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RESUMO

Foram obtidos 48 isolados de Cryptococcus neoformans a partir de amostras clinicas e
ambientais coletadas em Minas Gerais. Os isolados clinicos foram obtidos a partir de
amostras de material clinico provenientes de pacientes do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais e do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Juiz de Fora e os ambientais de amostras diversas de excretas de aves, 0cos
de éarvores e madeira em decomposi¢do. As amostras ambientais foram isoladas em
meio de Staib e aquelas provenientes de material clinico em Agar Sabouraud dextrose
acrescido de cloranfenicol. A identificagdo dos microrganismos foi confirmada pela
avaliacdo microscopica de presenca da capsula de polissacaride, utilizacdo de uréia em
meio de Christensen, assimilacdo de nitrato e prova da termotolerancia a 35° C. A
confirmagdo da espécie foi realizada utilizando o meio de Canavanina-Glicina-Azul de
Bromotimol (CGB). Foram realizados testes de susceptibilidade in vitro frente as drogas
antifingicas anfotericina B, 5-flucitosina, fluconazol, itraconazol, voriconazol e
terbinafina, segundo a técnica da microdiluicdo em meio liquido descrita pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), documento M27-A2 e o método do E-test.
Em relagdo a esta ultima metodologia ndo foram determinadas as susceptibilidades
frente as drogas antifingicas voriconazol e terbinafina. A grande maioria dos isolados
apresentaram-se sensiveis ou sensiveis-dose-dependentes e apenas um pequeno nimero
apresentou-se resistente ou com resisténcia intermediaria frente a todas as drogas
antifingicas estudadas. As leituras da concentracdo inibitéria minima (CIM) foram
realizadas ap6s 48 e 72 horas de incubacdo e ndo foram encontradas diferencas
significativas entre estes intervalos, considerando as duas metodologias. Ndo houve
diferencas significativas entre as duas metodologias utilizadas, podendo, ambas, serem
empregadas na pratica laboratorial com o objetivo de determinar a concentragéo
inibitéria minima de Cryptococcus neoformans. Entretanto, deve-se considerar a relacdo
custo-beneficio, ja que no método do E-test as tiras impregnadas com concentragdes em
gradientes de drogas antifingicas possuem custo oneroso e no método da microdiluigéo
em meio liquido, segundo o CLSI, existem os limites de afericdo visual de cada

individuo.
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“SUMMARY ”

For the accomplishment of this work, forty eight isolated of Cryptococcus neoformans
were obtained starting from clinical and environmental samples collected in Minas
Gerais. The clinical isolateds were obtained starting from patients of the Hospital das
Clinicas of Federal University of Minas Gerais samples and of the Hospital
Universitario of the Federal University of Juiz de Fora by the cultivation in Sabouraud
agar. The environmental samples, starting, were obtained from several samples of you
excrete of birds, hollow of trees and wood in decomposition. For the isolation, through
the environmental samples, cultivation was accomplished in Staib media and in
Sabouraud agar, for the clinical samples. The identification of the microorganisms was
confirmed by the microscopic analysis of presence of the polysaccharide capsule, urea
use in Christensen media, nitrate assimilation and thermotolerance test to 35° C. The
variety determination was accomplished using the Canavanina-Glicina-Bromotimol
blue (CGB) media. Susceptibility tests of in vitro using antifungical drugs amphotericin
B, 5-flucitosine, fluconazole, itraconazole, voriconazole and terbinafine according to the
methodology of the microdilution in liquid media of the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2005), document M27-A2 and the method of the E-test (AB-
Biodisk, Solna, Sweden). The susceptibility with to antifungal drugs voriconazole and
terbinafine was not tested using this last methodology. The great majority of the isolated
samples showed sensitive or sensitive dose dependent and just a small number was
resistant or with intermediary resistance with all the antifungal drugs studied. The
readings were accomplished after 48 and 72 hours of incubation and was not found
significant differences among these intervals, considering the two methodologies. This
study allowed to evidence that there were not significant differences among the two
used methodologies, being able to, both, be used in laboratorial practice with the
objective to determine the minimum inhibitory concentration of Cryptococcus
neoformans. However, should be considered the relationship cost-benefit, since in the
method of agar diffusion, the band impregnated with gradient concentrations of
antifungal drugs possess onerous cost and in the method of the microdilution in liquid

media, according to CLSI, there are limits of each individual visual interpretation.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A criptococose é uma infec¢do oportunista causada por fungo leveduriforme
capsulado pertencente ao género Cryptococcus, principalmente pelas espécies
Cryptococcus neoformans e C. gattii. A criptococose € uma infeccdo subaguda ou
cronica que pode envolver os pulmdes, pele e outras partes do organismo, mas tem
predilecdo pelo cérebro e meninges. A doenca ocorre com maior frequéncia em
pacientes imunocomprometidos como transplantados ou portadores de “doenca de base”
como neoplasias, diabetes, hemopatia grave e portadores de AIDS. Portanto, a
criptococose é, fundamentalmente, uma micose oportunista. A via de entrada do
patdgeno no organismo hospedeiro se da pela inalagéo de propéagulos infecciosos e o
microrganismo possui grande propensdo a disseminacdo pela via hematogénica, com
tropismo para cérebro e meninges. Sabe-se que, ap6s a era dos transplantes e, no
momento, com a epidemia de AIDS, sua frequéncia tem aumentado significativamente

em todo o mundo e, de forma ndo menos alarmante, no Brasil.

Cryptococcus spp., agente da criptococose, apresenta duas espécies C.
neoformans e C. gattii. Cada uma delas é classificada em sorotipos, a partir das
diferencas na estrutura quimica do polissacarideo capsular, que refletem diferencas
antigénicas. O C. neoformans inclui os sorotipos AD e D que correspondem a variedade
grubii e o sorotipo A, a var. neoformans. A espécie C. gattii corresponde os sorotipos B
e C. As duas espécies também diferem quanto a sua fisiologia, epidemiologia, ecologia
e genética. C. neoformans é considerado espécie cosmopolita, da mesma forma que a
micose causada por esse fungo. Esta espécie relaciona-se a habitats de pombos em
ambientes urbanos, bem como de outras aves, principalmente aquelas criadas em
cativeiro em ambiente doméstico e ha ainda relatos da sua ocorréncia em ocos de
arvores vivas. A especie C. gattii tem seu habitat limitado a certas regides tropicais e foi
associada, inicialmente, a Eucalyptos camaldulensis e, posteriormente, a outras espécies
de eucaliptos. Recentemente descobriu-se sua existéncia em madeira em decomposigao
e ocos de arvores tropicais. Apesar de serem encontrados em diversas fontes ambientais,
s80 poucos 0s registros sobre sua ecologia no estado de Minas Gerais, onde hé relatos

da ocorréncia de casos humanos da micose.
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O C. neoformans, por ser ubiquo, € responsavel por infeccdes e reinfecgdes
exogenas com grande frequéncia, atingindo grande parte da populagdo que vive nos
centros urbanos. Entretanto, os casos clinicos sdo raros, demonstrando que esta espécie
é principalmente oportunista. A criptococose ocasionada pelo C. gatti, em geral, est4
associada a individuos sem evidéncias de imunossupressdo e esta espécie comporta-se,
portanto, como patégeno priméario relacionando-se a uma forma da doenga de

ocorréncia endémica e focal.

O tratamento cléssico da criptococose € feito utilizando-se uma droga poliénica
macrolidea, a anfotericina-B, associada ou ndo a outro antifingico, como o derivado
piramidinico 5-flucitosina ou a algum medicamento da classe dos az6licos. Em geral a
resisténcia as drogas poliénicas se d& por alteracbes na membrana plasmética que
dificultam ou impedem a devida ligacdo destas as proteinas de ligacéo na superficie do
microrganismo ocasionando, assim, diminui¢do de seu efeito. No caso dos derivados
pirimidinicos, a resisténcia do fungo se da pela perda ou mutacéo de enzimas associadas
a conversdo e incorporacdo de RNA. J& em relagdo aos azdlicos, os principais
mecanismos de aquisi¢do de resisténcia ocorrem pelas alteragdes da parede celular, por
reducdo da afinidade de ligacdo da enzima 14 o-demetilase ou uma inerente
impermeabilidade da mesma, bem como o aumento do contelido de ergosterol.
Associado a questdo da resisténcia, outros fatores como toxicidade, teratogenicidade e

interacdo medicamentosa interferem dificultando o tratamento da criptococose.

Tendo em vista a presenca de leveduras do género Cryptococcus nas mais
diversas fontes ambientais, a possibilidade de ampla disseminagdo, a exposi¢do humana
cotidiana e a escassez de dados a respeito do seu habitat em Minas Gerais, considera-se
relevante a proposta de estudos epidemioldgicos das espécies neste estado. Em
consideracédo a gravidade da criptococose, 0 aumento significativo de sua ocorréncia, as
dificuldades inerentes ao tratamento, que em geral é empirico, o pouco conhecimento a
respeito do perfil de resisténcia do Cryptococcus spp. aos agentes antifingicos
disponiveis até o momento, e que tais fatores foram raramente objeto de pesquisa em

pacientes portadores da doenca nos hospitais de Minas Gerais, percebe-se de grande
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importancia a determinagdo do perfil de sensibilidade a essas drogas. Baseado nas
informacOes relatadas, espera-se que os resultados obtidos neste trabalho provenham
informacOes importantes para futuros estudos e para proposicoes terapéuticas adequadas

e exequiveis para o tratamento de pacientes com criptococose em nosso meio.
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2  REVISAO DA LITERATURA

2.1 BREVE HISTORICO

Cryptococcus neoformans foi primeiramente isolado de suco de péssego por
Sanfelice (1894) na Italia. A partir de sua inoculacdo em animais e comprovacdo de sua
patogenicidade, a levedura foi denominada de Saccharomyces neoformans em 1895.
Paralelamente, na Alemanha, Busse e Buschke (1894), patologista e clinico,
respectivamente, acompanharam, simultaneamente, o0 mesmo paciente que era portador
de periosteite cronica da tibia. O agente foi isolado por Busse e inicialmente chamado
de Saccharomyces sp., enquanto Buschke avaliou 0 mesmo caso e pensou se tratar de
um coccidio (LACAZ et al., 2002).

Curtis (1896) isolou o fungo de lesdo tumoral em humano e o denominou
Saccharomyces subcutaneus tumefaciens. Vuillemin (1901) considerou mais adequado
enquadrar esta levedura no género Cryptococcus, estabelecido anteriormente por
Kutzing (1833), ja que ndo observou fermentacdo nem formagdo de ascosporos como
estruturas de reproducio (LACAZ et al., 2002 e LAZERA et al., 2004).

Hansemann (1905) descreveu o primeiro caso humano de meningoencefalite,
caracterizada pela presenca de lesGes cisticas gelatinosas, nas quais era visualizada a
levedura. A partir de entdo, varios casos semelhantes foram descritos e Stoddard e
Cutler (1916), nos Estados Unidos, denominaram o agente de Torula histolytica,
gerando, portanto, grande confusdo taxondémica (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992).

Benham (1935), revisando os géneros Saccharomyces, Cryptococcus e Torula,
concluiu que se tratava de um Gnico género. Em 1950, esta autora prop0s a designacao
Cryptococcus neoformans para 0 agente e o termo critptococcose para a denominagéo
da doenca, iniciando nova fase de estudos em relacio a este fungo (LAZERA et al.,
2004).
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Evans (1949) encontrou diferencas soroldgicas entre isolados clinicos de C.
neoformans e identificou os sorotipos A, B e C. Mais tarde, VVogel (1966) descreveu o
sorotipo D em um isolado (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992).

Emmons (1955) demonstrou a relacdo saprobidtica do C. neoformans com
matéria organica rica em excretas de aves, principalmente fezes secas de pombos,
ninhos e solos contaminados, constituindo habitat natural do fungo (LAZERA et al.,
2004).

Staib (1962), utilizando extrato de fezes de aves em meios de cultura, observou
que C. neoformans produzia colonias de coloragdo marrom com produgdo de melanina
que, provavelmente, ocorria devido a presenca das sementes de Guizotia abyssinica que
estes passaros utilizavam em sua alimentacdo (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992).

O ciclo de vida completo do C. neoformans foi descrito por Kwon-Chung
(1975). Esta autora observou que o fungo apresentava dois mating types, o € a, e que
quando cruzados reproduziam a fase teleomorfa basidiomicética. Nesta fase o fungo foi
classificado como sendo pertencente ao género Filobasidiella (KWON-CHUNG e
BENNETT, 1992).

2.2 TAXONOMIA

Cryptococcus spp. é uma levedura basidiomicética encapsulada e a doenca
causada por tais leveduras é denominada criptococose. A infeccdo é causada
comumente pelas duas espécies, C. neoformans e C. gattii. C. neoformans apresenta

duas variedades, var. neoformans e var. grubii.

De acordo com Lacaz et al. (2002), C. neoformans esté classificado segundo sua
fase assexuada ou anamorfa e sexuada ou teleomorfa, conforme tabelas 1 e 2,
respectivamente.

Quadro 1: Designagdo das categorias taxondmicas da fase assexuada do Cryptococcus spp.
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CATEGORIA DESIGNACAO

Divisdo Eumycota

Filo Deuteromycotina

Classe Blastomycetes

Familia Cryptococcaceae

Género Cryptococcus

Espécie Cryptococcus neoforman e Cryptococcus gattii

*Extraido de : Lacaz et al., 2002

Quadro 2: Designagdo das categorias taxondmicas da fase sexuada do Cryptococcus spp.

CATEGORIA DESIGNACAO

Divisdo Eumycota

Filo Basidiomycotina

Classe Teliomycetes

Familia Filobasidiaceae

Género Filobasidiella

Espécie Filobasidiella neoformans

*Extraido de : Lacaz et al., 2002

Similaridades bioquimicas, morfoldgicas, epidemiol6gicas e genéticas
classificavam Cryptococcus neoformans em quatro sorotipos e dois sorogrupos — A e D
(variedade neoformans) e B e C (variedade gattii) (KWON-CHUNG e BENNETT, 1992
e MITCHELL et al., 1995). Estudos tém considerado incerta a relacéo entre a variedade
e os sorotipos. Recentemente foi proposta a separacdo do sorotipo A como uma
variedade diferente, a grubii que se apresentaria com caracteristicas genéticas diferentes
do sorotipo D (LACAZ, 2001; PAPPALARDO e MELHEM, 2003).

De acordo com Kwon-Chung et al. (2002), através de analise filogenética e
molecular de isolados, tanto clinicos quanto ambientais de C. neoformans, as variedades
se comportam como espécies distintas e diferenciadas, se caracterizando a variedade

neoformans como espécie C. neoformans e a variedade gattii como espécie C. gattii.

Cryptococcus gatti foi aceito taxonomicamente e classificado como espécie
somente em 2004 (SORREL, 2001; OLIVEIRA et al., 2004). Essa afirmacdo é
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corroborada através da diversidade fenotipica, habitat natural do agente, eco-
epidemiologia, manifestagBes clinicas, além da resposta a terapia antiflngica
diferenciada (SORREL, 2001; OLIVEIRA et al., 2004).

2.3 -FISIOLOGIA

Cryptococcus neoformans é um fungo capsulado que causa a micose
criptococose em pacientes imunossuprimidos, mas também pode acometer pacientes
imunocompetentes. E um fungo basidiomicético encontrado em todo o mundo e pode
fazer parte da microbiota normal humana em caréter transitério (BUCHANAN e
MURPHY, 1998).

Segundo Kwon-Chung e Bennett (1992) Cryptococcus neoformans e C.
gattii apresentam diferencgas soroldgicas, sendo identificados os sorotipos A, B, C, D e
AD. Estes sorotipos se diferenciam através da composicdo antigénica da cépsula
visualizada através da técnica de aglutinacdo em lamina utilizando Kits especiais
(MITCHELL e PERFECT, 1995).

Kwon-Chung (1984) observou que as duas espécies apresentam caracteristicas
metabolicas, fisioldgicas e epidemioldgicas diferenciadas. A variedade gattii foi
proposta em 1970, com base na morfologia atipica de uma amostra de C. neoformans
isolada a partir de liquido cefalorraquidiano de um menino africano com meningite
(CASADEVALL e PERFECT, 1998). Os basidiosporos da espécie C. neoformans, da
forma teleomorfica, sdo esféricos, alongados ou cilindricos, apresentando a parede
ligeiramente rugosa, enquanto os da variedade gattii sdo baciliformes com parede lisa
(KWON-CHUNG e BENNETT, 1992; LAZERA et al., 2004).

Mais de 90% das células leveduriformes possuem envoltdrio capsular de
polissacarideo constituido de carboidrato e uma glicuronoxilomanana, que pode ser
produzido in vivo ou in vitro. As diferengas na estrutura da glicuronoxilomanana seriam

responsaveis pelas diferencas antigénicas dos isolados de C. neoformans que resultam
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na diferenciagdo dos sorotipos descritos anteriormente. (KWON-CHUNG; BENNETT,
1992 e MITCHELL et al., 1995).

2.4 - ECOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

A aquisicéo de fungo C. neoformans ocorre mediante a inalacdo de propagulos
infecciosos que se encontram espalhados de forma cosmopolita e de acordo com a
variedade do fungo. Esses propagulos infecciosos podem permanecer no trato
respiratorio ou na pele, de forma transitdria ou, ocasionalmente, podem colonizar o
hospedeiro. C. neoformans encontrado em habitats variados tem como fontes principais
as fezes de aves, especialmente de pombos, bem como solo contaminado. E encontrado,
ainda, em arvores, como eucaliptos e madeira em decomposi¢cdo (KWON-CHUNG e
BENNETT, 1992).

Cryptococcus neoformans apresenta reproducdo sexuada e assexuada no seu
ciclo de vida. Na reproducéo sexuada ou forma teleomorfica € chamado Filobasidiella
neoformans. Este tipo de reproducdo se d& por heterotalismo, pelo sistema de locus e
dois alelos a e a. Nos isolados heterotalicos a fase dicaridtica ocorre por conjugacao de
duas células hapldides de sexualidade distinta (mating-type). Apds plasmogamia, hifas
dicarioticas apresentam carter hialino e ramificagdes regulares com liga¢des em ansa a
partir de conjugantes. Os basidios desenvolvem-se na porcdo terminal ou em
ramificacdo lateral da hifa e sdo longos, delgados, hialinos e sem septos, com dilatagéo
no pice em forma de clava onde ocorre cariogamia. O ndcleo zig6tico origina, ap6s
meiose, quatro nucleos haploides que, localizados em quatro sitios no &pice do basidio
dividem-se mitoticamente e de maneira repetida para formarem, por brotamento, 0s
basidiospéros ovalados, elipticos ou globosos, com parede levemente rugosa ou lisa,
unicelulares, gerando quatro cadeias de até 20 basidiosporos cada, completando assim o
ciclo sexual. Na fase assexuada ou anamorfa, quando é chamado de C. neoformans,
apresenta-se como levedura haploide, globosa ou ovalada, com 3 a 8 um de didmetro,
capsulado e reproduz-se por brotamento Unico ou multiplo a partir de qualquer ponto da

parede celular. Os blastoconidios podem permanecer unidos a célula-mée por um colo
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estreito. Em meios de cultivo apropriados apresentam-se como col6nia de cor branca a
creme, brilhante, de textura mucdide, margem lisa e inteira, com auséncia de pseudo-
hifa ou micélio, a temperatura de 25 ou 35° C (LAZERA et al., 2004).

C. neoformans tem sido isolado de vérias fontes ambientais e sua presenca esté
associada, em ambientes urbanos, com fezes acumuladas de aves, principalmente
pombos. Outros relatos demonstram sua presenca em ocos de arvores vivas. Isolados
tém sido obtidos a partir de diversos tipos de solo, poeira domiciliar, outros animais e
como colonizadores em seres humanos. A levedura encontra-se em baixas
concentracBes, em amostras oriundas de bico, pés e em swab retal de aves, em geral. E
importante levar em consideragdo que a elevada temperatura interna destas aves, em
torno de 42°C e a alta concentracdo de amdnia em suas excretas sdo fatores inibitorios
ao crescimento do fungo (SORRELL e ELLIS, 1997). Na década de noventa, no Brasil,
estudos demonstraram a presenca desta variedade em ocos de &rvores (Syzygium
jambolana, Cassia grandis, Senna multijuga e Ficus microcarpa) sugerindo sua relagéo
com madeira em decomposi¢do. Outros estudos buscaram o isolamento em ambientes
domésticos e arredores habitados por pacientes portadores da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), acometidos ou ndo por criptococose e observou-se
que pacientes vivendo em ambientes contaminados pelo fungo estavam mais
susceptiveis & aquisicdo da doenca (PASSONI et al., 1998 e LAZERA et al., 2000).

C. gattii é relatado como proprio de habitats em regides tropicais e subtropicais e
tem sido estudado como patdgeno emergente em criptococose humana e animal em
regides de clima temperado (KOHL et al., 1985 e BARTLETT et al., 2003). Este
bidtipo foi primeiramente isolado no sul da Australia em amostras provenientes da
espécie Eucalyptus camaldulensis. Posteriormente, foi também isolada a partir de
demais espécies de eucaliptos, como E. tereticornis, E. rudis, E. gomphocephala.
Recentemente descobriu-se, também, sua existéncia em madeira em decomposicédo e
ocos de arvores tropicais. Associa¢do entre a ocorréncia desta espécie e o periodo de
florescéncia do E. camaldulensis foi evidenciada nos paises: Australia, Brasil, Estados
Unidos, México e Italia (SORREL e ELLIS, 1997; LAZERA et al., 2000).
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Diferencas epidemioldgicas entre as espécies C. neoformans e C. gattii foram
demonstradas em 628 isolados clinicos provenientes de 97 laboratérios em todo o
mundo. Neste estudo, 100% dos isolados da Austria, Bélgica, Dinamarca, Franca,
Alemanha, Holanda, Italia, Suécia e Japdo pertenciam a antes denominada var
neoformans hoje, C. neoformans . Mais de 85% dos isolados da Argentina, Canada,
Reino Unido e dos Estados Unidos (exceto o sul da Califérnia) pertenciam a espécie C.
neoformans e o restante a C. gattii. No Brasil, Australia, Cambddja, Hawai, sul da
California, México, Paraguai, Tailandia, Vietnd, Nepal e em paises da Africa Central a
prevaléncia de C. gattii variou entre 35 a 100%. Dentre todos os isolados estudados,
70% pertenciam ao sorotipo A. O sorotipo D foi encontrado na Europa numa
porcentagem de 9% do total, sendo mais infrequente em outras regides do mundo.
Dentre os isolados pertencentes aos dois sorotipos da espécie C. gattii, o sorotipo B foi
cinco vezes mais prevalente que o sorotipo C. A maioria dos isolados pertencentes ao
sorotipo C eram provenientes do sul da Califérnia (KWON-CHUNG e BENNETT,
2002).

Em uma andlise conjunta de 467 isolados clinicos de C. neoformans de
diferentes regides brasileiras observou-se que 78% pertenciam ao sorotipo A, 18% ao
sorotipo B, 1,3% ao sorotipo AD, 1,5% ao sorotipo D, 0,2% ao sorotipo C e 1,5% se
apresentaram como ndo-tipaveis. O sorotipo A predominou em individuos masculinos
com AIDS em todo o Brasil, ficando concentrados nas Regides Sul e Sudeste, enquanto
0 sorotipo B ocorreu com maior frequéncia no Nordeste e predominou em hospedeiros
aparentemente normais, de maneira semelhante em ambos os sexos. Os sorotipos AD e
D, que também foram associados a AIDS, ocorreram principalmente nas Regibes Sul e
Sudeste. O sorotipo C foi identificado no Rio de Janeiro em paciente HIV-negativo com
doenca pulmonar obstrutiva cronica (NISHIKAWA et al., 2003).

As duas principais revisdes brasileiras sobre criptococose foram publicadas entre
0s anos de 1941 e 1992 (OLIVEIRA NETTO et al., 1993) e outra entre 1960 a 1989, a
primeira com 308 casos e a segunda com 171 (ROZEMBAUM e GONCALVES, 1994).
Esses autores analisaram principalmente aqueles casos descritos nas regides Sul e

Sudeste e observaram que nas duas Ultimas décadas predominou a associacdo da
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criptococose com AIDS, em homens, com prevaléncia da espécie C. neoformans. A
prevaléncia da doenga chega a ser de 8 a 12% nos centros de referéncia da Regido
Sudeste. J& nas Regides Norte e Nordeste o perfil epidemiolégico da doenca se
modifica, pois a micose atinge principalmente nativos destas regides, especialmente
criangas e individuos jovens e as taxas de mortalidade e letalidade s&o relativamente
elevadas (50 a 80% e 25 a 50%, respectivamente). Cavalcanti (1995), em estudo
realizado no Meio Norte do pais (Maranh&o-Piaui), no periodo entre 1986 a 1995,
observou que mais de 90% dos casos de criptococose em individuos aparentemente
normais do ponto de vista imunoldgico sdo causados pela espécie C. gattii que é
endémica na regido (LAZERA et al., 2004).

2.5 - PATOGENESE E FATORES DE VIRULENCIA

A patogénese do C. neoformans é determinada por trés fatores: as defesas do
hospedeiro, a viruléncia do microrganismo e o tamanho do in6culo. Considerando a
grande exposicdo humana, devido & ubiquidade deste fungo na natureza, pode-se
comprovar que o fator defesa do hospedeiro é determinante, j& que é baixa a prevaléncia
de infecgBes sintométicas. Entretanto, pacientes aparentemente saudaveis podem vir a
ter a criptococose dependendo da carga parasitaria que inalarem. Tal situacdo podera
ocorrer também quando houver diferengas em relacéo a viruléncia do fungo. O C. gattii
tem sido estudado com grande frequéncia, em relacéo aos seus fatores de viruléncia, ja
que esta é a espécie mais incidente em pacientes imunocompetentes (MITCHELL e
PERFECT, 1995). Taylor et al. (2002) relataram o primeiro caso de criptococose por C.

gattii em Singapura, ocorrida em paciente imunocompetente.

Baker et al. (1950), através do estudo de autopsias, relataram a existéncia de
infeccdo priméria pulmonar em individuos com e sem historia de criptococose. Neste
estudo, os autores estabeleceram similaridade entre a patogénese do Cryptococcus spp.
e Mycobacterium tuberculosis em seu estdgio inicial de infeccdo pulmonar devido a
presenca de infiltrado inflamatdrio neste 6rgdo. Cryptococcus spp. € inicialmente

inalado e chega aos pulmdes atingindo o espaco alveolar e, em seguida, é englobado por
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macrdfagos. Evidéncias demonstram que o foco pulmonar pode permanecer latente e a
implantacdo ou ndo da infeccdo dependerd inicialmente das defesas celulares do
hospedeiro, bem como do numero e viruléncia das particulas infectantes. A cpsula de
manoproteina e outros componentes da levedura sdo capazes de modular a resposta do
hospedeiro (MITCHELL e PERFECT, 1995; PERFECT e CASADEVALL, 2002).

Da mesma forma como ocorre em infec¢Bes flngicas causadas por
Paracoccidioides brasiliensis, Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum, no
C. neoformans a adesdo célula fungica/célula hospedeira e célula fungica/matriz
extracelular exerce papel decisivo na infec¢do. A adesdo ocorre devido & presenca de
moléculas como glicoesfingolipideos contidas na parede celular ou cépsula da célula
fungica. Em células patogénicas, a lactosilceramida é a provavel responsavel pela
adesdo da célula leveduriforme a célula do hospedeiro (KUROKAWA et al, 1998;
PERFECT e CASADEVAL, 2002).

Estudos soroldgicos realizados em individuos com histéria de exposicdo ao
fungo e com ou sem evidéncias de criptococose tém evidenciado que a prevaléncia da
infeccdo causada por Cryptococcus spp. € relativamente alta, entretanto a doenga pode
ser considerada rara (PERFECT e CASADEVALL, 2002).

Cryptococcus spp. possui um polissacarideo capsular de alto peso molecular
constituido de manoproteina, galactosilomanana e glucuronoxilomanana (GXM). O
GXM é o principal e maior polissacarideo capsular sendo constituido por 1,3-D-
manopironose, que é acetilada em sua porcdo terminal (6-0-acetil), B-D-xilopiranosil e
por B-D-glucuronopiranosil (BHATTACHARIIEE et al., 1992). A quantidade de o-
acetilacdo do GXM é que definira o sorotipo especifico deste fungo (STEENBERGEN e
CASADEVALL, 2003).

A cépsula tem sido demonstrada como um fator critico para a viruléncia do
Cryptococcus spp. por meio de estudos genéticos. Até o momento, quatro genes
capsulares foram caracterizados: CAP64, CAP60, CAP59 e CAP10. Diferencas

significativas foram notadas em infecgdes pulmonares quando mutante acapsular foi
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complementado com gene CAP64. Os isolados encapsulados produziram infec¢bes que
disseminaram para o cérebro mais rapidamente e induziram a uma resposta celular mais
significativa como aumento de infiltrado de macrdéfagos e neutréfilos nos pulmdes
(STEENBERGEN e CASADEVALL, 2003).

Outra funcéo da cépsula seria a inibicdo da ingestdo de células leveduriformes
por fagocitos. Para fagocitar, a célula fagocitaria necessitaria reconhecer a parede
celular do fungo pelas opsoninas. No caso do Cryptococcus spp., a cépsula teria a
funcdo de mascarar o reconhecimento pelos fagdcitos. Neste ponto, outra questdo deve
ser considerada, o tamanho da cépsula. Leveduras contendo cépsulas maiores (4um)
serdo mais dificilmente fagocitadas do que as que tiverem essas estruturas menores
(2um) ou forem acapsuladas (STEENBERGEN e CASADEVALL, 2003). Outras
evidéncias demonstram que apés a fagocitose, o polissacarideo capsular se acumularia
dentro de vesiculas nos macro6fagos promovendo efeitos citotoxicos, levando a morte
destas células. Isto explicaria também a diminui¢do da migracdo leucocitaria nos sitios
inflamatorios, bem como nos pulmdes (STEENBERGEN e CASADEVALL, 2003).

Uma caracteristica, que diferencia isolados patogénicos de Cryptococcus spp. de
outras espécies de Cryptococcus ndo-patogénicos, € a habilidade, em meios de culturas
especiais como o meio de Staib, em produzir colonia com pigmentagdo marrom a negra
(LACAZ et al. 2002) . Esta pigmentacdo, primeiramente descrita por Staib (1962), é
consequéncia de um composto melaninico produzido por Cryptococcus spp. devido a
presenca da enzima lacase, a difenoloxidase, que é capaz de polimerizar compostos
difendlicos (BUCHANAN e MURPHY, 1998). Hernandez et al. (2003), em Cuba,
estudando 86 isolados de C. neoformans, quanto a tonalidade das colénias devido a
producéo de melanina em meio extrato de semente de girassol, observaram que 54,7 %
dos isolados apresentaram colonias com pigmento marrom intenso, 5,8% com
pigmentacdo marrom clara e 37,2% coloracdo intermediaria entre as duas descritas.
Apenas dois isolados apresentaram col6nias com coloracdo esverdeada. Este é um
importante critério para comparar a atividade da enzima fenoloxidase neste

microrganismo.
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A melanina encontra-se na parede celular do Cryptococcus spp. e contribui para
sobrevivéncia do fungo por manter a integridade deste envoltério. Em geral, sdo
macromoléculas formadas por polimerizacdo oxidativa de compostos ind6licos ou
fendlicos, sdo hidrofobicas e carregadas negativamente. No C. neoformans vérios tipos
de melaninas fungicas tém sido identificadas e as duas mais importantes, a DHN-
melanina e a DOPA-melanina, vém sendo correlacionadas diretamente & patogénese da
doenca (LANGFELDER et al., 2003). Este composto ¢ um radical livre, estavel,
insolivel em solventes fisioldgicos e resistente a degradacdo &cida. A levedura do
género Cryptococcus é capaz de sintetizar melanina a partir de catecolaminas como L-
DOPA, dopamina, norepinefrina e epinefrina, o que comprova sua viruléncia para
hospedeiros humanos (STEENBERGEN e CASADEVALL, 2003). A produgédo de
melanina é uma caracteristica importante para a sobrevivéncia do Cryptococcus spp. no
ambiente, pois estes fungos sdo também capazes de utilizar compostos difenélicos na
natureza para conversdo em compostos intermediarios e subsequentemente produzir esta
substancia. Todavia, estes microrganismos ndo produzem melanina a partir de
catecolaminas do solo, sugerindo nédo ser esta a via preferencial para producgdo deste
composto (BUCHANAN e MURPHY, 1998).

A capacidade de produzir manitol pelo Cryptococcus spp. contribui para a
sobrevivéncia deste no hospedeiro. Experiéncias tém demonstrado que altas
concentragcdes de manitol no sistema nervoso central contribuiriam para formacéo de
edema cerebral e este € um precursor para radicais hidroxila, o que levaria a protecéo
dos microrganismos contra descargas oxidativas e, com isto, aumentaria a resisténcia ao
estresse do hospedeiro (BUCHANAN e MURPHY, 1998).

A producéo de superdxido desmutase (SOD) pelo Cryptococcus spp. a 37° C é
capaz de compensar possiveis decréscimos de producdo de melanina a esta temperatura.
Estudos tém demonstrado que as fosfolipases produzidas por fungos seriam capazes de
romper a membrana das células de mamiferos. Proteases, por sua vez, digeririam
proteinas plasmaticas humanas como caseina. Este fator seria importante para o
mecanismo de iniciacdo da invasdo tecidual deste microrganismo no hospedeiro
(BUCHANAN e MURPHY, 1998).
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A urease hidrolisa uréia em aménia e carbamato, resultando em elevacéo do pH.
Esta capacidade, além de ser utilizada como caracteristica importante, que auxilia na
identificacdo de Cryptococcus spp., ja que a maioria dos isolados sdo capazes de
produzir esta enzima, pode ser também considerada como fator de viruléncia
(STEENBERGEN e CASADEVALL, 2003).

Proteinases tém sido demonstradas como importante fator de viruléncia, tanto
em fungos quanto em bactérias. Tanto isolados ambientais quanto clinicos de
Cryptococcus spp. demonstraram atividade de proteinases. Esta atividade demonstra
capacidade em degradar colageno, elastina, fibrinogénio, imunoglobulinas e fatores do
complemento. Proteinases criptococdcicas podem provocar lesdo tecidual, a qual
fornece nutrientes para o patdgeno e protecdo contra a resposta imune do hospedeiro
(STEENBERGEN e CASADEVALL, 2003).

2.6 — MANIFESTACOES CLINICAS

A criptococose € uma doenga grave que acomete primordialmente pacientes
imunocomprometidos, especialmente pacientes com AIDS. Portanto, trata-se de uma
doenca basicamente oportunista, de distribuicio mundial, assim como o pat6genos
Cryptoccoccus neoformans e C. gattii, seus agentes. Importante agente de infeccéo
fatal, microrganismos do género Cryptococcus ocorrem em 5 a 10 % dos pacientes com
AIDS no mundo todo e causa meningoencefalite fatal em hospedeiros normais nas areas
tropicais e subtropicais, sendo considerado o mais importante agente etioldgico de
meningite fangica em pacientes imunossuprimidos (AMANUEL e JEMANEH, 2002;
CASALI et al., 2003).

Cryptococcus spp. infecta os pulmbes mas pode se disseminar para a pele,
prostata e 0ssos; entretanto, possui predilecdo pelo sistema nervoso central
(MITCHELL e PERFECT, 1995). As manifestagdes clinicas da criptococose
apresentam aspectos variados podendo ocorrer lesbes tegumentares de tipos
dermatoldgicos diferentes e lesbes viscerais, sendo as meningoencefélicas as mais

comuns. As lesdes pulmonares podem ser secundarias ou primarias e, neste caso, 0
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quadro clinico pode se assemelhar a um quadro gripal ou até mesmo ao de tuberculose.
Nos casos em que ocorrem lesBes mistas, um grande nimero de &rgdos fica
comprometido como pele, mucosas, ganglios, meninges, articula¢des, pulmdes e 6rgéos
genitais (LACAZ et al., 2002).

A criptococose pode ser classificada em trés formas clinicas: pulmonar
regressiva, pulmonar progressiva e disseminada. A forma pulmonar regressiva é de
dificil diagndstico, pois as lesdes pulmonares primarias, por vezes, passam
despercebidas. A criptococose pulmonar progressiva corresponde a cerca de 10% dos
casos clinicos. Esta forma apresenta lesdes cisticas pulmonares contendo densa massa
de células fangicas, além de pouca reacdo inflamatéria do parénquima, com
sintomatologia inespecifica e escassa, podendo ocorrer tosse, escarro mucoide e dor
toracica pleuritica. O achado radioldgico indica nddulo, em geral de mais de 3 cm de
diametro, periférico e, na maioria das vezes, Unico, ocorrendo nos lébulos inferiores.
Esses nddulos raramente calcificam. Na criptococose disseminada, que corresponde a
cerca de 90% dos casos clinicos, ocorre disseminacdo hematogénica do agente que
atinge qualquer 6rgdo ou sistema, porém com particular tropismo pelo sistema nervoso
central. A manifestacdo mais frequente de disseminacdo é a meningoencefalite
subaguda ou crénica. Lesdes hematogénicas osteoarticulares ocorrem em cerca de 5%
dos casos. Podem ser acometidos 0s rins, supra-renais e prostata e lesdes cutaneas séo
observadas em 10% dos casos (SILVA et al. 2003; LAZERA et al., 2004).

Apo6s a era dos transplantes e, no momento, com a epidemia de AIDS, a
frequéncia de criptococose tem aumentado de maneira significativa. Alguns aspectos da
criptococose foram drasticamente alterados com o inicio da AIDS e, mais recentemente,
também pelo tratamento dos pacientes com o coquetel antiretroviral, ou seja a HAART
(Highly Active Anti-Retroviral Therapy) (LACAZ et al., 2002; PAPPALARDO e
MELHEM, 2003).

Isolados de Cryptococcus spp. provenientes de pacientes com AIDS

apresentaram envoltorio capsular pequeno, apesar destes individuos possuirem altos

titulos de antigenos capsulares em seu soro. Tal observacdo daria suporte & afirmacéo
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sobre a teoria de que, em grupos de pacientes com AIDS este fungo se apresentaria de
forma diferente do que em outros grupos (MITCHELL e PERFECT, 1995).

As manifestacBes clinicas da criptococose em pacientes com AIDS geralmente
se ddo por febre e cefaléia, mal-estar e vomitos, podendo ocorrer em 7 a 8 % dos
pacientes lesdes cutaneas, simulando molusco contagioso (LACAZ et al., 2002). Podem
ocorrer também nauseas e dispnéia sendo que os sintomas pulmonares se devem a
outras manifestacOes clinicas, como por exemplo, pneumonia por Pneumocystis carinii.
Apenas uma pequena porcentagem chega a apresentar sintomas de meningite como
pescoco rigido, fotofobia ou visdo dupla. Usualmente podem ocorrer sintomas orais,
linfadenopatia difusa e perda de peso. Em 12 a 18% observa-se sonoléncia e confuséo
(KOWN-CHUN e BENNETT, 1992).

Em individuos imunocompetentes as células TCD, e TCDg sdo responsaveis
pela restricdo da disseminacdo do C. neoformans, o que ndo ocorre em pacientes com
AIDS. Nestes pacientes os niveis de CD, estdo em niveis baixos e, quando abaixo de
200 mm?® ocorre diminuicdo da capacidade de barrar possiveis disseminacdes. Estes
mondcitos sdo considerados marcadores de imunidade nestes pacientes (KWON-
CHUNG e BENNETT, 1992; MITCHELL e PERFECT, 1995).

2.7 - DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagndstico € imediato mediante o exame microscopico direto do liquido
céfalo-raquidiano com tinta Nanquim em 80% dos pacientes infectados com AIDS e em
50% de pacientes ndo-portadores de AIDS, devido a visualizagdo de cépsula. Em
materiais nobres como liquor, o achado das células leveduriformes capsuladas define o
diagndstico de criptococose. Materiais a partir de bidpsias também podem ser
analisados por anatomia patoldgica, com coloragdes especificas como mucicarmim de
Meyer, que evidencia a capsula em vermelho ou pelo PAS ou, ainda, impregnacéo pela
prata, pelo método de Gomori-Grocott, que evidencia a parede celular das leveduras,

apesar de ndo demonstrar a cdpsula. A coloracdo de Fontana Masson pode ser utilizada
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para evidenciar o deposito de melanina na parede do fungo, enquanto a hematoxilina-
eosina pode ser Util em rotina para avaliacdo do padrdo das lesdes e evidenciar a capsula
do fungo (LACAZ et al., 2002; LAZERA et al., 2004; PERFECT e CASADEVALL,
2002).

Apos realizacdo de exame microscépico do liquor deve ser realizado o cultivo
para o Cryptococcus spp. em &gar Sabouraud dextrose, que deve estar isento de
actidione (cicloheximida), ja que este género € inibido por esta substancia. O isolamento
do fungo pode ser realizado também no &gar extrato de malte. Em ambos 0s meios a
levedura cresce e produz col6nias de coloragdo creme com aspecto brilhante, viscoso e
umido, apos cerca de trés a sete dias de incubagao. Apds cerca de um més as colénias
mucosas fluem na superficie e, quando cultivadas em tubo, acumulam-se no fundo. A
temperatura de incubagdo deste fungo poderad variar entre 25 a 37° C sendo esta
caracteristica muito importante, uma vez que outras espécies do género Cryptococcus
ndo crescem a 37°C (FISHER e COOK, 2001; LAZERA et al., 2004).

O uso de preparagdes com tinta Nanquim (tinta da China) em exames diretos para
visualizacdo das células leveduriformes, com evidenciacdo da capsula e a realizacéo de
cultura do fungo sdo, hoje, as metodologias mais empregadas para o diagndstico de
infeccéo criptocdcica (LACAZ et al., 2002).

Figura 1: Exame micoldgico direto de liquor, evidenciando a capula de Cryptococcus
neoformans, utilizando tinta Nanquim, aumento de 400 X (A) e branco de calcofluor,
aumento de 100 X(B)

*Extraido de : Lacaz et al., 2002

Todas as espécies de Cryptococcus sdo nao-fermentadoras e produzem a enzima

urease. Entretanto, C. neoformans e C. gatii s&o dos poucos capazes de crescer a 37°C e
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produzir uma fenoloxidase. Um meio de cultura contendo extrato aquoso de sementes
de niger (Guizotia abyssinica), também chamado &gar niger ou meio de Staib (STAIB,
1962) permite o crescimento de coldnias com coloracdo marrom devido a presenca da
fenoloxidase, enquanto outras leveduras crescem mas ndo apresentam esta coloragdo
(LACAZ et al., 2002). Este meio é preparado utilizando em sua composi¢do, além do
extrato de sementes de niger e glicose, o cloranfenicol e a gentamicina para inibigéo de
bactérias e solucdo de difenil, que funcionard como indicador (MUSSA et al., 2000;
PERFECT e CASADEVALL, 2002).

Para distin¢do entre as espécies C. neoformans e C. gattii, pode-se utilizar o
meio de CGB, constituido por canavanina, glicina e o indicador azul de bromotimol.
Neste meio, C. gattii cresce normalmente, j& que é resistente & canavanina e é capaz de
utilizar a glicina como Unica fonte de nitrogénio e carbono e, desta forma, produz
amonia, elevando o pH, o que modifica a coloracdo do meio para azul-cobalto, devido a
presenca do azul de bromotimol. C. neoformans ndo cresce neste meio, pois é
naturalmente sensivel & canavanina. A assimilacdo de D-prolina também podera ser
utilizada, com o mesmo objetivo, apesar de sua menor sensibilidade, conforme
observado por Nishikawa (1995), ao analisar 37 isolados de C. gattii e 193 de C.
neoformans e comparar estes dois testes. Dentre os isolados de C. gattii, 1% deles
correspondeu a resultado falso-negativo (LACAZ et al., 2002; LAZERA et al., 2004).

Os testes soroldgicos utilizados para deteccdo de polissacarideo capsular e no
diagndstico de infeccBes criptococicas invasivas sdo bastante especificos e sensiveis
(=90%). O método mais comumente usado para detecgdo do antigeno é o teste de
aglutinacdo em latex, e, ocasionalmente, métodos imunoenzimaticos também sdo
utilizados. Resultados falso-positivos podem ser encontrados devido a reagdo cruzada
em decorréncia de polissacarideo capsular de Trichosporon beigelii ou de fator
reumatdide. Este ultimo interferente poderd ser bastante reduzido por meio de
tratemento adequado tratamento do espécime clinico. Resultados falso-negativos
poderdo ocorrer também, raramente devido & presenca de imunocomplexos, efeito
prozona ou altos titulos, ou ainda por isolados com pequeno didmetro capsular.

Antigenos de Cryptococcus spp. podem ndo ser detectados durante a infecgéo ativa,
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devido a seus baixos niveis, porém com a melhora clinica, 0s niveis antigénicos vao se
tornando detectaveis. Desta forma, ndo sdo utilizados para fins diagndsticos ou para
deciséo terapéutica (PERFECT e CASADEVALL, 2002).

2.8 - TRATAMENTO

O tratamento da criptococose tem sido alvo de inumeros estudos atualmente e
somente trés classes de drogas antifungicas tém sido consideradas para este fim: os
poliénicos (anfotericina B), 0s azdis (cetoconazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol)
e o derivado piramidinico (5-flucitosina). No entanto, algumas destas drogas
administradas no tratamento de infec¢Bes fangicas apresentam altas taxas de falha e a
emergéncia de resisténcia fungica intrinseca € um problema crescente (DENNING,
2003).

A emergéncia macica de doencas fangicas associadas com a AIDS, na década de
oitenta, e a freqliéncia aumentada de micoses fatais associada com o uso aumentado de
terapias medicas imunossupressivas, desde 1970, estimularam os estudos dirigidos para
a descoberta de novos agentes antifingicos. Os resultados podem ser vistos em seis
novos agentes, representantes de duas classes antifungicas, as quais foram recentemente

licenciadas para uso ou estdo na fase trés dos testes clinicos (ODDS et al., 2003).

Dentre os seis novos agentes antifingicos, o posaconazol, o ravuconazol e o
voriconazol pertencem a classe dos azois e a subdivisdo dos triazolicos que corresponde
a classe mais bem-sucedida em relacéo a terapia antifingica desde 1960. Os outros trés,
anidulafungina, caspofungina e micafungina sdo equinocandinas e sucessoras da
ciclofungina, cujo uso terapéutico foi abandonado em 1980. O ritmo da descoberta e
desenvolvimento de antiflngicos é excessivamente lento e os novos antifiingicos citados
anteriormente comecgaram seus caminhos na clinica em 1980. Desde esta época hd uma

caréncia por novos agentes antiflngicos de uso terapéutico (ODDS et al., 2003).
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Existe uma diversidade de alvos para agentes antifungicos. Contudo, em termos
de numeros de classes de agentes que podem ser usados para o tratamento de micoses,
os alvos estdo focados direta ou indiretamente no envelope celular (parede ou
membrana plasmatica) e, particularmente, no esterol da membrana flngica, o ergosterol,
e na sua biossintese. Alvos em outra parte da célula sdo uma inovagéo para bioavaliagdo

sistematica de agentes antifingicos (ODDS et al., 2003).

Os antifngicos poliénicos incluem trés compostos principais: natamicina,
nistatina e anfotericina B. Apesar de sua toxicidade, a anfotericina B continua sendo a
droga de escolha no tratamento de infecgBes flngicas sistémicas, incluindo aquelas
devido a patdgenos emergentes e resistentes aos azbis. A anfotericina B atua
aumentando a permeabilidade da membrana celular flngica, ligando-se ao ergosterol
presente na membrana. Ela também interage com o colesterol na membrana celular
humana, o que provavelmente confere seus efeitos toxicos que frequientemente obrigam
a interrupcdo do tratamento. Entretanto, esta droga apresenta um amplo espectro de
atividade. Resisténcia priméria e desenvolvimento de resisténcia a anfotericina B sdo

bem documentadas em microrganismos como Candida lusitaniae (PAUW, 2000).

A 5-flucitosina, um andlogo da droga antineoplésica 5-fluorouracil, inibe a
sintese de &cidos nucléicos da maioria das espécies de Candida e C. neoformans. A
penetracao da droga dentro das cavidades do corpo, incluindo o fluido cerebroespinhal é
boa, mas seu uso clinico é limitado pela ocorréncia comum de resisténcia priméria, bem
como de resisténcia adquirida, particularmente quando utilizada isoladamente. Altas

doses de 5-flucitosina podem suprimir a hematopoiese (PAUW, 2000).

Os azdis estdo divididos em imidaz6is como, miconazol e cetoconazol e os
triazdis como fluconazol e itraconazol. Os ultimos tém superado completamente 0s
compostos antigos para o tratamento de infeccdes invasivas em doengas criticas devido
a sua maior eficicia e baixa toxicidade. Os triazdis ndo afetam a formacdo de
androgenos adrenais, mas a interacdo com o citocromo P-450 pode causar distirbios em
enzimas hepéticas. O uso prévio ou concomitante de rifampicina, fenitoina,

carbamazepina e fenobarbital deverédo ser evitados e, pacientes recebendo ciclosporina,
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deverdo ter uma imediata redugdo da dose desta droga quando estdo para ser tratados
com um triazol. E necessario o monitoramento freqiiente dos niveis séricos. Além disso,
0s azbis podem aumentar os niveis intracelulares de drogas citotoxicas como a
vincristina e antraciclinas (PAUW, 2000).

As equinocandinas atuam inibindo a sintese de B-1,3-glucana da parede flngica
e esta representa o primeiro alvo novo, em vinte anos de descoberta de antiflngicos, em
termos de drogas de uso clinico (ODDS et al., 2003).

Quando tratados com drogas antifungicas, patdégenos fungicos tém, em principio,
a capacidade de superar sua acéo inibitoria pelos mecanismos de resisténcia especificos.
A resposta bioldgica tem frequientemente sido usada para identificar alvos celulares de
drogas antifungicas pela realizacdo de testes in vitro capazes de avaliar a habilidade de
mutantes resistentes a drogas antifingicas. Clinicamente, sempre que agentes
antifangicos sdo usados para combater infecgdes, a exposi¢do dos patdgenos fungicos a
estes agentes pode causar 0 aumento de isolados resistentes. O aumento no nimero de
infeccBes flngicas documentadas em diversas areas hospitalares, em todo o mundo,
pode potencialmente favorecer a ocorréncia deste fendmeno, assim como o nimero de
tratamentos com doses elevadas de antifungicos. A ocorréncia de resisténcia seré
dependente do tipo de patdgeno flngico a ser tratado e do tipo de agente antiflngico
aplicado. A resisténcia as drogas antifungicas é medida pelo aumento na concentracéo
inibitéria minima (CIM) quando comparada a valores de susceptibilidade de
microrganismos de referéncia. Tém sido reportadas trés classes de drogas antifingicas
com resisténcia documentada: os poliénicos, os analogos de piramidina e os azois
(SANGLARD, 2002).

A anfotericina-B deoxicolato tem sido considerada o padrdo ouro para 0
tratamento das infec¢bes fungicas mais graves. O desenvolvimento de novas
formulacGes de anfotericina-B, as quais usam lipossomas ou complexos lipidicos como
sistema de liberacéo e a introducdo dos compostos azdlicos depois de 1980 e antes de
1990, representaram um avango importante no tratamento de infec¢des flngicas, devido
aos seus perfis de seguranca favoraveis e farmacocinética. A introducéo destes novos

agentes antifangicos facilitou um método mais agressivo para a profilaxia e tratamento
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de infecgdes flngicas no passar das décadas, levando & preocupagdo com a emergéncia
de microrganismos resistentes (CANUTO e RODERO, 2002).

Diversos agentes antifingicos como as equinocandinas e 0s novos triazdis esto
agora sendo avaliados ou em fase de desenvolvimento clinico avangado. Entretanto, a
combinacdo sinérgica de antifingicos tem diversas vantagens, incluindo o potencial
para diminuicdo do desenvolvimento de resisténcia as drogas, um amplo espectro
antifingico e uma reducdo potencial na dose e toxicidade de cada medicamento. Um
exemplo de combinacdo que tem sido usada no tratamento, com sucesso, € a
administracdo de anfotericina-B e 5-flucitosina para o tratamento de meningite
criptocdcica. Outra combinacdo de drogas é a associacdo anfotericina-B e fluconazol,
apesar de que teoricamente poderia ser antagonica, pois os azdis induzem a deplegéo de
ergosterol, o alvo celular da anfotericina B, entretanto, tem sido utilizada na clinica
(LUPETTI et al., 2003).

Os medicamentos mais usados para 0 tratamento da criptococose s&o
anfotericina B, 5-flucitosina e fluconazol. O tratamento da criptococose meningea
associada a AIDS é feito em duas fases: a primeira, ou fase aguda, que duraria em torno
de 6 a 10 meses e a segunda, chamada de fase de manutencéo, por periodo indefinido.
Geralmente os autores consideram dois resultados negativos como critério para
determinar a mudanca entre estas duas fases. Usualmente, pacientes com AIDS s&o
tratados na fase inicial com anfotericina B, acompanhada ou ndo por 5-flucitosina, mas
relatos de recidivas sdo muito comuns, em torno de 50 a 75%, se a terapia for
descontinuada. Campos et al. (1992) relataram menores efeitos colaterais, menor
recidiva e prolongamento de vida nos casos em que foram associados estes dois
medicamentos. Durante a fase de manutencdo tém-se utilizado fluconazol por periodo
indefinido, j& que este triazol possui excelente atividade antifingica e atinge boa
concentragdo no sistema nervoso central. De acordo com Saag et al. (2000), nos Estados
Unidos, este esquema terapéutico foi capaz de reduzir a mortalidade em pacientes com
AIDS de 14 a 25 % para 6 % (PAPPALARDO e MELHEM, 2003).
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Para tratamento das formas pulmonares progressiva e disseminada, tanto em
pacientes imunocompetentes como em imunossuprimidos existe indicagcdo de
tratamento com antifngico especifico. Para formas exclusivamente pulmonares, pode-
se utilizar itraconazol por seis meses ou mais, de acordo com a evolugdo da doenga
(LAZERA et al., 2004).

As associacdes entre anfotericina B e azois ou 5-flucitosina tém sido usadas em
pacientes imunocomprometidos para formas disseminadas da criptococose. Entretanto,
0 uso isolado de 5-fluocitosina ndo é recomendado, pois cerca de 5% dos isolados de C.
neoformans sdo primariamente resistentes a esta droga podendo ocorrer selecdo e

surgimento de resisténcia secundaria (LAZERA et al., 2004).

O itraconazol, que também possui excelente atividade antifingica tem
demonstrado bons resultados no tratamento especifico da criptococose, porém ndo
representa uma droga de escolha para o tratamento inicial das formas meningeas.
Apesar desta droga ndo atravessar a barreira hematoenceféalica, os resultados observados
no tratamento de meningoencefalite criptocdcica podem estar relacionados a grande
concentragdo da droga no tecido cerebral, ja& que possui carater lipofilico. Sua
biodisponibilidade variavel e falta de formulacdo venosa promove limitagGes quanto ao
seu uso (LAZERA et al, 2004).

Ellis et al. (1999) avaliaram a atividade in vitro da terbinafina comparada ao
fluconazol frente a 205 isolados de Cryptococcus neoformans obtidos de amostras
clinicas e ambientais. Foram realizados testes de susceptibilidade segundo metodologia
de microdiluicéo, de acordo com padronizagdo do CLSI (2005), documento M27-A. Os
resultados obtidos demonstraram que a terbinafina pode ser usada para tratamento de
criptococose, ja que efeito sinérgico entre esta droga e fluconazol foi claramente

demonstrado.
O repetido e prolongado uso de az6is em tratamentos de pacientes HIV positivos

com infecgbes flingicas de mucosas no periodo precedente a introducdo da terapia

antiretroviral, altamente ativa, tem favorecido a aquisi¢do de resisténcia a essas drogas

41



em diversos patdgenos fungicos. Entre estes patdgenos estdo espécies de Candida, na
maioria, incluindo C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis, C. tropicalis e C.
neoformans. Resisténcia aos azdis em infeccbes flngicas sistémicas de pacientes
gravemente imunocomprometidos é muito mais freqlente e tem sido descrita
principalmente para as espécies C. albicans e Aspergillus fumigatus. Mecanismos de
resisténcia aos azois tém sido mais extensivamente investigados nos Ultimos anos, nos
quais um grande numero de isolados de leveduras foram avaliados por trabalhos
laboratoriais (SANGLARD, 2002).

2.9-TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE

Baseado na existéncia de fendtipos cada vez mais resistentes as drogas
antifingicas, o que tem ocasionado, cada vez mais, falhas na terapia medicamentosa
antifingica, tornou-se de grande importancia o desenvolvimento de métodos que
pudessem direcionar uma melhor conduta terapéutica. Dentre os métodos atualmente
existentes, a diluicdo em meio liquido e em &gar e a difusdo em &gar sdo as alternativas
que se encontram disponiveis para realizacdo de teste in vitro. A validacdo destes testes
é feita pela comparagdo entre os mesmos. Nestes métodos, a determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) da droga contra o microrganismo seré
correlacionada a susceptibilidade do mesmo microrganismo (COLOMBO e ALVES,
2004).

Na década de 80, grupos de pesquisadores norte-americanos e europeus se
dedicaram em desenvolver metodologias de referéncia e entdo criaram, respectivamente
e separadamente o National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
denominado, a partir do ano de 2005, como Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) e o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
por meio do Subcommittee on Antifungal Susceptibility Testing (AFST). Para
realizacéo de testes de susceptibilidades em fungos leveduriformes, o NCCLS elaborou,
em 1997, o documento M27-A que, no ano de 2002, sofreu alteracbes e passou a ser

denominado como M27-A2. Entretanto, para o C. neoformans, que é uma levedura ndo-
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fermentadora de glicose, 0 documento apresenta limitacGes que estdo relacionadas a seu
crescimento (PAPPALARDO e MELHEM, 2003).

Figura 2: Placa de microtitulagéo de acrilico com 96 pocos

Extraldo de.
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/
boas_praticas/modulo5/image/figura2.jpg

Anteriormente ao documento M27-A (1997), o NCCLS, atualmente CLSI,
padronizou a execucao de testes de susceptibilidade pela metodologia de macrodiluigdo
em meio liquido relatada no documento M27-P. As duas metodologias apresentam-se de
forma semelhante, todavia na metodologia de macrodiluicdo o volume do meio de
cultura sintético RPMI-1640 requerido é maior e os testes sdo realizados em tubos de
ensaio. O método mais recentemente padronizado pelo CLSI, o documento M27-A2, ¢é
realizado pela microdiluicdo em meio liquido. Utiliza-se um indculo final na ordem de
10° células/mL e para cada droga sio testadas 10 diluicdes. A droga mais o inéculo sdo
incubados conjuntamente em placas de microtitulacdo. As leituras das concentragdes
inibitorias minimas séo realizadas por meio de método visual (ESPINEL-INGROFF et
al., 1998; NCCLS, 2002; COLOMBO e ALVES, 2004).

O método padronizado pelo EUCAST é bastante semelhante ao do CLSI, no
entanto, neste documento algumas modificacdes sdo propostas e podem melhorar 0s
resultados para C. neoformans. Neste método, o meio liquido utilizado para o
desenvolvimento dos testes é acrescido de 2% de glicose, o in6culo é maior e a leitura
das placas é realizada pelo método espectrofotométrico (COLOMBO e ALVES, 2004).
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Dentre os métodos baseados em Aagar-difusdo para realizagdo de testes com
Cryptococcus spp. 0 mais recomendado atualmente é o do E-test (AB-Biodisk, Solna,
Suécia) que consiste em uma fita plastica contendo droga em diferentes concentracfes
expressas no reverso da tira. Quando colocada na superficie do meio solidificado, a
droga contida na fita se difundira rapidamente para o meio, mantendo por longos
periodos um gradiente fixo de concentragdo em torno da fita. A difusdo da droga a partir
da fita para o agar causa inibicdo do microrganismo em caso de sensibilidade a droga,
gerando uma area de ndo crescimento em formato de elipse. A concentragdo inibitoria
minima é lida exatamente no ponto onde a tira intercepta a elipse de inibicdo de
crescimento (AB BIODISK, 1998; LAZERA etal., 2004).

Numerosos trabalhos no Brasil e no mundo tém sido publicados para auxiliar na
validacdo das metodologias atualmente empregadas para determinagdo de
susceptibilidade fangica frente a drogas antifingicas. Tais trabalhos tém auxiliado no
sucesso da terapéutica medicamentose ja que estabelece correlacdo entre a CIM e a
susceptibilidade do fungo a droga antifiingica (PAPPALARDO e MELHEM, 2003).

Figura 3: Halo de inibicdo do crescimento de
C. neoformans com agente antifingico

L L _.'_.'_I. 1. .Ilel #

Extraido de : http://www.sciel-o.br/img/
revistas/spmj/vl12n4/a2fig2.gif
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Isolar Cryptococcus spp. a partir de fontes ambientais e de espécimes clinicos
provenientes de pacientes portadores de criptococose no estado de Minas Gerais,
determinar as espécies e avaliar o perfil de susceptibilidade, in vitro, dos isolados

obtidos frente a agentes antiflngicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Isolar Cryptococcus spp. de fontes ambientais como fezes de pombos, ocos de
arvores e madeira em decomposicao;

+ Isolar Cryptococcus spp. a partir de espécimes clinicos de pacientes
hospitalizados, portadores de criptococose;

4+ Determinar a espécie de todos os isolados obtidos;

4 Avaliar o perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos e ambientais de
Cryptococcus spp. frente aos antifingicos anfotericina-B, 5-flucitosina,
fluconazol, itraconazol, voriconazol e terbinafina, pelo método do CLSI;

4 Avaliar o perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos e ambientais de C.
neoformans frente aos antifungicos anfotericina-B, 5-flucitosina, fluconazol e
itraconazol pelo método do E-test;

4+ Comparar os resultados obtidos entre as duas metodologias utilizadas;

4+ Comparar os resultados obtidos das concentragfes inibitrias minimas (CIM)
das amostras ambientais com as de origem clinica;

4 Caracterizar os pacientes segundo alguns aspectos como sexo, idade, condigdes

clinicas, fatores predisponentes e usos de agentes antifngicos e antibacterianos.
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS AMBIENTAIS

4.1.1 Amostras ambientais
Foram colhidas amostras ambientais de fezes de aves, ocos de &rvores e madeira
em decomposicdo provenientes do Campus da Pampulha da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e de fezes de aves de criadouros e ambientes diversos em Belo
Horizonte, Minas Gerais. Para coleta dos materiais bioldgicos, foram utilizadas placas
de Petri de vidro esterilizadas em autoclave para coleta dos materiais bioldgicos. Foram
coletados cerca de 1 a 10 g dos materiais bioldgicos para realizagcdo dos procedimentos

de isolamento.

Figura 4: Locais de coletas das amostras ambientais no campus da UFMG, (A) Instituto
de Ciéncias Biologicas, (B) Biblioteca Central, (C) madeira em decomposicéo, (E) oco
de arvore

Extraido de: Fotos autor
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4.1.2 Isolamento

As amostras ambientais foram diluidas ou homogeneizadas na proporgéo de 1:10
em solucdo esterilizada de cloreto de sodio 0,85% acrescida de 0,05 mg/mL de
cloranfenicol e mantidas sob agitacdo durante 30 minutos. ApOs este periodo
permaneceram estaticas por cerca de uma hora e, em seguida, aliquotas de 100 pL
foram semeadas em triplicata em placas de Petri de 90 mm contendo meio de Staib
(meio acrescido de solucdo aquosa de sementes de Niger - Guizotia abyssinica). As
placas foram incubadas por sete dias a 25 °C. As colonias de coloragdo marrom

caracteristicas de C. neoformans foram repicadas em &gar Sabouraud dextrose (DIFCO).

Solucéo de salina esterilizada com Cloranfenicol a 0,05 mg/mL

Cloreto de SOI0.......cocoveveeeee e 0,859
Cloranfenicol.........cccoovveeiiiiii e 0,005 ¢
Agua destilada...............ccveeeverereereeeneees s 100,0 mL

A solucéo foi esterilizado em autoclave por 15 min a 121° C.

Meio de Staib (Com Cloranfenicol e Gentamicina)

Extrato de semente de niger *........cccccevvvvvvverienen 200,0 mL
GlICOSE. ..t 1049
Cloranfenicol.........cooccviiieciiii e, 400,0 mg
GENtAMICING. ...eec e e e 25,0 mL
SOIUGAO diIfenil™  .......oiceee e 10,0 mL
AGAE e 20,04¢g
Agua destilada............cc.ovveereveereee s, 800,0 mL

* Preparo do extrato de semente de niger (Guizotia abyssinica): 70 g de
semente de niger pulverizada acrsecido de 350,0 mL de &gua destilada.
Autoclavado por 10 min a 121° C. Foi filtrado utilizando gaze.

** Solugdo difenil: 0,01 g de difenil em 10 mL de élcool etilico.

O meio foi esterilizado em autoclave por 15 min a 121° C.
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4.2 OBTENGAO DE ISOLADOS CLINICOS
4.2.1 Aquisicdo
Os isolados clinicos de C. neoformans foram cedidos pelos Laboratérios de
Microbiologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e do Hospital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF)

em placas contendo meio de 4gar Sabouraud dextrose (DIFCO).

Agar Sabouraud dextrose (LACAZ et al., 2002)

GlICOSE. .. i e 200 ¢
PEPIONG. ... 10,0¢g
Extrato de [eVedUra.........ocoveveiveeiiie e 500
AGAE e e 20,0¢g
Agua destilada............cc.overeerineeeeereeree e, 1000,0mL

Esterilizado em autoclave por 15 min a 121° C.

4.2.2 Critério de selecdo

Foram incluidos todos isolados clinicos encaminhados pelos laboratérios
hospitalares que ndo apresentavam, no ato do recebimento, qualquer tipo de

contamingao por outro microrganismo.
4.2.3 Analise do perfil dos pacientes
Foram coletados dados referentes aos pacientes, além da sua histéria clinica e
medicamentosa com o objetivo de conhecer o grupo de portadores de criptococose e, se

possivel, estabelecer correlacdo entre os resultados dos testes e perfil do paciente. Para

isto, foi utilizado questionario para coleta de dados do prontuério médico (Anexo 1).
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4.3 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS AMBIENTAIS E
CLINICOS

Os isolados ambientais e clinicos foram submetidos a exame microscopico direto com
tinta Nanquim para visualizacdo de capsula e testadas quanto a utilizacdo de uréia em
meio de Christensen, assimilagdo de nitrato e termotolerancia a 35°C para confirmagéo

de sua identificag&o.

Meio de Christensen — Uréia

GlICOSE. .. e 10¢9
PEPIONG. ..o 10g
Cloreto de SOI0.........oovveeeeeeeeee e 5049
Fosfato dihidrogenado de potéssio............c.c....... 209
Vermelho de fenol........cccooveeiieiciiicccee 0,012 g
Agua destilada.............cocooerreveerereererreeeee, 1000 mL
AGAE e s 204¢
Solugéo de uréia 20% (20 g em 100 mL

de dgua destilada)..........ccerririiiiinciie e 100 mL

Os constituintes foram dissolvidos em &gua destilada, exceto o agar e a
solucdo de uréia. O pH ajustado para 6,8. Foi acrescentado o &gar,
dissolvido completamente através de aquecimento e distribuido 4,5 mL
em tubos de ensaio. O meio foi esterilizado em autoclave por 15 min a
121° C e quando em temperatura atingida era suportavel pelas méos foi

distribuido 0,5 mL da solu¢do de uréia em cada tubo.

Meio para Assimilagéo de Nitrato

Yeast Carbon Base ........ccccooceveiiiniciieiecne 12 ¢
Agar bacteriol0gico........ccvvveverreeeerrereeeeeene. 209
Agua destilada..........cc.cooeerrecurecereeren. 1000 mL

O meio foi esterilizado em autoclave por 15 min a 121° C.
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44 AMOSTRAS PADRONIZADAS

Foram realizados testes de susceptibilidade com amostras padronizadas da
American Type Culture Collection (ATCC) de Cryptococcus neoformans (ATCC
32608), Candida albicans (ATCC 18804), Candida tropicalis (ATCC 22019) Candida
parapsilosis (ATCC 22019), Candida glabrata (ATCC 2001) e Candida krusei (ATCC
20298).

45 MANUTENCAO DOS ISOLADOS

Os isolados foram mantidos a uma temperatura de 20° C negativos em meio de
Skin Milk a 15% e em Caldo BHI — Glicerol a 20%, ambos em duplicata e foram
repicados semestralmente. Foram mantidas réplicas dos isolados em é&gar Sabouraud

dextrose (DIFCO) a uma temperaturade 4 ° C.

Skin Milk — 15%
Leite em po desnatado...............c....e.. 159
Agua destilada...................cc.oouun.... 100mL

O meio foi esterilizado em autoclave por 10 min a 121° C.

Caldo Brain Heart Infusion (BHI) + Glicerol - 20%

=T | 370
GlICErOl. ..o 200 mL
Agua destilada..........c..cooeerrecerercerere . 800 mL

O meio foi esterilizado em autoclave por 15 min a 121° C.
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46 DETERMINACAO DAS ESPECIES

Os isolados ambientais e clinicos foram semeados em meio de Canavanina
Glicina Azul de Bromotimol, meio de CGB (KWON-CHUNG et al., 1982) para

diferenciagdo das espécies C. neoformans e C.gattii.

Meio de Canavanina Glicina Azul de Bromotimol (CGB, Kwon-
Chung et al., 1982)

Solucdo A
GlICING. ..o 10¢g
Fosfato biacido de potassio...........ccocevvrienecnnns 1lg
Sulfato de magnésio..........cceveerevreinecrsienecnns 1lg
Tiamina — HClL....ccoooveieie e 1 mg
Sulfato de L-Canavanina............c.ccceveruennee 30mg
Agua destilada..........c..coooerreceerercerere . 100 mL

A solucdo foi esterilizada por filtracdo a véacuo, utilizando membrana de

nitrocelulose (0,22 Milipore).

Solugéo B
Azul de Bromotimol...........cccoooveeiiivvee e, 0449
Agua destilada..........c..coooerreceerercerere . 100 mL
Meio propriamente dito
SOIUGED B 20 mL
AGAE e 20¢g
Agua destilada..............oooeererrrerrrreerenen, 880 mL

O meio foi esterilizado em autoclave por 15 min a 121° C e resfriado até
que uma temperatura suportavel pelo dorso das maos. Antes da solidificacdo do

meio foram acrescentados 100mL de Solugdo A.
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4.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA

4.7.1 Método do CLSI (2005), documento M27-A2, 2002

Indculo

Foi realizado de acordo com Pfaller et al. (1988) a partir de amostras puras de C.
neoformans cultivadas em agar Sabouraud dextrose (DIFCO) e incubadas a 35°C por 48
e 72 horas. Foi coletada uma abundante massa de levedura e suspendida em 5mL de
solucdo de cloreto de sodio esterilizada (0,85%). A suspensdo foi homogeneizada em
vortex por cerca de quinze segundos e a densidade celular ajustada em
espectrofotdmetro (520nm) entre 0,8 a 1. A suspensdo inicial foi diluida na proporcéo
de 1:50 e, posteriormente, 1:10 em meio Roswell Park Memorial Institute - 1640 (RPMI
- 1640, GIBCO BRO).

Solucéo de cloreto de sédio esterilizada 0,85%
Cloreto de SOI0. .......cooveeeeeieeeee e 0,85¢g
Agua destilada............cc.overeeevreeresineeeee e, 100,0 mL

A solucéo foi esterilizada em autoclave por 15 min a 121° C.

Meio de RPMI-1640 (com glutamina e vermelho de fenol e sem

bicarbonato)

L-Arginina (base [IVre)........ccccooeoeniniiience e 0,200 g/L
L-Asparaging (ANidra)........ccoceorrreereneieeieneseneee s 0,050 g/L
L-AcCidO @SPArtiCO.......ccerveveererereceereeeeeeeeseesee e 0,020 g/L
L-Cistina - 2HC........c.oooiiieceeeee e, 0,0652 g/L
L-Acido gIUtAMICO. .......cvrereerereececeereeee e, 0,020 g/L
I ] (7] =10 10T VTR 0,300 g/L
GlICINA. et 0,010 g/L
L-Histidina (base livre) ... 0,015 g/L
L-HidroxXiprolina............cccoevieriniiiieiie e 0,020 g/L
I £Yo ] (<10 o1 [ - OO 0,050 g/L
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I U (o7 o VSRR 0,050 g/L

L-LiSina = HCl.....vooiieee e 0,040 g/L
L-MELIONING. ...t e 0,015 g/L
L-Fenilalaning..........ccocccevviieeiiii e 0,015 g/L
L-ProliNa.....ccocceeie e 0,020 g/L
LmSBIINA. ittt e 0,030 g/L

I I =To] o1 TR 0,020 g/L
L-Triptofano. ......cccooiiiiiie i 0,005 g/L
L-Tirosina = Na.......coovviiiiiiee e 0,02883 g/L
L-Valina. ..ot 0,020 g/L
BIOtING. ... eee e s 0,0002 g/L
D-PantoteniCo.........ccuuviiiiiiei it 0,00025 g/L
Cloreto de colina......cccooveeeiiiiiiiiiieeeee e 0,003 g/L
ACIHO TOIICO ..ot 0,001 g/L
MIOINOSITOL.......vviie i 0,035 g/L
NIACINAMITAL .....eeeeiiiiiie et 0,001 g/L
PABA . ..ot et 0,001 g/L
Piridoxina — HCl......ccoooiie e 0,001 g/L
RIDOFIAVING. ....ceciiiii e 0,0002 g/L
Tiamina — HClL....cooe e 0,001 g/L
ViItamina Bl2........ooiveiiiiieeiie et 0,000005 g/L
Nitrato de CAICIO X HoO...ooovveiiee e 0,100 g/L
ClOreto de POLASSIO. .....oovevererereeren et et 0,400 g/L
Sulfato anidro de Magnésio..........ccoeeeevrereeirenerecirireeene 0,04884 g/L
Cloreto de SOUI0. .......cooveeeeee e 6,000 g/L
Fosfato bibasico de s6dio anidro.........c.cccceeeveeeecvieeveeene. 0,800 g/L
D -GlICOSE. ...uiiicetiie et 2,000 g/L
Glutation (reduzido) ........cccoovverereriiieieee s 0,001 g/L
Vermelho de fenol.......ccceveieiiiee e, 0,0053 g/L

O meio RPMI - 1640 foi obtido comercialmente (GIBCO BRO).
Para utilizacdo em fase liquida foi adicionado ao contetdo de uma

embalagem (10,49 de liofilizado do meio de cultura), 34,54 g/L de
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solugéo de tampdo MOPS 0,165 M (Acido morfolinopropanosulfénico) e
agua destilada, quantidade suficiente para 1L. Adicionou-se 2% de
glicose ao meio com objetivo de facilitar o crescimento dos isolados de
C. neoformans. O meio foi esterilizado por filtracdo & vacuo em

membrana de nitrocelulose (0,22 Milipore).

Drogas antifungicas

Os isolados foram testados quanto a sua susceptibilidade frente as seguintes
drogas, com seus respectivos fornecedores: anfotericina B (Sigma), 5-flucitosina
(Sigma), fluconazol (Pfizer Ltda.), itraconazol (Janssen-Cilag Farmacéutica),
voriconazol (Pfizer Ltda.) e terbinafina (Novartis Biociéncias S.A.). Estas drogas foram
diluidas em meio RPMI — 1640 (GIBCO - BRO) e as dilui¢bes consideradas de acordo
com as drogas foram 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,12, 0,06 e 0,03 ug/mL para anfotericina
B, itraconazol, voriconazol e terbinafina 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125ug/mL
para 5-fluocitosina e 250, 125, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5ug/mL para fluconazol. Para
auxiliar na diluicdo das drogas anfotericina B, itraconazol, voriconazol e terbinafina foi
utilizado Dimetilsulfoxido (DMSO) na propor¢do de 1% do volume final da solugéo

estoque da droga.

Realizagdo do Teste

Os testes de susceptibilidade foram realizados em placas estéreis de
microtitulagdo de fundo chato, com tampa individual. A primeira coluna foi utilizada
para controle negativo onde foram acrescentados 200 uL de meio RPMI - 1640 e a
ultima coluna foi utilizada para controle positivo, onde foram acrescentados 100 pL de
meio RPMI -1640 mais 100 uL de indculo. Nas colunas centrais, da direita para a
esquerda, foram acrescentadas as dilui¢des das drogas, sucessivamente, da menor para a
maior diluigdo em um volume de 100 puL e no momento da inoculagdo foram
acrescentados mais 100 uL do in6culo final. As placas foram incubadas por 72 horas a

35° C (£ 2). Os testes foram realizados em duplicata.

As leituras foram realizadas em 48 e 72 horas mediante a avaliagdo visual. Para

a Anfotericina B foi considerada a diluicdo em que houve auséncia completa de
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crescimento. Para os azois (fluconazol, itraconazol e voriconazol) e para a 5-flucitosina
foi considerada a diluicdo que promoveu 80% de inibigdo do crescimento. Para a
terbinafina o documento M27-A2 (2002) ndo estabelece critérios para a leitura e foi
considerada entdo a diluicdo que promoveu 80% do crescimento (REYDER et al.,
1998).

4.7.2 Método do E-teste (AB-Biodisk,Solna, Suécia)

Indculo

O preparo do in6culo foi realizado a partir de amostras puras subcultivadas em
agar Sabouraud dextrose incubadas a 35°C por 48 horas. Uma massa de leveduras foi
coletada e suspendida em 5mL de solugdo de cloreto de sddio esterilizado (0,85%). A
suspensdo resultante foi homogeneizada em vortex por cerca de quinze segundos e a
densidade celular foi ajustada para turbidez correspondente a 1,0 na escala MacFarland
(PFALLER et al., 1988, ESPINEL-INGROFF, 1991)

Antifangicos (Tiras E-test)

Tiras de E-test da marca AB-Biodisk foram obtidas comercialmente. O agente
antifangico é adsorvido em diferentes concentragdes no reverso da tira. Todas as
amostras foram testadas quanto a sua susceptibilidade frente a anfotericina B, 5-

flucitosina, fuconazol e itraconazol.

Realizagéo do teste

O preparo do inoculo seguiu 0 mesmo procedimento do método do CLSI. As
amostras foram distribuidas homogeneamente em placas de Petri contendo meio de
RPMI - 1640 (RPMI-1640 incorporado a 1,5% de agar), com auxilio de “swab” de de
algoddo esterilizado, conforme o método de KIRBY-BAUER, segundo recomendagdes
do fabricante (AB BIODISK). O swab foi imerso na suspensdo do in6culo com o
cuidado de se retirar o excesso nas bordas do tubo de ensaio. Em seguida, empregando
pinca previamente flambada, foram depositadas as fitas de E-test (AB BIODISK) no
centro da placa, sendo colocadas 2 fitas por placa, em posic¢Oes invertidas, de forma que

a zona de maior concentracdo das fitas dos antifingicos estivessem em posi¢do contréria
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para que ndo dificultasse ou mesmo impedisse a leitura dos valores de CIM. Foram
utilizadas placas de 150 mm de didmetro. As placas foram incubadas a 35 °C por 48
horas. Os testes foram realizados em duplicata. As leituras das CIMs foram realizadas
no ponto que corresponde as intersecdes formadas entre o halo de inibigdo da elipse e as

tiras de E-test.

4.8 AVALIACAO DO PERFIL DE SUCEPTIBILIDADE

Os pontos de corte (breakpoints) foram interpretados de acordo com 0s

resultados das CIMs obtidas e de acordo com o antifungico testado, (Tabela 1)

Tabela 1: Interpretacdo das CIM (umL) segundo CLSI (2005), documento M27-A2, 2002

_ _ Perfil de Susceptibilidade *

Antifangico

S SDD | R
Anfotericina-B <1 - - >1
5-Flucitosina <4 - 8-16 >32
Fluconazol <8 16-32 - >64
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 - >1

Legenda: S — sensivel

SDD - sensivel dose dependente

| — resisténcia intermediaria

R - resistente

* - unidade considerada: ug/mL

Para a interpretacdo do resultado dos testes com os novos azélicos, como o
voriconazol foi considerada a variacdo nas CIMs entre 0,03 e 16 pg/mL (CLSI,
documento M27-A2, 2002).

Para a terbinafina 0o CLSI ndo estabelece critérios para interpretacdo dos

resultados, por tanto, foram considerados, para efeitos interpretativos, os dados

encontrados em literatura a respeito de sua atuagdo contra leveduras.
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49 ANALISE ESTATISTICA

Com o objetivo de avaliar a concordancia entre as metodologias utilizadas (CLSI e E-
test), de acordo com as leituras das CIMs nos intervalos de 48 e 72 horas e a
comparacdo dos resultados dos isolados clinicos e ambientais, foi realizado o teste ndo
paramétrico de Wilcoxon. Para avaliar se existem diferencas entre os seis tipos de
agentes antifangicos nas medidas realizadas com 48 e 72 horas, para cada metodologia e
para os tipos de amostras, clinicas e ambientais, foi realizado o teste ndo paramétrico de
Kruskall-Wallis. Quando detectadas diferengas estatisticamente significativas, foi
utilizado o teste de Mann-Whitney. A andlise foi realizada pela estatistica Fabiola

Adriane Cardoso Santos.
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5 RESULTADOS

5.1 ISOLADOS AMBIENTAIS

Foram coletadas 162 amostras ambientais de fezes de aves, arvores e madeira
em decomposicdo no campus da UFMG e de fezes de aves de um criadouro em Belo
Horizonte. Foram obtidos 09 isolados de Cryptococcus neoformans a partir das
amostras ambientais que correspondem a um indice de positividade de 5,55% (Tabela
2). Todos os isolados obtidos foram provenientes de fezes de pombos coletadas nas
dependéncias da UFMG (Tabela 2). Considerando apenas as amostras obtidas a partir
de fezes de pombos, o indice de positividade foi de 25% .

Figura 5: Agar Niger: Plantio priméario das amostras ambientais evidenciando col®nias
com pigmento marron caracteristicas de Cryptococcus neoformans (A e B)

Extraido de : Fotos autor
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Tabela 2: Caracterizacdo das amostras ambientais obtidas para isolamento de C.

neoformans
Identificagio | Material biolégico |  Procedéncia | N° N°
100 -107 Pombos ICB/UFMG 08 04
200 - 206 Ave desconhecida ICB/UFMG 07 00
207 -209 Pombos BC/UFMG* 06 04
210 -214 Pombos BC/UFMG 10 01
215 - 220 Pombos Reitorias/ UFMG 12 00
221 - 232 Ave desconhecida Campus UFMG 24 00
300 Casca “Mulunga” Campus UFMG 02 00
301 Oco “Mulungt” Campus UFMG 02 00
302 Casca“Arariba” Campus UFMG 02 00
303 Oco “Arariba” Campus UFMG 02 00
304 Casca “Faveira” Campus UFMG 02 00
305 Oco “Faveira” Campus UFMG 02 00
306 Casca “Indaiucu” Campus UFMG 02 00
307 Oco “Indaiucu” Campus UFMG 02 00
308 Casca“Cinamomo” Campus UFMG 02 00
309 Oco“Cinamomo” Campus UFMG 02 00
310 Casca“Flamboian” Campus UFMG 02 00
311 Oco “Flamboian” Campus UFMG 02 00
312 Casca“Enterol6bio”  Campus UFMG 02 00
313 Oco “Enteroldbio” Campus UFMG 02 00
314 Casca “Eucalipto” Campus UFMG 02 00
315 Oco “Eucalipto” Campus UFMG 02 00
316 T.D. “Eucalipto” Campus UFMG 04 00
400 Galinha de Granja  Criadouro em BH 02 00
401 Codorna Criadouro em BH 02 00
402 Periquito Criadouro em BH 02 00
403 Pintinhos Criadouro em BH 02 00
404 “Diamante Gold”  Criadouroem B H 02 00
405 Garnizé Criadouro em BH 02 00
406 Patos Criadouro em BH 02 00
407 Aves —“Argaponé”  Criadouro em BH 02 00
408 Pombos Criadouro em BH 03 00
409 Pombos Criadouro em BH 03 00
410 Marrecos Criadouro em BH 02 00
411 Pombos Criadouro em BH 03 00
412 Faizdo Criadouro em BH 02 00
413 Patos Criadouro em BH 02 00
414 Galinha Caipira Criadouro em BH 02 00
415 Ave “Red Ramp”  Criadouro em BH 02 00
416 Ave “Calafate” Criadouro em BH 02 00
417 Ave “Calopsita” Criadouro em BH 02 00
418 Pavéo Criadouro em BH 02 00
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419 Galinha Japonesa  Criadouro em BH 02 00
420 Pavéo Branco Criadouro em BH 02 00
421 Galinha Caipira Criadouro em BH 02 00
422 Fezes de Canario Criadouro em BH 02 00
423 Galinha Guiné Criadouro em BH 02 00
424 Galinha Caipira Criadouro em BH 02 00
425 Pombos Criadouro em BH 03 00
426 Pombos Criadouro em BH 03 00

TOTAL 162 09

100 — 232 e 400-426 = fezes de aves

300-315 = materiais diversoso provenientes de arvores

Legenda: Materiais biol6gicos:

316 = Tronco de arvore em decomposic¢ao
Procedéncia: * BC/UFMG = Biblioteca Central /UFMG



5.2 ISOLADOS CLINICOS

Foram recebidos 09 isolados de Cryptococcus neoformans provenientes de
pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da UFMG e 30 no Hospital Universitario
da UFJF (Tabela 3). Nenhuma amostra recebida estava contaminada por outros
microrganismos. Dentre os isolados quatro (10,3%) foram cultivados a partir de

amostras de hemocultura e 35 (89,7%) de LCR (liquido cefalo-raquidiano).
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Tabela 3: Caracterizagdo dos isolados clinicos de Cryptococcus neoformans

Identificacéo dos isolados | Procedéncia
01-A HC/UFMG
02-A HC/UFMG
03-A HC/UFMG
04-A HC/UFMG
05-B HU/UFJF
06-B HU/UFJF
07-B HU/UFJF
08-B HU/UFJF
10-B HU/UFJF
11-B HU/UFJF
13-B HU/UFJF
14-B HU/UFJF
15-B HU/UFJF
16-B HU/UFJF
17-B HU/UFJF
18-B HU/UFJF
19-B HU/UFJF
20-B HU/UFJF
21-B HU/UFJF
22-B HU/UFJF
23-B HU/UFJF
24-B HU/UFJF
25-B HU/UFJF
26-B HU/UFJF
27-B HU/UFJF
28-B HU/UFJF
29-B HU/UFJF
30-B HU/UFJF
31-B HU/UFJF
32-B HU/UFJF
33-B HU/UFJF
34-B HU/UFJF
35-B HU/UFJF
39-B HU/UFJF
40-A HC/UFMG
41-A HC/UFMG
42-A HC/UFMG
43-A HC/UFMG
45-A HC/UFMG

TOTAL DE ISOLADOS: 38

Legenda; HC/UFMG: Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
HU/UFMG: Hital Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora



53 DESCRICAO DO PERFIL DOS PACIENTES

Foram obtidos isolados clinicos de Cryptococcus neoformans de 39 pacientes.
Dentre estes, seis (15,4%) foram atendidos em ambulatério e 33 (84,6%) estavam sob
internagdo hospitalar; cinco (19,2%) eram do sexo feminino e 21 (80,8%) do sexo

masculino; todos os pacientes (100%) possuiam idade superior a 25 anos.

Foram avaliados 26 (66,7%) prontudrios médicos dos pacientes com o objetivo
de caracteriza-los quanto a alguns parametros. Vinte pacientes (76,9%) eram portadores
de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), dois (7,8%) haviam sido
submetidos a transplante, um (3,8%) era portador de doenca hepética (Hepatite Be C) e
trés prontudrios (11,5%) ndo forneceram dados a respeito da ocorréncia de outras

doengas.

Em relacdo ao quadro clinico, havia relatos de outras doengas ou condigBes
subjacentes diversas como meningite criptocococica e meningocdcica, criptococose
generalizada, pneumonia, insuficiéncia respiratdria, candidiase orofaringeana, doenca
de Van Willebrand, sifilis, citomegalovirose, encefalite herpética, sarcoma de Kaposi,
discrasia sanguinea, neutrofilia, neutropenia, insuficiéncia renal, molusco contagioso
disseminado, psoriase disseminada, tuberculose pulmonar, hepatomegalia, hemorragia
digestiva, pancitopenia, choque séptico, cefaléia intensa, dor abdominal, vomito e
nausea. Em um dos pacientes foi diagnosticada infeccdo fungica multipla, por

Cryptococus neoformans e por Hystoplasma capsulatum.

Quanto ao relato do uso de drogas antifungicas pelos pacientes foram citadas
nistatina, cetoconazol, fluconazol e anfotericina B. A administracdo das drogas
antifingicas relatadas teve como objetivo o tratamento de criptococose e de outras
infeccBes fungicas concomitantes. Em um dos prontudrios cujo paciente tinha como
doenca de base a AIDS, foi relatada a substitui¢do da anfotericina B por fluconazol, por

motivo de pancitopenia no tratamento de criptococose.
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Entre os antimicrobianos usados pelos pacientes estdo a amicacina, azitromicina,
ceftriaxona, ciprofloxacina, clindamicina, imipenem, meropenem, sulfametoxazol

trimetoprim, vancomicina, rifampicina, izoniazida e pirazinamida.

Foi relatado, ainda, o wuso de corticosterbides como dexametasona,
hidrocortisona e prednisona; os medicamentos antiviroticos aciclovir e o coquetel

antiretroviral e quimioterapicos anti-neoplasicos.

5.4 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

Todos os isolados obtidos, ambientais e clinicos, foram devidamente
identificados como sendo Cryptococcus spp. pela visualizagdo de capula, através do
exame microscopico direto com tinta Nanquim, utilizacdo de uréia em meio de
Christensen e assimilac&o de nitrato.

Todos os isolados apresentaram termotolerancia a 35°C. Todos os isolados foram
identificados como Cryptococcus neoformans ja que ndo foram capazes de crescer em
meio de CGB (canavanina-glicina-azul de bromotimol). Realizou-se comprovacgao da
eficiéncia do meio pela inoculacgdo e posterior crescimento de isolado de Cryptococcus

gattii.

Figura 6: Identificagdo dos isolados de Cryptococcus neoformans: evidenciacédo da
levedura encapsulada pelo exame direto com tinta Nanquim (A) e prova de utilizacdo da
uréia em meio Christensen.

Extraido de : A) Lacaz, 2002 B) Fotos autor
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55 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA
MINIMA

Foram determinadas as Concentragdes Inibitdrias Minimas (CIMs) de 48
isolados de Cryptococcus neoformans, sendo 09 de origem ambiental (18,8%) e 39
provenientes de material clinico (81,2%) frente as drogas anfotericina B, 5-flucitosina,
fluconazol, itraconazol, voriconazol e terbinafina e pelo método propostas pelo CLSI
(2005), documento M27 — A2, 2002. O método do E-test (AB-Biodisk) foi testado

frente a anfotericina B, 5-flucitosina, fluconazol e itraconazol.
55.1 Método do CLSI (2005), documento M27-A2, 2002

Apos leitura de 48 horas, os valores das CIMs dos isolados de Cryptococcus
neoformans ambientais variaram entre 0,03 a 0,25 pg/mL para a anfotericina B, 0,5 a 8
pug/mL para 5-flucitosina, 1 a 64 pg/mL para fluconazol, 0,03 a 16 pg/mL para
itraconazol, 0,03 a 1 pg/mL para voriconazol e 0,25 a 16 pg/mL para terbinafina. Para
os isolados clinicos, neste mesmo periodo leitura os valores das CIMs variaram entre
0,03 a 0,5 ug/mL para a anfotericina B, 0,5 a 16 pg/mL para 5-flucitosina, 0,125 a 16
pug/mL para fluconazol, 0,03 a 0,5 pg/mL para itraconazol, 0,03 a 1 pug/mL para

voriconazol e 0,03 a 2 pg/mL para terbinafina (Tabelas 4 a 9).

Em relagdo as leituras realizadas ap6s 72 horas, os valores das CIMs dos
isolados de C. neoformans ambientais variaram de 0,03 a 0,25 pg/mL para a
anfotericina B, 1 a 16 ug/mL para 5-flucitosina, 2 a 64 pg/mL para fluconazol, 0,03 a
16 pg/mL para itraconazol, 0,03 a 2 pug/mL para voriconazol e 0,5 a 16 pg/mL para
terbinafina. Para os isolados clinicos, neste mesmo periodo, as variagdes das CIMs
foram de 0,06 a 0,5 ng/mL para a anfotericina B, 0,5 a 16 pg/mL para 5-flucitosina, 0,5
a 32 pg/mL para fluconazol, 0,03 a 0,5 png/mL para itraconazol, 0,03 a 2 ug/mL para

voriconazol e 0,25 a 2 pg/mL para terbinafina (Tabelas 4 a 9).
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Figura 7: Placa de microtitulagdo com teste de susceptibilidade do

C. neoformans frente ao itraconazol, apés incubacédo de 72 horas a 35°C.
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Extraido de : Fotos autor

5.5.2 Método do E-Test (AB-BIODISK)

Foram realizadas leituras apds 48 e 72 horas de incubacdo, entretanto os valores
das CIMs dos isolados de Cryptococcus neoformans obtidos por meio desta

metodologia nos dois periodos ndo sofreram alteracdo (Tabelas 4 a 9).

Os valores das CIMs dos isolados de Cryptococcus neoformans ambientais
variaram de 0,006 a 0,094 upg/mL para a anfotericina B; 0,064 a 2 pg/mL para 5-
flucitosina; 0,38 a 3 ug/mL para fluconazol e 0,125 a 8 ug/mL para itraconazol. Para 0s
isolados clinicos, as variacdes das CIMs foram de 0,008 a 0,125 pg/mL para a
anfotericina B, 0,047 a 105 ug/mL para 5-flucitosina, 0,016 a >256 pg/mL para

fluconazol e 0,003 a 2 ug/mL para itraconazol (Tabelas 4 a 9).
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Tabela 4: Valores das CIM’s dos isolados clinicos e ambientais de Cryptococcus neoformans e
amostras ATCC frente a anfotericina B pelas metodologias do CLSI e E-Test
ANFOTERICINA B

Amostra Tipo de amostra CLSI | E-Test
48 horas | 72 horas | 48 horas | 72 horas

01-A C 0,03 0,12 0,125 0,125

02-A C 0,06 0,12 0,016 0,016

03-A C 0,12 0,12 0,016 0,016

04-A C 0,06 0,12 0,023 0,023

05-B C 0,03 0,06 0,008 0,008

06-B C 0,06 0,25 0,064 0,064

07-B C 0,25 0,25 0,064 0,064

08-B C 0,25 0,25 0,032 0,032

10-B C 0,25 0,5 0,047 0,047

11-B C 0,06 0,12 0,032 0,032

13-B C 0,12 0,25 0,012 0,012

14-B C 0,12 0,12 0,016 0,016

15-B C 0,12 0,12 0,012 0,012

16-B C 0,06 0,12 0,016 0,016

17-B C 0,25 0,25 0,012 0,012

18-B C 0,12 0,12 0,023 0,023

19-B C 0,12 0,12 0,047 0,047

20-B C 0,03 0,06 0,047 0,047

21-B C 0,03 0,12 0,047 0,047

22-B C 0,03 0,12 0,016 0,016

23-B C 0,06 0,06 0,094 0,094

24-B C 0,06 0,12 0,023 0,023

25-B C 0,12 0,25 0,125 0,125

26-B C 0,12 0,25 0,045 0,045

27-B C 0,12 0,25 0,032 0,032

28-B C 0,25 0,25 0,047 0,047

29-B C 0,12 0,25 0,064 0,064

30-B C 0,25 0,25 0,032 0,032

31-B C 0,12 0,25 0,016 0,016

32-B C 0,25 0,25 0,032 0,032

33-B C 0,25 0,25 0,094 0,094

34-B C 0,25 0,25 0,094 0,094

35-B C 0,25 0,25 0,047 0,047

39-B C 0,25 0,5 0,047 0,047

40-A C 0,25 0,5 0,047 0,047

41-A C 0,25 0,25 0,047 0,047

42-A C 0,25 0,25 0,047 0,047

43-A C 0,5 0,5 0,064 0,064

45-A C 0,12 0,5 0,047 0,047

100 A 0,25 0,25 0,094 0,094

101 A 0,03 0,03 0,094 0,094

102 A 0,25 0,25 0,006 0,006

103 A 0,25 0,25 0,047 0,047

207-a A 0,06 0,12 0,064 0,064

207-b A 0,12 0,12 0,032 0,032

207-c A 0,06 0,25 0,047 0,047

207-d A 0,12 0,12 0,023 0,023

210 A 0,25 0,25 0,047 0,047

Cryptococcus neoformans ATCC 0,03 0,06 0,032 0,032
Céandida albicans* ATCC 0,03 0,06 15 1,5
C. tropicalis* ATCC 0,12 0,25 4 4
C. parapsilosis* ATCC 0,12 0,12 4 4

C. glabrata* ATCC 0,06 0,12 0,38 0,38
C. krusei* ATCC 0,12 0,12 15 15

Legenda: C - amostra clinica

A - amostra ambiental

ATCC - amostras padronizadas do American Type Culture Collection

* - leituras realizadas apds 24 e 48 horas conforme recomendacgdes do CLSI, documento M27-A2,
2002, para isolados de Candida spp.



Tabela 5:Valores das CIM’s dos isolados clinicos e ambientais de Cryptococcus neoformans e amostras ATCC
frente a 5-flucitosina pelas metodologias do CLSI e E-Test
5-FLUCITOSINA

Amostra Tipo de amostra CLSI E-Test
48horas | 72 horas | 48 horas | 72 horas
01-A C 2 2 15 15
02-A C 1 2 0,5 0,5
03-A C 2 2 0,25 0,25
04-A C 2 4 0,75 0,75
05-B C 2 4 0,064 0,064
06-B C 2 4 2 2
07-B C 2 4 6 6
08-B C 1 2 0,19 0,19
10-B C 4 4 2 2
11-B C 4 8 0,125 0,125
13-B C 4 4 0,19 0,19
14-B C 4 4 0,38 0,38
15-B C 4 4 0,064 0,064
16-B C 4 4 0,50 0,50
17-B C 16 16 0,047 0,047
18-B C 2 2 0,064 0,064
19-B C 4 4 6 6
20-B C 4 4 1 1
21-B C 4 4 1 1
22-B C 0,5 2 0,094 0,094
23-B C 2 2 4 4
24-B C 4 4 15 15
25-B C 4 4 24 24
26-B C 2 2 6 6
27-B C 0,5 0,5 0,25 0,25
28-B C 1 2 105 105
29-B C 0,5 1 2 2
30-B C 2 2 0,75 0,75
31-B C 1 2 0,5 0,5
32-B C 2 2 3 3
33-B C 0,5 2 3 3
34-B C 0,5 2 15 15
35-B C 1 2 0,19 0,19
39-B C 8 8 15 15
40-A C 4 4 0,38 0,38
41-A C 4 4 0,38 0,38
42-A C 8 8 0,5 0,5
43-A C 4 4 0,25 0,25
45-A C 1 1 15 15
100 A 1 1 1 1
101 A 0,5 1 1 1
102 A 2 2 0,094 0,094
103 A 1 1 0,094 0,094
207-a A 1 2 0,19 0,19
207-b A 2 2 0,19 0,19
207-c A 1 1 0,064 0,064
207-d A 1 2 0,38 0,38
210 A 8 16 2 2
Cryptococcus neoformans ATCC 1 2 0,064 0,064
Candida albicans* ATCC 0,25 0,5 3 3
C. tropicalis* ATCC 0,5 0,5 >32 >32
C. parapsilosis* ATCC 0,25 0,5 >32 >32
C. glabrata* ATCC 0,5 0,5 >32 >32
C. krusei* ATCC 0,5 0,5 3 3

Legenda: C - amostra clinica

A - amostra ambiental
ATCC - amostras padronizadas do American Type Culture Collection

* - leituras realizadas apds 24 e 48 horas conforme recomendacgdes do CLSI, documento M27-A2,

2002, para isolados de Candida spp.
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Tabela 6: Valores das CIM’s dos isolados clinicos e ambientais de Cryptococcus neoformans e amostras ATCC
frente ao fluconazol pelas metodologias do CLSI e E-Test

FLUCONAZOL
Amostra Tipo de CLSI E-Test
48 horas 72 horas 48 horas 72 horas
amostra
01-A C 4 4 4 4
02-A C 2 4 0,25 0,25
03-A C 2 4 0,016 0,016
04-A C 2 4 4 4
05-B C 4 4 0,75 0,75
06-B C 2 4 3 3
07-B C 2 4 4 4
08-B C 2 4 3 3
10-B C 4 4 6 6
11-B C 4 4 3 3
13-B C 4 4 1 1
14-B C 4 4 0,5 0,5
15-B C 4 4 1 1
16-B C 2 2 1 1
17-B C 8 8 0,5 0,5
18-B C 1 1 0,125 0,125
19-B C 4 8 3 3
20-B C 4 4 3 3
21-B C 2 4 0,75 0,75
22-B C 0,125 0,5 0,094 0,094
23-B C 4 4 6 6
24-B C 4 4 1 1
25-B C 1 2 0,38 0,38
26-B C 1 2 12 12
27-B C 2 2 6 6
28-B C 2 2 15 15
29-B C 4 4 15 15
30-B C 2 2 1 1
31-B C 1 4 0,5 0,5
32-B C 0,5 1 2 2
33-B C 1 2 15 15
34-B C 2 2 2 2
35-B C 4 4 1 1
39-B C 8 8 2 2
40-A C 1 2 >256 >256
41-A C 4 8 3 3
42-A C 8 16 6 6
43-A C 16 32 3 3
45-A C 0,25 0,25 4 4
100 A 64 64 2 2
101 A 4 16 1 1
102 A 8 16 15 15
103 A 64 64 15 15
207-a A 4 8 3 3
207-b A 4 8 0,38 0,38
207-c A 1 2 0,38 0,38
207-d A 1 2 0,38 0,38
210 A 8 8 3 3
Cryptococcus neoformans ATCC 1 1 0,5 0,5
Candida albicans* ATCC 0,25 0,25 16 16
C. tropicalis* ATCC 0,5 1 128 128
C. parapsilosis* ATCC 2 4 >256 >256
C. glabrata* ATCC 4 4 >256 >256
C. krusei* ATCC 4 4 8 16

Legenda: C - amostra clinica

2002, para i

A - amostra ambiental

ATCC - amostras padronizadas do American Type Culture Collection
* - leituras realizadas apds 24 e 48 horas conforme recomendacgdes do CLSI, documento M27-A2,

solados de Candida spp
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Tabela 7: Valores das CIM’s dos isolados clinicos e ambientais de Cryptococcus neoformans e amostras
ATCC frente ao itraconazol pelas metodologias do CLSI e E-Test

ITRACONAZOL
Amostra Tipo de amostra CLSI E-Test
48horas | 72 horas 48 horas | 72 horas
01-A C 0,12 0,12 0,38 0,38
02-A C 0,12 0,12 0,023 0,023
03-A C 0,12 0,12 0,003 0,003
04-A C 0,06 0,12 0,5 0,5
05-B C 0,03 0,03 0,047 0,047
06-B C 0,12 0,12 0,75 0,75
07-B C 0,06 0,06 0,75 0,75
08-B C 0,12 0,12 1 1
10-B C 0,25 0,25 0,38 0,38
11-B C 0,25 0,25 0,38 0,38
13-B C 0,5 0,5 0,94 0,94
14-B C 0,12 0,12 0,19 0,19
15-B C 0,06 0,5 0,064 0,064
16-B C 0,5 0,06 0,012 0,012
17-B C 0,5 0,5 0,035 0,035
18-B C 0,12 0,12 0,006 0,006
19-B C 0,12 0,25 0,38 0,38
20-B C 0,03 0,06 0,25 0,25
21-B C 0,06 0,06 0,125 0,125
22-B C 0,03 0,03 0,008 0,008
23-B C 0,03 0,06 0,38 0,38
24-B C 0,03 0,06 0,064 0,064
25-B C 0,03 0,03 0,008 0,008
26-B C 0,03 0,03 0,5 0,5
27-B C 0,03 0,06 0,75 0,75
28-B C 0,12 0,12 0,75 0,75
29-B C 0,06 0,12 0,25 0,25
30-B C 0,12 0,12 0,064 0,064
31-B C 0,12 0,12 0,032 0,032
32-B C 0,06 0,06 0,25 0,25
33-B C 0,06 0,06 0,25 0,25
34-B C 0,12 0,12 0,25 0,25
35-B C 0,012 0,12 0,064 0,064
39-B C 0,12 0,12 1 1
40-A C 0,12 0,12 0,047 0,047
41-A C 0,12 0,12 2 2
42-A C 0,12 0,12 1 1
43-A C 0,12 0,12 0,25 0,25
45-A C 0,06 0,06 15 15
100 A 0,25 0,5 0,125 0,125
101 A 0,03 0,03 0,75 0,75
102 A 0,25 0,5 0,75 0,75
103 A 16 16 0,125 0,125
207-a A 0,03 0,03 15 15
207-b A 0,06 0,06 0,5 0,5
207-c A 0,12 0,12 8 8
207-d A 0,12 0,12 0,75 0,75
210 A 0,12 0,12 0,125 0,125
C neoformans ATCC 0,03 0,06 0,125 0,125
Candida albicans* ATCC 0,03 0,03 0,047 0,047
C. tropicalis* ATCC 0,03 0,03 1 1
C. parapsilosis* ATCC 0,03 0,03 15 15
C. glabrata* ATCC 0,03 0,03 1 1
C. krusei* ATCC 0,03 0,03 >32 >32

Legenda: C - amostra clinica

A - amostra ambiental

ATCC - amostras padronizadas do American Type Culture Collection

* - leituras realizadas apds 24 e 48 horas conforme recomendacgdes do CLSI, documento M27-A2,
2002, para isolados de Candida spp
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Tabela 8: Valores das CIM’s dos isolados clinicos e ambientais de Cryptococcus neoformans e amostras ATCC
frente ao voriconazol pela metodologia do CLSI, documento M27-A2
VORICONAZOL

Amostra Tipo de amostra CLSI
48 horas [ 72 horas
01-A C 0,25 0,25
02-A C 0,12 0,12
03-A C 0,03 0,25
04-A C 0,03 0,12
05-B C 0,03 0,03
06-B C 0,12 0,12
07-B C 0,06 0,12
08-B C 0,12 0,12
10-B C 0,06 0,06
11-B C 0,03 0,03
13-B C 0,12 0,12
14-B C 0,12 0,12
15-B C 0,12 0,12
16-B C 0,06 0,06
17-B C 0,25 0,25
18-B C 0,03 0,03
19-B C 0,12 0,12
21-B C 0,03 0,06
20-B C 0,06 0,06
22-B C 0,03 0,03
23-B C 0,12 0,12
24-B C 0,12 0,12
25-B C 0,03 0,03
26-B C 0,03 0,06
27-B C 0,03 0,03
28-B C 0,06 0,06
29-B C 0,06 0,12
30-B C 0,06 0,06
31-B C 0,03 0,12
32-B C 0,03 0,06
33-B C 0,03 0,06
34-B C 0,03 0,06
35-B C 0,12 0,12
39-B C 0,06 0,25
40-A C 0,03 0,06
41-A C 0,12 0,25
42-A C 1 1
43-A C 1 2
45-A C 0,12 0,12
100 A 0,25 0,5
101 A 0,03 0,03
102 A 1 1
103 A 0,03 0,12
207-a A 0,5 2
207-b A 0,5 2
207-c A 1 1
207-d A 1 1
210 A 1 2
Cryptococcus neoformans ATCC 1 2
Candida albicans* ATCC 0,06 0,12
Candida tropicalis* ATCC 1 2
Candida parapsilosis* ATCC 0,25 0,25
Candida glabrata* ATCC 1 1
Céndida krusei* ATCC 0,25 0,25

Legenda: C - amostra clinica

A - amostra ambiental

ATCC - amostras padronizadas do American Type Culture Collection

* - leituras realizadas apds 24 e 48 horas conforme recomendacgdes do CLSI, documento M27-A2,
2002, para isolados de Candida spp.
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Tabela 9: Valores das CIM’s dos isolados clinicos e ambientais de Cryptococcus neoformans e amostras ATCC
frente a terbinafina pela metodologia do CLSI

TERBINAFINA
Amostra Tipo de amostra CLSI
48 horas [ 72 horas
01-A C 1 1
02-A C 1 1
03-A C 1 1
04-A C 0,5 1
05-B C 0,25 0,25
06-B C 0,5 0,5
07-B C 0,25 0,5
08-B C 0,5 1
10-B C 1 1
11-B C 0,5 1
13-B C 2 2
14-B C 1 1
15-B C 1 1
16-B C 1 1
17-B C 2 2
18-B C 1 1
19-B C 0,5 0,5
20-B C 0,5 1
21-B C 0,25 0,5
22-B C 0,03 0,25
23-B C 0,5 1
24-B C 0,5 1
25-B C 0,25 0,5
26-B C 0,03 0,5
27-B C 0,5 0,5
28-B C 0,5 1
29-B C 0,5 1
30-B C 1 1
31-B C 2 2
32-B C 1 1
33-B C 0,5 1
34-B C 1 1
35-B C 1 1
39-B C 1 1
40-A C 0,5 1
41-A C 0,5 1
42-A C 1 1
43-A C 2 2
45-A C 1 2
100 A 16 16
101 A 16 16
102 A 16 16
103 A 16 16
207-a A 0,25 0,5
207-b A 1 1
207-c A 4 4
207-d A 4 8
210 A 1 1
Cryptococcus ATCC 1 1
Céandida albicans* ATCC 4 8
Candida tropicalis* ATCC 8 16
Candida ATCC 4 4
M nkCandida ATCC 8 16
Candida krusei* ATCC 4 4

Legenda: C - amostra clinica

A - amostra ambiental

ATCC - amostras padronizadas do American Type Culture Collection

* - leituras realizadas apds 24 e 48 horas conforme recomendacgdes do CLSI, documento M27-A2,
2002, para isolados de Candida spp
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5.5.3 Interpretacdo dos valores das CIMs

De acordo com os critérios interpretativos do CLSI, documento M27-A2
(2002), todos os isolados analisados (100%), ambientais e clinicos, foram sensiveis a

anfotericina B (Tabela 10).

Para a metodologia da microdiluicdo estabelecida pelo CLSI, documento
M27-A2, 2002, dentre os isolados ambientais de Cryptococcus neoformans frente a
5-flucitosina, uma amostra (11,1% ) apresentou valor de resisténcia intermediéaria e 8
(88,9%) foram sensiveis. Quatro isolados clinicos (10,3%) apresentaram resisténcia
intermediéria e 35 (89,7%) foram sensiveis a essa droga. Em relacdo ao método de
E-test (AB-Biodisk), todos os isolados ambientais (100%) foram sensiveis e dois

(5,1%) daqueles de origem clinica foram resistentes a 5-flucitosina (Tabela 10).

Para o fluconazol, de acordo com a metodologia da microdiluicdo utilizada
neste trabalho, entre os isolados ambientais, dois (22,2%) apresentaram sensibilidade
dose-dependente, dois (22,2%) resisténcia e cinco (55,6%) sensibilidade. Entre os
isolados clinicos, dois (5,1%) apresentaram susceptibilidade de acordo com a dose e
37 (94,9%) apresentaram-se sensiveis. Pelo método do E-Test, todos os nove (100%)
isolados ambientais foram foram sensiveis a este antifingico; j& em relagdo aos
isolados clinicos um (2,6%) deles apresentou resisténcia e 38 (97,4%) apresentaram-

se sensiveis (Tabela 10).

De acordo com os valores obtidos de CIMs para os isolados ambientais frente
ao itraconazol pelo método da microdiluicdo, dois (22,2%) foram sensiveis dose
dependente e sete (78,8%) sensiveis. Segundo os resultados obtidos pelo método do
E-Test, dentre os isolados ambientais, trés (33,3%) apresentaram sensibilidade dose
dependente, um (11,1% ) foi resistente e cinco (55,6%) foram sensiveis. Dentre 0s
isolados clinicos, 18 (46,2%) foram susceptiveis dose-dependente, quatro (10,3%)

foram resistentes e 17 (43,5%) sensiveis (Tabela 11).

No presente trabalho, tanto os isolados ambientais, quanto os isolados

clinicos de Cryptococcus neoformans, apresentaram valores de CIMs, frente ao



voriconazol entre 0,03 e 16 pug/mL, que correspondem a variagdo estimada pelo
CLSI, documento M27-A2 (2002) (Tabela 11).

Em relacdo a terbinafina todos os isolados ambientais e clinicos (100%)
apresentaram valores de CIMs menores ou iguais a 2 ng/mL, sendo que 25 isolados
(87,2%) apresentaram CIMs menores ou iguais a 1 ng/mL e o valor médio obtido foi
de 1 pg/mL. Em relacdo aos isolados ATCC de Candida spp. incluidas na anélise
para efeitos comparativos, o valor médio de CIM obtido foi 9,6 ug/mL, ou seja, 9,6
vezes maior que o valor médio da CIM para os isolados de Cryptococcus neoformans

em questdo (Tabela 11).

Os valores das concentracfes inibitorias minimas capazes de inibir 50% e 90%,
respectivamente ClIMso . CIMgo, dos isolados ambientais e clinicos de Cryptococcus
neoformans frente as drogas antifingicas anfotericina B, 5-flucitosina, fluconazol,
itraconazol, voriconazol e terbinafina, de acordo com as metodologias do CLSI e E-

Test, estdo nas tabelas 12 e 13.
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Tabela 10: Interpretagdo da susceptibilidade in vitro, em quantidade e porcentagem, dos isolados ambientais e clinicos de Cryptococcus neoformans frente as
drogas anfotericina B, 5-flucitosina e fluconazol, segundo as metodologias do CLSI e E-test.

DROGA ANTIFUNGICA
ANFOTERICINA B 5-FLUOCITOSINA FLUCONAZOL
METODOLOGIA TIPO INTERVALO SEREIL SEREIL SEREIL
DE DE SUSCEPTIBILIDADE SUSCEPTIBILIDADE SUSCEPTIBILIDADE
ISOLADO LEITURA S S , = S oh) =
<1* <4 8-16 >32 <8 16-32 >64
48 H 9(100%) 8(88.9%) 1(111%) 0 7(77.8%) 0 2(22.2%)
AMBIENTAL 72H 9(100%) 8(88.9%) 1(11,1%) 0 5(55.606)  2(22.2%) 2(22,2%)
oL, 48H 39(100%) 36(92,3%)  3(7,7%) 0 38(97,4%)  1(2,6%) 0
CLINICO 72 H 39(100%) 35(89,7%) 4(103%) 0 37(949%)  2(5,1%) 0
48 H 9(100%) 9(100%) 0 0 9(100%) 0 0
AMBIENTAL 72 H 9(100%) 9(100%) 0 0 9(100%) 0 0
cTEST 48H 39(100%) 37(94,9%) 0 2(51%)  38(97,4°%) 0 5(2,6%)
CLINICO 72 H 39(100%) 37(94,9%) 0 2(51%)  38(97,4%) 0 5(2,67%)
Legenda: H - Horas
S - Sensivel

SDD - Sensivel Dose Dependente

I — Intermediério

R - Resistente

* - Valores de referéncia em pg/mL



Tabela 11: Interpretacio da susceptibilidade in vitro, em quantidade e porcentagem, dos isolados ambientais e clinicos de Cryptococcus neoformans frente as
drogas itraconazol, voriconazol e terbinafina, segundo as metodologias do CLSI e E-test

DROGA ANTIFUNGICA
METODOLOGIA T1PO INTERVALO ITRACONAZOL VORICONAZOL TERBINAFINA
oF 150LABO | DE LEITURA PERFIL PERFIL PERFIL
SUSCEPTIBILIDADE SUSCEPTIBILIDADE | SUSCEPTIBILIDADE
S SDD R S S R
<0125* | 025-05 >1 <16 <8 >8
48 H 6(66,7%)  2(22.2%)  1(11,1%) 9(100%) 5(55,6%)  4(44,4%)
AMBIENTAL 72H 6(66.7%)  2(22.2%)  1(11,1%) 9(100%) A(48.4%)  5(55,6%)
oLs) 48H 34(87,2%)  5(55,6%) 0 39(100%) 39(100%) 0
CLINICO 72H 32(82,1%)  7(77,8%) 0 39(100%) 39(100%) 0
48 H 3(32,3%)  4(444%)  2(22,2%) o o o
AMBIENTAL 72H 3(32,3%)  4(444%)  2(22,2%) o o o
ETEST 48 H 15(38,50%)  19(48,7%)  5(12.8%) o o o
CLINICO 72H 15(38,50%)  19(48,7%)  5(12,8%) o o o
Legenda: H - Horas
S - Sensivel

SDD - Sensivel Dose Dependente

| — Intermediario

* - Valores de referéncia em pg/mL
** - Nao foram realizadas as determinacgdes das CIM pela metodologia do E-test para voriconazol e terbinafina.
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Tabela 12: Valores das concentragdes inibitérias minimas capazes de inibir 50% e 90% do crescimento dos isolados ambientais e clinicos de Cryptococcus
neoformans frente as drogas antiflingicas anfotericina B, 5-fluocitosina e fluconazol de acordo com as metodologias do CLSI e E-Test.

DROGA ANTIFUNGICA
METODOLOGIA TIPO DE ANFOTERICINA B 5-FLUOCITOSINA FLUCONAZOL
ISOLADO 48 H 72 H 48 H 72 H 48 H 72H
CIMsy | CIMgy | CIMsgp | CIMgy | CIMsp | CIMgy | CIMsy | CIMgy | CIMsgy | CIMgy | CIMsy | CIMgg
CLSI AMBIENTAL 0,12 0,12 0,25 0,25 1 2 2 2 4 =64 8 =64
CLINICO 0,12 0,25 0,25 0,5 2 4 4 8 2 8 4 8
E-TEST AMBIENTAL 0,047 0,094 0,047 0,094 0,19 1 0,19 1 15 3 1,5 3
CLINICO 0,047 0,094 0,047 0,094 0,75 6 0,75 6 3 6 3 6
Legenda: H - Horas

CIMsq - Concentragdo inibitdria minima capaz de inibir 50% do crescimento
CIMy - Concentracdo inibitéria minima capaz de inibir 90% do crescimento

** - Ndo foram realizadas as determinac6es das CIM pela metodologia do E-test para voriconazol e terbinafina.



Tabela 13: Valores das concentrag@es inibitérias minimas capazes de inibir 50% e 90% dos crescimentos dos isolados ambientais e clinicos de Cryptococcus
neoformans frente as drogas antiflingicas itraconazol, voriconazol e terbinafina de acordo com as metodologias do CLSI e E-Test

DROGA ANTIFUNGICA

METODOLOGIA TIPO DE ITRACONAZOL VORICONAZOL TERBINAFINA
ISOLADO 48 H 72H 48 H 72 H 48 H 72H
CIMs, | CIMg | CIMsp | CIMg | CIMsgp | CIMgy | CIMge | CIMgy | CIMsy | CIMgy | ClMgg CIMg
CLSI AMBIENTAL 0,12 0,25 0,12 0,5 0,5 1 1 2 4 16 8 16
CLINICO 0,12 0,25 0,12 0,25 0,06 0,25 0,12 0,25 0,5 2 1 2
E-TEST AMBIENTAL 0,25 1 0,25 1 wx wx wx wx *x *x *x wx
CLINICO 0,75 15 0,75 15 wx wx wx wx *x *x *x wx
Legenda: H - Horas

CIMs, - Concentragdo inibitéria minima capaz de inibir 50% do crescimento
CIMy, - Concentracdo inibitéria minima capaz de inibir 90% do crescimento
** - Ndo foram realizadas as determinac6es das CIM pela metodologia do E-test para voriconazol e terbinafina.
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56 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar se existiram diferengas entre as seis drogas antiflngicas testadas,
nos intervalos de leitura de 48 e 72 horas, para cada metodologia, CLSI e E-test, e
para os dois tipos de amostras, clinicas e ambientais, foi realizado o teste ndo
paramétrico de Kruskall-Wallis. Quando foram detectadas diferencas
estatisticamente significativas foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para a
metodologia CLSI ocorreram 15 combinagdes possiveis dos antifungicos, sendo
assim o nivel de significancia a ser considerado 0,003 (0,05/15=0,003). Para a
metodologia do E-test, uma vez que s6 foram testados quatro antifungicos, ocorreram
seis possiveis combinagdes, portanto o nivel de significancia a ser considerado foi
0,008 (0,05/6=0,008). Desta forma, somente os valores de p menores do que esses
foram consideradas diferencas estatisticamente significativas. Uma vez que existia
diferenca entre os seis antifingicos foi necessério identificar as diferencas entre
todos os pares possiveis. Para isso foi utilizado o teste de Mann-Whitney. A fim de
caracterizar as amostras foram obtidas estatisticas descritivas para as medidas de
interesse. Com o objetivo de avaliar se existia diferenga estatisticamente
significativa, para cada um dos antiflngicos, considerando o tipo de amostra, 0s
intervalos de leitura e as metodologias, foi realizado o teste ndo paramétrico de

Wilcoxon.

Para o antifungico 5-flucitosina existe diferenca estatisticamente significativa
(valor-p=0,001) para as amostras clinicas, entre as concentra¢cdes quando se utilizou
a metodologia do CLSI nos dois intervalos avaliados (48 e 72 horas). Resultado
semelhante foi observado para os antifngicos anfotericina B (valor-p =0,000),

fluconazol (valor-p =0,000) e para o voriconazol (valor-p =0,001).

Para as amostras ambientais foram observadas diferengas estatisticamente
significativas para metodologia CLSI com 48 e 72 horas para os antifingicos

fuconazol (valor-p=0,027) e voriconazol (valor-p = 0,042).



Foi observada diferenga estatisticamente significativa entre as concentragdes,
para as duas metodologias testadas consideradas com nos intervalos de leitura de 48
e 72 horas, para os diferentes antifingicos. S6 ndo se observou diferenca
estatisticamente significativa para o fluconazol com relagdo aos isolados clinicos,
considerando os intervalos de leitura de 48 e 72 horas dentro das metodologias CLSI

e E-test avaliadas.

Foi observada diferenca estatisticamente significativa (valor-p=0,000) e entre
os intervalos de leitura de 48 e 72 horas de acordo com a metodologia do CLSI. Para

esta analise foi utilizado o teste de Wilcoxon.

Para comparar as metodologias utilizadas em cada intervalo de leitura,
separadamente, utilizou-se o teste de Mann-Whitney. Observou-se que existe

diferenca entre as metodologias para 72 horas (valor-p=0,002).

O teste de Mann-Whitney também foi utilizado para avaliar se existe
diferenca entre tipos de amostra de acordo com a metodologia utilizada. Observou-se
que existia diferenca estatisticamente significativa entre amostra clinica e ambiental

para a metodologia CLSI, tanto no intervalo de leitura de 48 quanto de 72 horas.

Neste trabalho foi utilizado um gréfico conhecido como boxplot,
particularmente util para comparar a distribuicdo de amostras em diferentes grupos.
Para a construgdo do boxplot sdo utilizadas as seguintes estatisticas: minimo,
primeiro quartil (valor que deixa 25% dos dados abaixo), terceiro quartil (valor que
deixa 75% dos dados abaixo) e maximo. A metade central dos dados, do primeiro ao
terceiro quartil, € representada através de um retangulo, sendo a mediana
representada através de uma barra. Duas linhas conectam o primeiro quartil (Q1) ao
minimo e o terceiro quartil (Qs) ao méaximo da amostra. A Figura 2.1 ilustra a
construcdo desse grafico. Além das quantidades ja mencionadas, pontos atipicos (ou

outliers) s&o plotados no gréafico quando presentes em um conjunto de dados.
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Figura 8: Construcdo do grafico Boxplot
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Figura 9: Boxplot das CIM (ug/mL) dos isolados de Cryptococcus

neoformans, comparando os intervalos de leitura 48 e 72 horas
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Figura 10: Boxplot das CIMs (ug/mL) dos isolados de Cryptococcus

neoformans, comparando as metodologias CLSI e E-test
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6 DISCUSSAO

O Cryptococcus neoformans, anteriormente variedade neoformans tem sido
isolado de diversas fontes ambientais e sua associacdo com fezes de aves,
especialmente pombos, ja foi evidenciada por numerosos trabalhos. Outros isolados
ambientais tém sido encontrados em muitos tipos de solo, animais e passaros. Todos
os isolados obtidos neste trabalho foram pertencentes a esta variedade, o que

confirma, mais uma vez a presenca desta em fezes de pombos.

Em Campo Grande, Mato Grosso do Sul, foram coletadas 20 amostras de
excretas de aves em distintos ambientes, que foram semeadas em meio agar niger
com o objetivo de isolar Cryptococcus neoformans. Este fungo foi isolado em 10
amostras (50%) comprovando sua ocorréncia saprofitica nesta cidade (FILIU et al.,
2002).

Em Santiago de Cali, Coldombia, foi realizado estudo em 119 amostras de
acumulos de fezes de pombos, com o objetivo de estabelecer a presenca do
Cryptococcus neoformans. Este fungo foi isolado em 59 amostras (49,6 %)
demonstrando assim sua presenca em perimetro urbano e a importancia de

empreender campanhas para evitar o acumulo de excretas animais.

Neste trabalho, foram obtidos 09 isolados de Cryptococcus neoformans a
partir das amostras ambientais. Todos os isolados obtidos foram provenientes de
fezes de pombos coletadas nas dependéncias da UFMG e corresponderam a um
indice de positividade de 5,5%, quando comparado ao total de amostras de excretas
de aves e 25 % quando comparado apenas ao nimero de amostras de excretas de
pombos. Diferengas na ocorréncia dos isolados deste trabalho podem ter sido
devidas a diversidades entre 0s ensaios, bem como por caracteristicas distintas das
amostras, j& que em grande parte dos locais de coletas das excretas das aves
observou-se condicOes satisfatdrias de higienizacdo, evitando, assim, acimulo das

mesmas.

83



De forma marcante, nas regibes Sul e Sudeste, nas duas Ultimas décadas,
predominou a associacdo da doenca criptococdcica com AIDS, em homens, com
prevaléncia do C. neoformans, chegando a atingir indices de 8 a 12%, nos centros de
referéncia da Regido Sudeste (CAVALCANTI, 1995). Em estudo realizado no Meio
Norte do pais (Maranh&o-Piaufi), no periodo de 1986 a 1995 observou-se que mais de
90% dos casos de criptococose em individuos aparentemente normais do ponto de
vista imunoldgico, sdo causados pelo C. gattii, que é endémica na regido (LAZERA
et al., 2004). Neste trabalho, todos os isolados clinicos foram identificados como
pertencentes & espécie C. neoformans, o que confirma sua prevaléncia no estado de

Minas Gerais.

Como o fungo Cryptococcus spp. tem acesso ao hospedeiro através da
inalacdo de propagulos infecciosos oriundos de fontes ambientais, a infecgéo
pulmonar pode ser a manifestacdo priméaria da doenca. Os pulmdes sdo o segundo
sitio mais comumente envolvido. A expressao clinica € variavel, oscilando entre a
forma assintomatica e a doenca pulmonar disseminada é associada, geralmente, a
nédulos pulmonares. A doencga pulmonar focal é mais comum quando a micose €
ocasionada pelo C. gattii pois em geral, o C. neoformans causa, em geral, doenca
pulmonar disseminada. O C. gattii ndo tem sido frequentemente isolado de
espécimens clinicos como sangue e urina ao contrario do ocorre em de pacientes
imunossuprimidos, cuja doenga € causada, em sua maioria, pelo C. neoformans
(SPEED e DUNT, 1995; RUFINO e SWINNE,1998; CHEN et al, 2000; SORRELL,
2001).

Diferencas na patogénese das infeccOes causadas pelas espécies, C.
neoformans e C. gattii, na interacdo fungo-hopedeiro poderiam justificar a
predominancia da micose causada pela espécie C. neoformans em individuos com
reacdo soroldgica positiva para HIV, j& que a pequena exposi¢ao as fontes ambientais
a outra espécie seria insuficiente para explicar as diferencas nas &reas onde a

criptococose devido a esta espécie € endémica (PASSONI et al., 1998).
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As manifestacbes clinicas da criptococose em pacientes com AIDS
geralmente se dao por febre e cefaléia, mal-estar e vomitos, podendo ocorrer em 7 a
8 % dos pacientes, lesdes cutaneas, simulando molusco contagioso (LACAZ et al.,
2002). Podem ocorrer também nauseas e dispnéia, sendo que os sintomas pulmonares
se devem a outras manifestacdes clinicas como, por exemplo, pneumonia por
Pneumocystis carinii. Apenas uma pequena porcentagem chega a apresentar
sintomas de meningite, como pescoco rigido, fotofobia ou visdo dupla. Usualmente
podem ocorrer sintomas orais, linfadenopatia difusa e perda de peso. Em 12 a 18%
observa-se sonoléncia e confusdo (KOWN-CHUN e BENNETT, 1992).

O principal determinante da diferenga entre as espécies C. neoformans e C.
gattii na apresentacdo clinica da criptococose é o estado imunoldgico do paciente. Ao
contrario dos pacientes infectados pelo C. neoformans, aqueles acometidos pela
doenga determinada pelo C. gattii sdo, em sua maioria, imunocompetentes. As
infeccBes geralmente requerem prolongada terapia antifingica e estdo associadas

com seqielas neuroldgicas e intervengdo neurocirdrgica (SORREL, 2001).

Através dos dados coletados nos prontuarios médicos dos pacientes com
amostras avaliadas neste trabalho, observou-se que, se tratavam, em sua maioria, de
pacientes imunossuprimidos, sendo grande a porcentagem de pacientes com AIDS
que apresentavam sintomatologia e outras patologias concomitantes, semelhante as

descritas por demais autores.

Para o Cryptococcus neoformans, sdo encontrados numerosos trabalhos
empregando metodologias diversas para a determinacdo da CIM frente as drogas
antifingicas. Inimeros trabalhos no Brasil e no mundo tém sido publicados para
auxiliar na validagdo destas metodologias. Tais trabalhos servem como base ndo s6
para a pesquisa mas, principalmente, para auxiliar no entendimento da terapia
antifingica e suas implicacbes no desenvolvimento de fendtipos resistentes
(PAPPALARDO e MELHEM, 2003).
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Foram utilizadas, neste trabalho, duas metodologias de grande importancia
que vém sendo alvos de numerosos estudos. A metodologia da microdiluicdo em
placa foi sugerida pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005),
documento M27-A2, 2002, e o0 método baseado em 4agar-difusdo, E-test,
desenvolvido por AB-Biodisk (Solna, Suécia). Estas foram escolhidas por possuirem

fundamentos diversos e por serem de grande confiabilidade.

Pfaller et al. (1988), ao compararem metodologias, na época disponiveis, para
execucdo de provas de susceptibilidadea antiflngicos, elegeram o preparo do inéculo
pela utilizacdo de espectrofotometria. Ainda outros autores tém utilizado, com
sucesso indculos da ordem de 10% ou 10* células por mililitro (cel/mL) para
realizacdo destes testes, 0 que justificou o emprego da concentracéo celular de 10°

no presente trabalho.

O CLSI (2005) propde a utilizagdo do meio de referéncia RPMI-1640 para a
execucgdo dos testes de susceptibilidade as drogas antiflngicas. No entanto, este
muitas vezes ndo prové um crescimento satisfatorio de Cryptococcus spp., mesmo
apds incubacéo por 72 horas. O RPMI-1640 acrescido de 2% de glicose e 0 meio
YNB (Yeast Nitrogen Base, Difco) se comparam, favoravelmente, ao meio de
referéncia (RPMI-1640 sem 2% de glicose), e provém um melhor crescimento da
levedura apds 48 horas, facilitando a determinagdo do ponto de corte sem alterar
significativametne os valores de CIMs obtidos na primeira situacdo (ESPINEL-
INGROFF et al., 1998). Alguns trabalhos publicados referentes & avaliagdo da
influéncia de varios meios de cultura nos resultados dos testes com antiflngicos
demonstram que o YNB constitui o melhor meio a ser empregado nestes
experimentos (SHADOMY et al., 1987; GHANNOUM et al., 1992; DERMOUMI,
1994). No presente trabalho optou-se pela utilizagdo do meio RPMI-1640 acrescido
de 2% de glicose o qual permitiu crescimento satisfatorio, nas condicbes de
temperatura, 35°C, e periodos de incubagdo, 48 e 72 horas, dos isolados testados

(ESPINEL-INGROFF et al., 1998)
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Soares e Hamdan (2004), em estudo com isolados clinicos de C. gattii,
através da metodologia de microdilui¢do do CLSI (2005), documento M-27A, 1997,
obtiveram 4% de isolados sensiveis, 85% sensiveis dose dependente e 11%
resistentes ao fluconazol. Para o itraconazol, 81% dos isolados foram sensiveis e
19% foram sensiveis dose dependente. Em relacdo a anfotericina B e terbinafina,
100% dos isolados foram classificados como sensiveis in vitro. Nesta mesma analise,
utilizando a metodologia do E-test, as porcentagens de isolados sensiveis, sensiveis
dose dependentes e resistentes, foram, respectivamente, 6%, 12% e 82% poara 0
fluconazol. Em relacdo a anfotericina B, 100% dos isolados foram considerados
sensiveis. Para as amostras ambientais, 8% foram consideradas sensiveis, 15%
sensiveis dose dependente e 77% resistentes ao fluconazol. Em relagéo a anfotericina

B, 100% das amostras apresentaram sensibilidade.

Franzot e Hamdan (1995) avaliaram, a partir de amostras brasileiras, a
susceptibilidade in vitro de isolados ambientais e clinicos de Cryptococcus spp.
frente aos azolicos cetoconazol, fluconazol e itraconazol, de acordo com a técnica do
CLSI, pelo método de macrodilui¢do, preconizado no documento M27-P, 1992. Em
geral os resultados demonstraram homogeneidade entre os isolados clinicos e
ambientais. O fluconazol apresentou menor atividade que o cetoconazol e o

itraconazol.

Calvo-Morales et al. (1999), avaliaram a susceptibilidade frente a
anfotericina-B, 5-flucitosina, itraconazol e fluconazol de 33 isolados de
Cryptococcus spp. a partir de amostras clinicas de diferentes regides do Brasil. N&o
foi encontrado nenhum isolado resistente as drogas testadas, entretanto 3% se

apresentaram como sensiveis dose-dependente em relacdo ao fluconazol.

Alves et al. (2001), avaliaram 69 isolados clinicos de pacientes com AIDS e
13 isolados ambientais de Cryptococcus spp., pela técnica de microdiluicdo do CLSI
(2005), documento M27-A, 1997, frente a anfotericina-B, itraconazol e cetoconazol.

Os autores obtiveram resultados bastante similares entre isolados clinicos e
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ambientais, entretanto os de origem clinica foram menos sensiveis ao fluconazol do

que aqueles oriundos de fontes ambientais.

Fernandes et al. (2003), testaram in vitro a susceptibilidade de 60 isolados de
C. neoformans de pacientes com AIDS da cidade de Goiania, frente ao fluconazol,
itraconazol e anfotericina-B pelo método da macrodiluicéo, segundo o CLSI (2005),
documento M27-A, 1997. Nenhum dos isolados apresentou resisténcia ao itraconazol

e anfotericina-B, entretanto, quatro isolados foram resistentes ao fluconazol.

Fernandes et al. (2003) observaram em seus resultados que os valores de
CIMs para C. gattii foram superiores aos encontrados para C. neoformans para o

fluconazol, o itrtaconazol e a anfotericina B.

Franzot & Casadevall (1997) testaram a susceptibilidade de 18 amostras de
Cryptococcus spp. frente as drogas antifungicas fluconazol, anfotericina B e
pneumocandina e ainda as combinagdes entre estas drogas. Foram obtidas CIMs

entre 1 a 128 pg/mL para a anfotericinaB e 16 a 32 ng/mL para a pneumocandina.

Em relacdo & terbinafina, ha escassez de dados relativos a susceptibilidade de
isolados de Cryptococcus spp. Ryder et al. (1998) observaram uma elevada atividade
da droga frente a espécies de Cryptococcus e, ainda, esta acdo foi superior a do

fluconazol.

A susceptibilidade de um total de 53 isolados ambientais e clinicos de
Cryptococcus spp. frente a anfotericina-B, 5-flucitosina, cetoconazol, fluconazol e
itraconazol, de acordo com a técnica do NCCLS (CSLI, 2005), documento M27-P
(1992) demonstraram homogeneidade entre os isolados clinicos e ambientais. Dentre
os azolicos, o fluconazol apresentou menor atividade que o cetoconazol e itraconazol
(FRANZOT e HAMDAN, 1996).

Em estudo realizado com 33 isolados de Cryptococcus spp. frente a

anfotericina-B, 5-flucitosina, itraconazol e fluconazol ndo foi encontrados nenhuma
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amostra resistente. Os isolados foram obtidos a partir de amostras clinicas de
diferentes regides do Brasil; entretanto, 3% se apresentaram com sensibilidade
dependente da dose em relag&o ao fluconazol (CALVO-MORALES et al., 1999).

Foi observada alta susceptibilidade em 100 isolados clinicos de Cryptococcus
spp. a partir de amostras de pacientes no Brasil (69 isolados), Chile (11 isolados) e
Venezuela (20 isolados). O método utilizado foi o da microdiluicdo em meio liquido,
segundo a técnica do NCCLS (CLSI, 2005), documento M27-A ,1997 (CALVO et
al., 2001).

Foram avaliados 69 isolados clinicos de pacientes com AIDS e 13 isolados
ambientais de Cryptococcus spp., atraveés do documento do NCCLS (CLSI, 2005),
documento M27-A (1997) frente & anfotericina-B, itraconazol e cetoconazol. Os
resultados clinicos e ambientais obtidos foram bastante similares, porém os de
origem clinica foram menos susceptiveis ao fluconazol do que aqueles oriundos de
fontes ambientais (ALVES et al., 2001).

Carrillo-Mufoz et al. (1997), testaram 181 isolados pertencentes & espécies
do género Candida e 21 de Cryptococcus spp. Estes autores destacaram, em seus
resultados, a elevada porcentagem de sensibilidade & anfotericina B e a auséncia de
resisténcia a este poliénico, tendo observdo 100% de sensibilidade aos azdlicos e

19% de resisténcia a 5-flucitosina entre as amostras de Cryptococcus spp.

Foram realizados testes de susceptibilidade em 64 isolados ambientais e
clinicos de C. neoformans e C. gattii frente a anfotericina-B, 5-flucitosina, fluconazol
e itraconazol, segundo recomendagfes do CLSI (2005), documento M27-A2, bem
como pela metodologia da macrodiluicdo em meio liquido, de acordo com Shadomy
et al. (1987). N&o foram observadas diferengas significativas entre as duas
metodologias e nem entre 0s valores de sensibilidade entre isolados clinicos e
ambientais. Em linhas gerais, os isolados foram mais sensiveis ao fluconazol e

anfotericina-B pelo método do CLSI. Apenas um isolado de C. gattii exibiu alta
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resisténcia a anfotericina-B, pelo método de Shadomy et al. (1987) (MORAES et al.,
2003).

A susceptibilidade in vitro de 60 isolados de Cryptococcus spp. de pacientes
com AIDS da cidade de Goiania, Brasil, frente ao fluconazol, itraconazol e a
anfotericina-B foi determinada pelo método da macrodilui¢do, segundo o NCCLS
(CLSI), documento M27-A (1997). Nenhum dos isolados apresentou resisténcia ao
itraconazol e a anfotericina-B, entretanto, quatro isolados foram resistentes ao
fluconazol (FERNANDES et al., 2003).

Ellis et al. (1999) avaliaram a atividade in vitro da terbinafina comparada ao
fluconazol frente a 205 isolados de Cryptococcus spp. obtidos de amostras clinicas e
ambientais. Foram realizados testes de susceptibilidade segundo a metodologia de
microdiluicdo, de acordo com padronizagdo do CLSI (2005), documento M27-A,
1997. Os resultados obtidos demonstraram que a terbinafina pode ser usada para
tratamento de criptococose, ja que efeito sinérgico entre esta droga e fluconazol foi

claramente demonstrado.

Chang et al. (2001) analisaram o perfil de sensibilidade para isolados de C.
neoformans e C. gattii, frente ao fluconazol, itraconazol e 5-flucitosina, segundo a
metodologia do E-test (AB-Biodisk, Solna, Suécia), e obtiveram 5,8%, 11,6% e 0,7%
de sensibilidade dose dependente e 3,2%, 12% e 4,3% de resisténcia para estas
respectivas drogas. Os autores observaram ainda que o C. gattii apresenta menor

sensibilidade ao fluconazol do que o C. neoformans.

De Bedout et al. (1999) compararam as susceptibilidades a antifingicos de
isolados clinicos de C. neoformans e C. gattii e observaram que dentre os 35
isolados, 80% foram sensiveis a anfotericina B, ao fluconazol e ao itraconazol,

independente da espécie.

De maneira geral, os resultados obtidos neste trabalho, estdo de acordo com

0s registros da literatura: altas taxas de sensibilidade a anfotericina B e terbinafina;
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valores de CIMs mais elevados para fluconazol, porém com maiores taxas de
sensibilidade a este azdlico do que ao itraconazol; alta taxa de sensibilidade ao
voriconazol e baixas porcentagens de resisténcia ou de resisténcia intermediaria & 5-
flucitosina
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7  CONCLUSOES

Todos os isolados ambientais de Cryptococcus neoformans foram obtidos a
partir de fezes de pombos coletadas nas dependéncias do campus da Universidade
Federal de Minas Gerais evidenciando, mais uma vez, a associagdo direta deste

fungo com excretas de aves.

Os isolados clinicos adquiridos foram comprovados com sendo pertencentes a

espécie Cryptococcus neoformans.

Cryptococcus neoformans confirmou seu carater oportunista, ja que todos 0s
isolados obtidos a partir de amostras clinicas eram provenientes de pacientes

imunossuprimidos.

A anfotericina B apresentou melhor desempenho, maior atividade in vitro,
contra todos os isolados testados, tando ambientais quanto clinicos, considerando as

duas metodologias utilizadas e os intervalos de incubacéo de 48 e 72 horas.

Através da metodologia de microdiluicdo sugerida pelo CLSI, o voriconazol
demonstrou consideravel atividade in vitro, tanto em relagdo aos isolados clinicos

quanto ambientais, nos intervalos de 48 e 72 horas.

Segundo a metodologia da microdiluicdo do CLSI, considerando todos o0s
isolados clinicos testados, a terbinafina também apresentou atividade in vitro
satisfatorio, demonstrando a possibilidade de sua utilizacdo contra a criptococose

humana.

A 5-flucitosia apresentou atividade in vitro contra os isolados de C.

neoformans, j& que foram encontradas altas taxas de isolados sensiveis a esta droga.

De modo geral, comaprando-se a metodologia de microdilui¢éo e E-teste, a

segunda apresentou valores menores de Concentragdes Inibitérias Minimas dos
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isolados, em relacdo as drogas 5-flucitosina e fluconazol, consequentemente,

ocorreram taxas de sensibilidade maiores para estas drogas.

O contrério ocorreu em relacéo ao itraconazol, em que maiores porcentagens
de isolados mais sensiveis foram determinados pela metodologia de microdiluog&o,

preconizada pelo CLSI.

Sob aspectos gerais, o fluconazol apresentou melhor atividade in vitro do que
o itraconazol frente aos isolados ambientais e clinicos considerando as duas

metodologias utilizadas.

Apesar do reduzido nimero de isolados ambientais obtidos neste trabalho,
ocorreu uma tendéncia @ maior resisténcia neste grupo de isolados do que nos
isolados clinicos, principalmente em relacdo as drogas fluconazol, itraconazol e

terbinafina.

Diferencgas estatisticamente significativas foram encontradas nos valores de
CIMs frente as dogas antifungicas ao se comparar as duas metodologias estudadas,

tanto no intervalo de leitura de 48 quanto 72 horas.

Com relagcdo ao itraconazol, ocorreu discrepancia entre as taxas de
sensibilidade e sensibilidade-dose-dependente, considerando as duas metodologias

estudadas, tanto no intervalo de 48 quanto 72 horas.

Ambas as metodologias apresentaram-se como alternativas para determinagédo
da CIM e consequente interpretacdo do perfil de sensibilidade de isolados de
Cryptococcus neoformans frente as drogas antifingicas testadas. Entretanto, devem
ser levar em consideragdo aspectos de custo-beneficio e execugdo dos ensaios, ja que
na metodologia do E-test as tiras impregnadas com antifingicos possuem custo

oneroso e a metodologia de microdiluicdo é bastante trabalhosa.
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ANEXO 1

U Ficr'obiologi

LABORATORIO DE MICOLOGIA

Universidade Federal de Minas Gerais / Instituto de Ciéncias
Bioldgicas
Departamento de Microbiologia /Laboratério de Micologia

Isolamento, determinagéo da variedade e susceptibilidade frente a drogas
antifingicas de isolados de Cryptococcus spp, obtidos de amostras ambientais e
de pacientes hospitalizados em Minas Gerais

Orientadora: Profa/Dra Maria Aparecida de Resende

Orientanda: Erica Oliveira Dias Brito

Telefone: 31-91038264 (celular) /31-33134294 (residéncia) / 31-34492742 (lab. UFMG)
E-mail: eod brito@yahoo.com.br

Nome do Hospital:
Situado em: ( )Belo Horizonte ( )Juizde Fora ( )Outra:

1 - DADOS DE REGISTRO DO PACIENTE
1.1 - N° do prontuério:
1.3 - N° do registro de internacdo na data da coleta:
1.4 - Data de internagdo: __ /[ (DD/IMM/YYYY)

2 - INFORMACOES COMPLEMENTARES

2.1 - Data de Nascimento: __ /[ (DD/MM/YYYY)
2.2 - Sexo: () Masculino () Feminino

2.3 - Paciente morana: () ZonaRural () Cidade
2.4 - Profisséo:

2.5 - O paciente tem contato com:

Observacdo: Em relacdo as questdes deste item, se 0 paciente ndo tem contato atualmente mas teve
contato em alguma época anterior de sua vida, responda em “Sim, anteriormente”

Pombos: () Sim () Néo () Sim, anteriormente
Outras aves: ( ) Sim () Néo () Sim, anteriormente

Se sim, qual?
Arvore do tipo eucalipto: ( ) Sim () Néo ( ) Sim,
anteriormente
Outro tipo de arvore: () Sim () Néo ( ) Sim,
anteriormente Se sim,
qual?
Terra: () Sim () Néo () Sim, anteriormente

3- HISTORIA PATOLOGICA PREGRESSA

3.1- E paciente HIV +: () Sim () Néo
Se sim, o paciente preenche critérios para AIDS? () Sim ( )Néo (
)N&o sei
Contagem mais recente de CD4 : () Nao sei
Datado exame de CD4: [/ (DD/IMM/YYYY) ( )Néo sei
3.2 — Portador de Neoplasia: ( )Sim ( ) Nao
Se sim, qual tipo? () Hematolégica ( )Tumor s6lido () Né&o sei
3.3 - Paciente transplantado: () Sim ( ) Nao () Néo sei

Se sim, especifique o 6rgdo transplantado:
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( )Rim ( )Coragdo ( )Pulmdo ( )Figado ( ) Pancreas
( ) Meduladssea () Outro. Qual?
3.4 -Doenca Cardiaca: ( )Sim ( )Ndo ( ) Naosei
3.5-Doenca Pulmonar: ( )Sim ( )N&o ( ) Nd&osei
3.6 - Doenca Hepdtica: ( )Sim ( )Nd ( ) Naosei
3.7 - Diabetes Mellitus: ( )Sim ( )Néo ( ) N&osei
3.8 - InsuficiénciaRenal: ( )Sim ( )Nao ( ) Naosei
3.9 - Doenca Auto-imune: ( )Sim ( )Na&o ( ) Naosei
Se sim, é tratado com drogas imunossupressoras? ( )Sim ( )N&do ( ) Nd&osei
3.10 - Doenca Neurolégica: ( )Sim  ( )Nao ( ) Naosei
3.11 - Cirurgia nos ultimos 3 meses: () Sim () Néo () Néo sei
Se sim, que tipo de cirurgia?
() Abdominal ( ) Cardiotoracica ( ) Genitourinaria ( ) Ginecologica
() Neurologica ( ) Ortopédica ( ) Trauma ( ) Outra. Qual?
3.12 - Queimadura de terceiro grau: ( )Sim ( ) Néo () Naosei
3.13 - Neutropenia (neutréfilos <500/mm?®) : ( )Sim ( ) Néo () Néo sei

3.14 — E portador de alguma outra doenca de base néo citada anteriormente?
( )Sim ( )Ndo ( ) Naosei
Se sim, qual?
3.15 - Qual foi 0 motivo da internacéo atual?

4 —HISTORICO MEDICAMENTOSO
Estava em uso de :

4.1 - Antibictico (oral ou 1V)? ( )Sim ( ) Nao ( )N&o sei

4.2 - Corticosteroides sistémicos (oral ou 1V)? ( )Sim ( ) Néo ( )N&o sei

4.3 - Outras drogas imunossupressoras? ( )Sim ( ) Néo (' )Né&o sei

4.4 - Quimioterapia contra o cancer? ( )Sim ( ) Néo ( )Né&o sei

4.5 - Terapia anti-retroviral? ( )Sim ( ) Nao ( )Néose

4.6 - O paciente recebeu ou estava recebendo drogas antiflingicas?
( ) Sim ( ) Nao () Nao sei

Se sim, qual (is)? ( ) Anfotericina B () 5 Flucitosina () Itraconazol

() Fluconazol () Outro. Qual?

Se sim, qual é a razéo para 0 seu uso?
() Tratamento da Criptococose ja diagnosticada anteriormente
() Tratamento de outra infecgdo fungica. Qual? () Néo sei
() Profilatico
() Néo sei

5 - DADOS LABORATORIAIS
5.1 - Amostra bioldgica
() Liquor () Secrecdo pulmonar ( ) Material de lesdo corporal
() Material de lesdo ocular () Outro tipo. Qual?
5.2 - Data da colheita do material: __ / / (DD/IMMIYYYY)
5.3 - Diagnostico laboratorial realizado através de:
() Exame direto com tinta nanquim
() Cultura
() Outro? Qual

OBSERVACAO
Os dados referentes ao registro do paciente (item 1) nao serdo divulgados em hipotese alguma e
os demais dados coletados s6 serdo divulgados com fins cientificos.

Assinatura de comprometimento dos pesquisadores
Erica Oliveira Dias Brito
Profa/Dra Maria Aparecida de Resende
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ANEXO 2

PARECER COEP no. 205-05
Enviado ao COEP em 07/06/05
Recebido pelo parecerista em 10/11/05

Nome do trabalho - Isolamento, determinagdo da variedade e susceptibilidade
frente a drogas antifungicas de isolados de Cryptococcus neoformans, obtidos de
amostras ambientais e de pacientes hospitalizados em Minas Gerais

Pesquisador responsavel — Maria Aparecida de Resende (orientadora)
Erica Oliveira Dias Brito (mestranda)

Area do Conhecimento — Ciéncias Bioldgicas

Instituicdo responsavel - Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de
Microbiologia. Constam assinaturas do diretor e do Chefe do Departamento

Folha de Rosto — completa

Documentos - Parecer consubstanciado do Departamento
Carta de encaminhamento ao COEP

Curriculo — constam

Datas — Inicio — a pesquisadora enviou carta ao COEP para desconsiderar a data
colocada no protocolo tendo em vista que aa coleta de dados em amostras de sangue
de pacientes ainda ndo foi iniciada e aguarda aprovacgdo do COEP

TCLE - Usa termos claros e estd completo

Resumo do Projeto -

Este é um trabalho que tem como objetivo realizar estudo das fontes saprofiticas do
fungo Cryptococcus neoformans na cidade de Belo Horizonte, através do isolamento
e da identificacdo da tipagem soroldgica a partir do meio ambiente e de pacientes
hospitalizados portadores de criptococose. As amostras com humanos serdo obtidas
de pacientes que estejam hospitalizados no Hospital das Clinicas da UFMG. N&o ha
documento do hospital concordando com a realizagéo desta pesquisa.

Riscos e Beneficios -
Os pesquisadores relatam ndo haver riscos para 0s pacientes.

Meérito - A proposta do trabalho é relevante pela alta prevaléncia e pela gravidade do
quadro clinico que os individuos podem apresentar.
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MENSAGEM FINAL

Dé sempre o melhor e o melhor vira...

As vezes as pessoas sd0 egocéntricas, ilogicas e insensatas...
Perdoe-as assim mesmo.

Se vocé é gentil, as pessoas podem acusé-lo de egoista e interesseiro...
Seja assim mesmo.

Se vocé é um vencedor, terd alguns falsos amigos e alguns inimigos verdadeiros...
Venca assim mesmo.

O que vocé levou anos para construir, alguém pode destruir de uma hora para
outra...

Construa assim mesmo.

Se vocé tem paz e é feliz, as pessoas podem sentir inveja...
Seja feliz assim mesmo.

O bem que vocé faz hoje, pode ser esquecido amanha...
Facga o bem assim mesmo.

Dé ao mundo o melhor de vocé. Mas isso pode nunca ser o bastante...
Dé o melhor de vocé assim mesmo

E vaja vocé que, no final das contas...
Eentre voceé e Deus...
Nunca foi entre vocé e eles!

(MADRE TEREZA DE CALCUTA)
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ORACAO DA SERENIDADE

“CONCEDEI-ME SENHOR A SERENIDADE NECESSARIA PARA ACEITAR
AS COISAS QUE NAO POSSO MODIFICAR.
CORAGEM PARA MODIFICAR AQUELAS QUE POSSO E SABEDORIA
PARA DISTINGUIR UMAS DAS OUTRAS”

POR
ERICA OLIVEIRA DIAS BRITO
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