliantibus annus) ou com dihidroxifenilalanina (DOPA) (Anexo G, letra b).
Todas as colbnias de coloracdo marrom nesses meios foram repicadas para
agar Sabouraud Dextrose (Difco) para posterior identificacdo de Cryptococcus
spp., que foi baseada na deteccédo da enzima urease em Meio de Christensen
(Anexo G, letra g), auséncia de fermentacdo de carboidratos e perfil de
assimilacdo de glicose, lactose, dulcitol rafinose, celobiose, rhaminose e
melobiose (Anexo G, letra h), e da assimilacdo obrigatéria de inositol como
Unica fonte de carbono, além da auséncia de assimilacéo de nitrato como fonte
de nitrogénio inorganico (Anexo G, letra i). Estudo das caracteristicas
micromorfoldgicas tipicas destas espécies, como visualizacdo de capsula em
preparacdo microscopica com tinta Nankin (Anexo F, foto 05), também foi

realizado.

3.7. DIFERENCICAO BIOQUIMICA DAS ESPECIES C. neoformans E C.
gattii

Nesta etapa foi usado o meio CGB (Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol
(Anexo G, letra e; Anexo F, foto 06) que permitiu a diferenciacdo das duas

espécies entre si, uma vez que o C. neoformans é sensivel a canavanina e nao



assimila glicina como fonte de carbono, por isso permanecendo o meio na
coloracdo original (amarelo) ja o C. gattii é resistente a canavanina e utiliza
glicina, crescendo no meio, alcalinizando e tornando-o azul na presenca do

indicador azul de bromotimol.

3.8. TESTE DE SUSCETIBILIDADE A DROGAS ANTIFUNGICAS

Para avaliar o perfil de suscetibilidade dos isolados flngicos as drogas:
anfotericina B (AMB), itraconazol (ITZ), voriconazol (VCZ) e fluconazol (FCZ)
realizou-se o método de difusdo de droga em meio solido, do tipo Etest,
segundo instrugdes do fabricante (AB BIODISK, Suica). O meio empregado foi
o caldo RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato (Gibco BRL),
tamponado em pH 7.0 com acido morfolino-propanosulfénico (MOPS) (Sgima),
acrescido de 2% de glicose e de 2% de agar-agar (Difco) para obtencao do
meio soélido (Anexo G, letra j). O controle de qualidade dos testes foi realizado
com duas cepas padréo: C. krusei ATCC 20019 e C. parapsilosis ATCC 6258,
cujas concentrag6es inibitérias minimas (CIM) j4 estdo bem definidas para

varios antifungicos.

O preparo da suspensdo de indculo ocorreu apos incubacdo prévia das
culturas por 48 horas a 35° C em placas de agar Sabouraud Dextrose (Difco).
No momento do preparo da suspenséao, cerca de 3 a 5 colénias bem isoladas
foram adicionadas a cinco mililitros de agua destilada estéril e agitada em
aparelho tipo vortex até total homogeneizacdo. A concentracdo final da
suspensao foi ajustada para transmitancia entre 80-85% em espectrofotbmetro
e no comprimento de onda de 530 nanémetros.

Swabs estéreis eram umedecidos nesta suspensdo e passados
homogeneamente na superficie das placas. Apés a secagem, as fitas Etest,
com diferentes gradientes de drogas, foram aplicadas na superficie do meio. As
fitas continham drogas com concentracdo variando entre 0,002 e 32 pg/mL
para itraconazol, anfotericina B e voriconazol e entre 0,016 e 256 pug/mL para
fluconazol. A leitura foi realizada apds incubacdo a 35°C por 48 horas e as

CIMs foram estabelecidas através da interceptacdo da zona eliptica inibitoria
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com a escala da fita contendo o antifungico (Anexo F, foto 07). Os pontos de
corte para determinacdo das CIMs foram determinados de acordo com o
documento M27-A2 publicado pelo Clinical and Laboratory Standarts Institute
(CLSI), antigo NCCLS, para drogas itraconazol e fluconazol. Para anfotericina
B foi utilizado o critério sugerido por Nguryen e Yu (1998) e Lozano-Chiu et al.
(1998) e para voriconazol seguiu-se os valores sugeridos por Pfaller et al.

(2006). Seguem abaixo os critérios interpretativos para as drogas avaliadas:

- Fluconazol:
- sensivel: CIM < 8 pg/mL
- sensivel dose-dependente: CIM 16 a 32 pg/mL
- resistente: CIM = 64 pg/mL
- Itraconazol:
- sensivel: CIM < 0,125 pg/mL
- sensivel dose-dependente: CIM 0,25 a 0,5 pg/mL
- resistente: CIM = 1 pg/mL
— Anfotericina B:
- resistentes: CIM = 2 pg/mL
- sensiveis: CIM < 1 pug/mL
- Voriconazol:
- sensivel: CIM < 1 pg/mL
- sensivel dose-dependente: CIM = 2 pg/mL

- resistente:CIM = 4 ug/mL

3.9. DETECCAO DA PRODUCAO DA ENZIMA FOFSFOLIPASE

As cepas de Cryptococcus spp., ja previamente identificadas, foram semeadas

em pontos distintos e equidistantes de placas de meio de cultura sélido
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acrescido com emulsao de gema de ovo como fonte de fosfolipideos (Anexo G,
letra k). Apds 6 dias de incubagdo a temperatura ambiente, foi feita a leitura
dos diametros da colbnia (dc) e dos diametros do halo (dh), correspondendo a
zona de precipitacdo somada a colénia. O experimento foi realizado em
triplicata para cada cepa. A producdo de fosfolipase foi semi-quantificada
através de valores de Pz, obtido de acordo com a relacdo dc/dh (PRICE et al.,
1982; POLAK, 1992). Foram estabelecidos os seguintes niveis de producao de

enzima:

Pz = 0,0_ producéo negativa
Pz 20,66 e <0,80 _ producéo baixa
Pz =0,51e <0,65 producéo intermediaria

Pz <0,50 _ producéao alta

3.10. DETECCAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA FENOLOXIDASE

Utilizou-se a metodologia proposta por Rhodes (1986) modificada: culturas de
Cryptococcus spp. foram sub-cultivadas em 50 mL de caldo YNB preparado em
tampdao fosfato de sodio 1M, pH 7,0 (Anexo G, letra I) e adicionado de 2% de
glicose. As culturas foram mantidas em agitagéo na velocidade de 120 rotacdes
por minuto (RPM) por 24 horas a 30 °C e, em seguida, centrifugadas por 5
minutos a 4.000 RMP. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” com as
células foi lavado com tampéo fosfato de sodio 1M, pH 7,0 duas vezes e,
posteriormente, as células foram resuspendidas em 50 mL do mesmo caldo
YNB (porém, sem acréscimo de glicose) e incubadas a 30 °C por 18 horas em
agitacdo na velocidade de 120 RPM. Sequencialmente, a suspensado foi
novamente centrifugada, o sobrenadante descartado e o “pellet” pesado em
balanca de prescisdo. Utilizava-se aproximadamente 0,100 g de células para
cada cepa. As células foram transferidas com pipeta de Pasteur para eppendorf
e centrifugadas a 12 000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e
a essa quantidade de células foi adicionado, a frio, igual volume de pérolas de
vidro lavadas em &cido (450-600nm) e 0,200 mL tampao fosfato de sédio 1M,

pH 7,0. A suspenséo foi agitada em bead beater por 45 segundos para romper
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as células mecanicamente, seguida de centrifugacéo por 3 minutos 4 000 RPM
e 0 sobrenadante retirado para outro eppendorf. Nova quantidade (0,300 mL)
de tampéao fosfato 1M, pH 7,0 foi adicionada ao sobrenadante, seguida da
adicao de 0,050 mL de tolueno-etanol (Anexo G, letra n). Apés incubacéao a frio
por 90 minutos, 0,05 mL de DOPA 10 mM (Anexo G, letra m) foi adicionada a
suspensao do eppendorf e incubada também a frio por 60 minutos. A leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 480
nandmetros, apos diluicdo de 1:5 da suspensdo em tampéao fosfato de sodio
1M, pH 7,0. Para calcular a atividade da enzima fenoloxidade foi seguida a
formula: (DO480 tratamento — DO480 controle) x 5 (fator de dilui¢do)/0,100g
=UE/100mg. Uma unidade de atividade da enzima correspondeu a uma
mudanca de 0,001 na leitura de absorbancia a 480 nm. Como controle do
experimento utilizou-se solugdo de DOPA 1,0 mM diluida 1:5 em tampéo
fosfato de sddio 1M, pH 7,0. Foram estabelecidos 0s seguintes niveis de

producdo de enzima (UE/100mg):

- atividade negativa: 0,0
- atividade baixa: =21 e <2 800
- atividade intermediaria: 22 801 e < 3 800

- atividade alta: 23 801 e =5 800

3.11. TIPAGEM MOLECULAR DAS CEPAS DE C. neoformans E C. gattii

3.11.1. Extracdo de DNA

Foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Meyer et al. (1999).
As cepas foram semeadas em agar Sabouraud Dextrose (Difco) e incubadas
por 72 horas a 35° C. Cerca de 10 coldnias foram transferidas com auxilio de
alca descartavel para eppendorf contendo 0,600 mL de tampéo de lise (Anexo
H, letra €) e pérolas de vidro lavadas em &cido (450-600nm). As células foram
rompidas por agitacdo a frio em aparelho bead beater e o material foi
transferido para novo eppendorf onde foi adicionado mesmo volume de fenol-
cloroférnio-alcool-isoamilico. Apds homogeneizacado em aparelho tipo vortex, o

material foi centrifugado em 12 000 RPM por 15 minutos e o sobrenadante foi
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transferido para outro eppendorf. Esse procedimento foi repetido por mais duas
vezes e a fase aquosa, foi transferida para novo eppendorf e adicionada de
0,300 mL de isopropanol mantido a -20°C. O material foi novamente
centrifugado e o sobrenadante eliminado. Etanol a 70% (Anexo H, letra i) foi
adicionado ao pellet para nova centrifugacdo e o sobrenadante foi também
eliminado. Por fim o pellet foi deixado secando a temperatura ambiente.
Estando o pellet seco, tampao TE (Anexo H, letra h) foi adicionado para sua

homogeneizacéao, e foi mantido congelado em freezer a -20 °C.

3.11.2.Amplificacdo do DNA e determinacéo de genoti  pos

Foi empregada a técnica de fingerprinting também proposta por Meyer et al.
(1999), utilizando o DNA gendmico de C. neoformans e C. gattii extraido no
item anterior e o primer M13. As condi¢cdes de PCR foram: 35 ciclos de 20
segundos de desnaturacdo a 94 °C; 1 minuto de anelamento a 50 °C e 20
segundos de extensao a 72 °C, todo o procedimento foi precedido por um unico
ciclo de desnaturacgéo inicial a 94 °© C por 3 minutos. O produto amplificado foi
separado eletroforeticamente e fotografado. O padrédo de bandas das cepas
clinicas e ambientais de C. neoformans e C. gattii foi entdo comparado com
agueles de cepas padrdo, com o0s oito gendtipos bem definidos para cada
espécie. Estas cepas foram gentilmente doadas pela Dra. Marcia Lazera da
Fundacao Osvaldo Cruz (FIOCRUZ).
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4. RESULTADOS

4.1. LEVANTAMENTO AMBIENTAL

No periodo de estudo foram coletadas 290 amostras de arvores localizadas em
varios locais publicos de Vitéria, ES e em outras localidades do ES. No total, 9
(3,0%) destas amostras foram positivas para Cryptococcus spp., sendo 6
(2,0%) positivas para C. neoformans, 2 (0,7%) para C. gattii e 1 (0,3%) para C.
laurentii. Os locais e as espécies de arvores avaliadas estdo relacionados na
tabela 3.

Tabela 3 - Locais de coleta no Estado do ES e espécies de arvores analisados
onde as amostras foram positivas para pesquisa de Cryptococcus spp.

Local Tipo de material Amostras positivas Total de amostras
coletadas
GRANDE VITORIA
UFES Maruipe Pinus sp. (pinheiro), 1 10
REGIAO SERRANA
Afonso Claudio tronco de arvore em 2 20

decomposicao da area
preservada (Floresta

Atlantica)
REGIAO NORTE
Pedro Canério tronco de de grande e 1 20
porte da Floresta Atlantica
Sooretama (Reserva arvores de grande e médio 3 20

Bioldgica de Sooretama)  porte da Floresta Atlantica
e Eucalyptus spp.

Agua Doce de Norte Troncos de arvores em 2 10
decomposicao proximos a
um galinheiro

Aléem de material de arvores, foram coletadas também 54 amostras de
excrementos de pombos de varios locais publicos e de gaiolas com psitacideos
expostos em lojas de Vitéria, ES que comercializam animais (tabela 4). No
total, 11 (21%) foram positivas para Cryptococcus spp., sendo 9 (17%) para C.
neoformans e 1 (2,0%) para Cryptococcus laurentii e 1 (2,0%) Cryptococcus

albidus.
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Tabela 4 — Locais de coleta de excrementos de aves onde as amostras foram

positivas para pesquisa de Cryptococcus spp.

Local Tipo de material Amostras positivas Total de amostras
coletadas

Prédio publico Excrementos de 2 7
(SCM) pombos

Prédio Publico Excrementos de 1 5
(MT-ES) pombos

Parque Moscoso Excrementos de 2 5
pombos

Prédio Publico Excrementos de 1 2
(CEF) pombo

Prédio Publico Excrementos de 3 9
(CODESA) pombos

4.2. LEVANTAMENTO CLINICO

Foram obtidos 51 isolados clinicos de Cryptococcus, sendo 48 (94%) C.

neoformans e 3 (6%), C. gattii. Todos os isolados da espécie C. neoformans

foram obtidos de pacientes com infeccao por HIV. Ja para a espécie C. gattii, 2

(67%) ocorreu em pacientes sem infeccdo por HIV e um (33%) em pacientes

com condicao clinica ndo informada.

4.3. TESTE DE SUSCETIBILIDADE DE C. neoformans e C. gattii

Todos os 67 isolados, clinicos e ambientais, foram sensiveis in vitro a

anfotericina B e voriconazol. Ja para itraconazol, 55 (82%) dos isolados foram
S, e 12 (18%) SDD. Para fluconazol, 50 (75%) foram S, 16 (24%) SDD e um

(1%) (Figura 1; Anexo B; tabelas 11,12 e 13).
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Perfil de suscetibilidade

Figura 1 - Perfil de suscetibilidade de todos os isolados de Cryptococcus spp.

de origem clinica e ambiental aos farmacos ITZ, FCZ, AMB e VCZ.
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Considerando a origem dos isolados da espécie C. neoformans, todos os 63
foram sensiveis a voriconazol e a anfotericina B. Analisando separadamente de
acordo com a origem, dois (13%) dos isolados ambientais e 12 (25%) dos
clinicos apresentaram perfil SDD ao azdlico fluconazol enquanto trés (20%) dos
ambientais e 7 (15%) dos clinicos foram SDD ao azolico itraconazol. Nenhum
isolado de C. neoformans apresentou resisténcia in vitro as drogas. (Figura 2;
Anexo C, tabelas 13 e 14)
A) B)
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A) Isolados clinicos de C. neoformans

B) Isolados ambientais de C. neoformans.

Figura 2 - Perfil de suscetibilidade dos isolados clinicos e ambientais de C.

neoformans as drogas itraconazol, fluconazol, anfotericina B e voriconazol.

Considerando os valores de CIMsp e ClMgg, Observa-se que os isolados clinicos
de C. neoformans tendem a apresentar maiores valores que 0s ambientais.
Para este grupo, as CIMgyy para as drogas itraconazol e fluconazol atingiram
valores relacionados com faixas que classificam estes isolados como SDD,
com menor suscetibilidade. Nao foi observada esta tendéncia para o azolico

voriconazol (tabela 5).
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Tabela 5 - Valores das CIMsp e ClIMgy das drogas anfotericina B, fluconazol,

itraconazol e voriconazol para os isolados de C. neoformans.

Drogas (Mg/mL)

Origem FCz ITZ AMB VCZ
Geral

CIM 50% 8,0 0,094 0, 25 0,032

CIM 90% 16,0 0,25 0,38 0,064

Ambiental

CIM 50% 12,0 0,094 0,125 0,047

CIM 90% 12,0 0,19 0,25 0,064
Clinica

CIM 50% 8,0 0,094 0,25 0,032

CIM 90% 16,0 0,25 0,50 0,064

FCZ_ fluconazol; ITZ_ itraconazol; AMB__ anfotericina B; VCZ_ voriconazol;
CIM_ Concentracao Inibitéria Minima.

Para a espécie C. gattii, o isolado de origem ambiental foi sensivel in vitro a

todos as drogas testadas (Figura 3; Anexo C, tabela 15) enquanto entre os 3

isolados de origem clinica, encontramos, dois (67%) SDD e um (33%) R para

fluconazol. Para itraconazol, um (33%) S e dois (67%) SDD (Figura 3; Anexo C,

tabela 15). O segundo isolado ambiental desta espécie nao foi testado porque

nao foi possivel seu subcultivo apds congelamento.
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Figura 3 - Perfil de suscetibilidade das cepas clinicas e ambientais de C. gattii

as drogas itraconazol, fluconazol, anfotericina B e voriconazol.



Tabela 6 - CIMs de C. gattii e C. neoformans de acordo com a origem da cepa.

Espécies C. gattii C. neoformans
Origem Ambiental Clinica Ambiental Clinica
N (1) N (3) N (15) N (48)
Drogas CIM Arvore HIV NI Arvore  Excremento  HIV HIV
neg pos neg
ITZ 50 0,125 0,38 0,094 0,094 0,094 0,094 0,125
90 0,125 0,75 0,094 0,094 0,25 0,25 0,19
FCz 50 12,0 48 4,0 12,0 8,0 8,0 8,0
90 12,0 >256 4,0 12,0 12,0 16,0 16,0
AMB 50 0,008 0,25 0,38 0,008 0,125 0,25 0,25
90 0,008 0,38 0,38 0,125 0,25 0,5 0,5
VCzZ 50 0,064 0,064 0,012 0,047 0,032 0,032 0,032
90 0,064 0,125 0,012 0,064 0,047 0,047 0,094

N_ total de isolados; CIM_ Concentracao Inibitéria Minima; NI_ N&o Informado; ITZ_ itraconazol; FCZ_
fluconazol; AMB__ anfotericina B; VCZ_ voriconazol.

4.4, DETECCAO DA PRDODUCAO DA FOSFOLIPASE E DA ATIVIDADE
DA FENOLOXIDASE

4.4.1. Produgéo da enzima fosfolipase

53

A andlise de 67 isolados, clinicos e ambientais, de C. neoformans e C. gattii

revelou que a producéo de fosfolipase foi detectavel em 65 destes isolados. A

maioria dos isolados, 56 (84%), apresentou producéo alta, 9 (13%) producédo

intermediaria, 0% producédo baixa e dois (3%) ndo demonstraram producdo da

enzima (Figura 4; Anexo D, tabelas 16 e 17).

O Alta @ Intermediaria O Baixa O Negativa

0% 3%

13%

84%

Figura 4 - Perfil de producéo da enzima fosfolipase entre todos os isolados,

clinicos e ambientais, de Cryptococcus spp.
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Entre os 51 isolados de C. neoformans e C. gattii de origem clinica, 41 (80%)
tiveram producao classificada como alta, 8 (16%) intermediaria e dois isolados

(4%) ndo apresentaram producéo da enzima (Figura 5; Anexo D, tabela 17).

Entre os 16 isolados de C. neoformans e C. gattii de origem ambiental, todos
(100%) apresentaram producdo da enzima. Producédo classificada como alta
ocorreu em 15 (94%) e producdo intermediaria em uma (6%). Nao houve

isolado com producédo baixa ou negativa (Figura 5; Anexo D, tabela 16).

m Clinico O Ambiental
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Nivel de producéo da enzima fosfolipase

Figura 5 - Perfil de producdo da enzima fosfolipase dos isolados de C.

neoformans e C. gattii, de acordo a origem clinica ou ambiental.

Analisado a producédo de fosfolipase pelos isolados de C. neoformans e C.
gattii de origem clinica, obtidos de pacientes HIV-positivos, observou-se que 30
(77%) destes apresentaram producao classificada como alta, 8 (20%) producéao
intermediaria e um (3%) nao apresentou producao da enzima. Entre os obtidos
de pacientes HIV-negativos, 9 (90%) apresentaram producéo alta e um (10%)

nao apresentou producao de fosfolipase (Figura 6).
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Figura 6 - Producao de fosfolipase pelos isolados de C. neoformans e C. gattii

originados de pacientes HIV-positivos e HIV-negativos.

Todas as 9 (100%) amostras ambientais isoladas de excrementos de passaros
psitacideos (identificadas como C. neoformans) apresentaram producéo
classificada como alta. Entre as 7 amostras (6 de C. neoformans e uma de C.
gattii) obtidas a partir de material de arvores, 6 (86%) apresentaram producéo

alta e somente uma (14%) apresentou producao intermediaria (Figura 7).
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Figura 7 - Producdo de fosfolipase entre os isolados de C. neoformans e C.

gattii ambientais.

Analisando a producao de fosfolipase em relacdo a espécie, observou-se que
entre as 63 amostras da espécie C. neoformans (clinicos e ambientais), 53
(84%) apresentaram producdo de fosfolipase alta, 9 (14%) producédo
intermediaria e uma (2%) producéo classificada como producao negativa. Entre
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as amostras de C. gattii (clinicas e ambientais), 3 (75%) apresentaram

producéo alta e uma (25%) n&o produziu a enzima.

4.4.2. Atividade da enzima fenoloxidase

Todos os 67 isolados clinicos e ambientais de C. neoformans e C. gattii
apresentaram atividade da enzima fenoloxidase. A maioria dos isolados, 47
(71%), apresentou baixa atividade da enzima, 13 (19%) atividade intermediaria
e 7 (10%) atividade alta (Figura 8; Anexo D, tabelas 18 e 19).

@ Alta @ Intermediaria O Baixa O Negativa
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Figura 8 - Perfil da atividade da enzima fenoloxidase para os isolados, clinicos

e ambientais de Cryptococcus spp.

Considerando a origem do isolado, observou-se que entre os de origem clinica,
33 (65%) apresentaram atividade baixa, 11 (22%) atividade intermediaria e 7
(13%) alta. Ja entre as ambientais, 14 (88%) apresentaram atividade baixa e o
restante, duas (12%), atividade intermediaria, ndo havendo nenhum com
atividade classificada como alta ou negativa (Figura 9; Anexo D, tabelas 18 e
19).
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Figura 9 - Perfil de atividade da fenoloxidase de acordo com a origem do

isolado, clinica ou ambiental.

Analisado a atividade da enzima fenoloxidase entre os isolados obtidos de
pacientes HIV-positivos observou-se que 23 (59%) demonstraram atividade
classificada como baixa, 9 (23%) atividade intermediaria e 7 (18%) atividade
alta. Entre os HIV-negativos, 8 (80%) apresentaram atividade baixa e duas
(20%) atividade intermediaria (Figura 10)
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Figura 10 - Atividade da fenoloxidase pelos isolados originados de pacientes

HIV-positivos e HIV-negativos.

Todos os isolados de ambas as espécies, de origem ambiental, apresentaram
atividade da fenoloxidase. Entre os isolados de C. neoformans e C. gattii

obtidos a partir de excrementos de aves, 7 (78%) apresentaram atividade baixa
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e o restante, duas (22%), atividade intermediaria. J& entre aqueles obtidos a
partir de material de arvores, 100% apresentaram baixa atividade da

fenoloxidase (Figura 11).
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Figura 11 - Atividade da fenoloxidase pelos isolados de C. neoformans e C.

gattii originados de arvores e excrementos de aves.

Analisando as 63 amostras da espécie C. neoformans observa-se que 43
(68%) apresentaram atividade classificada como baixa, 13 (21%) atividade
intermediaria e 7 (11%) atividade alta. Entre as amostras de C. gattii todas

(100%) apresentaram atividade baixa.

Analisando conjuntamente a producdo das duas enzimas, C. neoformans
apresentou isolados com menor producao de fosfolipase e maior atividade de

fenoloxidade quando obtido de paciente HIV-positivo.
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Tabela 7 - Producéo de fosfolipase e atividade da fenoloxidase de acordo com

a espécie e origem do isolado de Cryptococcus spp.

Espécie C. gattii C. neoformans

N (%) 4 (6) 63 (94)

Origem Amb Clinica Amb Clinica

N (%) 1(25) 3(75) 15 (24) 48 (76)

Enzimas  Ativi- Arvore HIV Total Arvore Excr HIV HIV Total
dade 1(25) neg 4* 6 (10) 9 (14) pos neg 63**

2 (50) (100) 39 (62) 8(13) (100)

© Alta  1(100)  1(33,3) 3%75) | 5(83) 9(100)  30(77)  8(100) 53*

@ ~ (84)

%i S Inter 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(17) 0 (0) 8 (20) 0 (0) 9 (14)

gz Baixa  0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0

L Neg 0(0) 1333 1(25) | 0(0) 0(0) 1(3) 00 12

° Alta 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 7 (18) 0 (0) 7 (12)

o Inter 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (22) 9 (23) 2(25) 13 (21)

?g g Baixa 1(100)  2(67)  4%(100) | 6 (100)  7(78) 23(59) 6 (75) 43+

S (68)

% “ Neg 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

L

N_ total de amostras; HIV- pos_ HIV-positivo; HIV-neg_ HIV-negativo; Neg_ negativo

* Uma cepa era C gattii de origem clinica mas a infecgdo ou ndo pelo virus HIV néo foi informada.

* Uma cepa era C. neoformans de origem clinica mas que a infeccdo ou n&o pelo virus HIV néo foi
informada.

4.5. PRODUCAO E ATIVIDADE DAS ENZIMAS E AS CONDICOES
CLINICAS APRESENTADAS PELOS PACIENTES

A andlise dos prontuarios revelou que 76% dos casos de criptococose
ocorreram em pacientes HIV-positivos. Avaliando as formas clinicas da
criptococose observou-se que meningoencefalite ocorreu em 25 (64%)
enquanto fungemia e lesdo cutanea ocorreram em 12 (31%) dos 39 casos, em

5% néao foi informada a forma clinica.

Entre os isolados originados de pacientes com meningoencefalite, em 28 (82%)
a producédo da fosfolipase foi classificada como alta, 5 (15%) intermediaria e
um (3%) apresentarou producdo negativa. J& entre os obtidos de pacientes
10 (71%)
apresentaram atividade alta, trés (22%) intermediaria e um (7%) negativa
(Figura 12; Anexo E, tabela 20).

com outras formas clinicas (fungemia e lesGes cutaneas),
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o Alta ® Intermediaria 0O Baixa 0O Negativa
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Meningoencefalite | Outras
Fomras clinicas
Figura 12 - Relacdo entre a producdo da fosfolipase e formas clinicas da

criptococose apresentadas pelos pacientes.

Avaliando a atividade de enzima fenoloxidase entre as amostras originadas de
pacientes com meningoencefalite, 23 (68%) apresentaram atividade baixa, 7
(20%) intermediéria e 4 (12%) alta. Ja entre as de pacientes com outras formas
clinicas (fungemia e lesbes cutaneas), 9 (64%) atividade baixa, trés (21%)

intermediaria e duas (15%) alta (Figura 13; Anexo E, tabela 20).

m Alta @ Intermediaria @ Baixa O Negativa

100% -
80% -
60% -

%
40% -

20% +

0%

Meningoencefalite Outras
Formas clinicas
Figura 13 - Relacdo entre a producdo da fenoloxidase e formas clinicas da

criptococose apresentadas pelos pacientes.

Quando analisamos conjuntamente as atividades das enzimas, fosfolipase e
fenoloxidase, de acordo com as formas clinicas apresentadas pelos pacientes,
verifica-se que entre as cepas originadas de pacientes com meningoencefalite,
23 (68%) apresentaram atividade da fenoloxidase baixa e 28 (82%) nivel de

producdo da fosfolipase alto. Padrdo semelhante ao apresentado pelas cepas
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originadas de pacientes com outras manifestacdes clinicas que ndo a
meningoencefalite, 9 (64%) e 10 (71%), respectivamente (Figura 14; Anexo E,
tabela 20).

@O Fosfolipase Alta m Fosfolipase Intermediéria
O Fosfolipase Baixa O Fosfolipase Negativa
@ Fenoloxidase Alta @ Fenoloxidase Intermediéria
O Fenoloxidase Baixa O Fenoloxidase Negativa
100+

80+

60
%

40+

20+

0 ;
Meningoencefalite Outras

Formas clinicas

Figura 14 - Relacao entre a producao da fosfolipase, atividade da fenoloxidase

e as formas clinicas da infeccdo criptococica apresentada pelos pacientes.

Entre os 19 (37%) pacientes que evoluiram para Obito, a maioria (47%)
apresentava producdo alta da fosfolipase e baixa atividade da enzima

fenoloxidase (Anexo E, tabela 21).

4.6. IDENTIFICACAO DOS GENOTIPOS

No periodo deste estudo foram obtidas 51 cepas de Cryptococcus spp. de
pacientes internados no HUCAM, sendo 48 (94%) de C. neoformans e 3 (6%)
de C. gattii, entre os isolados de origem ambiental, maior numero de isolados
também foram de C. neoformans 15 (88%) e menor de C. gattii 2 (12%) (Figura
15).



A) B)

m C. gattii O C. neoformans m C. gattii O C. neoformans

12% 6%

88% 94%

A) Origem ambiental.
B) Origem clinica.

Figura 15 - Proporcao de C. gattii e C. neoformans entre os isolados de origem
ambiental e clinica.

Todas as amostras de C. neoformans, tanto as clinicas como as ambientais,
apresentaram gendtipo VNI. Entre as amostras de C. gattii todas foram VGII
(Figura 16).

A) B)
L1 23 4 56738 L 1 23 4 56 7 8 9 10 11 12 1314 L

i —

Figura 16 - ldentificacdo molecular dos isolados ambientais e clinicos de
Cryptococcus spp.

A) C. gattii: L — 1Kb DNA ladder; linhas 1 a 4 — VGI, VGII; VGIII, VGIV_ cepas de referécia linhas; 5a 7 —
cepas clinicas VGII; 8 — cepa ambiental VGII.

B) C. neoformans: L — 1Kb DNA ladder; linhas 1 a 5 - cepas clinicas VNI; linhas de 6 a 10 — cepas
ambientais VNI; linhas11 a 14 — VNI, VNII, VNIII, VNIV_ cepas de referéncia.
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5. DISCUSSAO

As espécies C. neoformans e C. gattii tem ocorréncia saprofitica na natureza
(LITVINTSEVA et al., 2005), estando associadas a diferentes nichos
ecoldgicos, incluindo excrementos de passaros e detritos de arvores
(PEDROSO; FERREIRA; CANDIDO, 2007).

Nesse estudo, das 54 amostras de material fecal de aves analisadas, em 11
(21%) foi encontrado Cryptococcus spp., sendo que a propor¢cdo entre as
espécies foi de 82% para C. neoformans, 9% para Cryptococcus laurentii e de
9% para Cryptococcus albidus, em concordancia com outros autores (Anexo A,
tabela 8), que também observaram que material fecal de péssaros,
principalmente pombos, € um substrato importante para manutencdo de C.
neoformans na natureza. Contudo, outras espécies de Cryptococcus spp.
também podem ser encontradas nesse tipo de material (PEDROSO;
FERREIRA; CANDIDO, 2007; ROSARIO; ACOSTA; COLOM, 2008), inclusive
C. gattii, que foi encontrado em material fecal de passaros psitacideos no Rio
Grande do Sul (ABEGG et al., 2006).

A ocorréncia de C. laurenttii e C. albidus, embora em menores propor¢cées em
excremento fecal, € um dado preocupante, visto que, estas espécies tém sido
isoladas como agentes oportunistas de micoses sistémicas em pacientes
imunossuprimidos (FILION; KIDD; AGUIRRE, 2006; KOBAYASHI et al., 2005;
RANDHAWA; MUSSA; KHAN, 2001; ROSARIO; ACOSTA; COLOM, 2008).
Neste estudo, C. albidus, especificamente, foi isolado de uma gaiola de
Agapornis (passaro do amor) que vivia sozinho no momento da coleta em uma
loja de animais, indicando que gaiolas de péassaros, se nao higienizadas
adequadamente, podem também ser fonte de infeccdo de Cryptococcus spp.

em area urbana.

Entre as 290 amostras coletadas de material proveniente de arvores,
Cryptococcus spp. foi encontrado em 9 (3,0%) delas (Anexo A, tabela 9) e a

proporcao entre as espécies foi 67% C. neoformans, 22% para C. gattiie 11%
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para C. laurentii. Os resultados deste estudo coincide com o de Nishikawa et
al. (2003) que isolaram C. neoformans ndo somente de fezes de pombos, mas
também de material proveniente de arvores, indicando que os nichos de

ocorréncia do C. neoformans na natureza sao bastante variaveis.

Um isolado de C. gattii, foi obtido de uma arvore em Pedro Canério, regido
localizada ao norte do Estado do ES e caracterizada por apresentar
desmatamentos recentes, mas que ainda resguarda resquicios de Floresta
Atlantica. Outro isolado dessa espécie foi obtibo em Sooretama (norte do
Estado) que é uma regido também marcada pela presenca de Floresta
Atlantica, tanto préxima como afastada dos centros populacionais. Ambas
possuem arvores em avancado estado de decomposicdo, condicdo que
favorece o isolamento de C. gattii (BALTAZAR; RIBEIRO, 2008; NISHIKAWA et
al., 2003; RANDHAWA; MUSSA; KHAN, 2001). A baixa prevaléncia encontrada
desta espécie na natureza esta de acordo os dados de outros autores (Anexo
A, tabela 9). A amostra isolada de Sooretama néo resistiu ao congelamento por
ISSO 0s estudos das enzimas, testes de suscetibilidade e identificagdo do

genotipo ndo foram realizados.

As amostras de material de arvores positivas para C. neoformans, foram
coletadas na regi&o norte do Estado (Agua Doce do Norte e Sooretama), regiao

Serrana (Afonso Claudio) e Grande Vitoria (Bairro Maruipe).

Entre as amostras de material de arvores obtidas na regido Norte do Estado:
em Sooretama apenas uma amostra, de uma arvore de grande porte existente
no interior da Floresta Atlantica foi positiva, ja em Agua Doce do Norte houve
duas amostras positivas (0,68%), sendo uma foi proveniente de detritos de um
tronco bastante lignificado (indicando que a arvore € antiga) e outro de um
tronco com sinais de avancado estado de decomposi¢cdo, ambos préximos a
um galinheiro. Em Afonso Claudio (Regido Serrana) as duas amostras positivas
(0,68%) foram obtidas a partir de detritos troncos de arvores em decomposicéo
existente no interior da area preservada de Floresta Atlantica. E na Grande

Vitéria, uma amostra positiva (0,34%) foi coletada do tronco de uma arvore de



65

Pinus sp. (pinheiro). Isolamento de C. neoformans de pinheiro ja foi relatado

também por Gramados e Castafieda (2005).

O fato do C. neoformans e C. gattii serem encontrados em arvores existentes
em Floresta de Mata Atlantica indica que esse pode ser um ambiente propicio
para seu desenvolvimento, com a presenca de arvores antigas, elevada
umidade e sombreamento (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001), e podem ser
fontes de propagacdo do fungo para cidades proximas destas areas.
Perturbacdes deste ambiente por vento, animais e/ou desmatamentos podem
dispersar propagulos do fungo no ar e causar infecgcdes humanas (LAZERA et
al., 2000).

Autores tém relacionado a sobrevivéncia do fungo em arvores a presenca de
fissuras ou ocos presentes no tronco, abrigando e protegendo o fungo da
dessecacdo, da exposicdo a luz ultravioleta e dos ventos (RANDHAWA;
MUSSA; KHAN, 2001).

Os resultados desse estudo reforcam a idéia de que ambas as espécies, C.
neoformans e C. gattii ndo ocorrem em espécies especificas de arvores,
indicando, como salienta Randhawa, Kowshik e Khan (2003), que elas podem
ter distribuicdo muito generalizada, o que dificulta sua deteccdo na natureza
(Anexo A, tabela 10).

Entre os isolados clinicos, 48 (94%) foram da espécie C. neoformans e apenas
3 (6%) foram da espécie C. gattii, proporcdo equivalente aquela observada
também na natureza, que de acordo com outros estudos, C. neoformans é a
espécie com maior distribuicdo mundial e 0 agente etioldégico mais comum das
criptococoses (BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT, 2008). Nos Estados Unidos,
entre 42 isolados clinicos, 40 (95,2%) foram de C. neoformans e nenhum de C.
gattii (LITVINTSEVA et al.,, 2005). Na Venezuela, o estudo de 132 cepas
clinicas de Cryptococcus spp., revelou que 120 (91%) eram C. neoformans e
12 (9%) C. gattii (PEREZ et al., 2008).
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Considerando o total de amostras clinicas e ambientais, o atual estudo mostrou
que C. neformans ocorreu em maior numero que a espécie C. gattii tanto ente
as amostras clinicas, respectivamente, 94% e 6%, como entre as ambientais,
88% e 12%, respectivamente, padrdo semelhante ao relatado no Brasil por
Trilles et al. (2008): 73% e 27% e confirmando que a ocorréncia de C. gattii é
menor que a do C. neoformans. Contudo, se observa certas variacOes
regionais dentro do préprio pais: C. gattii apresenta menor ocorréncia nas
regides sul e sudeste que C. neoformans, mas é considerado endémico nas

regides centro-oeste, norte, nordeste (TRILLES et al., 2008).

Em relacédo ao perfil de suscetibilidade de todos os isolados, observou-se que
100% deles foram sensiveis a anfotericina B e voriconazol. Entre os azolicos,
voriconazol tem demonstrado ser a droga com melhor acdo in vitro contra
Cryptococccus spp. Apresentando, neste estudo, CIMs 90% <0,064 pg/mL, em

concordancia com outros autores (THOMPSON et al., 2009).

Considerando a origem dos isolados, se clinicos ou ambientais, assim como
em outros estudos, ndo foram encontradas diferencas importantes quanto a
suscetibilidade a voriconazol, anfotericina B e itraconazol. Essa semelhanga no
perfil de inibicdo para os farmacos avaliados entre isolados ambientais e
clinicos corrobora a hipétese de que a infeccdo pode ser adquirida a partir de
fontes ambientais. A auséncia de isolados resistentes no meio ambiente
demonstra que a resisténcia primaria a drogas entre estes isolados € rara
(KHAN et al., 2007; TORRES-RODRIGUEZ et al., 2008; TRILLES et al.,2004;
YILDIRAN et al., 2000).

Franzot e Hamdan (1996), ao estudarem 51 isolados de C. neoformans
(ambientais e clinicos) em Belo Horizonte, Minas Gerais, observaram um
modelo uniforme no perfil de suscetibilidade, ndo evidenciando diferencas entre
isolados clinicos e ambientais. Igual resultado também foi relatado em Goiéania,
Goias, apos analise de 110 isolados clinicos e ambientais de C. neoformans
(SOUZA et al., 2005). Em ambos os estudos utilizou-se a metodologia da

microdiluicdo em placas.
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Também néo foram encontradas diferencas no perfil suscetibilidade antifungica
entre isolados clinicos e ambientais estudados por Moraes, Primola e Hamdan
(2003) (64 isolados de C. neoformans e C. gattii) e Trilles et al. (2004) (87
isolados de C. neoformans e C. gattii), obtidas de diferentes regides do Brasil
(FRANZOT; HAMDAN, 1996; MORAES; PRIMOLA; HAMDAN, 2003;TRILLES
et al., 2004).

Num estudo realizado no Rio Grande do Sul, com 82 isolados (clinicos e
ambientais) de C. neoformans, os autores encontraram similar perfil de
suscetibilidade entre os isolados de origem clinica e ambiental para as drogas
anfotericina B, itraconazol e cetoconazol, porém, para fluconazol, os isolados
clinicos foram menos suscetiveis que os ambientais (ALVES et al., 2001). Da
mesma forma, Thompson et al. (2009) relataram que fluconazol foi, juntamente
com flucitocina, o farmaco que apresentou menor atividade, tanto para C.

neoformans como para C. gattii (clinicos e ambientais).

No presente estudo, a droga que mais se mostrou diferente entre as espécies,
em relacdo a suscetibilidade, foi fluconazol. As CIMs das drogas avaliadas
entre 0s poucos isolados de C. gattii se mostraram altas, incluindo CIM >256
pug/mL, enquanto todos os isolados (clinicos e ambientais) de C. neoformans
foram inibidos em concentracdes <32 pug/mL desta droga, resultado semelhante
ao do relatado por Alves et al. (2001) e por Franzot e Hamdan (1996), que
observaram que a maioria dos isolados de C. neoformans (clinicos e

ambientais) foram inibidos em concentra¢des <16 pg/mL.

Entre os isolados clinicos de C. gattii, 33% foram resistentes ao fluconazol,
mas sem resisténcia cruzada com outros azoélicos. Amostras clinicas de C.
gattii resistente a esse farmaco ja foi relatada também por Tay et al. (2006) e
Gomez-Lopez et al. (2008). Contudo, nenhuma amostra ambiental foi resistente

ao fluconazol ou outro azdlico.

As CIMs dos antifungicos para C. gatttii (ambientais e clinicas) foram, de

maneira geral, maiores ou iguais que as de C. neoformans, indicando que
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mesmo os isolados ambientais de C. gattii sio menos suscetiveis as drogas
antifingicas utilizadas no tratamento da criptococose, fato também foi relatado
por outros autores (CHEN et al., 2000; KHAN et al., 2007; SOUZA et al., 2005;
TORRES-RODRIGUEZ et al., 2008, THOMPSON et al., 2009; TRILLES et al.,
2004).

Entre os isolados ambientais de C. neoformans, considerando a origem se de
arvores ou de excrementos de aves, nao foram observadas diferencas quanto
ao perfil de suscetibilidade a drogas, exceto para o itraconazol, que apresentou
menor CIM 90% da droga para os isolados obtidos de arvores, semelhante aos
achados de Khan et al. (2007). A CIM 90% observada para a droga fluconazol
entre os isolados de arvores neste estudo foi maior que a encontrada por Khan
et al. (2007).

Para os isolados de C. neoformans obtidos de excrementos de aves,
observamos que as CIMs 90% das drogas, fluconazol e itraconazol foram
maiores que as relatadas por Yildiran et al. (2000) ao estudar, por meio da
técnica da microdiluicdo em placas, 27 isolados ambientais de C. neoformans
obtidos de excrementos de pombos na Turquia, enquanto que para as drogas
voriconazol e anfotericina B, as CIMs 90% observadas no presente estudo
foram, respectivamente, menores ou similares (YILDIRAN et al., 2000). As
CIMs 50 e 90% para os farmacos voriconazol, itraconazol e fluconazol
encontradas no presente trabalho foram menores que as informadas por
Morera-Lopez et al. (2005) avaliando o perfil de suscetibilidade, utilizando
também a microdiluicdo em placas, de 22 isolados ambientais de excrementos
de aves de C. neoformans em Barcelona, Espanha. Entretanto as CIMs 50 e
90% para a anfotericina B foram similares (MORERA-LOPEZ et al., 2005).

Nesse estudo, assim como ja informado por outros autores, ndo detectamos
nenhum isolado resistente a anfotericina B, todos (clinicos e ambientais de C.
neoformans e C. gattii) foram inibidos em concentragbes <1,0 pg/mL da drgoa
(FRANZOT; HAMDAN, 1996; TRILLES et al., 2004; YILDIRAN et al., 2000). A
anfotericina B € principal droga para o tratamento da criptococose, portanto a

auséncia de cepas resistentes entre as cepas clinicas demonstra que mesmo
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com o aumento do nimero de casos de SIDA observados na década passada,

a resisténcia a essa droga ainda € rara (SOUZA et al., 2005).

Considerando todos os 67 isolados de Cryptocccus spp. estudados, a produgéo
de fosfolipase foi classificada como alta em 84% destes, como intermediaria
em 13% e em 3%, ndo foi possivel a detec¢do da enzima, considerada como
producdo negativa de fosfolipase. O atual estudo estd em concordancia com
outros trabalhos que também relataram producdo de fosfolipase tanto em
isolados clinicos quanto em ambientais (CASALI et al., 2003; CHEN et al.,
1997; VIDOTTO et al., 1998).

Chen et al. (1997), ao estudar 25 isolados de C. neoformans e 25 de C. gattii
(clinicos e ambientais) encontraram que somente um isolado clinico de C. gattii
apresentou producao negativa da enzima. Vidotto et al. (1996) ao avaliarem a
producdo da enzima em 18 amostras de C. neoformans, de pacientes com
infeccdo pelo HIV e 5 de pacientes sem infeccéo pelo virus HIV, encontraram
também somente um isolado com producéo negativa. Casali et al. (2003) num
estudo realizado no Rio Grande do Sul, observaram que entre os 124 isolados
clinicos e ambientais de C. neoformans e C. gattii, 11 (9%) ndo produziam a
enzima. Baixo numero de isolados com producdo negativa da fosfolipase

também foi encontrado nesse estudo.

Os dados do presente trabalho ndo evidenciam diferencas quanto a producéo
da enzima fosfolipase entre isolados de Cryptococcus spp. de origem clinica ou
ambiental. Fato também relatado por outros autores como: Chen et al. (1997),
Vidotto et al. (1998) e Casali et al. (2003). Em geral, os isolados ambientais
assim como os clinicos apresentaram alta producdo da enzima, talvez porque
esse comportamento seja intrinseco ao microrganismo (STEENBERGEN;
CASADEVALL, 2003).

Analisando somente os isolados clinicos de C. neoformans e C. gattii, a maioria
apresentou producado alta da fosfolipase, sendo que o nimero de amostras,
com este nivel, isoladas de pacientes HIV-positivos foi menor que de HIV-

negativos (77% e 90%, respectivamente).
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Apenas um isolado (10%) de C. neoformans de paciente HIV-positivo nao
produziu a enzima, fato também relatado por Vidotto et al. (1998), que em seu
estudo observaram que 4 (19%) de 21 amostras de C. neoformans de
pacientes HIV-positivos ndo produziram a enzima e por Casali et al. (2003),
que observaram producdo negativa em 4 (3,8%) de 105 amostras clinicas de
C. neoformans e C. gattii. Esses resultados sugerem, portanto que ha uma
relacdo entre producdo de fosfolipase extracelular e viruléncia (CASALI et al.,
2003; VIDOTTO et al., 1998).

A elevada producéao de fosfolipase por isolados clinicos de ambas as espécies
indica que esta enzima pode ser realmente considerada como um importante
fator de viruléncia, atribuida a sua capacidade de invadir tecidos do hospedeiro
através de desorganizacdo de membranas celulares das células hospedeiras
(CHEN et al., 1997; COX et al. 2001; SIAFAKAS et al., 2007; VIDOTTO et al.,
2005). Estudos relatam que altos niveis de producdo da enzima estédo
relacionados com maior numero de células fangicas em tecido pulmonar e
cerebral, apés infeccdo experimental em camundongos, quando comparada a
cepas com producdo intermediaria ou baixa da enzima (CHEN et al., 1997;
VIDOTTO et al., 1998).

Vidotto et al. (1998) e Casali et al. (2003) relataram que o0 numero de isolados
de C. neoformans com producdo negativa da enzima foi maior entre 0s
isolados ambientais do que entre os clinicos reforcando a importancia desta

enzima na patogénese da criptococose humana.

Chen et al. (1997), consideram inesperada a producdo de fosfolipase
extracelular por isolados ambientais, uma vez que o ambiente onde estas
habitavam é constituido por material (casca, oco de arvores e excrementos de
aves) com baixa concentragdo de fosfolipidios. Entretanto, nossos resultados
indicam que esses isolados ja se apresentam virulentas no meio ambiente.
Cafarchia et al. (2008), relatam que amostras obtidas de excrementos de aves
apresentam alta producdo de fosfolipase, e, dessa forma atuando como

dispersores de cepas com alta producéo da enzima no meio ambiente.
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Embora em nosso estudo uma comparacao entre espécies ndo fosse possivel,
uma vez que tinhamos apenas 3 isolados de C. gattii, interessantemente, um
isolado clinico de C. gattii obtido de um paciente HIV-negativo com uma Unica
lesdo cutanea, ndo produziu fosfolipase, indicando que esta enzima possa
estar correlacionada mais com a patogénese da criptococose no sistema
nervoso central e tecido pulmonar, do que em quadros mais brandos, como o
da criptococose cutanea. Diferente dos nossos resultados, Casali et al. (2003)
encontraram isolados clinicos de C. gattii com producado negativa de fosfolipase

entre as amostras de pacientes HIV-positivos.

Entre os isolados clinicos de C. neoformans, maior porcentagem de isolados
com producao alta foi observada entre as amostras de pacientes HIV-negativos
(100%) do que de HIV-positivos (77% alta) (tabela 7). Entretanto, a producéao
da enzima ndo variou em relacdo as formas clinicas de criptococose
apresentadas pelos pacientes, apresentando altos niveis de producédo tanto os
isolados de pacientes com meningoencefalite como os de pacientes com

fungemia e lesbes cutaneas.

Deteccdo de producdo de fosfolipase em isolados de C. neoformans de
pacientes HIV-positivos com meningoencefalite também foi observada por
Clancy et al. (2006), a média de Pz, considerando todas as 18 cepas
estudadas foi de 0,66 (variando de 0,59 a 0,73), ndo houveram cepas com
producao alta.

Entre os 67 isolados de Cryptocccus spp. avaliados, quanto a atividade de
fenoloxidade, 47 (71%) apresentaram atividade baixa, 13 (19%) intermediaria e
7 (10%), alta. Tanto as cepas clinicas como as ambientais apresentaram
similar padréo de atividade da fenoloxidase uma vez que, nestes dois grupos,
houve predominio de cepas com baixa atividade, 33 (65%) e 14 (88%)
respectivamente. Nenhum isolado ambiental, tanto de excrementos de aves

como de detritos de arvores, foi classificado com atividade alta.

Diferentes estudos, porém utilizando metodologias variadas, ja relataram a

atividade da fenoloxidase em cepas de C. neoformans e C. gattii. Vidotto et al.
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(1998) observaram atividade da fenoloxidase entre isoaldos de C. neoformans
clinicos e ambientais e ndo encontrou diferencas significativas relacionadas
com a origem do isolado. Em outro trabalho realizado em 2002, Vidotto et al.
(2002) também relataram atividade da enzima entre isolados clinicos (13
cepas) e ambientais (7 cepas) de C. neoformans. Alvarado-Ramirez et al.
(2008) ao estudarem amostras de C. gattii isoladas de bodes que morreram de
criptococose também observaram atividade da enzima. Este estudo relata
ainda que uma amostra de C. gattii isolada de paciente humano com meningite
criptocdcica foi a que apresentou maior atividade da enzima (ALVARADO-
RAMIREZ et al., 2008).

O fato de detectarmos atividade, mesmo baixa, da fenoloxidase na maioria dos
isolados ambientais, é importante uma vez que esta enzima esta envolvida na
sintese do pigmento melanina que protege as células fungicas de temperaturas
mais elevadas, luz ultravioleta e de predadores ameboides (NOSANCHUK et
al.,, 1999b; STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003; WANG; CASADEVALL,
1994). Provavelmente, a menor atividade da fenoloxidase entre os isolados
originados de &rvores, em relacdo aos originados de excrementos de aves, se

deva a particularidades existentes no micro-habitat onde se encontravam.

A maioria dos isolados ambientais de C. neoformans tanto de arvores como de
excrementos de aves apresentaram baixa atividade da enzima. Deteccéo de
atividade da enzima fenoloxidase entre amostras de C. neoformans ambientais
obtidas de excrementos de aves também foi relatada por Pedroso, Ferreira e
Candido (2007) que observaram atividade em 14 (93,3%) dos 15 isolados
analisadas.

Somente entre os isolados clinicos de Cryptococcus spp. houveram amostras
com alta atividade da fenoloxidase (tabela 7), talvez porque as condi¢cbes do
hospedeiro podem ser mais adversas que as ambientais, fazendo com que o
fungo necessite de mais recursos para ser capaz de se proteger dos
mecanismos de defesa existentes no hospedeiro (LIU; TEWARI, WILLIAMSON,
1999; ZHU et al., 2001; ZHU; WILLIAMSON, 2004). Em estudos utilizando

isolados clinicos, Clancy et al. (2006) também detectaram atividade da
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fenoloxidase entre isolados de C. neoformans. Blackstock et al. (1999) ao
estudarem 2 amostras de C. neoformans, sendo uma alta e outra fracamente
virulenta, observaram, além da producdo da enzima, que a amostra mais

virulenta apresentou maior atividade da fenoloxidase.

Entre as amostras clinicas de C. neoformans, aquelas obtidas de individuos
HIV-positivos em geral, apresentaram maior atividade da fenoloxidade que
aguelas obtidas de HIV-negativos. Sabendo-se que a maioria (63%) dos
pacientes  HIV-positivos  apresentou  criptococose na forma de
meningoencefalite, a maior atividade da fenoloxidase nos isolados destes
pacientes coincide com relato de outros autores e é justificada pelo
envolvimento da enzima no processo de oxidacdo das catecolaminas
(neurotransmissores), que funcionam também como substrato da enzima para
producdo de melanina (BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT, 2008; POLACHECK;
HEARING; KWON-CHUNG, 1982; ZHU; WILLIAMSON, 2004).

De acordo com nossos resultados, a constatacdo de padroes semelhantes
guanto a atividade da enzima entre as amostras ambientais das duas espécies,
C. neoformans e C. gattii (tabela 7) sugere um mesmo mecanismo de adptacéo
e sobrevivéncia do fungo no meio ambiente (NOSANCHUK et al., 1999b;
STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003). Zhu e Williamson (2004) defendem
que a atividade da fenoloxidase, mesmo sendo atributo intrinseco ao

microorganismo, sofre presséo seletiva do ambiente onde se encontram.

Entre os isolados de pacientes que evoluiram para Obito 9 (47%) apresentaram
baixa atividade da fenoloxidase e alta producédo de fosfolipase (Anexo E; tabela
21), inferindo que este desfecho ndo pode ser atribuido a viruléncia de cepas
do fungo. Os resultados sugerem que ambos os fatores de viruléncia (producéo
de fosfolipase e fenoloxidase) ndo estdo associados com condi¢cdes ou formas
clinicas especificas, indicando que a patogénese pode estar relaciona com
uma soma de fatores que, em conjunto, permitem que a levedura supere 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro (BICANIC; HARRISON, 2005; KOZEL,
1995).
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Blackstock et al. (1999) concluiram que a expressdo de fatores de viruléncia
por isolados clinicos de C. neoformans varia e depende de estimulos de suas
vias regulatérias. Clancy et al. (2006) afirmaram também que a patogénese da
criptococose reflete interacdes entre suscetibilidade do hospedeiro, resposta
imune contra o organismo infectante e potencial virulento do isolado. Nesse
mesmo estudo 0s autores, apds a analise de diferentes fatores de viruléncia,
entre eles atividade da fenoloxidase e producéo de fosfolipase, em 18 amostras
clinicas de C. neoformans concluiram que, apesar de uma variedade de fatores
contribuirem para o fenoétipo viruléncia, a contribuigédo limitada de um fator pode

ser compensada pela expressao de outros (CLANCY et al., 2006).

A ocorréncia das espécies C. neoformans e C. gattii ndo foi diferente ao ja
relatado por outros autores, onde a espécie C. neoformans esta geralmente
associada a pacientes com algum tipo imunossupressao, nesse caso infec¢ao
por HIV, e a espécie C. gattii, a pacientes imunocompetentes (LEAL et al.,
2008; LINDENBERG et al., 2008).

A genotipagem das cepas isoladas no Estado do ES revelou uma concordancia
entre cepas clinicas e ambientais, onde todas as amostras de C. neoformans
apresentaram um Unico tipo genético, pertencente ao genotipo VNI, e todas as
amostras de C. gattii, ao genotipo VGII. Esses resultados estdo de acordo com
o relatado por Trilles et al. (2008): num estudo que visava determinar o0s
genotipos regionais existentes no Brasil, encontraram a predominéancia de C.
neoformans gendtipo VNI e C. gattii gendtipo VGII. Casali et al. (2003), no Rio
Grande do Sul também encontraram predominio de C. neoformans genotipo
VNI para C. neoformans e VGII para C. gattii, tanto em amostras clinicas como

ambientais.

A deteccdo do mesmo gendtipo, VNI, para isolados ambientais e clinicos de C.
neoformans obtidos de amostras de arvores e de pacientes, respectivamente,
gue residiam em no bairro Maruipe, Vitéria e Anfonso Claudio, regido Serrana
do Espirito Santo, assim como do genotipo VGII, para uma cepa clinica de C.
gattii isolada de uma paciente habitante do municipio de Pedro Canario e para

uma cepa ambiental, isolada de material de arvore, da mesma regido, é de
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grande importancia epidemioldgica, auxiliando na deteccdo das possiveis
fontes ambientais do fungo. As técnicas de biologia molecular possibilitaram
Lagrou et al. (2005) estabelecerem também uma correlacdo entre isolados

obtidos de excrementos de passaros e 0s obtidos de pacientes.

E possivel que a ocorréncia desse genétipo na regido Norte do Estado se deva
a proximidade com o estado da Bahia, onde Trilles et al. (2008) também
observaram o predominio do gendtipo VGII. Um fator que pode estar associado
€ a presenca de Floresta Atlantica, que ocorre ao longo da costa do Brasil e
que parece ser um ambiente propicio para a ocorréncia de C. gattii
(BALTAZAR; RIBEIRO, 2008).

A menor ocorréncia de C. gatti como agente de infeccbes humanas, em
comparacao com C. neoformans, pode ser explicada pela sua baixa ocorréncia
ambiental, que por sua vez, pode estar relacionada com a dificuldade de
delimitacdo de seu nicho na natureza, que tem se mostrado bastante disperso
e diversificado (BICANIC; HARRISON, 2005; LITVINTSEVA et al., 2005;
TRILLES et al., 2008).

A observacdo do mesmo padrao genético entre isolados ambientais e clinicas
destas espécies é uma confirmacgéo de que a infeccdo ocorra a partir de fontes
ambientais, sendo por isso importante delimitar os locais de ocorréncia dessas
leveduras na natureza. A auséncia de transmissdo individuo-individuo de C.
gattii e C. neformans também justifica a hipotese de infeccéo a partir de fontes
ambientais (ROSARIO; ACOSTA; COLOM, 2008).
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CONCLUSOES

C. neoformans € a espécie de Cryptococcus de maior ocorréncia em
amostras clinicas e ambientais no Estado do Espirito Santo;

A espécie C. neoformans ocorreu em maior numero que a espécie C.
gattii tanto entre os isolados de origem clinica (94% e 6%) como entre
0s ambientais ( 88% e 12%);

O perfil de suscetibilidade a drogas antifungicas foi semelhante entre
isolados clinicos e ambientais sendo que voriconazol e fluconazol foram,
respectivamente, os azolicos com maior e menor atividade in vitro sobre
estes isolados;

N&o foi observada resisténcia cruzada entre o azélico voriconazol com o
azolico fluconazol;

A maioria dos isolados ambientais e clinicos de C. neoformans e C. gattii
apresentaram altos niveis de producéo de fosfolipase;

Todos os isolados ambientais e clinicos de C. neoformans e C. gattii
foram produtores de fenoloxidase, embora a maioria em niveis baixos;
Maior nimero de isolados com niveis mais baixos de producdo de
fosfolipase e niveis mais altos de producdo de fenoloxidase foram
observados em cepas de C. neoformans isoladas de pacientes HIV-
positivos do que de HIV-negativos.

Todas as cepas clinicas e ambientais da espécie C. neoformans
analisadas pertenceram ao mesmo genétipo VNI e todas as cepas da
espécie C. gattii, ao mesmo genotipo VGII;

Em geral, os resultados revelaram semelhanca no padréo genético, no
perfil de suscetibilidade a drogas e na producdo de enzimas
fenoloxidase e fosfolipase entre as cepas ambientais e as clinicas de
Cryptococcus spp. confirmando a infeccdo com o fungo a partir de fontes

ambientais.
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ANEXO A — Tabelas de isolamento ambiental de Cryptococcus spp.

Tabela 8 - Isolamento de C. neoformans no Brasil e em diferentes partes do

mundo a partir de excrementos de aves.

Amostras Total de
Local positivas (%) amostras Referéncia
Nepal 7 (25) 28 Pal (1997)
Jordania 9(2) 509 Hamasha et al, (2004)
Corea 17 (24) 72 Chee; Lee, (2005)
Maléasia 20 (0,4) 544 Tay et al. (2005)
Franca 29 (100) 29 Garcia-Hermoso et al. (1997)
Espanha 12 (17) 71 Morera-Lopez et al. (2005)
Brasil 10 (26) 38 Montenegro e Paula (2000)
Brasil 11 (13,9) 16 Soares et al. (2005)
Brasil 36 (20,3) 177 Kobayashi et al. (2005)
Brasil 10 (18,18) 55 Abegg et al. (2006)
Brasil 41 (48) 86 Pedroso et al. (2007)
Brasil 35 (25,53) 141 Lugarini et al. (2008)
Brasil 10 (30) 30 Ribeiro e Ngamskulrungroj (2008)

Tabela 9 - Isolamento ambiental de Cryptococcus gattii no Brasil.

Local Amostras Total de Tipo de material vegetal Referéncias
positivas amostras
(%)
Norte
Amazénia - - oco de Guettarda acreana Fortes et al.
(2001)
Piauf 9 (28%) 32 Moquilea tomentosa e duas da espécie Cassia grandis Lazera et al.
(2000)
Sao Paulo 2 (8,3%) 24 detritos de Eucalyptus spp. Montenegro e
Paula (2000)
Sudeste
Espirito 0 (0%) 136 Mangifera indica (mangueira), Cassia fistula (cassia- Baltazar e
Santo imperial), Licania tomentosa (oiti), Caesalpinia ferrea Ribeiro (2008)
(pau ferro), Senna siamea (cassia amarela), Cassia
ferruginea (canafistula), Tabebuia rosea (ipé rosa),
Tabebuia impetiginosa (ipé roxo), Pinus sp. (pinheiro),
Bauhinia variegata (unha-de-vaca), Persea gratissima
(abacaterio), Caesalpinia peltophoroides (sibipiruna),
Cestrum nocturnum (dama-da-noite), Chorisia speciosa
(paineira rosa), Caesalpinia echinata (pau brasil),
Tibouchina granulosa (quaresmeira), Piptadenia
colubrina (angico branco), Delonix regia (flamboyant),
Ficus microcarpa (figueira), Tamarindus indica
(tamarindo), Carica papaya (pé-de-mamao), Spondias
mombin (pé-de-caja), troncos de arvores em
decomposicao, arvores de Ecossistemas Costeiros
(Floresta de Restinga) e arvores de grande e médio
porte da Floresta Atlantica .
Espirito 2 (6,2%) 32 Arvores nativas de Mata Atlantica Baltazar e
Santo Ribeiro (2008)
Sul
Rio Grande 13 (34%) 38 material fecal de passaros Abegg et al.
de Sul (2006)




Tabela 10 — Isolamento, a partir de material de arvores, de Cryptococcus gattii

e C. neoformans em diferentes regides geograficas do mundo.

Pais Amostras Total de Tipo de material vegetal Referéncias
positivas amostras
(%)
Oceania

Austrélia 3 (3%) 99 Syncarpia glomulifera, A. costata, E. punctata, E. Vilcins et al. (2002)
pauciflora, E. piperita, E. racemosa, E. tetrapleura,
Melaleuca quingqueneruia e outra arvores nao
identificada.

Asia
india 5 (1,3%) 368 Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus citriodora e Chakrabarti et al.
Eucalyptus tereticornis (1997)
india 4 (0,7%) 543 Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus tereticornis, Randhawa, Mussa
Syzygium cumini , Ficus religiosa, Sphagum sp., e Khan (2001)
Acécia arabica, Melia azaderechta
india 14 (21%) 66 Syzygium cumini e Ficus religiosa Randhawa,
Kowshik e Khan
(2003)

india 82 (41%) 200 Syzygium cumini Randhawa et al.
(2006)
india 10 (6,7%) 148 oco de Mangifera indica, Tamarindus indica, Grover et al. (2007)
Pithecolobium dulce e tronco de Syzygium cumini
Jordania 0 (0%) 500 Eucalyptos spp. Hamasha et al.
(2004)

Eqgito 3 (1,2%) 245 flor de Eucalyptus camaldulensis Mahmoud (1999)

Europa

Espanha 0 (0%) 232 poeira e Eucalyptus spp. Morera-L6pez et al.
(2005)

Italia - - detritos de Eucalyptus camaldulensis Montagna et al.
(1997)

Italia 7 (0,7%) 900 Eucalyptus camaldulensis Campisi et al.
(2003)

América de Norte

Canada 58 (0,8%) 732 Alluns spp., Cedrus spp., Pseudotsuga spp. e outras Kidd et al. (2004)
nao identificadas e material de arvores, solo, ar, agua
potavel, agua do mar

Canada 519 (9%) 5.704 material de arvores, solo, ar, &gua potavel, agua do Kidd et al. (2007)
mar

Estados - - Eucalyptus camaldulensis Pfeiffer e Ellis

Unidos (1991)

América Central
México 7 (28%) 25 detritos (tronco, folhas e solo) de Eucalyptus Licea et al. (1996)
tereticornis
América do Sul
Colémbia 2 (3%) 68 detritos de Terminalia catappa Callejas et al.
(1998)

Coldémbia 38(7,9%) 480 Ficus soatensis, Ficus tequendamae, Croton Gramados e
bogotanus, Croton funckianus, Coussapoa sp., Pinus  Castafieda (2005)
radiata, Cupressus lusitanica, Acacia decurrens,

Eucalyptus spp.

Colémbia 57 (2%) 2.816 Eucalyptus spp., Laurus spp. Escandon et al.
(2006)

Argentina 2 (2%) 100 Eucalyptos spp. Davel et al. (2003)

Brasil 5(14,3%) 35 Eucalyptos spp. Kobayashi et al.
(2005)

Brasil 2 (4%) 54 Caesalpinia peltophoroides, Anadenanthera peregrina  Reimao et al.
(2007)

Brasil 4 (4%) 96 Eucalyptos spp. Montenegro e
Paula (2000)

Brasil 9 (9%) 99 Eucalyptus camaldulensis e Eucalyptus tereticornis Medeiros Ribeiro et

al. (2006)
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ANEXO B - Identificacdo bioquimica das espécies de Cryptococcus spp.

Tabela 11 - Identificagdo bioquimica de Cryptococcus spp. de origem clinica

(continua)
Amostra Gli  Lac Ino Raf  Dul Cel Rham Mel NO3 Nankin Urease CBG Espécie

1 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
2 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
3 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
4 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
5 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
6 + - + - + + + - - + + - C. neoformans
7 + - + - + + + + - + + - C. neoformans
8 + - + - + + + - - + + - C. neoformans
10 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
11 + - + + + - + - - + + - C. neoformans
13 + - + - + + + - - + + - C. neoformans
14 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
15 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
16 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
17 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
18 + - + - + + + - - + + - C. neoformans
19 + - + - + + + - - + + - C. neoformans
20 + - + - + + + - - + + - C. neoformans
21 + - + + + + + - - + + - C. neoformans
24 + - + + + - + - - + + - C. neoformans
28 + - + - + + - - + + + C. gattii

30 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
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Tabela 11 - Identificagdo bioquimica de Cryptococcus spp. de origem clinica
(continuacéo)

Amostra  Gli Lac Ino Raf  Dul Cel Rham Mel NO3 Urease Nankin CBG Espécie
31 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
33 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
35 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
36 + . + - + - + - - + + - C. neoformans
38 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
40 + . + - + - + - - + + + C. gattii
41 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
45 + . + - + - + - - + + - C. neoformans
49 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
50 + . + - + - + - - + + - C. neoformans
51 + - - + + + - - + + - C. neoformans
52 + - + - + + + + - + + - C. neoformans
53 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
54 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
56 + - + + + - + - - + + - C. neoformans
57 + - + - + + + - - + + - C. neoformans
58 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
59 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
60 + . + - + - + - - + + - C. neoformans
62 + - + - + - + - - + + + C. gattii
63 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
64 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
65 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
66 + - + + + + + - - + + - C. neoformans
67 + - + + + - + - - + + - C. neoformans
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Tabela 11 - Identificagdo bioquimica de Cryptococcus spp. de origem clinica
(conclusao)

Amostra Gl Lac Ino Raf Dul Cel Rham Mel NO3 Urease Nankin CBG Espécie
68 + - + + + - + - - + + - C. neoformans
69 + - + + + - + - - + + - C. neoformans
70 + - + + + - + - - + + - C. neoformans
71 + - + + + - + - - + + - C. neoformans

Gli — glicose, Lac — lactose, Ino — inositol, Raf — rafinose, Dul — dulcitol, Cel — celobiose, Rham — rhaminose, Mel — melobiose, NO3 — ndo assimilacao de
Nitrato, Nankin — visualizagdo de capsula ao microscopio 6ptico, CGB — viragem da cor do meio de amarelo para azul.

Tabela 12 - Identificacdo bioguimica de Cryptococcus spp. de origem ambiental

(continua)

Amostra Gli Lac Ino Raf Dul Cel Rham Mel NO3 Urease Nankin CBG Espécie

48 + - + + + + + - - + + + C. gattii

146 + - + + + + + - - + + + C. gattii
243 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
250 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
106 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
240 + - + - + - + - - + + - C. neoformans
254 + - + + + + + + - + + - C. neoformans
101 + - + + + - + - - + + - C. neoformans

148 + + + + + + + + + + + + C. laurentii

A2P1A2 + - + + - + + - - + + - C. neoformans
SCM P2A2 + - + + - + + - - + + - C. neoformans
SCM P1A2 + - + + - + + - - + + - C. neoformans
MT P3A2 + - + + - + + - - + + - C. neoformans
EPCP1A1 + - + + - + + - - + + - C. neoformans
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Tabela 12 - Identificacdo bioguimica de Cryptococcus spp. de origem ambiental
(conclusao)

Amostra Gli Lac Ino Raf Dul Cel Rham Mel NO3 Urease Nankin CBG Espécie
EPCP1A2 + - + + - + + - - + + - C. neoformans
CFP2 + - + + - + + - - + + - C. neoformans
P4A3A2 + - + + - + + - - + + - C. neoformans
M. AMB. + - + + - + + - - + + - C. neoformans
SCM P4A2  + + + + + + + + + + + + C. laurentii
PSJC P1A1 + + + + - + + + + + + - C. albidus

Gli — glicose, Lac — lactose, Ino — inositol, Raf — rafinose, Dul — dulcitol, Cel — celobiose, Rham — rhaminose, Mel — melobiose, NO3 — ndo assimilacdo de
Nitrato, Nankin - visualizagdo de capsula ao microscépio O6ptico,b CGB - viragem da cor do meio de amarelo para

azul.
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ANEXO C — Resultados dos testes de suscetibilidade dos isolados clinicos e

ambientais de Cryptococcus spp.

Tabela 13 - Resultados do teste de suscetibilidade (em CIM) das cepas

ambientais de Cryptococcus neoformans

N° amostra ITZ AMB FCz VCZ
101 0,19 0,008 12,0 0,047
240 0,047 0,008 6,0 0,064
250 0,094 0,008 12,0 0,064
254 0,094 0,094 8,0 0,023
106 0,094 0,19 12,0 0,047
243 0,094 0,25 12,0 0,047

EPC P1A1 0,094 0,19 6,0 0,032

A2 P1A2 0,38 0,19 12,0 0,064
P4 A3A1L 0,25 0,125 12,0 0,032

CF P2 0,094 0,094 8,0 0,047
MT P3A2 0,094 0,125 12,0 0,047

SCM P2A1 0,25 0,125 12,0 0,047

EPC P1A2 0,125 0,125 8,0 0,047

SCM P2A2 0,032 0,25 12,0 0,032

M. AMB. 0,094 0,25 8,0 0,023

Tabela 14 - Resultados do teste de suscetibilidade (em CIM) das cepas

clinica de C. neoformans.

(continua)
N° amostra ITZ AMB FCZ VZC
1 0,064 0,094 12,0 0,032
2 0,064 0,125 4,0 0,016
3 0,094 0,25 8,0 0,016
4 0,064 0,25 8,0 0,023
5 0,125 0,25 8,0 0,016
6 0,064 0,38 6,0 0,016
7 0,125 0,50 8,0 0,032
8 0,125 0,50 8,0 0,064
10 0,25 0,25 12,0 0,047
11 0,094 0,38 4,0 0,016
13 0,125 0,38 8,0 0,047
14 0,38 0,25 6,0 0,047
15 0,125 0,38 3,0 0,012
16 0,19 0,50 12,0 0,047
17 0,19 0,25 8,0 0,032
18 0,25 0,38 6,0 0,032
19 0,25 0,25 12,0 0,032
20 0,012 0,094 2,0 0,006
21 0,064 0,38 4,0 0,012
24 0,043 0,50 6,0 0,047
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Tabela 14 - Resultados do teste de suscetibilidade (em CIM) das cepas

clinicas de C. neoformans.

(continuacao)

N° amostra ITZ AMB FCz VCZ
30 0,064 0,25 8,0 0,032
31 0,125 0,25 16,0 0,064
33 0,19 0,25 12,0 0,032
35 0,016 0,50 4,0 0,006
36 0,19 0,50 8,0 0,064
38 0,19 0,25 16,0 0,016
41 0,064 0,094 32,0 0,016
45 0,064 0,19 8,0 0,032
49 0,125 0,38 6,0 0,016
50 0,125 0,25 16,0 0,032
51 0,064 0,25 8,0 0,023
52 0,094 0,19 6,0 0,032
53 0,38 0,50 12,0 0,094
54 0,125 0,38 32,0 0,094
56 0,125 0,38 16,0 0,064
57 0,125 0,125 6,0 0,032
58 0,094 0,38 4,0 0,012
59 0,047 0,38 4,0 0,012
60 0,19 0,25 8,0 0,047
63 0,047 0,008 12,0 0,047
64 0,094 0,25 12,0 0,047
65 0,032 0,032 0,75 0,016
66 0,094 0,023 8,0 0,032
67 0,125 0,016 16,0 0,064
68 0,25 0,125 8,0 0,047
69 0,125 0,19 8,0 0,064
70 0,50 0,094 16,0 0,032
71 0,064 0,064 12,0 0,008
30 0,064 0,25 8,0 0,032
31 0,125 0,25 16,0 0,064
33 0,19 0,25 12,0 0,032
35 0,016 0,50 4,0 0,006
36 0,19 0,50 8,0 0,064
38 0,19 0,25 16,0 0,016
53 0,38 0,50 12,0 0,094
54 0,125 0,38 32,0 0,094
56 0,125 0,38 16,0 0,064
57 0,125 0,125 6,0 0,032
58 0,094 0,38 4,0 0,012
59 0,047 0,38 4,0 0,012
60 0,19 0,25 8,0 0,047
62 0,75 0,25 >256 0,125
63 0,047 0,008 12,0 0,047
64 0,094 0,25 12,0 0,047
65 0,032 0,032 0,75 0,016
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Tabela 14 - Resultados do teste de suscetibilidade (em CIM) das cepas

clinicas de C. neoformas.

(concluséo)

N° amostra ITZ AMB FCz VCZ
66 0,094 0,023 8,0 0,032
67 0,125 0,016 16,0 0,064
68 0,25 0,125 8,0 0,047
69 0,125 0,19 8,0 0,064
70 0,50 0,094 16,0 0,032
71 0,064 0,064 12,0 0,008

Tabela 15 - Resultados do teste de suscetibilidade (em CIM) cepas clinicas

e ambientais de C. gattii.

N° amostra ITZ AMB FCZ VCZ
28 0,38 0,38 48,0 0,064
40 0,094 0,38 4,0 0,012
62 0,75 0,25 >256 0,125
48 0,125 0,008 12,0 0,064
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Tabela 16 - Medida semi-quantitativa da producdo da enzima fosfolipase de

Cryptococcus spp. de origem ambiental.

(continua)
No Pz: dc/ dh
amostra 1L eitura 2° Leitura 3°Leitura (média) Classificacéo
106 dc=0.9cm dc=1.0cm dc=0.9cm Pz=0.43 cm Alta
dh=2.4 cm dh=2.5cm dh=1.5cm
243 dc=0.9cm dc=0.7 cm dc=1.0cm Pz=0.33cm Alta
dh= 2.0 cm dh=2.9 cm dh=2.9 cm
240 dc=1.0cm dc=0.8 cm dc=1.0cm Pz=0.35cm Alta
dh=2.0cm dh= 3.0 cm dh=2.9 cm
254 dc= 0.7 cm dc=0.7 cm dc= 0.7 cm Pz=0.34 cm Alta
dh=2.9 cm dh=1.1 cm dh=2.1 cm
48 dc=1.1cm dc=1.0cm dc=1.0cm Pz=0.35cm Alta
dh= 2.5 cm dh=3.2 cm dh=3.0 cm
101 dc=1.1cm dc=1.0cm dc=1.2cm Pz= 0.37 cm Alta
dh=2.5cm dh=3.1cm dh= 3.3 cm
250 dc=1.3cm dc=1.2cm dc=1.0cm Pz=0.58 cm Intermediaria
dh= 2.0 cm dh=1.5cm dh=2.5cm
SCM dc=1.0cm dc=0.8 cm dc=0.8cm Pz=0.42 cm Alta
P2A1 dh=2.0cm dh= 2.4 cm dh=1.7 cm
P4 dc=0.9cm dc=0.9cm dc=0.9cm Pz=0.40 cm Alta
A3A2 dh=1.6 cm dh=2.4 cm dh= 2.7 cm
MT dc=1.0cm dc=0.8 cm dc=0.7 cm Pz=0.35cm Alta
P3A2 dh= 2.6 cm dh=2.1 cm dh= 2.3 cm
A2 dc=0.9cm dc=1.0cm dc=0.9cm Pz=0.41 cm Alta
P1A2 dh=2.2 cm dh=2.5cm dh=2.0 cm
Meio dc=0.9cm dc=1.0cm dc=1.0cm Pz=0.39 cm Alta
Ambiente dh= 2.1 cm dh=2.5cm dh=2.7 cm
EPC dc=0.9cm dc=0.9cm dc=1.0cm Pz=0.33 cm Alta
P1A1 dh= 2.8 cm dh=2.5cm dh= 3.0 cm
CF dc=1.0cm dc=0.5cm dc=1.0cm Pz=0.33 cm Alta
P2 dh=2.9 cm dh=1.4 cm dh=3.1cm
EPC dc=0.9cm dc=0.9cm dc=0.9cm Pz=0.41 cm Alta
P1A2 dh=1.4 cm dh= 3.0 cm dh=2.1cm
SCM dc=1.0cm dc=0.9cm dc=1.0cm Pz=0.38 cm Alta
P2A2 dh=2.1cm dh= 2.6 cm dh= 2.8 cm

dc_ didmetro da colénia; dh_ didmetro do halo; Pz_ dc/dh.
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Tabela 17 - Medida semi-quantitativa da producdo da enzima fosfolipase de

Cryptococcus spp. de origem clinica.

(continua)
N° Pz:dc/ dh
amostra 1°Leitura 2° Leitura 3°Leitura (média) Classificacéo
1 dc=1.1cm dc=0.6 cm dc=0.9cm Pz=0.50cm Alta
dh=1.8 cm dh= 1.6 cm dh=1.8 cm
2 dc=0.8 cm dc=1.2cm dc= 0.8 cm Pz=0.34 cm Alta
dh=2.0 cm dh=4.2 cm dh=2.0 cm
3 dc=0.9cm dc=1.0cm dc=0.9cm Pz=0.37 cm Alta
dh=2.2 cm dh=2.0 cm dh=3.2 cm
4 dc=0.7 cm dc=0.7 cm dc=1.0cm Pz=0.35cm Alta
dh=2.5cm dh=1.2 cm dh= 3.0 cm
5 dc=0.8 cm dc=0.7 cm dc=1.0cm Pz=0.39 cm Alta
dh=1.7 cm dh=1.7 cm dh= 3.0 cm
6 dc=0.9 cm dc=1.0cm dc=0.9cm Pz=0.32cm Alta
dh= 2.6 cm dh=2.4 cm dh= 3.6 cm
7 dc=1.0 cm dc=0.9cm dc=0.9cm Pz=0.52 cm Intermediaria
dh=1.9 cm dh=1.2 cm dh=2.3 cm
8 dc=0.7 cm dc=0.6 cm dc= 0.7 cm Pz=0.31 cm Alta
dh=3.0 cm dh= 1.6 cm dh= 1.7 cm
10 dc=0.8 cm dc=0.8 cm dc=0.7 cm Pz=0 Nula
dh=0cm dh=0cm dh=0cm
11 dc=0cm dc=0.7 cm dc= 0.6 cm Pz=0.39 cm Alta
dh=0cm dh=1.5cm dh=1.8 cm
13 dc=1.0cm dc=1.0cm dc=0.8cm Pz=0.43 cm Alta
dh=2.0 cm dh=1.2 cm dh=3.3 cm
14 dc=1.0cm dc=1.0cm dc=1.1cm Pz=0.38 cm Alta
dh=2.0 cm dh=2.3 cm dh= 3.9 cm
15 dc=1.3cm dc=1.0cm dc=1.0cm Pz=0.43 cm Alta
dh=2.0 cm dh=2.0 cm dh= 3.6 cm
16 dc=1.3cm dc=1.2cm dc=1.0cm Pz=0.58 cm Intermediaria
dh=2.0 cm dh=1.5 cm dh=2.5cm
17 dc=1.3cm dc=1.0cm dc=0.9cm Pz=0.54 cm Intermediaria
dh=1.9 cm dh= 1.7 cm dh=2.3 cm
18 dc=1.0cm dc=1.0cm dc=0.8cm Pz=0.36 cm Alta
dh=2.6 cm dh=2.4 cm dh= 2.7 cm
19 dc=1.0cm dc=1.0cm dc= 0.6 cm Pz=0.39 cm Alta
dh=2.5cm dh=1.9 cm dh=2.2 cm
20 dc=1.0cm dc=1.2cm dc=0.9cm Pz=0.36 cm Alta
dh=2.4 cm dh=2.9 cm dh=3.2 cm
21 dc=1.0cm dc=1.0cm dc=0.7 cm Pz=0,50 cm Alta
dh=2.0 cm dh=1.3 cm dh=2.1cm
24 dc=1.1cm dc=1.0cm dc= 0.7 cm Pz=0.42 cm Alta
dh=1.9 cm dh=2.1 cm dh=2.6 cm
28 dc=1.0cm dc=1.0cm dc=0.9cm Pz=0.38 cm Alta
dh=2.2 cm dh=2.6 cm dh=2.9 cm
30 dc=1.0cm dc=1.0cm dc=0.9cm Pz=0.45cm Alta
dh= 2.3 cm dh=1.5cm dh= 2.6 cm
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Tabela 17 - Medida semi-quantitativa da producdo da enzima fosfolipase de

Cryptococcus spp. de origem clinica.

(continuacao)

No Pz:dc/ dh
amostra 1°Leitura 2° Leitura 3CLeitura (média) Classificagéo
31 dc=1.0cm dc=1.0cm dc=1.0cm Pz=0.39 cm Alta
dh=2.2 cm dh= 2.2 cm dh=3.3 cm
33 dc=0.8 cm dc= 0.8 cm dc=0.8 cm Pz=0.37 cm Alta
dh=1.9 cm dh=2.6 cm dh=1.9 cm
35 dc=0.8 cm dc= 0.6 cm dc=0.9 cm Pz=0.38 cm Alta
dh=1.5cm dh=1.5cm dh=3.0 cm
36 dc=0.7 cm dc=0.7 cm dc=0.8 cm Pz=0.37 cm Alta
dh=1.7 cm dh=1.4 cm dh=2.7 cm
38 dc=0.7 cm dc= 0.8 cm dc=1.0cm Pz=0.38 cm Alta
dh=1.8 cm dh=1.8 cm dh=2.9 cm
40 dc=0.9cm dc=0.9cm dc=0.5¢cm Pz=0.36 cm Alta
dh=2.5cm dh=2.5cm dh=1.3 cm
41 dc=0.8 cm dc=1.0cm dc= 0.6 cm Pz=0.38 cm Alta
dh=1.5cm dh=3.0cm dh=1.6 cm
45 dc=0.5cm dc= 0.6 cm dc=0.8 cm Pz=0.39 cm Alta
dh=1.4 cm dh=1.1cm dh= 2.1 cm
49 dc=0.7 cm dc=0.7 cm dc=0.9cm Pz= 0.45 cm Alta
dh=1.2 cm dh=1.5cm dh=2.4 cm
50 dc=0.8 cm dc= 0.8 cm dc=1.0cm Pz=0.39 cm Alta
dh=1.9 cm dh=1.6 cm dh= 3.1 cm
51 dc=0.8 cm dc=0.8cm dc=0.7 cm Pz= 0.50 cm Alta
dh= 0cm dh= 2.5 cm dh= 2.1 cm
52 dc=0.8 cm dc=0.9cm dc=0.8 cm Pz=0.51 cm Intermediaria
dh=0cm dh=2.9 cm dh=2.0cm
53 dc=0,6 cm dc=0,6 cm dc=0,8 cm Pz= 0,38 cm Alta
dh=1,4cm dh=1,6 cm dh=2,2cm
54 dc=0,8 cm dc=0,9cm dc=0,9cm Pz= 0,32 cm Alta
dh=2,6 cm dh= 3,0 cm dh=2,5cm
56 dc=0,9 cm dc=0,7 cm dc=0,7 cm Pz= 0,56 cm Intermediéria
dh=1,2 cm dh=15cm dh=1,4cm
57 dc=0,6 cm dc=0,5cm dc=0,8 cm Pz= 0,43 cm Alta
dh=1,4cm dh=15cm dh=15cm
58 dc=0,7 cm dc=0,9cm dc=0,9 cm Pz=0,35cm Alta
dh=2,0 cm dh=2,5cm dh=2,6 cm
59 dc=0,8 cm dc=0,7 cm dc=0,8 cm Pz= 0,63 cm Intermediaria
dh=1,4cm dh=1,1cm dh=1,1cm
60 dc=0,8 cm dc=1,2cm dc=1,0cm Pz= 0,43 cm Alta
dh=2,0 cm dh=2,4 cm dh=2,5cm
62 dc=0,6 cm dc=0,7 cm dc=0,6 cm Pz=0cm Nula
dh=0cm dh=0cm dh=0cm
63 dc=1.0cm dc=1.1cm dc=1.0cm Pz=0.35 cm Alta
dh= 2.7 cm dh= 3.0 cm dh= 3.1 cm
64 dc=0.8 cm dc= 0.7 cm dc=0.8 cm Pz=0.32 cm Alta
dh=3.1cm dh=1.9cm dh=2.1cm



107

Tabela 17 - Medida semi-quantitativa da producdo da enzima fosfolipase de

Cryptococcus spp. de origem clinica.

(concluséo)

No Pz:dc/ dh
amostra 1°Leitura 2° Leitura 3°Leitura (média) Classificacéo

65 dc=1.0cm dc=1.0cm dc=1.0cm Pz=0.44 cm Alta
dh= 2.0 cm dh=1.8 cm dh=3.0 cm

66 dc=0.9cm dc=1.1cm dc=0.9cm Pz=0.42 cm Alta
dh=1.9 cm dh=1.9 cm dh= 3.1 cm

67 dc=1,0cm dc=0,8cm dc=1,1cm Pz= 0,33 cm Alta
dh=2,4 cm dh=2,7 cm dh=3,5cm

68 dc=0.7 cm dc=0.6 cm dc=0.7 cm Pz=0.35cm Alta
dh= 2.3 cm dh= 1.6 cm dh=1.7 cm

69 dc=0.6 cm dc=0.8 cm dc= 0.8 cm Pz=0.52 cm Intermediaria
dh=1.4 cm dh= 2.8 cm dh=-cm

70 dc=0.7 cm dc= 0.6 cm dc= 0.7 cm Pz=0.35cm Alta
dh= 2.3 cm dh= 1.6 cm dh=1.7 cm

71 dc=1.0cm dc=1.8cm dc=0.9cm Pz=0.54 cm Intermediaria
dh=2.0 cm dh=1.7 cm dh=3.1cm

dc_diametro da colénia; dh_diametro do halo; Pz_ dc/dh

Tabela 18 — Avaliacao da atividade da fenoloxidase de Cryptococcus spp. de

origem clinica.

(continua)
Amostra UE/100mg Classificagcéo
1 3,724 Intermediaria
2 2,724 Baixa
3 1,416 Baixa
4 1,720 Baixa
5 7440 Baixa
6 368,0 Baixa
7 428,0 Baixa
8 612,0 Baixa
10 4,128 Alta
11 3,768 Intermediaria
13 2,512 Baixa
14 3,880 Alta
15 376,0 Baixa
16 3,068 Intermediaria
17 2,532 Baixa
18 3,128 Intermediaria
19 4,172 Alta
20 3,428 Intermediaria
21 792,0 Baixa
24 732,0 Baixa
28 912,0 Baixa
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Tabela 18 — Avaliacdo da atividade da fenoloxidase de Cryptococcus spp. de

origem clinica.

(conclusao)

Amostra UE/100mg Classificagéo
30 1,644 Baixa
31 2,628 Baixa
33 112,0 Baixa
35 332,0 Baixa
36 2,512 Baixa
38 556,0 Baixa
40 680,0 Baixa
41 1,280 Baixa
45 1,684 Baixa
49 3,908 Alta
50 2,848 Intermediéria
51 664,0 Baixa
52 732,0 Baixa
53 3,556 Intermediaria
54 1,204 Baixa
56 3,296 Intermediaria
57 592,0 Baixa
58 2,112 Baixa
59 1,204 Baixa
60 3,304 Intermediaria
62 1,776 Baixa
63 3,032 Intermediaria
64 3,868 Alta
65 1,512 Baixa
66 3,872 Alta
67 4,376 Alta
68 176,0 Baixa
69 2,848 Intermediéria
70 416,0 Baixa
71 2,296 Baixa

UE_ Unidades de enzima.
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Tabela 19 — Avaliacao da atividade da fenoloxidase de Cryptococcus spp. de
origem ambiental.

Amostra UE/100mg Classificacéo
106 1,340 Baixa
243 2,184 Baixa
240 1,368 Baixa
254 544.0 Baixa

48 648,0 Baixa
101 652,0 Baixa
250 824,0 Baixa

SCMP2A1 848,0 Baixa

P4A3A2 3,644 Intermediaria
MTP3A2 924.0 Baixa
A2P1A2 1,038 Baixa
M.AMB. 1,668 Baixa

EPCP1Al 384,0 Baixa

EPCP1A2 484,0 Baixa

SCMP2A2 3,268 Intermediaria

CFP2 2,568 Baixa

UE_ Unidades de enzima.
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ANEXO E - Relacdo entre fatores de viruléncia e evolucdo clinica da
criptococose

Tabela 20 - Relac&o entre as caracteristicas apresentadas pelos isolados

clinicos de Cryptococcus spp. € a evolucao da criptococose.

(continua)
Amostra Espécie Fosfolipase Fenoloxidase Doenca de Base Formas clinica Obito
1 C. neformans Alta Intermediaria HIV+ Meningoencefalite  Sim
2 C. neformans Alta Baixa HIV- Meningoencefalite N&o
3 C. neformans Alta Baixa HIV+ Meningoencefalite N&o
4 C. neformans Alta Baixa HIV+ Meningoencefalite N&o
5 C. neformans Alta Baixa HIV- Meningoencefalite N&o
6 C. neformans Alta Baixa HIV+ Meningoencefalite  N&o
7 C. neformans Intermediaria Baixa HIV+ Fugemina Nao
8 C. neformans Alta Baixa HVI+ Lesdo cutdnea +  Sim
Fungemia
10 C. neformans Nula Alta HVI+ Meningoencefalite  N&o
11 C. neformans Alta Intermediaria HIV- Fungemia Sim
13 C. neformans Alta Baixa HVI+ Meningoencefalite  N&o
14 C. neformans Alta Alta HVI+ Fungemia Nao
15 C. neformans Alta Baixa N&o informada Meningoencefalite N&o
16 C. neofomrnas Intermediaria Intermediaria HIV+ Fungemia Sim
17 C. neformans Intermediaria Baixa HVI+ Meningoencefalite  Sim
18 C. neformans Alta Intermediaria HVI+ Meningoencefalite  Sim
19 C. neformans Alta Alta HVI+ Meningoencefalite  Sim
20 C. neformans Alta Intermediaria HVI+ Meningoencefalite  Sim
21 C. neformans Alta Baixa HVI+ Meningoencefalite  Sim
24 C. neformans Alta Baixa HVI+ Meningoencefalite  N&o
28 C. gattii Alta Baixa HIV - Meningoencefalite  Sim
30 C. neoformnas Alta Baixa HVI+ Fungemia N&o
31 C. neformans Alta Baixa HVI+ Meningoencefalite  Sim
33 C. neformans Alta Baixa HVI+ Meningoencefalite  Sim
36 C. neformans Alta Baixa HVI+ Fungemia Sim
38 C. neformans Alta Baixa HIV - Meningoencefalite  N&o
40 C. neformans Alta Baixa HIV + Meningoencefalite  Sim
41 C. gattii Alta Baixa N&o informada Meningoencefalite Nao
45 C. neformans Alta Baixa HIV + Meningoencefalite N&o
49 C. neoformans Alta Baixa HVI+ Fungemia Sim
50 C. neformans Alta Alta HIV+ Meningoencefalite  Sim
51 C. neoformans Alta Intermediaria HVI+ Fungemia Sim
52 C. neformans Alta Baixa HIV+ Fungemia Nao
53 C. neformans Intermediaria Baixa HIV+ Meningoencefalite N&o
54 C. neformans Alta Intermediaria HIV - Meningoencefalite  N&o
56 C. neformans Alta Baixa HIV- Meningoencefalite  N&o
57 C. neformans Intermediaria Intermediaria HIV+ Meningoencefalite  Sim
58 C. neformans Alta Baixa HIV- Meningoencefalite  Sim
59 C. neformans Alta Baixa HIV+ Meningoencefalite N&o
60 C. neformans Intermediaria Baixa HIV+ Meningoencefalite N&o
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Tabela 20 - Relagdo entre as caracteristicas apresentadas pelos isolados
clinicos de Cryptococcus spp. e a evolucao da criptococose.

(conclusao)

Amostra Espécie Fosfolipase Fenoloxidase Doenca de Base Formas clinica Obito
64 C. neformans Alta Intermediaria HIV+ Meningoencefalite N&o
62 C. gattii Nula Baixa HIV- Lesé&o cutanea N&o
64 C. neformans Alta Alta HIV+ Fungemia N&o
65 C. neformans Alta Baixa HIV- Nao informada Nao
66 C. neformans Alta Alta HIV+ Meningoencefalite  N&o
67 C. neformans Alta Alta HIV+ Nao informada Nao
68 C. neformans Alta Baixa HIV+ Meningoencefalite  N&o
63 C. neformans Alta Intermediaria HIV+ N&o informada NI
69 C. neoformans Intermediaria Intermediaria HIV+ Meningoencefalite N&o
70 C. neoformans Alta Baixa HIV+ Fungemia N&o
71 C. neformans Intermediaria Baixa HIV + Fungemia N&o

Tabela 21 — Relacao entre ébitos ocorridos de acordo com as formas clinicas e
os niveis de producao da fosfolipase e atividade fenoloxidase.

Amostra Formas clinicas Fosfolipase Fenoloxidase
35 Alta Baixa
45 8 Alta Baixa
8 % Alta Baixa
11 2 Alta Intermediaria
50 z Alta Intermediaria
17 Intermediaria  Intermediaria
49 Alta Alta
19 Alta Alta
57 Alta Baixa
38 2 Alta Baixa
28 ..g Alta Baixa
33 Q Alta Baixa
24 Q Alta Baixa
31 2 Alta Baixa
5 'g Alta Intermediaria
20 s Alta Intermediaria
18 Alta Intermediaria
40 Intermediaria  Intermediaria

17 Intermediéria Baixa
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ANEXO F - Fotografias

Fotogarfia 01 - Processamento das amostras ambientais coletas com colheres

e/ou espatulas.

Fotografia 02 - Coletas das amostras ambientais com swabs.
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Fotografia 03 — Col6nias de Cryptococcus spp. em agar Niger.

Fotografia 04 - Colonias de Cryptococcus spp. em agar Sabourad dextrose.

Fotografia 05 — Visualizacdo de Cryptococcus spp. ao microscopio Otico com

tinta nankin.
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Fotografia 06 - Cryptococcus spp. cultivado em meio CGB.

Fotografia 07 — Teste de suscetibilidade de um isolado de C. neoformans.

Fotografia 8 — Producdo de pigmento escuro por um isolado de C. neoformans
e ndo producao por um isolado de C. albicans, em agar DOPA.
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ANEXO G - Meios de cultura

a) Meio agar Niger ou Girassol

CIOTAfENICOI ...ttt en e, 1,0 %
Agar bacteriolOgICO .......coooiiiiiiiiee e 20 gramas
CrEALININGA ...t e e e e e e e e eeees 0,800 gramas
Extrato de Niger OU Girassol? .........c.coeeeveeeeeeeeeseeeee e eeeeee e 200 mililitros
GlICOSE .t 10 gramas
AQUA AESHIATA. ........eeeeeeeeceeceeere ettt te e 800 mililitros
'clorafenicol

Dissolver 0,5 gramas em 10 mL de etanol P.A. e adicionar 1 mL para cada 100
mL de meio

2 Extrato de Niger ou Girassol

Setenta gramas de semente de Niger ou Girassol foram adicionadas a
guantidade suficiente de agua para homogeneizar em liquidificador. Apds a
homogeneizacdo a mistura foi filtrada e acrescentada de agua até atingir 350

mL. Destes, foram retirados 200 mL para cada 1000 mL de meio.

b) Meio Dihidroxifenilalanina (DOPA)

=] o F= T = 1o |1 = RO PPUTRTRRRPR 1,0 grama
GlICOSE .ttt 1,0 grama
Fosfato de potassio (KoHPO4) ceeevvvviveeiiiiieeiiiieeieeeeeeeeeee 3,0 gramas
MOSO4. 7 HoO oo e 0,25 gramas
TIAMINA ..o e e e e e e e e e e ereeneannnes 1,0 miligramas

DO P A e 0,10 gramas



116

Agar bacteriol0giCo (DIfCO) .....cvveveeeeiiiiiiiieii e 20 gramas
F o UE= e L=t 11 F=To = NPT 1 000 mililitros
Esterilizar em autoclave por 15 minutos a 120° C a 900 mL de agua destilada
juntamente com o agar bacteriologico desidratado. Estando este meio morno
adicionar os demais componentes, sendo que estes devem anteriormente ser
dissolvidos em 100 mililitros de agua destilada, o pH corrigido para 5,6, e por
altimo adicionado de tiamina e esterilizado por filtracdo. Apos adicdo de todos

0os componentes do meio distribuir em placas de petri estéreis.

c) Meio se transporte de Stuart

(040723 (o 0 [ 8T T o 1SS 3,0 gramas
(O [o] =] (ol o [ o0 r= 11 o 0,20 gramas
Fosfato dissodico (NazHPOy) ...vvveeiiiiiiiieeeeeeeeeeee e, 1,15 gramas
Fosfato monopotassico (KH2PO4) ..oooeeeeeeeeeceiieeie e 0,20 gramas
Agar bacteriol0giCo (DIfCO) .....cvvvverieiiiiiiiiie e 5,0 gramas
Y UE= e L=y 11 F=To N 1000 mililitros

Dissolver todas as substancias em agua destilada, fundir o meio e distribuir em
tubos de ensaio com tampa. Autoclavar a 120° C por 15 minutos. Deixar o

meio solidificar em tubos. N&o é necessario inclinar.

d) Meio para congelamento
PEPIONGA .. 2,0 gramas
€ [Tt =T ] = S URPPRRPN 40,0 mililitros

AQUA AESHIAOA ......vveeeeeeecie ettt ete s 200 mililitros
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Dissolver a peptona em agua destilada e adicionar a glicerina. Autoclavar por

15 minutos a 120 °C e reservar na geladeira.

e) Meio CGB (Canavanina, Glicina, Azul de Bromotimol)

Composigéao:

Solucgéo A

(€[ ox | o = TSP 10 gramas
Fosfato monopotassico (KH2POy) ...eevveiieiiiiiiiiiiiiieeeeeciee 1,0 grama
Sulfato de magneésio (Mg SO4) ...ccoveiiiiiiiiiiiiiiiieeeeer e 1,0 grama
L-CaNAVANING ....coeeiiiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e eeas 30 miligramas
Yo VT e L= 11 = To - N 1000 mililitros

Acertar o pH para 5,6 e esterilizar por filtracdo. Distribuir em aliquotas de 100

mL e estocar a frio.

Solucéo B

Azul de Bromotimol ... 0,4 gramas
Solugéo de Hidroxido de s6dio 0,01N*..........ccooiiiiiiiiiiieiiiiiieieee 64 mililitros
Yo U E= e L= 11 = To - NS 36 mililitros

Dissolver o azul de bromotimol na solucdo de NAOH, adicionar agua destilada
e acondicionar em frasco de cor &mbar e manter sob refrigeragéo.

*Solucdo de Hidréxido de sédio 0,01N

Hidréxido de SOdio (NaOH) .....uvveiiieiiiiieeeeeeeeeeeee e 0,04 gramas
AQUA AESIAOA ...ttt 100 mililitros
Meio base

0] [0 [o%= To 1 = J P 20 mililitros

Agar basteriol0gico (DIfCO) .......cueiuiirieiieieieeeee et 20 gramas
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AQUA DESHIATA ...ttt 880 mililitros
Autoclavar a 120° C por 15 minutos

Momento de uso

Adicionar 100 mililitros da solucdo A ao meio base. Distribuir em tubos com

tampa e deixar solidificar inclinados.

f) Agar Sabouraud-dextrose

Agar Sabouraud dextrose Agar (DifCO).........cccovveveveeveieieieeeeeene, 65,0 gramas
e U E= e L=y 11 F=To N 1000 mililitros
Dissolver o meio de cultura Sabouraud desidratado em &agua destilada e
aguecer a solucao até completa dissolugcdo do agar. Apds homogeneizacéao,
esterilizar em autoclave a 120° C por 15 minutos e distribuir em placas de Petri

90 X 15 mm ou em tubos de ensaio.

g) Agar uréia de Christensen (Difco)

P EPIONA e e 1,0 grama
€71 o 0 1= 2 1,0 grama
N = T U UPUSPRR 5,0 gramas
FoSfato MONOPOLASSICO......ccceeeieiiieii i 2,0 gramas
Vermelno de fenOl.........ooo i 0,012 gramas
Agar bacterioldgiCo (DIfCO)......uuuuiiiiiiiiieeeieee e 15 gramas
o (VT o L= 11 = To - VSR 950 mililitros

Adicionar 1,0 g do meio desidratado da Difco em 950 mL de &gua destilada.

Aquecer até dissolver completamente. Esterilizar em autoclave a 120° C por
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15 minutos. Preparar uma solucéo de uréia a 40%. Juntar 50 mL da solucédo ao

meio esfriado a 55° C. Distribuir em tubos (10 mL em cada tubo) e inclinar

h) Meio para assimilacdo de Carboidratos (YNB —Difco)

Meio Base
Agar bacteriol0giCo (DIfCO)........euveereiiiiiiiiiis e 20 gramas
e VT o L= 11 = To - N 1000 mililitros

Dissolver o agar em agua destilada. Autoclavar, por 15 minutos, a 120 °C.

Distribuir aliqguotas de 40 mL

Solugéo-estoque de Yeast Nitrogen Base (YNB — Difco)

Yeast Nitrogen Base .........cccoiiiiiiiiiii i i i e, B,7 gramas
Agua destilada g. S. P. .ooeeveieeeriieeeeeeee e 100 mililitros
Dissolver o Yeast Nitrogen Base em 100 mL de agua destilada e deionizada e

esterilizar por filtracdo. Estocar em frasco de cor ambar na geladeira.

Preparo Final do Meio

Fazer uma diluicdo 1:10 da solucdo-estoque em meio base. Atenc¢do: sO
acrescentar a solucdo de Yeast Nitrogen Base quando o meio basal estiver

com a temperatura aproximada de 48° C.

i) Meio para assimilacéo de Nitrato (YCB — Difco)

Meio Base

Agar bacterioldgiCo (DIfCO).....uuuiiiiiiieeieiiieiee e 20 gramas

Agua destilada g.S.P. eeovereeeieeeeeee e, 1000 mililitros
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Dissolver o agar em agua destilada. Autoclavar, por 15 minutos, a 120° C.

Solucéo-estoque de Yeast Carbon Base (YCB - Difco)

Yeast Carbon BaSe  .....cuoieiiii it 11,7 gramas
AQUA AESHIATA ......cveeeeeeeeeeeeee et 100 mililitros

Dissolver o Yeast Carbon Base em agua destilada e esterilizar por filtracdo

Preparo Final do Meio

Fazer uma diluicdo 1:10 da solucdo-estoque em meio base. Atencdo: sO
acrescentar a solugéo de Yeast Carbon Base quando o meio basal estiver com

a temperatura aproximada de 48° C.

j) Meio agar RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato (Gibco BRL)

Meio RPMI

Dissolver o meio ja pronto em agua destilada. Ajustar o pH para 7,0 com (acido
2-[N-morfolino] — propanosulfénico) MOPS e esterilizar por filtracéo.

Acondicionar em refrigeracao.

Meio Base
Agar-agar (DIfICO) ....uuuuiiiiiieie e —————— 10 gramas
AQUA JESHIATA ...ttt 375 mililitros

Dissolver todas as substancias em agua destilada. Autoclavar, por 15 minutos,
a121°C.

Momento de uso

Fundir o meio base e resfria-lo até cerca de 55°C. Adicionar 125 mL de RPMI.

Homogeneizar bem e distribuir em placas de Petri 90 X 15 mm, estéreis.
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k) Meio para deteccao de fosfolipase

Meio base

PEPIONA .. 1,0 grama

€7 1o 0 1= 2 2,0 gramas
(040123 (o o [ 8T T [ o T PUPSUPRR 5,7 gramas
(o123 (o e [N o1 o1 o LSRR 0,05 gramas
Agar bacteriol0giCo (DIfCO).......ceuveruriiiiiieie e 1,5 gramas
AQUA AESHIAOA ...ttt 100 mililitros

Dissolver todas as substancias em agua destilada. Autoclavar, por 15 minutos,
al121°cC.

Emulsdo de gema de ovo:

Homogeneizar uma gema de ovo em erlenmeyer contendo pérolas de vidro e
solucdo salina (0,85% em agua destilada) estéreis. Antes do preparo da
emulsdo, o ovo deve ser deixado imerso em alcool iodado por cerca de 20
minutos. Depois, romper cuidadosamente a casca e separe a gema da clara.
Momento de uso:

Fundir o meio base e resfria-lo até cerca de 55°C. Adicionar cerca de 10 mL de
emulsdo de ovo. Homogeneizar bem e distribuir em placas de Petri 90 X 15

mm estéreis.

l) Tampao fosfato de sédio (Na;HPO,) 1M, pH 7,0
NASHP O i 142,07 gramas

o VT e L= 11 = To - R 1000 mililitros
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Dissolver o Na,HPO, em agua destilada com auxilio do agitador magnético.
Acertar o pH para 7,0 com &cido cloridrico concentrado. Autoclavar por 15

minutos a 120° C. Reservar a temperatura ambiente.

m) Dihidroxifenilalanina (DOPA) 10 mM

DO P A . e 1,9 gramas
Y VT e L=y 11 F=To N 10,0 mililitros
Dissolver o DOPA em &gua destilada estéril, homogeneizar em vortex.

Reservar na geladeira em frasco estéril. Desta solucao eram utilizadas 0,1 mL.

n) Solucéo de tolueno-etanol (1v:4v)

TOIUBNO .. e 1,0 mililitros
a0l P A, s 4,0 mililitros
Misturar o tolueno ao etanol, homogeneizar em vortex. Reservar na geladeira

em frasco estéril.

0) Solucao de Yeast Nitrogen Base (YNB — DIFCO) 10x

Yeast Nitrogen Base .........cccoiiiiiiiiii i i i i, ©,7 gramas
e VT o L= 11 F=To - NSRS 100 mililitros
Dissolver o Yeast Nitrogen Base em 100 mL de agua destilada e deionizada e
esterilizar por filtragdo. Estocar em frasco de cor ambar na geladeira. Desta

solucéao eram utilizadas somente 5,0 mL.



123

ANEXO H - Tampdes e solucdes usados em Biologia Molecular

a) Solucdo de Tris-HCI 1M

Tris-HCI (SIgMa T- 6066) .....ceevvrrrieiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 121,1 gramas
o U E= N 1111 TR 1 000 mililitros
Dissolver inicialmente em 800 mL de agua miliQ e ajustar o pH que deve ser de
7,6 (utilizar HCI 1M), depois completar com auxilio de proveta para 1000 mL.

Autoclavar a 120°C por 15 minutos. Reservar a temperatura ambiente.

b) Solucédo de SDS (extenso) 10%

SDS (SIgMa L-4390)......ccceeeiiieiieeeeeieies e e e 100 gramas
F o U T= N 1111 T 1 000 mililitros
Dissolver SDS em 900 mL de agua miliQ, homogeneizar. Completar com
auxilio de proveta o volume até 1 000 mL. Manter em temperatura ambiente e

em frasco estéril.

c) Solucéo de Cloreto de Sédio (NaCl) 5 M

N = L PP 29,22 gramas
o TUE= N 1111 [ T 100 mililitros
Dissolver NaCl em 80 mL de agua miliQ, homogeneizar. Completar com auxilio
de proveta para o volume para 100 mL. Autoclavar a 120°C por 15 minutos.
Manter em temperatura ambiente em frasco estéril (este deve ser armazenado

por N0 maximo 6 meses).
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d) Solucdo de EDTA 0,5 M pH: 8,0

EDTA . 2 H20 (SIgMaA)...cuueeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeieea e 186,1 gramas

F o TUT= N 1111 [ 1 000 mililitros
Dissolver inicialmente em 600 mL de agua miliQ, homogeneizar. Ajustar o pH
para 8,0. Completar com auxilio de proveta o volume para 1000 mL. Autoclavar

a 120°C por 15 minutos. Reservar a temperatura ambiente em frasco estéril.

e) Tampao de lise

THS-HCT LM 20 mililitros
Cloreto de SOUIO 5 M ....ooiiiiiiiiiiiee e 25 mililitros
EDTA 0,5 M PH: 8,0. it e e e e e e e e 10 mililitros
SDS L0%0. ettt 10 mililitros
o U T= N 1111 [ ST 100 mililitros

Adicionar na proveta cada uma das solu¢cbes e completar com agua miliQ até

atingir 100 ml. Manter em temperatura ambiente em frasco esteéril.

f) Tamp&o TRIS — ACIDO BORICO — EDTA (TBE) 10x

TriS-DASE LM.. .o 24,2 gramas
ACIHO DOMICO 1 M.t 12,37 gramas
EDTA BM. . e 800 microlitros

Adicionar na proveta as solu¢des e completar com gua destilada até atingir 1
000 ml. Ajustar o pH que deve ser de 8,0. Autoclavar a 120°C por 15 minutos e

reservar na geladeira.
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g) Tamp&o TRIS — ACIDO BORICO — EDTA (TBE) 0,5x

Diluir 20X o tamp&o acima em Agua miliQ estéril

h) Tampé&o TRI-EDTA (TE)

THS-DASE LM ..o e e 500 microlitros
E D T A BV 10 microlitros
o TV E= N 1111 [ T 50 mililitros

Adicionar na proveta as substancias e completar com agua destilada até atingir

50 ml. Reservar a temperatura ambiente.

i) Etanol 70%
a0l P A s 70 mililitros
Y U E= e L=t 11 F=To NS 30 mililitros

Misturar o alcool com a agua destilada e reservar na geladeira.

j) Gel de Agarose (1,4%) para eletroforese

AGAIOSE. ..t 1,4 gramas
TaMPAO TBE 0,5X...ciiiiiiiiiieiiiiiiiiiie e n e e e e 100 mililitros
Dissolver a agarose no tampdo TBE 0,5X. Aquecer no forno microondas até
atingir fervura e despejar na forma, jA& montada com pente para formacgéo dos

pocos onde sera depositado o produto da PCR. Aguardar solidificar.



ANEXO | — Protocolo de pesquisa: Cryptococcose

Ndmero do prontudrio: NP° isolado no lab:

Nome do
paciente:

Endereco e telefone do
paciente:

Isolados de Cryptococcus desse paciente:
data [ No. isolado no lab. do hospital

Notas relevantes

1) INFORMACAO DEMOGRAFICA

1.1 Data do Nascimento: I (DD/MMI/YYYY)

1.2 Sexo: O Masculino O Feminino

1.3 Raga: O Branco O Negro O Mulato/ Pardo 0O Asiatico O Indiod Outro O Desconhecido

1.5 Contato com pombos e/ou outras aves:00 Sim 00 N&o 0O Desconhecido

2) INFORMACAO MICROBIOLOGICA
2.1 Data da coleta do material: I (DD/ MM/AAAA)

2.2) Espécie de CryptOCOCCUS  ...uuevverieeeeeiiiiiiiiirniieeeeeaeessinnns

2.2 Variedade de Cryptococcus : 0O neoformans (D) 0Ogattii (B;C) O grubii (A)

2.3 Material Clinico:
OLCR 0OSangue OUrina 0O Tec.cutaneo O Escarro 0O Outros:

126

2.4 Associacdo com outros microorganismos:
O Pneumocistis carinii O Histoplasma 0O Candida 0O Micobactérias
OOutros:

2.5 Nos 14 dias ANTES da cryptococose incidente, ha  via outras culturas
positivas para Cryptococcus ?
OSim ON&o 0O Na&o sei
2.5.1 Se sim, indique as espécies, data e oslocai s das culturas:

Espécie 1 data  / /
(DD/IMM/YYYY)

O Trato Respiratorio 0 Sangue OLCR O urina O
outro:

Espécie 2 data [/ |/
(DD/MM/YYYY)

O Trato Respiratério 0 Sangue OLCR Ourina 0O outro:

2.6 Nos 30 dias DEPOIS da cryptococose incidente ho  uve outra cultura positiva

para Cryptococcus ?
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OSim 0ONao O N&o sei
2.6.1 Se Sim, indique as espécies, data e os locais das culturas:
Espécie 1 data /| (DD/MM/YY)

O Trato Respiratério 0 Sangue OLCR Ourina O outro:

Espécie 2 data _ / /
(DD/IMM/YYYY)
O Trato Respiratério 0O Sangue 0OLCR Ourina 0O outro:

4) Pesquisa dos fatores de risco para Cryptococose

Histdria nos 3 meses antes da cryptococose incidente

4.1 Neoplasia: [ Sim [ Nao [ Nao sei
Se sim: [ Hematolégica 71 Tumor sélido 71 N&o sei
Se hematolégica: [1 Linfoma [0 Leucemia 1 Hodgkin's
4.2 Paciente transplantado: [0 Sim 1 Nao [0 N&o sei

4.2.1 Se sim, especifique o érgéo transplantado:

OJRim [J Coracdo [ Pulmdo (] Figado [ Péancreas []Medula éssea []OQutro
(especificar)

43 HIV+: 0Sim [Nao [IN&o sei
4.3.1 Se sim, o paciente preenche critérios para AIDS? [1Sim [INao [INao sei

4.3.2 Contagem mais recente de CD4 : CINao sei
4.3.3 DatadoexamedeCD4: [ |/ (DD/MM/YYYY) [IN&o sei
4.4 Doenca pulmonar obstrutiva cronica: [J Sim CINao [ N&o sei
4.5 Doenca Hepatica: [ Sim [ Nao [ Nao sei
4.6.1Se sim, tem cirrose? [ Sim [J Nao [J Néao sei
4.6 Diabetes Mellitus: [ Sim 71 N&ao (1 N&o sei
4.7.1 Se sim, é tratado com insulina?: O Sim [JNéao [J Néao sei
4.7 Insuficiéncia Renal:  [1 Sim 71 N&ao [1N&o sei
4.8.1 Se sim, era insuficiéncia renal crénica? [ Sim [JNéao [ Nao sei
4.8.2 O paciente estava em dialise cronica antes da cryptococose? [1 Sim [ Nao
[J N&ao sei
4.8 Doenca Auto-imune: 0 Sim ) Nao [ N&o sei

Se sim, qual ? [Jlupus [ artrose []sarcoidose INdo sei [1Outra:

4.9 Doenca Neurol6gica: 0 Sim [0 Nao [ N&o sei
4.10 Mucosite secundaria a quimioterapia: [ Sim [ Ndo [ Nao sei
4.11 Neutropenia (neutréfilos <500/mm . °): [ Sim ) Nao [ Nao sei
Se sim,
4.14.1 Durante este periodo, 0 paciente teve neutropenia (<500/mm3) prolongada (=10
dias)?
[0 Sim 1 N&o 1 Nao sei
4.14.2 Durante este periodo o paciente teve neutropenia profunda (neutréfilos
<100/mm®)? :

0Sim 1 Nao (1 Nao sei
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5) INFORMACOES CLINICAS

5.1 Principais sintomas:

[ febre [ dispnéia [ cefaléia [J vémitos
[l confusdo mental
[l tosse produtiva [J tosse ndo-produtiva [ vertigem objetiva
[vertigem subjetiva [ fraqueza nos membros [ desordem
visual (1 Linfoadenopatia 71 hemoptise

5.6 Raio X e/ou tomografia computadorizada:
No6dulos pulmonares: [1 Sim [0 Nao 1 N&o sei
Nodulos cerebrais: [ Sim TTN@o [0 N&o sei

5.7 Nas 72 horas antes da cryptococose incidente, o paciente estava
neutropénico (<500 neutréfilos/mm 3)? 7 Sim [0 Néo 71 Néo
sei

5.8 Nas 72 horas antes da cryptococose incidente, o paciente estava com
neutropenia profunda (<100 neutréfilos/mm  °)? [1Sim [1N&o [ N&o sei

5.9 Presenca de lesdo cutdnea? [JSim [0 Nao [ Nao sei

6) HISTORIA DE MEDICAGAO

ATE 14 DIAS ANTES DA CRYPTOCOCOSE INCIDENTE:
Nos 14 dias antes da cryptococose incidente, o paciente estava ou tinha recebido algum dos
seguintes?

6.1 Antibidtico (oral ou IV) por >24 horas? 0Sim [1N&o [1N&o sei
8.1.1 Se sim, especifique: 11 a 2 antibiéticos
13 a 4 antibidticos
15 a 6 antibidticos
17 ou mais antibioticos
6.2 Corticosteroéides sistémicos (oral ou I1V)? [0 Sim, dose
adminisrada: [1N&o [1N&o sei
6.3 Outras drogas imunossupressoras? 0Sim 1 N&o 1 Nao sei
6.4 Quimioterapia contra o cancer? 0Sim [0 N&o [0 N&o sei
6.5 Terapia anti-retroviral (até 2 meses antes) ? [ Sim [1N&o [1 Nao sei
Se sim, quais drogas
O AZT [ Anélogos de nucleosideo  [lnibidor de protease  [1 HAART
6.6 Bloqueadores H2 ? 1 Sim Nao [0 N&o sei
6.7 O paciente recebeu ou estava recebendo drogas a  ntifingicas?
0 Sim [ON&o [ N&o sei
6.7.1 Se sim, qual era a razdo para o0 seu uso?
[ Profilatico ou empirico
[ Tratamento de uma infeccao conhecida nao incluida neste episédio
de cryptococose
[ N&o sei
6.7.2 Se sim, que antifungico(s) estava(m) sendo usado(s)? Marque todos
que se apliquem.

1 Anfotericina B [1 Ambisome [1 Abelcet 1 Fluconazol
[ Itraconazol 0 Voriconazol [ Posaconazol [ Caspofungina
0 Fluorocitosina ) Amphocyl 0 Micafungina [J Outro

[ Paciente em estudo cego (droga desconhecida)

ATE 30 DIAS APOS A CRYPTOCOCOSE INCIDENTE:
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6.8 O paciente recebeu algum tratamento antifiingico para ESTE episédio de
cryptococose?
[ Sim [JNéao [J Nao sei

Se sim, indique o cédigo de antifungico(s), data em que o tratamento foi iniciado, e data
da ultima dose para tratamento desta cryptococose.

Cédigo | Data do inicio Data da Ultima dose
(DD/MMI/YYYY) (DD/MMI/YYYY)
) )
] ]
) )
] ]

Cddigo Antifangico
01 Anfotericina B
02 Ambisome

03 Abelcet

04 Amphocyl

05 Fluconazol

06 Itraconazol
07 Voriconazol
08 Posaconazol
09 Caspofungina
10 Fluorocitosina
11 Micafungina
12 Outro

13 Paciente em estudo cego (droga desconhecida)



ENTRE 14 DIAS ANTES E 30 DIAS DEPOIS DA CRYPTOCOCOSE INCIDENTE

6.9 HISTORIA DE USO DE DROGAS ANTIFUNGICAS
Para todas as drogas antifingicas recebidas, entre o cddigo do(s) antifingico(s) administrados
e a dose, comecando 14 dias antes da cryptococose incidente até 30 dias depois da
cryptococose incidente. Se o paciente estava recebendo apenas um antifingico, registre as

informacdes em “Antifingico 1". Registre um segundo antifiingico em “Antifiingico 2", se for o

caso.
Caodigo
Antifungico
1. Anfotericina B
2. Ambisome
3. Abelcet
4. Amphocyl
5. Fluconazol
6. ltraconazol
7. Voriconazol
8. Posaconazol
9. Caspofungina
10. Micafungina
11. Outro
12. Paciente em

estudo cego
(droga
desconhecida)
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Dia

Antifangico 1
Cadigo

Dose total
diaria (mg)

Antifangico 2
Cadigo

Dose total
diaria (mg)

-1

Cryptococose
Incidente

1

OO (N0~ WIN
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7) INFORMACAO SOBRE A EVOLUCAO

ATE 30 DIAS DEPOIS DA CRYPTOCOCOSE INCIDENTE:
7.1 Houve sinais de envolvimento de outros locaisp  elo Cryptococcus? (NOTA:
Evidéncia inclui resultados de métodos de imagem, c omo TC, ecocardiograma,
histopatologia, exame fisico, como em endoftalmite, ou cultura de um local estéril ).
7 Sim 1 Nao [0 N&o sei
7.1.1 Se sim, indique o(s) érgao(s):
[1 Pulmdes [ Sistema nervoso central [1 Figado/bago [ Pele [ Rins [1 Outro

(especificar )

7.2 O paciente recebeu alta apds esta hospitalizacao?

[1Sim 71 Nao [1 N&o foi internado [1N&o sei
7.2.2 Se sim, qual foiadatadaalta? : __ / [/ (DD/MM/YYYY)

(1 Nao recebeu alta até 30 dias ap0s a cryptococose incidente

(1 N&o sei

7.3 O paciente foi transferido para outra instituicao?

[0 Sim 1 Nao [0 Nao foi hospitalizado [0 N&o sei

7.4 O paciente sobreviveu >30 dias da data da crypt  ococose incidente? Sim [J Nao
[0 N&o sei
7.4.1 Se ndo, Data do 6bito: /[ (DD/IMM/YYYY)

7.4.2 Foi realizada necrépsia? [ Sim [0 Nao [J N&o sei

7.4.3 Se sim, havia envolvimento de Cryptococcus em 6rgdos?
[1Sim [1N&o 1 N&o sei

7.4.4 Se sim, indique o(s) orgéo(s):
[ Coragéo [ Pulmdes [l Figado/baco (1 Ossos [ Sistema
nervoso central 1 Olhos [ Rins [ Outro (especificar)

7.4.5 Se Sim, a cryptococose foi a causa do 6bito?

[ Sim [J Nao 1 Nao sei
7.5 Houve recorréncia durante o tratamento?
0 Sim 1 Nao [0 Nao sei

8) Dados laboratoriais

8.1 Como foi feito o diagnéstico da Cryptococose  ?
[l Exame direto [J Cultura [J Sorologia



