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DIAGNOSTICO E PREVALENCIA DA MENINGI-
TE CRIPTOCOCOCICA EM PACIENTES POR-
TADORES DA SINDROME DA IMUNODEFICI-
ENCA ADQUIRIDA - SIDA

RESUMO

A criptococose € um fungo oportunista causada por Cryptococcus neo-
formans, uma doenca infecciosa cosmopolita que acomete o homem,
animais domeésticos e silvestres. Este patogeno é frequentemente isolado
de excrementos de pombos e psitacideos, possuindo indmeras fontes
ambientais. A infeccdo ocorre por inalacdo de esporos e a doenga se
manifesta principalmente individuos imunocomprometidos. O objetivo do
trabalho é estudar as melhores possibilidades de diagnéstico, além de
verificar a prevaléncia das pessoas inumocomprometidas, possuindo
principalmente o virus HIV, que possui infec¢do do Cryptococcus neofor-
mans. A microscopia direta, cultura, sorologia, e, atualmente, séo descri-
tas técnicas moleculares para identificagdo do patégeno. A identificacao
definitiva é feita mediante provas morfologicas, producdo de urease e
fenol-oxidase em meios diferenciais (L-dopa, sementes de girassol ou
alpiste), assimilagao de fontes de carbono e de nitrogénio. O diagnostico
sorolgico se baseia na deteccdo de antigeno polissacaridico no soro ou
liquor, mediante técnica de aglutinagdo com particulas de latex O diag-
nostico por meio de técnicas moleculares tem apresentado resultados
satisfatorios. O atraso no diagnostico e as dificuldades em controlar a
infeccdo sdo importantes causas de mortalidade e morbidade.

Palavras-Chave: Cryptococcus neoformans, criptococose, diagnostico
laboratorial.

ABSTRACT

Cryptococcosis is an opportunistic mycosis caused by Cryptococcus neo-
formans, a cosmopolitan infectious disease that affects humans, domestic
and wild animals. This pathogen is frequently isolated from droppings of
pigeons and parrots, with many environmental sources. Infection occurs
by inhalation of spores and the disease manifests itself mainly in immuno-
compromised individuals. The aim of the study is the best diagnostic opti-
ons, and determines the prevalence of people immuno compromised
especially having the HIV virus, which has infection of Cryptococcus neo-
formans. The direct microscopy, culture, serology, and currently are des-
cribed molecular techniques to identify the pathogen. The final identificati-
on is made by morphological evidence, production of urease and phenol
oxidase in differential media (L-dopa, sunflower seeds or birdseed), assi-
milation of carbon and nitrogen. The serological diagnosis is based on the
detection of polysaccharide antigen in serum or CSF by technical aggluti-
nation of latex particles diagnosis through molecular techniques has
shown satisfactory results. The delay in diagnosis and the difficulties in
controlling the infection are important causes of mortality and morbidity.

Keywords: Cryptococcus neoformans, cryptococcosis, laboratory diagno-
Sis.
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INTRODUCAO

O C. neoformans foi isolado pela primeira vez em 1894 por Fancesco Sanfelice que estudava blastomice-
tos do suco de algumas frutas, dando o nome em 1895 para o fungo de Saccharomyces neoformans. Este trabalho
marcou o inicio do estudo do Cryptococcus, no qual teve sua publicacdo na Revista do Instituto de Higiene da Universi-
dade do Cagliari, Itdlia (MAFRA et al, 2008).

A partir da década de 80, com a pandemia de uma nova doenca causada pelo HIV (virus da imunodefici-
éncia humana), a SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida) e da utilizacdo de farmacos imunossupressores,
houve um aumento na incidéncia da criptococose, sendo essa, atualmente, uma das principais infeccdes fungicas que
acomete pacientes com SIDA.

A SIDA ¢é uma doenca universal, por apresentar uma facil disseminagéo e os principais fatores que facili-
tam a propagacdo da doenca é a transmissao sexual e a transmissao vertical de mée para filho no nascimento e atra-
vés do leite materno.

No Brasil, os primeiros relatos da doenga ocorreram nos anos de 1941 e 1944, descritos por Floriano de
Almeida e Carlos da Silva. (PAULO e cols. 2008). Estima-se que no Brasil existam 630 mil pessoas vivendo com o HIV.
O Brasil apresentou 492.581 casos de SIDA notificados no SINAN no periodo de 1980 a junho de 2010.

Estudos atuais classificaram a levedura Cryptococcus neoformans em cinco sorotipos, A, B, C, D e AD
que se encontram distribuidos em trés variedades, a C. neoformans variedade gattii (sorotipos B, C) C. neoformans
variedade neoformans (sorotipos A, AD, D), e C. neoformans variedade grubii (sorotipo A) essas variedades se diferen-
ciam devido seus aspectos hioquimicos, ecoldgicos, antigénicos e genéticos (MAFRA et al, 2008).

A criptococose é uma doenca global, encontrado em todos os continentes, com exce¢do das regides
polares. Atualmente é considerada a segunda infec¢do oportunista mais freqiiente que acometem pacientes portadores
de HIV. Vive como saprdfita no solo, frutas, tecidos, secre¢des (como leite de vaca), excre¢cdes de animais € homem
(CASALIA K., et al, 2001).

Em relacdo ao género, os homens apresentam cerca de 70% dos casos e as mulheres 30%, esse indice
pode estar relacionado a influéncia de estrégenos ou a exposi¢des ocupacionais (MAFRA et al, 2008).

A faixa etaria de maior incidéncia de entre 30 e 50 anos de idade. No Brasil, 0s nimeros de casos rela-
cionados a criangas aumentaram nos Ultimos anos, esse aumento pode estar ligado a desnutricdo ou ao aumento do
nimero de criangas imunocomprometidas (CASALI et al, 2001).

O principal determinante e doengas causadas por HIV € o tropismo do virus por células T e macréfagos
que expressam CD4. A imunossupressao induzida pelo HIV resulta da redugdo no numero de células T CD4, o diminu-
indo as funcbes auxiliares e de hipersensibilidade tardia da resposta imune. A doenca apresenta dois estagios, o primei-
ro delimitado ao sistema respiratério principalmente em individuos imunocompetentes e um segundo onde ha dissemi-
nacao pela via hematogénica, com predominio de paciente imunocomprometidos. (CASALI et al, 2001).

O contato inicial com o0 hospedeiro se da através da inalagdo de propagulos viaveis aerossolizados pro-
venientes de fontes saprofiticas ambientais, uma vez inalados 0s esporos se alojam no trato respiratério superior, prin-
cipalmente na cavidade nasal, ou se depositam nos alvéolos pulmonares, sendo a penetracdo pela pele e mucosa,
embora possivel, rara.

A realizacdo da microscopia direta é considerada o principal diagndstico a ser realizado para deteccédo de
fungos, onde a mesma apresentard um modo qualitativo indicando presenca ou auséncia da levedura encapsuladas,
Cryptococcus neoformans (CASALI et al, 2001).

O corante mais utilizado na microscopia € a tinta de nanquim conhecida como “tinta da china”, na qual é
composta a base de carbono, deixando o fundo da lamina com coloragdo negra e o fungo com coloracéo esbranquica-
da. Pois a levedura apresenta uma capsula muito espessa e devida esse fator a tinta ndo penetra no interior do fungo.
O meio mais utilizado na cultura de fungos é o agar Sabouraud podendo conter glicose ou cloranfenicol (inibe o cresci-
mento de bactérias) sendo assim um meio seletivo, se adicionar no meio de agar Sabouraud 1% de solugdo de peptona
ocorre producdo de material capsular.

A pleocitose é bastante comum entre pessoas com HIV positivo em todos os estagios da doenca, tém
uma elevagdo modesta na proteina do liquor cefalorraquidiano. A contagem de células sanguineas brancas no liquor
(LCR) frequientemente estéa alterada, geralmente exibindo uma linfocitose moderada (CASALI et al,2001).

Um teste bioquimico muito empregado para diferenciar o Cryptococcus sp dos demais géneros, onde o
mesmo possui a capacidade de hidrolisar a uréia, essa hidrolise ocorre através da producdo da enzima chamada uréa-
se pela levedura e essa enzima € capaz de hidrolisar a uréia em aménia e gas carbono.
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Os métodos de identificagdo moleculares séo mais recentes e sdo Uteis em estudos epidemioldgicos,
para a identificacdo da variedade, do sorotipo, e variagbes individuais de cepas (CASALI et al,2001).

O PCR apresenta diversos tipos de metodologia, porém as mais amplamente utilizadas para identificagéo
de C. neoformans e C. gattii sdo: PCR multiplex, PCR em tempo real e nested PCR, sendo a PCR fingerprinting,

Devido o tropismo do Cryptococcus sp de atingir o sistema nervoso central, a tomografia se torna impor-
tante tanto para diagnosticar (indicar lesdo encefalica), como o0 acompanhamento do quadro da doenca.

A utilizacdo de teste soroldgico € um importante método para diagndstico de criptococose, o teste sorol6-
gico pode ser realizado tanto para detectar antigenos, principalmente capsular, como a pesquisa de anticorpos forma-
dos pelo paciente contaminado.

SIDA (SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA)
HISTORICO

No inicio da década de 80, o surgimento de uma nova doenga, que posteriormente, foi identificada como
uma sindrome, conhecida mundialmente pela sigla SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) foi responsavel por
mudancas significativas em outros campos que ndo somente a salde, principalmente por combinar comportamento
sexual e doenca. O desafio de combate a doenga se instalou em diferentes areas do conhecimento além das ciéncias
biomédicas, tais como: economia, antropologia, politica, direitos humanos, dentre outros (NOVELINO,1993).

Os primeiros casos conhecidos de SIDA (entre 77 e 78) ocorreram nos Estados Unidos, Haiti e Africa
Central. Nesta ocasido, 0s segmentos da populagdo atingidos, denominados “grupos de risco” e concentradas nos
grandes centros urbanos, foram 0s homossexuais, 0s receptores de sangue e de hemoderivados e os usuarios de dro-
gas injetaveis (UDI) (NOVELINO,1993).

Com avisdo de uma doenga restrita ao entdo chamado Grupo dos 4 H, a adoc¢ao de medidas preventivas
por parte dos organismos governamentais s ocorreu quando a aids foi caracterizada como uma epidemia.

Paralelamente, a populacdo atingida foi sendo ampliada, como foi o caso de criangas, mulheres, usuarios
de drogas ou individuos expostos a sangue e a hemoderivados (FUNDACAO SEADE,1997).

A SIDA foi identificada pela primeira vez no Brasil em 1980. Inicialmente restrita as nossas grandes me-
tropoles, como Rio de Janeiro e Sao Paulo, iniciou a sua expansao para outras capitais € 0 para interior do Pais a partir
da segunda metade da década de 80. Em 2000, cerca de 60% dos municipios brasileiros registravam pelo menos um
caso da doencga. Na década seguinte, o crescimento da epidemia foi indiscutivel. A taxa de incidéncia da aids sofreu
uma consideravel variacdo de mais de 50%, passando de 8,2 (1991) para 11,2 (1999) casos por 100 mil habitantes
(BASTOS, e SZWARCWALD,2005).

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA SIDA

A SIDA ¢é uma doenca universal, por apresentar uma facil disseminagéo e os principais fatores que facili-
tam a propagacdo da doenca é a transmissao sexual e a transmissao vertical de mée para filho no nascimento e atra-
vés do leite materno (Boletim Epidemiolégico, 2010).

Em 1985, apresentava-se uma relagdo de que para cada 25 homens contaminados para uma mulher na
mesma situacdo. Atualmente estima-se que a relacdo é de dois homens para uma mulher. A Gnica faixa etaria em que o
sexo feminino ultrapassou 0 masculino em numero de soropositivos é dos 13 aos 19 anos. Para cada menino portador
do HIV, duas meninas estdo com o virus. Nos pacientes com menos de 13 anos a transmissao pré-natal foi responsavel
por 73% dos casos, a sanguinea por 17% e a sexual por 0,5% (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Apesar dos cuidados de prevencao e da recente melhoria do acesso ao tratamento antirretroviral, a pan-
demia da AIDS teve uma mortalidade de cerca 2,1 milhdes de pessoas em 2007, sendo que 330.000 pessoas eram
menores de 15 anos. A prevaléncia ano de 2007, era cerca de 33,2 milhGes de pessoas portadoras do HIV, sendo 2,5
milhGes eram criancas. Estima-se que a incidéncia em 2007 foi de 2,5 milhdes (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).
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Figura 1 - Casos de HIV no mundo.
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Fonte: <http://iwww.aidsbrasil.com/epidemiologia/07>. Acesso em 12/07/2011.

Em 2007, a Africa Subsaariana continha 68% de todas as pessoas do mundo infectadas com virus da
AIDS e 76% de todos os obitos por AIDS, com incidéncia de 1,7 milhdes levando o numero de pessoas com HIV para
22,5 milhdes, com 11,4 milhdes 6hitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Na Africa Subsaariana, a Africa do Sul possui 0 maior nimero de portadores do HIV do mundo, seguida
pela Nigéria e pela india. O Sul e o Sudeste da Asia s&o as segundas regibes mais afetadas. Estima-se que 18% da
populagio s&o portadoras do virus e cerca de 300.000 dbitos devido a doenga. A india possui cerca de 2,5 milhdes de
infeccBes e uma prevaléncia estimada de adultos de 0,36% (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

No Brasil os primeiros casos relatados ocorreram na Regido Sudeste em 1982. Estima-se que no Brasil
existam 630 mil pessoas vivendo com o HIV. Desde 1980 (o inicio da epidemia) até junho de 2009, foram registrados
217.091 6bitos em decorréncia da doenca. Cerca de 33 mil a 35 mil novos casos da doenca sdo registrados todos 0s
anos no pais. A regido Sudeste tem o maior percentual (59%) do total de notificacdes por ser a mais populosa do pais,
com 323.069 registros da doenca. O Sul concentra 19% dos casos; o0 Nordeste, 12%; o Centro-Oeste, 6% e a regido
Norte, 3,9%. Dos 5.564 municipios brasileiros, 87,5% (4.867) registraram pelo menos um caso da doenca (MINISTERIO
DA SAUDE, 2010).

Dados apresentados pelo Departamento de DST, SIDA e Hepatites Virais do ano de 2010 mostram que
as prevaléncias de infeccdo pelo HIV no Brasil em relacdo a género e idade séo de 0,6% na populagdo de 15 a 49 anos
de idade (0,4% nas mulheres e 0,8% nos homens), 0,12% nos jovens do sexo masculino de 17 a 20 anos de idade e
0,28%1 em mulheres jovens de 15 a 24 anos. Nas populagdes vulneraveis, as prevaléncias sdo mais elevadas e desta-
cam-se aquelas entre usuarios de drogas ilicitas (5,9%), homossexuais do sexo masculino (10,5%)4 e mulheres profis-
sionais do sexo (5,1%).(MINISTERIO DA SAUDE, 2010)

No ano de 2009 foram identificados, no banco relacionado, 3.398 casos de SIDA em jovens de 13 a 24
anos de idade; a taxa de detecgdo foi de 8,3 casos por 100.000 habitantes, sendo 1.875 casos no sexo masculino
(9,1/100.000 hahitantes) e 1.523 no feminino (7,5/100.000 habitantes). A razao de sexos, que era de 3,7: 1 (37 homens
para cada 10 mulheres) em 1990, caiu para 1,1:1 (11 homens para cada 10 mulheres) em 1998, culminando com a
inversao dessa razéo no ano 2000 (0,9:1 — 9 homens para cada 10 mulheres). Entretanto, entre 2007 e 2009, os jovens
do sexo masculino voltam a ter maior participacao nos casos de SIDA. (MINISTERIO DA SAUDE, 2010)

A distribuicio dos casos segundo as regides, em 2009, mostra que 38,2% dos casos encontram-se na
Regido Sudeste, seguida do Nordeste (21,9%), Sul (21,1%), Norte (11,1%) e Centro-Oeste (7,7%). Embora a Regido
Sudeste apresente maior nimero de casos em 2009, o Sul destaca-se com a maior taxa de detecgdo nesse ano,
12,6/100.000 habitantes. A maior proporcdo dos casos de SIDA nos jovens de 13 a 24 anos de idade, em ambos 0s
sexos, esta atribuida a categoria de exposicao sexual, sendo 73,8% no sexo masculino e 94,0% no sexo feminino, no
ano de 2009 (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O numero de 6hitos em jovens de 1998 a 2009 foi de 7.443, sendo 58% no sexo masculino e 42% no
sexo feminino. Nos Ultimos dez anos, o pais tem registrado uma média de 589 dbitos por ano entre 0s jovens, apresen-
tando uma reducdo de 31,6% no coeficiente de mortalidade de 1999 (1,9 6bitos por 100.000 habitantes) para 2009
(1,3/100.000 habitantes) (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O Brasil apresentou 492.581 casos de SIDA notificados no SINAN no periodo de 1980 a junho de 2010. A
metodologia de relacionamento dos bancos de dados proporcionou um incremento de 37% em relacdo aos casos de
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SIDA notificados no SINAN, o que resulta em 592.914 casos identificados no periodo de 1980 até junho de 2010. Esse
incremento, quando estratificado por regido, mostra um percentual de 54% de registros ausentes no banco de dados de
SIDA do SINAN na Regiéo Norte, 47% no Nordeste, 35% no Sudeste, 33% no Sul e 32% no Centro-Oeste, no periodo
de 2000 a junho de 2010. A analise por regides demonstra que entre 1980 e junho de 2010 foram identificados 344.150
casos de SIDA na Regido Sudeste (58,0% dos casos acumulados no Brasil), 115.598 casos no Sul (19,5%), 74.364
casos no Nordeste (12,5%), 34.057 casos no Centro-Oeste (5,7%) e 24.745 casos na Regido Norte (4,2%) (MINISTE-
RIO DA SAUDE, 2010).

Figura 2 - Coeficiente de mortalidade (por 100000) dos casos de SIDA, Brasil, 1997- 2009.
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Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 2010.

Figura 3 - Taxa de detecc¢ao (por 100000) de casos de SIDA segundo faixa etaria e sexo. Brasil, 2009.
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Em 2009, foram notificados 20.832 casos de SIDA no SINAN e identificados 38.538 casos no banco rela-
cionado. Nesse ano, a taxa de deteccdo de SIDA no Brasil foi de 20,1 casos por 100.000 habitantes, sendo 32,4 casos
na Regido Sul, 20,4 no Sudeste, 20,1 no Norte, 18,0 no Centro-Oeste e 13,9 no Nordeste. A Regido Sudeste contribuia
de forma mais expressiva para os valores elevados das taxas de deteccdo no pais; porém, a partir de 2007, nota-se
(que a Regido Sul passa a ter maior participacdo nesse valor elevado. A diminuigdo da deteccdo dos casos na Regido
Sudeste influencia de forma determinante a estabilizagao da taxa do pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Sobre a distribuicdo da SIDA quanto a raca/cor, no ano de 2009 foram notificados 9.942 (47,7%) casos
na raca branca, 7.454 (35,8%) na parda, 2.290 (11,0%) na preta, 103 (0,5%) na amarela e 53 (0,3%) na rac¢a indigena.
Nota-se uma importante melhoria da qualidade dessa informagdo, demonstrada por meio da redugdo do nimero de
casos ignorados em relacéo a raga/cor. No ano 2000, havia 47,3% ignorados, proporcéo que diminuiu dez vezes no ano
de 2009, passando para 4,7% casos ignorados. Uma estabilizagdo dos casos ignorados pode ser visualizada a partir de
2007, com percentuais que ndo ultrapassam 4,7%. Quanto a escolaridade, em 2009, 25,1% do total de individuos notifi-
cados possuiam entre 4 e 7 anos de estudo, 30,0% entre 8 a 11 anos e 8,8% entre 1 a 3 anos. Observa-se uma ten-
déncia de aumento da escolaridade entre os individuos notificados com SIDA no pais, mais especificamente a partir do
ano de 1999. O total de 6bitos declarados no SIM, no periodo de 1980 a 2009, tendo como causa basica a SIDA foi de
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229.222, sendo a maioria deles (65,1%) concentrada na Regido Sudeste. O coeficiente de mortalidade por SIDA, pa-
dronizado em 2009, foi de 6,2 dhitos por 100.000 habitantes, com tendéncia de diminuicdo desse coeficiente desde
1997 até 2004, ano em que o coeficiente se estabilizou. De acordo com o sexo, constata-se que, no ano de 2009, o
coeficiente de mortalidade no sexo masculino foi duas vezes maior que no sexo feminino, com valores de 8,2 e 4,2 por
100.000 habitantes, respectivamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

FISIOPATOLOGIA — SINDROME DA IMUNIDEFICIENCIA ADQUIRIDA

O principal determinante e doencas causadas pelo virus HIV — 1 & o tropismo do virus por células T e
macréfagos que expressam CD4. A imunossupressao induzida pelo HIV resulta da reducdo no numero de células T
CD4, o diminui as fungdes auxiliares e de hipersensibilidade tardia da resposta imune.

Durante a transmissao sexual, 0 virus atinge a superficie da mucosa e rapidamente infecta as células do
tecido linféide associadas a mucosa (MALT). Os estagios iniciais de infeccdo séo medidos pelos virus M- trépicos, que
se ligam ao CD4 e ao receptor de quimocinas CCR5 e infectos as células dendriticas e outras células da linhagem de
monécitos- macréfagos, assim como células T do sangue periférico. Individuos deficientes de receptores CCR5 também
sdo mais resistentes a infec¢do pelo virus, e a ligacdo de CCR5 é um alvo para drogas antivirais. O virus HIV — 1 se
liga e pode permanecer na superficie de células dendriticas (DCs), incluindo DCs foliculares através de uma molécula
de lectina, a DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin), promovendo
assim a infecgdo de células T CD4. Macrdfagos e células dendriticas sao infectados persistentemente pelo HIV, e séo
provavelmente os principais reservatérios e meios de distribuicdo do HIV. A mutacdo do gene env para a gp 120 muda
0 tropismo do virus M-trépico (R5) para T- trépico (virus X4). A gp 120 do virus T- trépico se liga ao CD4 e ao receptor
de quimiocinas CXCR4. Alguns virus podem usar ambos os receptores (R5X4). Tardiamente, com a progressdo da
doenca, ocorre preferéncia de ligacdo ao receptor CXCR4, que esta correlacionado com a progressdo da doenca (TA-
BORDA, 2009).

Reducdes no nimero de células CD4 podem resultar da citdlise direta induzida pelo HIV, citélise imune
induzida por células T citotoxicas ou ativagao cronica em resposta ao grande desafio dos antigenos do HIV, levando
rapida diferenciacdo terminal e morte de células T. a eliminagdo de células T expressando CCR5 depleta de células T
CD4 do tecido linféide associado ao intestino. O desenvolvimento dos sintomas da SIDA se correlaciona com a libera-
¢do aumentada do virus no sangue, um aumento do virus T-trépico e uma diminuicdo das células T CD4. Assim se
observa um decréscimo subsequente do nimero total de células T (células expressando CD3), devido a auséncia da
funcéo do T CD4 (TABORDA, 2009).

O virus HIV - 1 induz diversos efeitos citopatol6gicos que podem destruir as células T infectadas. Estes
incluem um acimulo de copias do genoma de DNA circular ndo integrado, um aumento na permeabilidade da membra-
na plasmatica, formacao de sincicios e indugdo de apoptose. A capacidade relativa do HIV de destruir a célula alvo se
correlaciona a quantidade de CD4 expressa pela célula. Os macréfagos podem ser poupados da agdo citolitica do virus
porque expressam menos CD4 que as células T. das proteinas acessotrias do HIV sdo importantes para replicacdo e
viruléncia. A proteina nef parece ser essencial para promover a progresséo da infecgdo HIV para a SIDA. Individuos
infectados com mutantes naturais de nef apresentam um tempo maior de sobrevida que o esperado (TABORDA, 2009).

A resposta imune contra 0 HIV restringe a infecgdo viral, mas contribui para a patogénese. Anticorpos
neutralizantes sdo gerados contra gp120 e participam de respostas de citotoxicidade celular dependente de anticorpos.
O virus recoberto por anticorpos, entretanto, é infeccioso e é capsulado por macréfagos. As células T CD8 sao funda-
mentais para o controle da progressdo da doenca pelo HIV. Estas células podem destruir células infectadas por acéo
citotoxica direta e pela producdo de fatores supressores que restringem a replicagao viral, incluindo quimiocinas que
também bloqueiam a ligagdo do virus ao seu coreceptor. Entretanto, as células T CD8 requerem ativa¢ao por células T
CD4, seu nimero diminui juntamente com o de células T CD4 e essa reducdo se correlaciona com a progressao para
SIDA, sendo um indicador dessa progressdo. O HIV possui diversas maneiras de escapar ao controle imune. A mais
significante é a capacidade do virus sofrer mutagdes e, portanto, alteram sua antigenicidade e escapa a eliminacéo
(TABORDA, 2009).

Caracteristicas do Fungo Cryptococcus neoformans

Agente etiolégico causador da doenca criptococose, atingindo principalmente pessoas imunocomprometi-
das.
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Historico

O C. neoformans foi isolado pela primeira vez em 1894 por Fancesco Sanfelice que estudava blastomice-
tos do suco de algumas frutas, dando o nome em 1895 para o fungo de Saccharomyces neoformans. Este trabalho
marcou o inicio do estudo do Cryptococcus, no qual teve sua publicacdo na Revista do Instituto de Higiene da Universi-
dade do Cagliari, Italia. No mesmo ano, na Alemanha, outro pesquisador, Busse, relatava o primeiro caso de criptoco-
cose sob forma de lesdo 6ssea, similar ao sarcoma. Busse isolou, de um paciente que apresentava periosteite cronica
da tibia, uma levedura que a nomeou de Saccharomyces sp., sendo estudada no ano seguinte por Buschke (CASALI et
al, 2001).

Em 1901, Constantin identificou a espécie do género Saccharomyces como S. hominis, agente da cha-
mada blastomicose européia. No mesmo ano Vuillemin, reclassificou o género Saccharomyces para Cryptococcus,
mostrando que o termo Saccharomyces era inadequado, pois ndo havia formacao de ascosporos nem fermentacdo nos
isolados da levedura. Nos Estados Unidos, Stoddard & Cutler em 1916 observaram casos de blastomicose com lesdes
nervosas ou cuténeas, de onde isolaram uma levedura que denominaram de Torula histolytica. Em 1935, outro pesqui-
sador, Benham, reavaliou os isolados classificados como Saccharomyces, Torula e Cryptococcus, através de sua pato-
genicidade, morfologia e reatividade frente a fatores sericos, obteve a concluséo que todas as leveduras descritas ante-
riormente pertenciam a um s6 género e espécie. Posteriormente, Benham, prop6s a designacédo Cryptococcus neofor-
mans, tornando-se 0 nome definitivo da levedura encapsulada (CONTIN et al, 2011).

Na década de 50 foi estabelecido 0 nome da doenca de criptococose e foram identificados os focos de
contaminagdo, no qual se descobriu a presenca da levedura em solo, ninho e excretas de pombos. Emmons (2007),
através dos seus estudos demonstrou a relagao saprobiética de C. neoformans com matéria organica rica em excreta
de aves, ninhos e solos contaminados particularmente de fezes secas de pombos, tornou-se evidente a distribuicao
pelo mundo e nas regides urbana do fungo (PAULO. 2008).

A criptococose em humanos era considerada uma doenga rara, geralmente relacionada, com uma defici-
éncia na imunidade celular, apresentando uma pequena incidéncia de casos atingindo a populacdo (CONTIN et al,
2011).

A partir da década de 80, com a pandemia de uma nova doenga causada pelo HIV(virus da imunodefici-
éncia humana) SIDA(Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida) e da utilizagdo de farmacos imunossupressores, houve
um aumento na incidéncia da criptococose, sendo essa, atualmente, uma das principais infecgdes flngicas que acome-
te pacientes com SIDA (RIBEIRO et al, 2007).

No Brasil, os primeiros relatos da doenga ocorreram nos anos de 1941 e 1944, descritos por Floriano de
Almeida e Carlos da Silva (CONTIN, 2011).

Epidemiologia da Criptococose

Estudos atuais classificaram a levedura Cryptococcus neoformans em cinco sorotipos, A, B, C, D e AD
que se encontram distribuidos em trés variedades, a C. neoformans variedade gattii (sorotipos B, C) C. neoformans
variedade neoformans (sorotipos A, AD, D), e C. neoformans variedade grubii (sorotipo A) essas variedades se diferen-
ciam devido seus aspectos hioquimicos, ecoldgicos, antigénicos e genéticos (GAZZONI, 2007).
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Figura 4 - (esquerda) Acumulo de fezes de pombos em zonas urbanas; (direita) Cativeiro de pombos correios
em favorecendo desenvolvimento de C. neoformans.

Fonte: COSTA, A. K. F., 2007.

A criptococose é uma doenca global, encontrado em todos os continentes, com exce¢do das regides
polares. Atualmente é considerada a segunda infeccdo oportunista mais freqliente que acometem pacientes portadores
de HIV. Vive como saprdfita no solo, frutas, tecidos, secre¢des (como leite de vaca), excre¢des de animais e homem
(GAZZONI,2007).

Existem diferencas em relacdo as variantes Cryptococcus neoformans variedade neoformans e do Cryp-
tococcus neoformans variedade gattii (COSTA, 2007).

O Cryptococcus neoformans variedade neoformans possui distribuicdo universal, apresentando um pre-
dominio nas regides de clima temperado e frio, em areas urbanas. Estudos apontam que 0s pombos ndo apresentam
manifestacdes clinicas, esse fato provavelmente possa estar relacionado a alta temperatura corporal (entre 40 e 42° C),
mas sdo considerados propagadores da doenca. Nas fezes de pombo pode haver concentracdo de até 107 fun-
gos/grama (GAZZONI, 2007).

O Cryptococcus neoformans variedade gattii € encontrado principalmente nas regides tropicais e subtro-
picais, em éreas rurais. E localizado em habitat especifico relacionado com a arvore do Eucalyptus camaldulensis. Am-
bos as variantes ocorre principalmente em pacientes imunodeprimidos. Em relacdo ao género, 0s homens apresentam
cerca de 70% dos casos e as mulheres 30%, esse indice pode estar relacionado a influéncia de estrégenos ou a expo-
sicbes ocupacionais (COSTA, 2007).

A faixa etaria de maior incidéncia esta entre 30 e 50 anos de idade. No Brasil, 0s nimeros de casos rela-
cionados a criangas aumentaram nos Ultimos anos, esse aumento pode estar ligado a desnutricdo ou a0 aumento do
numero de criangas imunocomprometidas. As estatisticas ndo apontam diferenga numérica em relacdo a raga ou ocu-
pagdo. No passado a criptococose era considerada uma doenca rara e fatal, na atualidade deve ser considerada fre-
quente e curdvel. O crescente aumento da freqiiéncia da doenga deve-se a diversos fatores importantes, por exemplo,
maior conscientizagdo a respeito da doenca, as melhores condi¢des diagnésticas, renovados fatores de risco (SIDA,
uso de imunossupressores, etc) (GAZZONI, 2007).

No mundo é estimado que 25% a 30% de individuos com SIDA tém como conseqiéncia a meningite por
Cryptococcus sp. Dentre as infecgdes flngicas, a criptococose € a principal responsavel pela morbidade e mortalidade
destes pacientes (QUEIROZ, et al, 2008).

No mundo todo, entre 0s cinco sorotipos, o sorotipo A € 0 mais comum a ser isolado, sendo identificado
em até 90% dos casos, seguido pelos sorotipos B e AD. Os sorotipos D e C sdo menos relatados, exceto em algumas
éreas dos Estados Unidos (California e Nova lorque), alguns paises europeus e Asia, no qual os sorotipos D e C s&o
considerados os menos patogénicos. Sua incidéncia varia em diferentes partes do planeta apresentando-se mais de
20% na Africa Central e leste da Asia e entre 5 a 10% na Europa Ocidental e Estados Unidos (QUEIROZ, et al, 2008).

Estudos realizados entre os anos de 1999 e 2003 mostram a incidéncia da doenca por C. gattii em Van-
couver, Canada, os indices relatados foram de 37 casos por milhdo de residentes por ano. A taxa nesses anos apre-
sentou significativamente maior do que tipicamente é observado na Australia (0,94 por milhdo de residentes por ano),
onde C. gattii € endémico (GAZZONI, 2007).

O numero crescente de pacientes portadores de HIV no Brasil favorece ao aumento das infecgbes cau-
sadas por este fungo patogénico. De acordo com a Coordenagdo Nacional de DST/AIDS do Ministério da Satde, no
periodo entre 1980 e 2002, 6% das infec¢des oportunistas associadas a SIDA foram causadas por C. neoformans e C.
gattii. No Brasil, estudos pioneiros de Lacaz & Rodrigues, em 1983, mostraram que a maioria (64%) de 25 amostras
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bioldgicas analisadas pertencia & variedade neoformans com prevaléncia do sorotipo A, seguido pelo sorotipo B e D.
Mais recentemente, de acordo com Nishikawa et al. (2003), o sorotipo A tem-se mostrado prevalente nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, tanto em isolados clinicos quanto ambientais, enquanto nas regides Norte e Nordes-
te, 0 sorotipo B predomina em todos os isolados (QUEIROZ, et al, 2008).

No Ceard, estudos sobre a epidemiologia da criptococose S0 escassos e 0s casos descritos sao apenas
em nivel de espécie, portanto, dados sobre 0s sorotipos sdo inexistentes ou nao reportados. Dentre 0s Unicos estudos
realizados sobre o tema, destaca-se o de Menezes et al. (2002) no Hospital Sdo José, centro de referéncia de doencas
infecciosas no Estado do Ceara, 54 amostras de liquor oriundas de individuos sidéticos com sinais e sintomas de me-
ningite foram analisadas por meio de exame direto com tinta da China, cultura em Agar Sabouraud 2%, prova da urease
e assimilacdo de inositol. Entre as amostras estudadas, 5 (9,25%) foram consideradas positivas e classificadas como C.
neoformans. Enquanto C. neoformans possui ampla distribuicdo, o C. gattii possui distribuicdo mais restrita, estando
geralmente associado a areas tropicais e subtropicais (CONTIN et al, 2011).

Dos casos relatados na América do Sul, a prevaléncia de C. gattii € considerada uma das mais altas No
Brasil, parecendo esta espécie ser endémico na regido Nordeste, representando 62,7 a 91,2% dos casos (CONTIN et
al, 2011).

Na cidade de Campo Grande foi comprovada a contaminacdo de excretas de aves de cativeiro por C. neoformans var.
neoformans sorotipo A. Foram observadas elevadas concentragdes de até 46.000 propagulos viaveis do fungo por
grama de material seco, revelando a existéncia de fontes ambientais na forma de microfocos deste fungo (COS-
TA,2007).

Nestes locais pode haver dispersdo desse fungo no ar e, consequentemente, inalagdo. O nivel de conta-
minagdo observado pode estar relacionado a grande movimentacédo de aves nas gaiolas, a utilizacdo de uma mesma
para higienizacdo das gaiolas ou viveiros, e a presenca de substrato para o crescimento do fungo como sementes de
Niger, paingo, alpiste e girassol nos locais (COSTA,2007).

No Par4, ha fortes indicios de que a criptococose continua a ser pouco diagnosticada, situacdo que se
reverterd quando incluida com mais frequéncia no diagnéstico diferencial de diversas enfermidades, como neoplasias
pulmonares e neuroldgicas; infeccdes respiratérias crénicas; meningoencefalites, principalmente as de suposta etiologia
viral, tuberculosa e sifilitica; abscesso cerebral; febre prolongada de etiologia obscura; e lesfes 6sseas supostamente
metastaticas e que, além disto, haja adequados recursos laboratoriais (COSTA,2007).

Fisiopatologia da Criptococose

A doenca ndo apresenta fonte de infecgdo caracteristica, pois o fungo se mantém na natureza através da
sua multiplicagdo no préprio ambiente, e ndo em um hospedeiro animal vertebrado. O contato inicial com o hospedeiro
se da através da inalacdo de propagulos viaveis aerossolizados provenientes de fontes saprofiticas ambientais, uma
vez inalados 0s esporos se alojam no trato respiratorio superior, principalmente na cavidade nasal, ou se depositam nos
alvéolos pulmonares, sendo a penetracdo pela pele e mucosa, embora possivel, rara (TABORDA, 2009).

O fungo chega ao pulmao ap6s a inalagdo de particulas fungicas em suspensdo aérea, nas formas de
basidiosporos e/ou leveduriformes ndo capsuladas ou esparsamente capsuladas, atingem as vias respiratérias, o que
pode acarretar em pneumonia fungica. Com a infec¢do e a multiplicacdo do agente nas vias aéreas ocorre o desenvol-
vimento da capsula, importante fator de viruléncia, que interfere na resposta imunoldgica do hospedeiro. A capsula
encobre 0s antigenos da levedura e impede a sua apresentagdo aos macr6fagos o que evita a fagocitose e a sua des-
truicdo por polimorfonucleares e macréfagos, dificultando a agédo do sistema imune (TABORDA, 2009).

Revista UNILUS Ensino e Pesquisa e Vol. 11 e N°. 22 e Ano 2014 e p. 31



DIAGNOSTICO E PREVALENCIA DA MENINGITE CRIPTOCOCOCICA EM PACIENTES PORTADORES DA SINDROME DA
IMUNODEFICIENCA ADQUIRIDA - SIDA

Figura 5 - Esquematica sobre mecanismo de infeccdo do fungo.
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Fonte: GARCIA, L. C., 2008.

Figura 6 - Possiveis rotas utilizadas por C. neoformans para ultrapassar a barreira hematoencefalica (1) meca-
nismo de “cavalo de troia”; (2)transferéncia lateral de macr6fagos para células endoteliais; e (3) travessia de
leveduras isoladas por uma via transcelular.
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Fonte: GARCIA, L. C., 2008.

A partir da infecgdo pulmonar ocorre a disseminagdo do Cryptococcus neoformans, via hematégena ou
linfatica, existindo um tropismo pelo sistema nervoso central (SNC), globo ocular, linfonodos e tecido cutaneo ainda
podendo chegar aos rins e 0ssos, especialmente em pacientes com imunidade celular comprometida. Além da via he-
matogénica pode haver o acesso ao SNC a partir da cavidade nasal por contiglidade, através da lamina crivosa (PE-
DROSO, CANDIDO, 2006).

As alteracOes anatomopatolégicas caracterizam-se pela atividade histolitica do fungo e pela escassa,
inespecifica e polimorfa reatividade dos tecidos frente a agressao, determinando que as lesdes sejam geralmente do
tipo necrética. Algumas vezes, as lesdes teciduais adquirem grandes propor¢des podendo simular uma massa tumoral
(PEDROSO, CANDIDO,2006).

A resposta inflamatéria € minima, histologicamente as lesdes aparecem como grandes massas envolvi-
das por capsulas com presenca de leveduras e poucas células inflamatorias, podendo conter histiécitos, células epiteli-
6ides e algumas células gigantes, que caracterizam les6es do tipo granulomatosa (TABORDA, 2009).
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ManifestagOes Clinicas da Criptococose

A criptococose atinge principalmente individuos adultos, sendo rara na infancia. A doenca apresenta dois
estagios, 0 primeiro delimitado ao sistema respiratorio principalmente em individuos imunocompetentes e um segundo
onde ha disseminacdo pela via hematogénica, com predominio de paciente imunocomprometidos (TAKAHARA,2007).

A doenca causada pelo Cryptococcus sp em pacientes com SIDA geralmente apresenta quadro clinico inespecifico e
discreto. A doenca ndo apresenta nenhum sinal ou sintoma localizado que facilite a orientacdo para 0 médico para
diagnosticar a criptococose (TAKAHARA, 2007).

Zuger e equipe relataram 26 casos de paciente infectados que apresentaram sintomas durante uma vari-
ante de um dia a quatro meses, com mediana de 31 dias. Chuck e Sande, observaram a maior série de casos publica-
dos, com 106 pacientes infectados pela doenca, no qual dois tercos apresentaram mal estar geral e febre cefaléia.
Clark e colaboradores relataram mais recentemente em uma pesquisa com 68 pacientes, 57% dos pacientes apresen-
tavam febre e 64% cefaléia (LEAO,1997).

Aproximadamente 50% dos pacientes relataram nausea e vomito. Sintomas classicos de irritacdo na
meninge € a rigidez de nuca e fotofobia, estdo presentes em menos de 20% a 30% dos pacientes. Déficits neuroldgicos
focais ou convulsdes em menos de 10% e alteracéo do estado mental é detectada em 14% a 28% dos casos (TABOR-
DA, 2009).

Apesar de que a entrada do C.neoformans seja através da via respiratoria, a criptococose pulmonar ge-
ralmente é clinicamente silenciosa, podendo assumir formas agudas, subagudas, cronicas. A maioria dos casos da
infeccdo pulmonar é achada por acaso, pois ndao apresentam sinais e sintomas especificos do pulmao. As lesdes po-
dem ser hilaterais ou comprometer apenas um lobo. Infiltrado difuso e erup¢do de pequenos nédulos semelhante a
tuberculose também sao diagnosticados. A infecgcdo pulmonar pode levar a insuficiéncia pulmonar e até a morte se ndo
tratada adequadamente (TAKAHARA, 2007).

Chuck e Sande mencionaram que 31 % dos 106 pacientes, relataram queixas respiratorias. Clark et al.
detectaram dispnéia e tosse em 27% de todos os pacientes portadores do HIV com a doenca por Cryptococcus. Entre
0s pacientes que nao apresentaram infec¢do no SNC, cerca de dois tercos apresentam dispnéia e tosse, sendo que
18% daqueles pacientes que tiveram a doenga no SNC apresentam sintomas respiratorios (TABORDA, 2009).

Esses dados reforcam que todos os pacientes com envolvimento do SNC tém ou tiveram infecgéo pulmo-
nar antecedente. E comum que no desenvolvimento da doenca haja hipertens&o intracraniana e hidrocefalia; que s&o
determinados geralmente pela diminuicéo da reabsorcéo do liquido cefalorraquidiano (LCR) aumento da sua produgdo
e a ocluséo das vias de circulagdo do mesmo (TAKAHARA,2007).

O Cryptococcus sp pode ser isolado ndo s6 no SNC e no pulm&o, mas podem estar em uma menor fre-
quéncia no trato gastrintestinal, medula 6ssea, sangue, no trato geniturinario, coracdo, figado, prostata, seios nasais,
linfonodos. As manifestacfes cutneas ocorrem em 10 a 15% dos casos e, na maioria das vezes, precede o surgimento
da doenca sistémica. A persisténcia de C. neoformans na prdstata e no trato urinario, depois de um tratamento adequa-
do para meningite, leva-se a hipétese de uma recidiva da doenca. A criptococose do SNC desenvolve-se sob a forma
de meningite, encefalite, granuloma, abscesso e meningoencefalite. A meningoencefalite se manifesta de forma suba-
guda ou cronica. As manifestacdes clinicas sdo apresentadas de diversas formas, como cefaléia de localizagao e inten-
sidade variavel; sinais de irritagdo meningea (rigidez de nuca, sinal de Kernig, Brudzinski e Lasegue), febre geralmente
moderada ou de pequena intensidade (LEAO,1997).

Segundo os dados do CDC (Centers for Disease Control) os pacientes portadores de SIDA, cerca de 7%
dos casos apresentaram criptococose (LEAO,1997).

EXAMES DIAGNOSTICOS DA CRIPTOCOCOSE
MICROSCOPIA E CULTURA DO LIQUOR

A realizacdo da microscopia direta é considerada o principal diagnostico a ser realizado para deteccédo de
fungos, onde a mesma apresentard um modo qualitativo indicando presenca ou auséncia da levedura encapsuladas,
Cryptococcus neoformans (SILVA, 2006).

O corante mais utilizado na microscopia € a tinta de nanquim conhecida como “tinta da china”, na qual é
composta a base de carbono, deixando o fundo da lamina com coloragdo negra e o fungo com coloracéo esbranquica-
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da. Pois a levedura apresenta uma capsula muito espessa e devida esse fator a tinta ndo penetra no interior do fungo
(SILVA, 2006).

Figura 7 - Cultura de Cryptococcus neoformans isolada e corada com tinta da China evidenciando a capsula
polissacaridica da levedura (aumento de 400Xx).

Fonte: GARCIA, L. C., 2008.

Pode ser usar outros corantes para a realizagdo da microscopia, como o azul de alciano que possui a
vantagem de detectar, quando presente o Cryptococcus sp, mas apresenta a desvantagem de néo detectar todos o0s
casos de positividade (MANDELL, BENNETT, DOLIN,2000).

Devido a reprodugao por gemulagdo, geralmente unipolar, séo visualizadas ao microscopio células de
diferentes tamanhos (MANDELL, BENNETT, DOLIN, 2000).

Figura 8 - Comparacao do tamanho da capsula de Cryptococcus neoformans nas condi¢des in vitro e in vivo.
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Fonte: GARCIA, L. C., 2008.

O meio mais utilizado na cultura de fungos é o agar Sabouraud podendo conter glicose ou cloranfenicol
(inibe o crescimento de bactérias) sendo assim um meio seletivo, se adicionar no meio de agar Sabouraud 1% de solu-
¢do de peptona ocorre producdo de material capsular. O liquor € semeado no agar e incubado a 37°C de cinco a oito
dias, sendo que s6 deve ser descartada uma cultura negativa apés 30 dias de incubacéo. O fungo apresenta um cres-
cimento rapido sem ou com antibiéticos. A sensibilidade do meio de cultura é de aproximadamente 75%. Em algumas
ocasifes como, por exemplo, meningite criptocdcica crénica, a cultura do liquor pode dar resultado negativo, isso ocorre
devido a baixa carga de microrganismos viaveis que atinge o sacro lombar. A concentracdo baixa do fungo pode ser
dada devido a tratamento prévio, tornando-se um problema no monitoramento da doenca no paciente crénico. A hipo-
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tese de que a doenca possa levar a um relapso ndo deve ser descartada, mesmo que apresente concentracao de célu-
las ndo viaveis (SILVA, 2006).

Ocorre crescimento de col6nias brilhantes e imidas, mucéides e de cor variante de amarelo-marrom ao
branco-creme. As células de culturas que apds sucessivas repicagens e/ou que perderam a viscosidade, mostram um
pequeno envoltdrio capsular (MANDELL, BENNETT, DOLIN,2000).

Figura 9 - Crescimento de C. neoformans em agar-sabouraud em placa de petri.

Fonte: GARCIA, L. C., 2008.

Figura 10 - Crescimento de C. neoformans em agar-sabouraud em tubo.

aspectn mucdide

Fonte: COSTA, A. K. F., 2007apud CEMM, 2007.

O material biol6gico pode também ser semeado em outros meios (ndo sdo realizados na rotina) como o
agar somente de Niger sendo um meio enriquecedor, agar uréia usado para deteccdo de espécies do Cryptococcus
neoformans, &gar base carbono-levedura (YCB) usado para identificacdo de espécies de Cryptococcus sp pela redu-
¢ao de nitrato (COSTA,2007).

As utilizacBes de culturas quantitativas ndo sdo empregadas na rotina clinica médica, mas quando séo
realizadas, apresentaram uma concentracdo média de 1000 (103) a 107 UFC/mL (unidade formadora de col6nias por
mililitro) no liquor, no sangue apresenta menos que 10 UFC/MI (MANDELL, BENNETT, DOLIN,2000).
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Figura 11 - Morfologia das col6nias de Cryptococcus neoformans em Agar Niger demonstrando a producéo de
melanina pelos isolados.

: L

Fonte: GARCIA, L. C., 2008.

CELULARIDADE DO LIQUOR

Os valores do liquor podem apresentar alterados em pacientes portadores de SIDA, essa alteragao deve-
se a infec¢do do HIV (Virus da imunodeficiéncia humana). Appleman e colaboradores (2000) examinaram cerca de 110
militares com infecgdo pelo HIV. A maioria apresentava hipersensibilidade tardia intacta e contagem de TCD4+ entre 0,
400 x 109/L (DORACILDE, 2011).

CULTURA - PROVAS BIOQUIMICAS DE IDENTIFICAGAO DO GENERO

Quase todas as espécies do género Cryptococcus sp ndo sao fermentadoras de carboidratos, mas assi-
mila, por metabolismo de oxidacéo, a glicose, maltose, sacarose e galactose, no entanto ndo assimila lactose. A utili-
zacao de inositol é a Unica fonte de carbono no qual ira diferenciar espécies do Cryptococcus sp das espécies de Rho-
dotorula. Todas as espécies de Cryptococcus sp ndo assimilam o nitrato de pot&ssio como Unica fonte de nitrogénio
inorganico e néo sofre redugéo a nitrito com excegéo do Cryptococcus neoformans (MATHISEN, JOHNSON,2003).

Um teste bioquimico muito empregado para diferenciar o Cryptococcus dos demais géneros, onde o
mesmo possui a capacidade de hidrolisar a uréia, essa hidrolise ocorre através da produgao da enzima chamada uréa-
se pela levedura e essa enzima é capaz de hidrolisar a uréia em amonia e gas carbono. Para a identificacao de positivi-
dade do teste de hidrolise da uréia é adicionado ao meio um indicador vermelho de fenol, pois em casos positivos ocor-
rera alteracdo da cor do meio (coloracéo cereja a rosa escuro) devido a producdo de compostos alcalino (amoénia) (SIL-
VA, 2006).

Figura 12 - Meios de cultura utilizados para identificacdo de C. neoformans. Teste de producédo de uréase. A
coloragdo rosea caracteriza a positividade do teste.

l'ﬂ ]1L
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Fonte: SILVA P. R., 2006 apud Disciplina de Microbiologia — UFTM.

Revista UNILUS Ensino e Pesquisa e Vol. 11 e N°. 22 e Ano 2014 e p. 36



Marcelo Alberti Paiva da Silva; Luiz Henrique Gagliani

A assimilagéo de carboidratos também pode ser realizada através métodos manuais e automatizados
(MILAN & ZAROR, 2004). Dentre os sistemas disponiveis, 0 API 20C (BioMérieux) e o ID 32C (BioMérieux) sdo 0s mais
utilizados para identificacdo de Cryptococcus spp. Estes testes consistem em galerias plasticas contendo microctpulas
com acucares desidratados. Dentro de cada microcUpula coloca-se uma suspensdo da levedura e incuba-se sob tempe-
ratura e tempo determinados. Os resultados baseiam-se na turvacdo ou mudanca de cor das microctpulas, comparan-
do-se com os dados presentes em um banco de dados fornecido pelo fabricante. Entretanto, a galeria ID 32C inclui
provas que envolvem leitura automatizada (SILVA, 2006).

Figura 13 - API 20C (Galeria contendo microcupulas com agucares desidratados utilizados no teste e inoculo
fangico e a turvagdo do meio indicam crescimento do fungo através da assimilacdo do agucar).
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Fonte: SILVA P. R., 2006 apud Disciplina de Microbiologia — UFTM.

Outro meio para testes bioquimico é o L-CGB (L-canavanina, glicina e azul de bromotimol) que ira dife-
renciar as duas variedades de Cryptococcus neoformans. O sorogrupo A/D ndo cresce nesse meio de cultura permane-
cendo 0 mesmo inalterado em sua cor. O sorogrupo B/C utiliza aglicina e cresce em meio canavanina, tornando o meio

azul cobalto. (MASYARA, 2008).

Figura 14 - Identificag@o por L-CGB Enquanto a coloragéo verde indica C. neoformans variante neoformans.

I [

Fonte: SILVA P. R., 2006 apud Disciplina de Microbiologia — UFTM.

EXAMES BIOQUIMICOS DO LIQUOR

Os componentes presentes no teste realizado rotineiramente do liquor sdo cloretos, proteinas e glicose
(SILVA, 2006).

As alterages dos niveis dos componentes sdo de pouco valor para diagnéstico, pois ndo apresentam
especificidade e nem sensibilidade para a meningite criptoccica. A verificacdo das concentrag¢des dos componentes do
liquor é importante para acompanhamento do quadro da doenca (WALZ, et al.,2002).

Os niveis de glicose podem apresentar uma leve diminuicdo comparada ao seu valor de referéncia, atin-
gido niveis menores que 2/3 da glicose sangliinea do paciente, 0s niveis de proteinas apresentam superior a valores
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maiores que 1% do nivel sangiiineo. Os cloretos no LCR s&o normalmente 1 a 2 vezes maiores do que 0s séricos. Nivel
diminuido é encontrado e na criptococose (WALZ, et al.,2002).

BIOLOGIA MOLECULAR - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Os métodos de identificagdo moleculares sdo mais recentes e sdo Uteis em estudos epidemioldgicos,
para a identificacdo da variedade, do sorotipo, e variagbes individuais de cepas (CASALI, et al, 2001).

A técnica de biologia molecular é importante para deteccao de seqiiéncias génicas especificas para Cryp-
tococcus neoformans e Cryptococcus gatti em espécies clinicas e monitoramento das infec¢des fungicas. A técnica
aplicada ¢ a hibridacao, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou metodologias combinadas. As técnicas de PCR
surgiu no final dos anos 80, possibilitou a obtengdo de uma grande quantidade de DNA ( &cido desoxirribonucléico) de
uma regiao especffica a partir de pequenas quantidades de pares de bases de um DNA —molde, permitindo a deteccao
direta de um patégeno , através dos seus genes, mesmo na presenca de pequena concentra¢ao no organismo do hos-
pedeiro . Essa técnica ndo é s6 empregada para detec¢do desse fungo, mas utilizadas para deteccdo de outras levedu-
ras (CASALI et al, 2001).

O PCR apresenta diversos tipos de metodologia, porém as mais amplamente utilizadas para identificagédo
de C. neoformans e C. gattii sdo: PCR multiplex, PCR em tempo real e nested PCR, sendo a PCR fingerprinting, técnica
baseada na avaliacdo de bandas de diferentes formas ( polimorfismo), formadas a partir da amplificacdo de DNA, a
partir de iniciadores aleatdrios (oligonucleotideos), uma das mais empregadas na conduta molecular (WALZ, et
al.,2002).

A PCR fingerprinting possui nivel de sorotipos com sensibilidade suficiente para detectar diferencas inter
e intravariedades permitiu que as duas espécies C. neoformans e C. gattii possa ser identificados, possibilitando a clas-
sificacdo de isolados clinicos e ambientais em oito tipos moleculares (definidos pela presenca de bandas especificas e
reproduziveis): VNI (variedade grubii, sorotipo A1), VNII (variedade grubii, sorotipo A2), VNIII (sorotipo AD), VNIV (vari-
edade neoformans, sorotipo D), VGI, VGII, VGIIl e VGIV (C. gattii, sorotipo B e C) (WALZ, et al.,2002).

Figura 15 - Identificag@o por PCR de amostras de C. neoformans,. 1, sorotipo A; 2, sorotipo B; 3, sorotipo C; 4,
sorotipo D.
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Fonte: GARCIA, L. C., 2008.
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Figura 16 - Gel em poliacrilamida 6% corado por nitrato de prata representativo da digestdo dupla pelas enzi-
mas de restricao Avall e Haelll do fragmento de 597pb do gene CAP59 de Cryptococcus neoformans. 1- Padréo
de peso molecular (100pb ladder); 2- amostra padréo sorotipo A; 3- amostra padrdo sorotipo B; 4- amostra pa-

dréo sorotipo C; 5- amostra padréo sorotipo D; 6- amostra padrdo sorotipo AD; 7- isolado CAT1; 8- isolado
CAT2; 9-isolado CAT3; 10- isolado ISF.
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Fonte: CASALI AK. etal, 2001 apud Agnes K. C. et al, Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n° 20 - mai-
o/junho 2001.

A técnica de PCR apresenta maiores niveis de sensibilidade e especificidade que a cultura e a coloracao
datinta de nanquim (CASALI et al,2001).

TESTES SOROLOGICOS

A utilizacdo de teste soroldgico € um importante método para diagndstico de criptococose, o teste sorol6-
gico pode ser realizado tanto para detectar antigenos, principalmente capsular, como a pesquisa de anticorpos forma-
dos pelo paciente contaminado. Os antigenos capsulares podem ser encontrados no liquido cefalorraquidiano, lavado
broncoalveolar e na urina e podem ser detectados por varios métodos, mas devido a alta sensibilidade que é superior a
90% no liquor, além de sua rapidez 0 método mais empregado é o teste de aglutinagao de particulas de latex sensibili-
zadas com anticorpos monoclonais contra os polissacarideos principal da capsula do Cryptococcus neoformans (GAR-
CIA, 2008).

O teste tem positividade de 94% no LCR e 70% nas amostras do soro em casos de meningite comprova-
da e o teste pode ser positivo mesmo que a cultura for negativa. Titulos iguais ou maiores que 1.4 sdo considerados
casos sugestivos de infec¢do do fungo Cryptococcus sp, e titulagBes iguais ou maiores que 1:8 sdo considerados casos
positivos de infeccdo ativa. Casos com titulagdes menores que 1:4 sdo indicativos de casos de meningite bacteriana ou
tumores no sistema nervoso central. Pacientes que infectados pela SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia Humana)
como fator de pré disposicdo para o fungo possui titulacdo alta para o antigeno. Resultados falso-positivos ndo séo
comumente encontrados, mas o falso-negativos podem ocorrer em pacientes com infec¢des muito recente ou em doen-
cas prolongadas, sendo a cultura positiva (LEAO,1997).

Outro método a ser empregado no diagnostico € o teste de ELISA (Ensaio Imunoenzimatico), no qual é
um método que apresenta alta sensibilidade, importante para a deteccdo no inicio da doenca e € altamente especifico,
este teste pode ser utilizado para pesquisa de antigeno e/ou anticorpos. O ELISA quando comparado com o teste de
aglutinacdo por latex, a leitura do ELISA é menos subjetivo e ndo apresenta facilmente o efeito de prozona é possui
maior sensibilidade, ndo sofre interferentes (especificidade) do efeito reumatdide, o teste de ELISA consiste em uma
desvantagem em relacdo ao latex que seria 0 seu tempo maior para a liberagdo do resultado (MANDELL, BENNETT,
DOLIN, 2000).
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Figura 17 - Esquema do teste de ELISA indireto.
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Fonte: MANDELL, G.L., BENNETT, J.E., DOLIN, R., 2000.

A determinacdo antigénica durante a evolucdo da doenca permite a avaliagdo do efeito terapéutico e o
prognéstico da doenca (MANDELL, BENNETT, DOLIN, 2000).

DIAGNOSTICO POR IMAGEM — TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

Devido o tropismo do Cryptococcus sp de atingir o sistema nervoso central, a tomografia se torna impor-
tante tanto para diagnosticar (indicar lesdo encefalica), como o acompanhamento do quadro da doenca. Nota-se que a
maioria das lesdes no sistema nervoso central é evidentes nodulos hipodensos multiplos localizados principalmente na
regido ganglionar basal da massa branca cerebral. Esse quadro pode evoluir para o atrofiamento associada a dilatagéo
do ventriculo e saliéncias no sulco cerebral, podendo também apresentar abscesso, lesdo em massa, alteragdes da
substancia branca, edema, evidéncias de hemorragia, cerebrite, pseudocisto e infarto. Podem ser observadas também
alteracbes moderadas na regido do cortex cerebral, levando a seqlielas neurologias nos pacientes com a doenca
(MANDELL, BENNETT, DOLIN, 2000).

As alteragOes intracranianas formadas pelo fungo ndo sdo de caracteristicas exclusivas do mesmo, no
qual se pode ocorrer infeccdo da meninge, mas ndo apresentar alteracfes na tomografia ou até mesmo essas lesdes
serem causadas por outros agentes (MANDELL, BENNETT, DOLIN, 2000).

Figura 18 - Tomografia de cranio demonstra multiplas lesdes ovaladas, de diferentes tamanhos, com edema
periférico e realce intenso pelo meio de contraste venoso, por vezes com aspecto anelar, localizadas nas regi-
des nucleo-capsulares, corticais e subcorticais.

Fonte: MANDELL, G.L., BENNETT, J.E., DOLIN, R., 2000.
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DISCUSSAO

A rotina da microscopia € realizada pela coloracdo da tinta da china no qual apresenta sensibilidade de
96,3% em pacientes com SIDA. A utilizagdo de outros corantes pode ser empregados, como o azul de alciano que
detecta a presenca do fungo, mas apresenta baixa sensibilidade (MATHISEN, JOHNSON,2003).

A sensibilidade do meio de cultura é de aproximadamente 75%. Em algumas ocasifes como, por exem-
plo, meningite criptocdcica cronica, a cultura do liquor pode dar resultado negativo, isso ocorre devido a baixa carga de
microrganismos viaveis que atinge o sacro lombar. A concentracdo baixa do fungo pode ser dada devido a tratamento
prévio, tornando-se um problema no monitoramento da doenga no paciente cronico (GARCIA, 2008).

Em cerca de 30% dos casos de infec¢do intracraniana, o fungo ndo € encontrado no liquor. Os exames
de imagem (tomografia computadorizada, ressonancia nuclear magnética) ndo especificam a etiologia da lesdo (TA-
BORDA, 2009).

Na Tomografia Computadorizada, as lesbes apresentam-se como areas de baixa densidade (semelhante
a do liquor), em locais como ganglios da base, talamo, substancia nigra e regides periventriculares, sendo raro 0 edema
cerebral. As lesfes sdo mais evidentes a Ressonancia magnética.

A técnica de PCR apresenta maiores niveis de sensibilidade e especificidade que a cultura e a coloracao
datinta de nanquim (MATHISEN, JOHNSON, 2003).

Os antigenos capsulares podem ser encontrados no liquido cefalorraquidiano, lavado bronco alveolar e
na urina. Podem ser detectados por varios métodos, mas devido a alta sensibilidade que € superior a 90% no liquor,
além de sua rapidez 0 método mais empregado é o teste de aglutinagdo de particulas de latex sensibilizadas com anti-
corpos monoclonais contra os polissacarideos principal da capsula do Cryptococcus neoformans. O teste tem positivi-
dade de 94% no LCR e 70% nas amostras do soro em casos de meningite comprovada e o teste pode ser positivo
mesmo que a cultura for negativa (RIBEIRO et al, 2007).

O exame de ELISA quando comparado com o teste de aglutinagao por latex, a leitura € menos subjetivo e
ndo apresenta facilmente o efeito de prozona é possui maior sensibilidade, ndo sofre interferentes (especificidade) do
efeito reumatdide, o teste de ELISA consiste em uma desvantagem em relagdo ao latex que seria 0 seu tempo maior
paraa liberacdo do resultado (MANDELL, BENNETT, DOLIN, 2000) .

Se 0 paciente estiver com sua imunidade integra, a cura pode ser alcangada em até quatro semanas. O
sucesso terapéutico é conseguido quando as culturas do liquor sdo negativas. Se houver recidiva, o tratamento deve
ser repetido (RIBEIRO et al, 2007).

O tratamento é acompanhado com culturas de liquor onde deve ser observada auséncia de brotamentos
do fungo, até atingir a inexisténcia do mesmo. (TABORDA, 2009).

CONSIDERACOES FINAIS

Embora rara, a criptococose € uma doenca potencialmente fatal, principalmente para os hospedeiros
imunocomprometidos. O diagndstico laboratorial da criptococose pode ser feito com seguranga quando técnicas e mé-
todos laboratoriais sdo utilizados adequadamente.

A suspeita clinica e os dados clinicos do paciente permitem também agilizar os procedimentos laboratori-
ais, permitindo a utilizacdo de meios de cultura seletivos e/ou diferenciais, incubacdo em temperatura adequada e reali-
zacao de provas de identificacdo direcionadas.

Estudos epidemioldgicos sobre o Cyptococcus neoformans sdo indispensaveis a identificacao de microfo-
cos desse fungo, facilitando a ado¢&o de medidas preventivas como o controle de portadores, especialmente as aves
sinantrépicas. O atraso no diagndstico e as dificuldades em controlar a infecgéo sdo importantes causas de mortalidade
e morbidade.
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