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RESUMO

A criptococose é uma infeccdo flangica causada pelo complexo de espécies
Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. A maioria dos casos ocorrem em portadores do
virus HIV/AIDS, no entanto, essa infeccdo também ocorre em pacientes ndo HIV em uma
frequéncia de 10-30% do total de casos. Trata-se de uma doenca de alta morbidade e
mortalidade, sendo a neurocriptococose a forma clinica mais severa. Esse estudo investigou
aspectos clinicos e moleculares de sete casos de pacientes ndo HIV diagnosticados com
criptococose na Fundacdo de Medicina Tropical (FMT-HVD) no periodo de Julho de 2016 a
Junho de 2019. Um questionario foi utilizado para obtencdo de informac6es epidemioldgicas e
clinicas dos pacientes incluidos no estudo. Para identificar os genétipos utilizamos a técnica de
PCR-RFLP do gene URA5 o qual comparou os gendtipos dos isolados com cepas padrbes
previamente genotipadas. Para a técnica molecular do Multilocus Sequence Typing (MLST) foi
realizado sequenciamento dos sete genes de referéncia preconizados pela International Society
for Human and Animal Mycology (ISHAM) para a determinacédo dos sequence typing (ST). Os
ensaios de suscetibilidade antifungica foram de acordo com a norma da CSLI M27-A3. Como
resultados clinicos e epidemiol6gicos observamos que a maioria dos pacientes eram do sexo
feminino (57,14%), faixa etaria de 10-53 anos (média de 36,3 anos), a neurocriptococose foi a
forma clinica predominante (100 %), o tempo decorrido desde os sintomas até o diagnostico
variou de 15 a 730 dias (média de 172,9 dias) e a mortalidade observada foi de 57,14%. As
comorbidades prévias a criptococose observadas no presente estudo foram: hipertensédo,
diabetes mellitus e tuberculose intestinal. Os isolados foram obtidos de amostras de liquido
cefalorraquidiano (LCR) e o diagndéstico foi feito por exame direto em tinta Nankin. A
genotipagem inicial feita pela técnica de PCR-RFLP do gene URA5 mostrou que todos 0s
isolados clinicos foram do tipo molecular VVGII. A partir do ensaio de MLST foi possivel
identificar os sequence typing ST20 (n=4), ST5 (n=3) e ST552 (n=1). Esse € o primeiro estudo
a relatar a existéncia do ST552. As culturas demostraram CIM média para os antifingicos
anfotericina B (AMB), fluconazol (FLC) e itraconazol (ITC) de 0,05, 3,85 e 0,18 ug/mL,
respectivamente. Nesse estudo mostramos a importancia do uso da ferramenta molecular do
MLST para identificar os gendtipos que causam as infeccbes em pacientes ndo HIV.
Descrevemos o predominio do acometimento no SNC por C. gattii principalmente do tipo

molecular VGlla que estd amplamente disperso no Norte do Brasil.

Palavras—Chave: Amazonia, Cryptococcus gattii, HIV negativo e MLST.



ABSTRACT

Cryptococcosis is a fungal infection caused by the Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii species complex. Most cases occur in people with HIV/AIDS,
however, this infection also occurs in non-HIV patients with a frequency of 10 to 30% of all
cases. However, this is a disease with high morbidity and mortality, being neurocriptococcosis
the most severe clinical form. This study investigated clinical and molecular aspects of seven
cases of non-HIV patients diagnosed with cryptococcosis at the Tropical Medicine Foundation
(FMT-HVD) from July 2016 to June 2019. A questionnaire was used to obtain epidemiological
and clinical information from the patients included in the study. Then, to identify the genotypes
we used the PCR-RFLP technique of the URA5 gene which compared the genotypes of isolates
with previously genotyped standard strains. For the Multilocus Sequence Typing (MLST)
molecular technique, sequencing of the seven reference genes recommended by the
International Society for Human and Animal Mycology (ISHAM) was performed for the
determination of sequence typing (ST). Antifungal susceptibility assays were in accordance
with CSLI M27-A3 standard. As clinical and epidemiological results, we observed that most
patients were female (57.14%), age range 10-53 years (mean 36.3 years), neurocryptococcosis
was the predominant clinical form (100%). The time elapsed from symptoms to diagnosis
ranged from 15 to 730 days (average 172.9 days) and the observed mortality was 57.14%. In
addition, the comorbidities prior to cryptococcosis observed in the present study were:
hypertension, diabetes mellitus and intestinal tuberculosis. Isolates were obtained from
cerebrospinal fluid (CSF) samples and the diagnosis was made by direct examination in Nankin
ink. Further, initial genotyping by the PCR-RFLP technique of the URA5 gene showed that all
clinical isolates were of molecular type VGII. From the MLST assay it was possible to identify
the sequence typing ST20 (n=4), ST5 (n=3) and ST552 (n = 1). This is the first study to report
the existence of ST552. Cultures showed mean MIC for amphotericin B (AMB), fluconazole
(FLC) and itraconazole (ITC) antifungals of 0.05, 3.85 and 0.18 pg/mL, respectively. In this
study we show the importance of using the MLST molecular tool to identify the genotypes that
cause infections in non-HIV patients. We describe the predominance of CNS involvement by
C. gattii mainly of molecular type VGlla, which is widely dispersed in northern Brazil.

Keywords: Amazon, Cryptococcus gattii, HIV negative and MLST.
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1. INTRODUCAO

A criptococose é doenca potencialmente letal de ocorréncia mundial que teve o aumento
significativo de casos na metade da década 1980 estando associada a epidemia da AIDS
(MAZIARZ e PERFECT 2016). No ano de 2014 estima-se que houve aproximadamente
225.000 casos mundialmente com 181.100 mortes por criptococose sendo a maior incidéncia

em paises em desenvolvimento.

Estudos tém evidenciado importantes diferencas epidemioldgicas entre a criptococose
em pacientes com HIV/aids e soronegativos (PAPPAS, 2013a). Embora a criptococose ocorra
com maior frequéncia em individuos imunossuprimidos, estudos mostram que pacientes HIV
negativos exibem maior taxa de mortalidade se comparado aos pacientes HIV positivos
(BRATTON et al., 2012; RAJASINGHAM et al., 2017).

Condic¢des morbidas tém sido associadas a suscetibidade a criptococose em pacientes
ndo HIV, entre elas sdo citadas: insuficiéncia renal, diabetes, cancer, insuficiéncia cardiaca,
doenca pulmonar cronica, doenca hepatica, malignidade hematoldgica e doencgas autoimunes
como sarcoidose. Além disso, 0 uso de corticosterdides tém sido outro fator associado, sendo
que, uma percentagem de 93% de pacientes ndo HIV, diagnosticados com criptococose faziam
uso de imunossupressores (BRATTON et al., 2012; BRIZENDINE; BADDLEY; PAPPAS,
2013; HEVEY et al., 2019). Altos niveis do anticorpo anti-GM-CSF que inibe o fator
estimulador de coldnia de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) é um fator de risco para a
infeccdo por C. gattii em pacientes ndo HIV (APPLEN CLANCEY et al., 2019). Saijo et al.
(2014) encontraram altos niveis de anticorpos anti-GM-CSF no plasma de pacientes,
aparentemente imunocompetentes, infectados por C. gattii, mas ndo encontrou no plasma de

pacientes infectados por C. neoformans.

No Amazonas foram feitos estudos de deteccdo ambiental de Cryptococcus sp. a partir
de fezes de pombos (Columbia livia), aves de cativeiro, ocos de arvores, poeira domiciliar, solo,
insetos e agua do Rio Negro (ALVES, 2016; ALVES et al., 2016; BRITO-SANTOS et al.,
2015a; DOS SANTOS BENTES et al., 2019). Outros estudos abordaram a caracterizacao
genotipica de isolados clinicos de pacientes diagnosticados com criptococose na Fundacéo de
Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD). Esses trabalhos trouxeram
dados importantes sobre a epidemiologia da criptococose, gendétipos frequentes, mortalidade e

STs que ocorrem no Estado do Amazonas. Segundo Khell da Silva et al. (2012) cerca de 20
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pacientes foram diagnosticados com criptococose no Estado do Amazonas, no periodo de mar¢o
de 2006 a fevereiro de 2008, e aproximadamente 20% desses pacientes ndo possuiam HIV. A
infeccdo em pacientes ndo HIV ocorre predominantemente por C. gattii de tipo molecular VGII.

A forma clinica predominante é a neurocriptococose (ROCHA et al., 2018).

Apesar desses estudos prévios, ndo foram realizadas investigacdes especificas sobre o
desfecho da criptococose em casos de pacientes ndo HIV. E necessario entender como a
criptococose se manisfesta nesse grupo, quais os fatores de risco eles sdo expostos, quais 0s
genotipos dos agentes causadores da doenca, como essa doenga interfere na qualidade de vida
e também quais os gendtipos dos agentes causadores da doenca.

Neste trabalho investigou-se aspectos clinicos e epidemiol6gicos dos pacientes ndo HIV
com criptococose, 0s genoétipos e a sensibilidade a antifingicos dos agentes etioldgicos
regionais. Esse é o primeiro estudo voltado somente para pacientes ndo HIV no estado do

Amazonas.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CRIPTOCOCOSE

A criptococose é uma micose sistémica grave que ocorre mundialmente causando
infeccbes em humanos e animais, sendo relatada em gatos, cachorros, coalas e causando
encefalite em cabras (HEADLEY et al., 2019; KROCKENBERGER et al., 2019). Os agentes
etiolégicos da criptococose sdo as leveduras do complexo Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii. A infeccdo ocorre por inalacdo de propagulos fungicos
presentes no ambiente. Quando inalado esse fungo penetra no tecido pulmonar e pode ficar de
6 a 7 meses sem apresentar sintomas (MACDOUGALL; FYFE, 2006).

No ano de 1894 essa micose foi relatada pela primeira vez por Abraham Busse como
“doenca coccidia” e foi isolada da tibia de um paciente (BUSSE, 1895). Mas, somente em 1905
Von Hansemann descreveu o primeiro caso de meningite criptococica que desde muito tempo
tem levados pessoas a 6bito (HANSEMANN, 1905).

A maioria dos pacientes com criptococose pulmonar ndo apresentam sintomas podendo
ser confundido com céncer de pulméo (TANIWAKI et al., 2019). Apos ser inalada a levedura

agora encapsulada ird se reproduzir no pulméo e chegar até a corrente sanguinea onde se
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disseminara para os 6rgdos e tecidos principalmente o Sistema Nervoso Central (SNC) (CHEN;
MEYER; SORRELL, 2014) (Imagem 1).

O diagnostico da criptococose é feita a partir da avaliacdo dos parametros do LCR que
incluem: elevada contagem de células por exame direto em tinta de Nankin. Paciente ndo HIV
tendem a demonstrar varias células fungicas, facilitando o diagnéstico pelo exame direto com
tinta de Nankin, mais proteinas e menos glicose no LCR quando comparado a pacientes
imunossuprimidos ( Shaunak et al. 1989). O exame direto é considerado o padrdo ouro para o
diagndstico da criptococose, com 70-90% de sensibilidade (WILLIAMSON et al., 2016). Em
casos de negatividade, a deteccdo pode ser feita pelo crescimento da cultura ou pelo teste de
deteccdo do antigeno criptocdcico (Crag) que pode ser por aglutinacdo do latex (LAT), elisa e
agora por imunoensaio de fluxo lateral (LFA) (CONTRERAS, 2019; DRAIN et al., 2019).

Fungos ficamno are 1 &
podem serinalados /_j

e

Causam uma infecgao
no pulmao com ou sem
sintomas

<_ CRT e L S 4

Fungos poderao se
espalhar pelo sangue

Fontes de infecgao

Chegam no cérebroe
causam a meningite

Figura 1. Esquema da infec¢do da criptococose por inalacdo de propagulos no ar e processos da infe¢do no ser
humano.
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2.1.1 AGENTES ETIOLOGICOS: GENOTIPOS, DISTRIBUICAO E FATORES DE
VIRULENCIA

Atualmente os agentes etiologicos da criptococose sdo classificados como pertencentes
ao filo Basidiomycota, classe Tremellomycetes, ordem Tremalles, familia Tremellaceae e
género Cryptococcus (Mycobank Database). No ambiente encontram-se na forma sexuada ou
telomérfica na qual C. gattii (sorotipos B e C) e C. neoformans (sorotipos A, D e AD) séo
denominados Filobasidiella bacillispora e Filobasidiella neoformans, respectivamete (Kwon-
Chung, 1975).

Devido a patogenicidade das leveduras do complexo de espécies C. neoformans/C.
gattii, muitas pesquisas envolvendo ferramentas moleculares tém sido desenvolvidas para
verificar a divergéncia dos subtipos moleculares dentro de cada espécie. Varias técnicas de
tipagem molecular tem sido aplicadas: multilocus enzime eletroforesis (MLEE) (BRANDT et
al., 1996), DNA firgerprinting (VARMA, 1992), DNA polimérfico amplicado randomicamente
(RAPD) (CHEN et al. 1996), PCR fingerprinting (MEYER et al. 1993), polimorfismo de
comprimento de fragmento amplificado (AFLP) (BOEKHOUT et al., 2001), polimorfismo de
comprimento de fragmento de restricdo (RFLP) do gene URA5 (MEYER et al. 2003),
sequenciamento da regido do DNAr ITS 5.8S-1TS2 (KATSU et al., 2004) ou espaco intergénico
(IGS) (DIAZ et al., 2005) e mais recentemente o multilocus sequence typing (MLST)
(LITVINTSEVA et al., 2006a; MEYER et al., 2009).

Quadrol. Genodtipos do complexo de espécies C. neoformans/C.gattii definidos por Meyer et al. (2003).

C. neoformans | Hibrido C. neoformans ..
. var. C. gattii
var. grubii A/D
neoformans
Sorotipos A A AD D B/C | B/C B/C B/C
Genotipos
detectados a partir |y, | i | v VNIV VGl | van | veill | veiv
da RFLP do gene
URAS

C. gattii é prevalente em regides tropicais e subtropicais da Australia, Africa, Asia,
California (EUA) e América do Sul, mas pode ocorrer com menos frequéncia em zonas de clima

temperados. No ambiente encontra-se associado a detritos de madeira em decomposi¢éo ou
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colonizando ocos de arvores, principalmente do género Eucaliptos sp. arvore a qual esta
associado a décadas, mas no Brasil foi encontrado esse fungo habitando vérias espécies de
arvores e recentemente foi relatado ocorrendo em fezes de uma mamifero do género Hyrax
exclusivo da Africa e Asia(LAZERA et al., 2000; FORTES et al. 2001; LACAZ et al. 2002;
MEYER e TRILLES 2010). Segundo Gassiep et al. (2018), 93 % dos hospedeiros infectados
por C.gattii (sorotipo B/C) ndo apresentam imunossupresséo.

C. neoformans tem distribuicdo universal, sendo responsavel por 95% das infec¢c6es da
criptococose (sorotipo A). Esse microrganismo é capaz de infectar ambos os grupos tanto os
imunossuprimidos quanto os imunocompetentes. No ambiente esse fungo encontra-se
associado a excreta de pombos (Columbia livia) e outras aves, grupos de invertebrados e
colonizando ocos de uma variedade de arvores (EMMONS, 1955; RUIZ; NEILSON;
BULMER, 1982; STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001).

Essas leveduras produzem varios fatores que potencializam a sua viruléncia. A capsula
mucilaginosa que € composta principalmente por dois tipos de polissacarideos,
glucunoroxilomanana e galactoxilomanana, responsaveis pela definicdo dos cinco sorotipos (A,
B, C, D e AD). A cépsula também estimula a producdo de citocinas e impede a fagocitose, pois
exibe uma superficie que ndo é reconhecida, tornando-se invisivel aos macroéfagos (FRANZOT,
SALKIN e CASADEVALL 1999; KOZEL e GOTSCHLICH 1982; ZARAGOZA et al. 2009).
A enzima lacase sintentiza a melanina que confere protecéo contra morte oxidativa e fagocitose
pelos macrofagos e contribui para a disseminacdo extra-pulmonar (NOSANCHUK;
CASADEVALL, 2006; PANEPINTO; WILLIAMSON, 2018).

Figura 2. Caracteristicas micro e macromorfoldgicas de Cryptococcus sp. A) Levedura globosa com céapsula
polissacaridica envidenciada no fundo de Nankin (Fonte: Acervo pessoal). B) Produgdo de melanina em meio de
cultivo seletivo agar niger (Fonte: Acervo pessoal). C) Levedura cor creme, muscilaginosa semeada em meio agar
Sabouraund (Fonte: Acervo pessoal).
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A fosfolipase B facilita a invasdo do fungo no tecido pulmonar do hospedeiro e também
contribui para a disseminacdo hematogénica. Tanto a fosfolipase B quanto a lacase estédo na
parede celular mediando a integridade e a formacdo da melanina, respectivamente (SIAFAKAS
et al., 2007) (Imagem 3). A urease catalisa a formacdo da amdnia a partir da ureia e essa
atividade potencializa a invasédo do fungo no SNC (NOSANCHUK; CASADEVALL, 2006;
OLSZEWSKI et al., 2004; RODRIGUES et al., 2008; SIAFAKAS et al., 2007; ZHU;
WILLIAMSON, 2004).

Exocitose

Complexo d%ba:
de Golgi

Vactiolo /
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ek Polissacarideos da capsula

Figura 3. Célula de Cryptococcus sp. secretando seus fatores de viruléncia. Adaptado de: KRONSTAD et al.,
(2011).

2.1.2 ASPECTOS CLINICOS DA CRIPTOCOCOSE

Dentre todas as micoses oportunistas, a criptococose tem sido a mais prevalente em
internacBes hospitalares, segundo o Sistema de Internacdo Hospitalar do Sistema Unico de
Saude SIH-SUS (OMS, 2012).
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Ap0s a inalacdo das particulas infectantes ocorre a colonizagdo do fungo em sua forma
leveduriforme no tecido pulmonar o que leva ao quadro de pneumonia. Acredita-se que em
alguns casos as leveduras permanecem em estado de laténcia nos fagolissomos dentro dos
ganglios linfaticos do torax (MAZIARZ; PERFECT, 2016). O sistema imune também pode
conduzir a formacdo de granulomas que podem ser formados na primeira infancia (MAZIARZ,
PERFECT, 2016). Quando a imunodeficiéncia ocorre as leveduras sdo reativadas e
disseminadas na corrente sanguinea para diferentes 6rgéos (CHRETIEN et al., 2002; FRENCH
etal., 2002; KRONSTAD et al., 2011b).

A disseminacdo para 0 SNC ocorre via migracao através do endotélio microvascular
(paracitose) ou o Cryptococcus sp. também pode utilizar as células do sistema de defesa como
“cavalo de troia” para chegar até os microcapilares que revestem o cerebro (Figura 4). Estudos
relatam que a rota acontece apds a ruptura dos criptococomas no espaco subaracnoide
(CHRETIEN et al., 2002; OLSZEWSKI et al., 2004). Outros acreditam que uma rota alternativa
pode acontecer pelo espaco perivascular (POLLOCK et al., 1997). O espaco perivascular é
separado apenas pelo espaco subaracnodideo pela pia-mater, aumentando a chance da
disseminacéo por essa rota ( POLLOCK et al., 1997; KINNECOM; PACHTER, 2005).

Migracéo Transcelular l Migracéo Paracelular Cavalo de Troia

Barreira hematoencefalica \ .I @ | <P <@

S

Figura 4. Esquema mostrando como as leveduras de Cryptococcus sp. migram para SNC. Adaptado de: LIU;
PERLIN; XUE, (2012).

Com a chegada das leveduras no SNC ocorre a meningoencefalite a qual apresenta 0s
seguintes sintomas como dor de cabeca, febre, confusdo mental, perturbacéo visual, rididez da

nuca, pressao intracraniana, letargia, coma, deméncia e outros sintomas neuroldgicos
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(BRIZENDINE; BADDLEY; PAPPAS, 2013; LARSEN et al., 1989; LIN; HEITMAN, 2006;
STEINER; POLACHECK; MELAMED, 1984).

A neurocriptococose é marcada por uma resposta inflamatoria intensa e aguda. Estudo
de Rocha et al. (2018) demonstrou que 100% dos pacientes HIV negativos internados na FMT-
HVD no periodo de 2014-2016 desenvolveram a neurocriptococose (GEORGE et al., 2018;
LUl et al., 2006; PAPPAS, 2013b; ROCHA et al., 2018).

A mortalidade da criptococose € alta e ocorre principalmente em paises que tem um
acesso precario a cuidados da satide como principalmente a Africa e partes da Asia. Na Africa
Subsaariana onde a taxa de mortalidade chega a 75% da média global, enquanto nos Estados,
depois do uso dos ART, a taxa atual permanece em 28,8 %. O Brasil e a Coldmbia sdo 0s paises
que relatam mais casos de criptococose dentre os paises da América Latina, entre 1001 a 2500
casos por ano seguido de Argentina e México com 501 a 1000 casos (GEORGE et al. 2018).

2.2 CRIPTOCOCOSE EM PACIENTES NAO HIV

Nos ultimos anos é notavel o esforco das pesquisas para compreender acerca da
patogenicidade da criptococose em pacientes HIV positivos. Entretanto, sdo escassos dados
clinicos e imunoldgicos que abordam os fatores pelos quais hospedeiros aparentemente higidos
adquirem essa infeccdo. Acredita-se que deficiéncias no sistema imune inato, desordens
genéticas, comorbidades, transplantes, utilizacdo de imunossupressores e cancer sejam 0S
principais fatores que aumentam a pré-disposicdo a infeccdo nesses hospedeiros
(O’HALLORAN; POWDERLY; SPEC, 2017).

Os casos de criptococose em pacientes ndo HIV ocorrem com maior frequéncia nos
paises asiaticos principalmente na China. Dentre 154 casos de criptococose relatados no
Hospital de Huashan em Shangai, 103 (66,9 %) dos casos foram de pacientes ndo HIV (ZHU
et al., 2010). Um estudo realizado no hospital Emilio Ribas em S&o Paulo, no periodo de 2007
a 2014, relatou 29 pacientes ndo HIV e ndo transplantado (NHNT) diagnosticados com
criptococose. As comorbidades associadas a 22,2% dos pacientes foram: diabetes (4 casos),
orgédo com neoplasia (1) e sindrome de hiper IgE (1) (LOMES et al., 2016).

O controle eficiente da criptococose requer a ativagdo do sistema imune inato e resposta
inflamatdria efetiva (Garelnabi e May 2018). A primeira defesa contra os agentes patogénicos
é mediada por dois tipos de célulasa Thl ea Th2 (WOZNIAK et al., 2009). A primeira é efetiva
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na remocdo do patdgenos por causa da producdo de IFN — e citocinas que atuam no
recrutamento das células de defesa. Enquanto que as células Th2 produzem citocinas que
deixam os hospedeiros mais vulneraveis a desenvolver uma doenca severa e a vir a 0bito
(MULLER et al., 2007). O polissacarideo glucoronoxilomana (GXM) presente na capsula do
Cryptococcus sp. inibe diretamente a proliferacdo de células Thl em camudongos, diminuindo
0 combate a infeccdo (YAUCH, LAM e LEVITZ 2006).

Além da atuacdo do sistema imune, as desordens genéticas e doencas cronicas também
aumentam a suscetibilidade a criptococose. A lectina ligadora de manose (MBL) é uma proteina
associadas a doencas infecciosas sendo um importante membro dos receptores de
reconhecimento de patégenos (PRRS) que sdo essenciais para ativar o sistema imune inato do
hospedeiro, sendo assim a MBL desempenha um papel importante na defesa do hospedeiro
(KERRIGAN; BROWN, 2009). A malformacdo da MBL é causada por mutacdes do gene
MBL-2 que resultam em aumento da suscetibilidade a inimeras infeccGes, entre elas a

criptococose.

Um estudo investigou a correlacao do gene da MBL com a infec¢do da criptococose em
pacientes ndo HIV. Em um total de 103 pacientes com criptococose foi verificado a producéo
de MBL. Os autores encontraram associacao entre a deficiéncia da MBL com a criptococose
devido a proporcédo de gendtipos deficientes produtores de MLB ser maior em pacientes com
criptococose que o grupo controle. Esses resultados sugerem que deficiéncia em MBL é uma

predisposicdo genética para a meningite criptococica (OU et al., 2011).

A proteinose alveolar pulmonar, causada pela presenca de anticorpos contra fator
estimulador de coldnia de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), tem sido associada a infeccBes
intracelulares como a criptococose (LEE; CHEW; ROBINSON, 1999). Alguns pacientes
aparentemente imunocompetentes com neurocriptococose por C.gattii foram relatados com
anti-GM-CSF que inibe a sinalizacdo dos macréfagos bloqueando a fosforilagdo do STATS
(ROSEN et al., 2013; SANJO et al., 2014). Anticorpos contra 0 IFN-y também tem sido
relacionado a infec¢des oportunistas como a tuberculose e a criptococose (BROWNE et al.,
2012).

InfeccOes fungicas também tem sido associadas a sindrome da monocitopenia
esporadica dominante autossomica. Essa doenca rara € causada por mutacdes com perda de

funcdo do gene GATA2, essencial para a proliferacdo e desenvolvimento das células
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hematopoiéticas (SPINNER et al., 2014; VINH et al., 2010). Assim como, varias mutacoes
ligada ao X tém sido associada a hiper- IgM relatado e um estudo por casos de criptococose em
criancas com mutacdes no gene CD40L ligado a hiper-IgM (JACOBS et al., 1984; P.
PACHARN et al., 2019).

Os receptores gama Fc (FcyRs) medeiam varias respostas imunes apds a ligacao de
patdgenos ou complexos imunes a IgG e atuam como reguladores de doengas autoimunes e
infeccbes (CLATWORTHY; SMITH, 2004; WENINK et al., 2009). Estudos revelam que o
polimorfismo do gene FCCR, gene que codifica os FcyRs, estd associado a sucetibilidade a
diversas infeccdes como meningite criptocdcica, pneumonia por Haemophilus influenza e
desenvolvimento de malaria severa (ENDEMAN et al., 2009; NASR et al., 2007; PLATONOV
etal., 1998).

Um estudo com 117 pacientes ndo HIV foi realizado para correlacionar o efeito do
polimorfismo do gene FCGR com a suscetibilidade a meningite criptocdcica. Dentre o total de
pacientes, 59 deles apresentavam fatores de predisposi¢do como: doencas autoimunes, diabetes
mellitus, cirrose, transplante renal, uso de corticoides, doenca renal crbnica e linfopenia
idiopatica. Em pacientes com meningite criptocdcica o genétipo FCGR2B 2321/ foi detectado
com frequéncia, enquanto o gene FCGR2B 232I/T foi menos detectado. Além disso esse
gendtipo foi o0 menos frequente em paciente sem fatores de predisposicao. Esses resultados
sugerem que o polimorfismo genético do receptor FcyRIIB pode contribuir para a

suscetibilidade a meningite criptococica (HU et al., 2012).

Foi observado em um estudo nos EUA com 300 pacientes ndo HIV com
neurocriptococose que destes 24% apresentavam doenca cronica no figado, pulméo e rim; 25%
faziam tratamento com esterdides e 15% realizaram transplantes. Contudo, doencas
hematopoiéticas também aumentam o risco para a neurocriptococose em individuos ndo HIV.
Além disso, existe uma possivel associacdo entre a criptococose a sarcoidose, assim como
outras doengas autoimunes. Em outro estudo com 207 pacientes sendo 86 HIV positivos, 42
transplantados e 79 nao HIV foi atribuido uma mortalidade duas vezes maior para ndo HIV que
para HIV positivo e transplantados (BRATTON et al., 2012; PAPPAS et al., 2001).

Em um estudo com 8.769 casos de criptococose relatados entre os anos de 1985 a 2010,
um total de 3.698 pacientes foram descritos com comorbidades. Entre elas a mais comum foi
infeccdo pelo virus HIV (15,74%), tuberculose (14%), doencas no figado (12%), ldpus
eritematoso sistémico (8,76%), diabetes mellitus (5,76%), doencas renais (4,24%) e cancer
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(3,33%) (YUCHONG et al.,, 2012). Recentemente, um estudo de coorte verificou que
individuos NHNT tém mais comorbidades que pacientes com HIV. Nesse estudo foram
avaliados 300 pacientes diagnosticados com criptococose no periodo de 2002 a 2017. Dentre
eles, 158 (52%) pacientes eram NHNT, sendo 62 (39%) aparentemente imunocompetentes, 38
(23%) com malignidade em 6rgéos solidos, 22 (14%) com malignidade hematoldgica, 36 (23%)
realizavam quimioterapia, 27 (17%) tinham doenca no figado e 23 (15%) realizavam tratamento
com glicocorticoide (HEVEY et al., 2019).

2.3 SEQUELAS DECORRENTES DA CRIPTOCOCOSE

As principais sequelas adquiridas por pacientes ndo HIV estdo relacionadas a
comprometimento do SNC. O aumento da pressdo intracraniana contribui para o
desenvolvimento das sequelas e consequentemente para aumento da mortalidade (VAN DER
HORST et al, 1997). A maioria dos pacientes que desenvolvem a neurocriptococose
desenvolvem a hidrocefalia devido aos altos niveis de proteinas e polissacarideos que podem
se acumular nas vilosidades aracnoides ou espacos subaracnoides e assim bloquear a saida do
LCR (LU et al., 1999). Essas sequelas neuroldgicas podem incapacitar os sobreviventes a
exercer suas atividades diarias e até mesmo impossibilitar o retorno ao trabalho. As sequelas
podem ser tontura, perda da memoria de curto prazo, depressdo severa, comprometimento dos

nervos cranianos, surdez e cegueira (ECEVIT et al., 2006).

A perda da visdo é uma das sequelas mais frequentes ocorrendo em aproximadamente
40% dos pacientes que desenvolvem a neurocriptococose, ocasionando deterioracdo
progressiva da visdo até a cegueira ( COHEN; GLASGOW, 1993; MORE et al., 2016;
ADERMAN et al., 2018; ALDHALEEI; BHAGAVATHULA; ALHAJERI, 2019;). As causas
ndo sdo claras, mas é possivel que seja por infeccdo direta ou aracnoidite adesiva perineuritica,
invasdo dos nervos pelo fungo causando a perda da viséo, hipertensao intracraniana, vasculite
cerebral, compressao do nervo Optico e a toxicidade da anfotericina B (COHEN; GLASGOW,
1993; ECEVIT et al., 2006a; DUGGAN; WALLS, 2012; CURI; LAZERA; VASCONCELOS-
SANTOS, 2016; MORE et al.,, 2016). Entre esses mecanismos, 0 aumento da pressdo
intracraniana é considerado o fator mais comum associado a perda de visdo (VIEIRA et al.,
2015) (Tabela 1).
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Outro fator relevante para o desenvolvimento de complicagdes renais é o tratamento
com anfotericina B, a qual é nefrotoxica. Estudos revelam que o antifungico padréo, usado para
combater varios fungos patdgenos, contribui para aumentos dos niveis séricos de creatinina
levando a insuficiéncia renal e aumento da mortalidade (DERAY; MERCADAL; BAGNIS,
2002). Em pacientes ndo HIV as leveduras migram com menos frequéncia para os demais
orgdos: pele, considerada a terceira manifestacdo clinica mais comum; olhos causando a perda
da visdo devido a infiltracdo de leveduras no nervo Optico; prostata, sendo um importante
reservatorio das leveduras podendo ocasionar recaida da doenca em pacientes com alta carga
fangica no organismo (LARSEN et al., 1989; MAZIARZ; PERFECT, 2016; SEATON et al.,

1997).

Tabela 1. Comorbidades relacionadas a imunossupressao e sequelas observadas em pacientes ndo HIV
acometidos por criptococose ho mundo.

Idade/

Comorbidades/

Sexo Pais Espécie ImUnossUpressao Sequelas Referéncia)
. Cryptococcus . . Araujo et
51/F Brasil gattii Diabetes mellitus al.,(2012)
. Cryptococcus i Perda da visdo  Favalessa et
62/F  Brasil gattii edaaudicio  al., (2014)
M India Cryptococcus Tuberculose Perda da visao Jain etal,
neoformans (2017)
Doenga renal Choque
81/M Jaio Cryptococcus crbnica/Diabetes séptico/Falha Hoshino et
P neoformans mellitus/cancer de multipla dos al., (2017)
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As ferramentas moleculares permitem aplicar e desenvolver métodos de genotipagem

para detectar os tipos moleculares de isolados de Cryptococcus sp. Analisando 0s genotipos

inter e intra espécies é possivel mapear a distribuicdo de cepas altamente virulentas, aprimorar

a terapia com o diagndstico rapido e ter uma rapida e efetiva prevencao contra surtos (Meyer e
Trilles 2010).
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Embora vérios métodos moleculares tenham surgido para tipagem molecular de C.
neoformans e C. gattii, PCR fingerprinting, AFLP e MLST sdo os mais utilizados, pois seus
resultados geram dados que podem ser comparados entre si por meio de bancos de dados
(Cogliati 2013).

Na técnica de PCR fingerprinting utiliza-se um primer unico onde o perfil das bandas
de DNA forma uma impressédo Unica para cada microrganismos podendo ser possivel identificar
cepas e subtipos. Em 1993 foi aplicada pela primeira vez em cepas de Cryptococcus sp. no
qual o alto polimorfismo separou as cepas em dois grupos: sorotipos A e D e outro grupo
sorotipos B e C. Com essa ferramenta, a partir de um estudo com 360 cepas globais, sendo 271
C. neoformans e 69 C. gattii utilizando a PCR fingerprinting e o RFLP do gene URAJ5, foi
possivel mostrar que existem oito gendtipos distintos (VNI, VNILVNIII, VNIV, VGI, VGII.
VGIII e VGIV) (Meyer et al. 2003).

Existem trés importantes passos na técnica da AFLP: 1) Ocorre a digestdo do DNA por
enzimas de restricdo (endonucleases); 2) Esses fragmentos de DNA séo amplificados pela PCR
utilizando pares de primers contendo sequencias comuns; 3) Visualizagdo dos fragmentos
amplificados por meio da eletroforese em gel de agarose. Quando esse DNA digerido é posto
na PCR gera um perfil Gnico que depende dos nucleotideos presentes nos primers. Analisando
207 amostras globais de C. neoformans e C. gattii Boekhout et al. (2001) identificaram seis
genotipos AFLP entre as amostras: (AFLP1, AFLP2 e AFLP3) entre as amostras de C.
neoformans e (AFLP4, AFLP5, AFLP 6) entre as de C. gattii. Logo depois outros dois subtipos
do AFLP1 foram identificados (AFLP1A e AFLP1B) e outro AFLP7 para C. gattii. Com essa
técnica foi possivel desvendar o perfil das cepas de C. gattii que causaram o surto na ilha de
Vancouver, sendo elas: AFLP6A e AFLP6B. De todas as amostras isoladas 75% eram
AFLP6A, forma mais virulenta (BOEKHOUT et al., 2001; FRASER et al., 2005a; VOS et al.,
1995).

O tipo molecular predominante no mundo € o C. neoformans VNI (sorotipo A), isolado
de amostras clinicas/veterinarias e ambientais. Foi observado uma diferenca de distribuicéo
global, com alta prevaléncia de C. neoformans mundialmente e C. gattii altamente distribuido
nas Ameéricas e no Hemisfério Sul. C. gattii é pouco encontrado em amostras clinicas e
ambientais da Europa, incluindo RUssia, regies da Asia, China, Jap&o e Tailandia. A maioria
das infeccOes em pacientes imunocomprometidos é causado por VNI, quanto que em pacientes
ndo HIV predomina as formas moleculares VGI e VGII, com exce¢do do Japdo, onde
predomina a forma molecular VNI (MEYER; TRILLES, 2010).
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Na América do Sul os tipos moleculares que ocorrem sdo o VNI seguido do VGII.
Entretanto, na América do Norte o predominante é o VGII seguido do VNI. Na Oceania o tipo
molecular mais encontrado é o VGI e na Europa o VNI. Na Africa é encontrado VNI, VNB e
VNIII, sendo raros os genotipos de C. gattii (COGLIATI, 2013).

MLST

RFLP do gene Litvinseva
URA 5 (2006);Meyer

Meyer (2003) (2009)

AFLP
Boekout

PCR (2001)

fingerprinting
Meyer
(1993)

Figura 5. Histérico do desenvolvimento das ferramentas moleculares para genotipagem
do complexo de leveduras C. neoformans/C. gattii.

2.4.1 MLST COMO UMA FERRAMENTA EPIDEMIOLOGICA

Umas das ferramentas moleculares mais utilizadas atualmente para diferenciar as
variedades genotipicas dentro do complexo de espécies C. neoformans/C. gatti tem sido o
Multilocus Sequence Typing (MLST). Essa técnica é baseada na analise do polimorfismo das
sequéncias nucleotidicas de fragmentos de genes conservados, chamados ‘“house-keeping
genes”. O MLST foi proposto inicialmente em 1998 com o objetivo de fornecer dados
confiaveis para a investigacdo epidemioldgica de cepas altamente virulentas de Neisseria
menigitidis. Nesse estudo eles analisaram 11 genes de 101 isolados evidenciando a alta
diversidade entre os clones de N. menigitidis (MAIDEN et al., 1998).

Combinando o MLST com o método AFLP, mais comumente utilizado, € possivel obter
um alto poder discriminatdrio entre as cepas de C. neoformans var. grubii. A utilizacdo dessas
duas ferramentas demostrou que a cepa de C. neoformans sorotipo A encontrada em Bostwana
é uma variedade Unica e restrita ao Sul da Africa. Esse primeiro estudo analisou 102 isolados
de C. neoformans var. grubii, para o MLST foram empregados 12 loci: CAP10, CAP59, GPD1,
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LACI, MPDI1, MP88, SODI, TEFla, TOPI1, UREI e a regido 1GS1 do DNA ribossomal. O
MLST encontrou trés grupos VNI, VNII e um novo gendtipo VNB encontrado na regido de
Bostwana (LITVINTSEVA et al., 2006).

Um outro estudo analisou 9 loci de 202 cepas clinicas e ambientais que teve com
objetivo investigar as variedades entre os genétipos das cepas que causaram O surto em
Vancouver. O MLST revelou dois sub-genoétipos VGlla e VGIIb extremamente divergentes
entre as cepas de C. gattii, estas tinham sido previamente identificados por RAPD (FRASER et
al., 2005). Baseado nos estudos anteriores, em 2007 os membros do grupo da Sociedade
Internacional de Micologia Médica Veterinaria (ISHAM) estabeleceram 0 MLST como técnica
padrdo-ouro para tipagem molecular das cepas patogénicas de Cryptococcus sp. Esse padréo é
baseado no sequenciamento de sete loci polimérficos:, CAP59 (responsavel pela capsula
polissacaridica), LAC1 (lacase), GPD1 (gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase),
PLB1(fosfolipase), SOD1 (superdéxido dismutase), URA5 (urease) e a regido IGS1 (espago
intergénico) que representam o numero minimo de genes que conferem 0 maximo poder
discriminatorio entre os isolados (MEYER et al., 2009).

A vantagem do MLST sobre os outros métodos de tipagem molecular é a portabilidade
das sequéncias entre os laboratorios permitindo a constru¢do de um banco de dados global,
permitindo estudos sobre a epidemiologia, distribuicdo e comparacao filogenéticas entre os
microrganismos (Urwin e Maiden 2003). Um exemplo dessa portabilidade via internet entre 0s
laboratdrios é o Banco de Dados Fungal MLST Database coordenado pela ISHAM. Esse banco
de dados permite alinhamentos das sequéncias de interesse a sequéncias de referéncia. Cada
variacdo na sequéncia do l6cus do gene recebe uma combinacdo em um perfil alélico e com
isso é fornecido seu Sequence Typing (ST) (MEYER et al., 2009).

No Estado do Amazonas, até 0 momento, cinco estudos realizaram a caracterizacao
molecular por MLST de amostras clinicas e ambientais de Cryptococcus sp. O primeiro estudo
avaliou o relacionamento dos subtipos de VGII da América do Norte com a colecéo global de
C. gattii e 0 papel dos genes na viruléncia e adaptagdo dos nichos. Cepas clinicas, ambientais e
provenientes de animais totalizando 118 cepas de C. gattii isoladas dos cinco continentes foram
avaliados nesse trabalho, entre elas uma amostra do Amazonas de ST7 (VGIIb), genétipo
distribuido globalmente e relacionado com o surto em Vancouver, Canada. Outro estudo isolou
cepas de C. gattii VGII de poeira domiciliar no municipio de Santa Isabel do Rio Negro. Com
o MLST foi possivel obter a variedade genética das 45 cepas de C. gattii isoladas e distribuidas
em oito STs: ST20 (n=11) de VGlla, ST7 (n=22) de subtipo VGlIb, estes foram previamente
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encontrados em Vancouver e nos EUA. ST5 (n=2), ST264 (n=6) para o genotipo VGII e os
ST265, ST266, ST267 e ST268 (n=1 cada) foram descritos com nova variacdo das sequencias
alélicas (ST), isolados pela primeira vez no mundo (BRITO-SANTOS et al., 2015) (Tabela 3).

SOUTO et al., (2016) verificou a diversidade genética de cepas de Cryptococcus sp. no
Brasil. Como resultado foram descritos os seguintes STs para cepas clinicas isoladas no
Amazonas: ST20, ST288, ST5, ST7 e ST274. Outro trabalho semelhante ao de Brito-Silva et
al. (2015) analisou poeira domiciliar de residéncias em uma comunidade rural do municipio de
Iranduba. E pela primeira vez foi identificado o ST46 (C. gattii) e 0 ST93 (C. neoformans) em
amostras ambientais no Amazonas. Essas pesquisas em residéncias tipicas da nossa regido, em
sua maioria de madeira, demonstram a possibilidade de infeccdes domiciliares. Além de
evidenciarem a diversidade genética das cepas isoladas, que podem compartilhar o0 mesmo
habitat (ALVES et al., 2016).

Recentemente Rocha et al. (2018) analisaram 38 isolados clinicos de pacientes
diagnosticados na FMT-HVD. O MLST identificou que os pacientes com HIV foram
exclusivamente infectados pelo ST93 (C. neoformans/VVNI), o que demonstra que em nossa
regido esse ST tem importancia clinica e epidemioldgica associada com alta morbidade de
pacientes HIV positivos. Outros dois STs para cepas de C. gattii (VGII) foram ST172e ST5 e
um novo ST foi descoberto, nomeado ST445. O MLST destacou nesse estudo a variabilidade
entre as cepas de C.gattii e um grupo Unico de C. neoformans formado pelo ST93 (ROCHA et
al., 2018).

Tabela 2. Estudos que utilizaram o MLST como ferramenta para identificacdo de isolados de C. gattii no Estado
do Amazonas. A- Amostras ambientais; C — Amostras clinicas; ST — Sequence typing.

(Autor ano) Origem Genotipo Genes do MLST

CAP GPD I1GS LAC PLB SOD URA ST
59 1 1 1 1 CG 5

(ENGELTHA
LER etal., C VGlI 2 6 10 4 2 15 2 7
2014)
A VGlI 3 16 15 4 9 23 3 5
A VGlIb 2 6 10 4 2 15 2 7
A VGlla 1 1 4 4 1 14 7 20
(BRITO- A VGlII 21 6 25 4 2 27 7 264
SANTOS A VGII 3 16 15 4 9 27 2 265
etal., 2015) A VGlII 1 1 4 4 16 14 7 266
A VGlI 2 1 4 4 1 14 7 267
A VGlI 69 6 82 4 1 14 6 268
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C VGII 3 16 15 4 23 3 5
C VGlIIb 2 6 10 4 15 2 7
(SOUTO et C VGlla 1 1 4 4 1 14 7 20
etal., 2016) c VGII 4 21 36 4 18 22 2 274
C VGII 3 16 15 4 9 15 2 288
ALVES, et
( AL 2016) A VGII 26 6 4 28 2 21 2 46
C VGII 3 16 15 4 9 23 3 5
(ROCHA c VGII 4 17 80 16 1 8 7 172
etal., 2018) C VGII 2 6 26 21 1 21 71 445

2.5 RESISTENCIA ANTIFUNGICA

Com o aumento da resisténcia antifangica surge a alta demanda por novos antifingicos.
A resisténcia de um microrganismo é observada quando o crescimento do patdgeno € inibido
por uma concentracdo de antimicrobiano maior que a faixa observada para cepas selvagens,
aumentando assim a concentracao inibitoria minima (CIM) do farmaco. A criptococose tem
causado significante morbidade e mortalidade, assim também como custo elevado no
tratamento (ALEXANDER e PFALLER 2006; PFALLER 2012).

O tratamento da criptococose consiste em trés fases: 1) Inducdo para reduzir a carga
fangica sendo preconizado a combinacdo de Anfotericina B (AMB) da classe dos polienos com
Flucitosina (5-FC) um antifungico fluorado sintético; 2) Consolidacdo que tem como objetivo
a negativacdo da carga fungica e normalizacdo dos parametros clinicos por meio da
administracdo de Fluconazol (FLC) da classe dos triazolicos em alta concentra¢do 400 mg/d;
3) Manutencao onde o tratamento varia de acordo com o estado geral do hospedeiro podendo
durar de seis meses a um ano, nesse caso 0 FLC ¢é a administrado a uma concentracdo menor
de 200mg/d (PERFECT et al., 2010).

A resisténcia das cepas de Cryptococcus sp. ndo é comum. Para verificar a atividade de
1.811 isolados de Cryptococcus sp. frente a seis antifungicos, Pfalleer et al. (2005) realizaram
teste in vitro com isolados de colec¢des de cinco regides mundiais e ndo houve ocorréncia de
resisténcia, todos agentes antifingicos, entre eles AMB e FLC, apresentaram atividade contra
os patdgenos (PFALLER et al. 2005).
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A resisténcia a AMB ¢ rara, sendo esta classe potente agente fungicida usada nestes
ultimos 50 anos (GALLIS; DREW; PICKARD, 1990). A classe dos polienos causa
instabilidade nas células fangicas devido a ligacdo ao ergosterol da membrana. Entre outros
efeitos, essa ligacdo induz a formacdo de poros e o extravasamento do citoplasma o que
promove a rapida morte celular (BRAJTBURG et al. 1990).

Foi observado que cepas de pacientes HIV sdo menos sensiveis a FLC que cepas de
pacientes imunocompetentes (TRILLES et al., 2012). O FLC é a terapia de primeira escolha
para a profilaxia da criptococose e esse tratamento prolongado tem causado resisténcia em
cepas de C. neoformans, além disso espécie C.gattii mostra ter alta taxa de heteroresisténcia
inata frente FLC (VARMA; KWON-CHUNG, 2010). A resisténcia de Cryptococcus sp. a
classe dos azois esta relacionada a mutacGes genéticas do gene ERG (RODERO et al., 2003;
SIONOV et al.,, 2012). O FLC e o ITC possuem o mesmo mecanismo de acdo, esses
medicamentos induzem a oxidacdo in vitro. O tratamento com FLC ndo induz a formacéo de
radicais livres enquanto o ITC atua produzindo radicais livres no inicio do tratamento,

desencadeando o sistema enzimatico oxidativo (FERREIRA et al., 2013).

Alves et al. (2016) verificaram a sensibilidade de 7 cepas do complexo de espécies C.
neoformans/C.gattii isolados ambientais na cidade de Manaus. Nesse estudo foram realizados
0s testes de sensibilidade com fitas E-test e como resultado todos os isolados foram sensiveis
aos antifangicos Anfotericina B, Fluconazol, Cetoconazol, Itraconazol e Posaconazol. Em outro
estudo (ALVES, 2016) descreveu variacOes significativas do valor da CIM para isolados
ambientais de poeira domiciliar no municipio do Iranduba, AM. A suscetibilidade foi elevada
para cepas de C. neoformans frente a fluconazol (2-48 pug/mL) e as cepas C. gattii foram
resistentes com variacdo de (8-256 pg/mL. Rocha et al. (2018) realizaram testes de
microdilui¢do em caldo para cepas clinicas isoladas no Amazonas e todas foram sensiveis aos
antifangicos AMB, FLC e ITC (ALVES et al., 2016; ROCHA et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar aspectos clinicos e moleculares da criptococose em pacientes ndo-HIV no

estado do Amazonas, Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as caracteristicas clinico-epidemioldgicas e laboratoriais dos casos de
Criptococose em pacientes ndo HIV;

e Genotipar os agentes por multilocus sequence typing (MLST) para definir os sequence
types (STs) dos isolados clinicos;

e Verificar a correlagdo genética entre os subtipos moleculares (STs) dos isolados
regionais com outros descritos na literatura;

o Determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM) dos antifungicos Anfotericina B,
Fluconazol e Itraconazol frente aos isolados.
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4.1 MODELO DE ESTUDO
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Trata-se de um estudo de corte transversal, retrospectivo e prospectivo que foi realizado

com o objetivo de descrever aspectos moleculares dos agentes etioldgicos e clinico-

epidemioldgicos dos pacientes ndo-HIV acometidos por criptococose no periodo de Julho de

2016 a Junho de 2019 e atendidos Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado

|
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Figura 6. Fluxograma dos procedimentos e metodologia do trabalho.
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4.2 LOCAIS DE ESTUDO

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Micologia da FMT-HVD, onde os
pacientes com criptococose foram diagnosticados e onde também foi realizado o isolamento
por cultivo das respectivas cepas fangicas. Parte deste estudo também foi realizado na Unidade

de internacdo hospitalar Prof. Nelson Antunes, onde os pacientes foram entrevistados.

Os procedimentos de extracdo de DNA, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a
purificacdo dos produtos de PCR foram executados no Laboratdrio de Micologia do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazo6nia (INPA) e o preparo das amostras de DNA para a reacdo de
sequenciamento foi realizado no Laboratoério de Micologia do Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI), Fiocruz do Rio de Janeiro.

4.3 POPULACAO ANALISADA E PERIODO DE ESTUDO

Esse estudo avaliou, no periodo de Julho de 2016 a Junho de 2019, pacientes ndo HIV
que apresentaram diagnostico micoldgico de infeccao por leveduras do complexo Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii. Foram incluidos os pacientes que atenderam os critérios

abaixo.

4.3.1CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no presente estudo pacientes ndo HIV diagnosticados com criptococose
que: a) que possuiram cultivo positivo para Cryptococcus sp.; b) que foram diagnosticados com
criptococose por meio de exame direto a partir do liquido cefalorraquidiano (LCR); c) que
aceitaram participar da pesquisa voluntariamente mediante o consentimento do TCLE ou sob
autorizacdo do responsavel legal mediante a assinatura do Termo de Assentimento para
menores; d) que possuiam suas informagdes clinico-epidemioldgicos disponiveis no sistema

de prontuarios IDoctor.
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4.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos pacientes diagnosticados com criptococose na FMT-HVD que: a) que
ao longo da pesquisa foram identificados com portadores do virus HIV; b) tiveram as culturas
inviaveis por contaminacdo; c) suas culturas ndo estiveram disponiveis nos acervos do

laboratério de Micologia da FMT-HVD; e) pacientes que decidirem abandonar o estudo.

4.3.3 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Esse estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica da FMT-HVD sob o CAAE
de nimero 90749718.3.0000.0005.

4.4 PROCEDIMENTOS

4.4.1 COLETA DE DADOS CLINICOS- EPIDEMIOLOGICOS

Os dados clinico-epidemioldgicos foram obtidos dos prontuérios e historico dos
pacientes disponivel no sistema iDoctor que € uma plataforma digital onde permite a
visualizagdo simultanea dos dados dos pacientes bem como prontuérios, exames e evolugédo
clinica. Outras informacdes foram adicionadas por meio de uma entrevista, sendo aplicado um
formulario préprio de investigacdo clinica, epidemioldgica e laboratorial dos casos de
criptococose. Os pacientes foram questionados sobre informacdes sociodemogréaficas (nome da
mée, idade, naturalidade, endereco e profissdo), assim como sobre as condi¢des de moradia,
sintomas iniciais, histérico médico, relacdes de trabalho ou atividades de risco que poderiam
ter facilitado o desenvolvimento da criptococose e assim tentar avaliar a extensao das possiveis
areas de transmissao, como o proprio ambiente domiciliar ou areas de lazer e trabalho (Anexo
1).

4.4.2 OBTENCAO DOS ISOLADOS CLINICOS

Os isolados clinicos obtidos no periodo retrospectivo (Julho de 2016 a Setembro de
2018) foram obtidos a partir da liberacdo por meio do TCUD que permite acesso a amostras
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bioldgicas de pacientes que foram diagnosticados na FMT-HVD em periodo anterior ao inicio
da pesquisa. A partir de amostras de LCR foi realizada a reativacdo da cultura em meio

Sabouraud para os testes moleculares e sensibilidade antifungica.

Os isolados clinicos obtidos no periodo prospectivo (Outubro de 2018 a Julho de 2019)
foram inseridos no estudo a partir do diagnostico com cultura positiva para Cryptococcus sp.

4.5 CARACTERIZACAO MOLECULAR POR MLST

4.5.1 EXTRACAO DE DNA

Primeiramente os isolados foram cultivados por 48 horas em agar Sabouraud liquido,
em seguida a biomassa foi transferida para microtubos de 2,0 ml. Posteriormente foram
adicionados aos microtubos 500 ul de tampdo de lise (contendo SDS a 0,5%, NaCl a 1,4%,
EDTA a 0,73% e 20 ml de Tris-HCI para 100 ml de agua destilada) e 5 puL de proteinase K
sendo entdo incubados a 65 °C por 1 hora. Foram adicionados 500 pL de Fenol: cloroférmio:
alcool-isoamilico (25:24:1), sendo posteriormente realizada a agitacdo no vortex para obtencéo
de uma suspensdo homogénea e em seguida a centrifuga¢do a 14000 rpm por 15 min, conforme

o protocolo de Ferrer et al. (2001).

O sobrenadante obtido foi transferido para um novo microtubo de 1,5 ml e em seguida
foram adicionados 500 pl de isopropanol para precipitacgio do DNA, homogeneizando
levemente as amostras que foram novamente incubadas a -20 °C por 15 minutos. Em seguida,
foi realizada a centrifugagdo a 14000 rpm por 15 min para sedimentar o DNA e retirar toda a
fase liquida. Apds esta etapa, o precipitado foi lavado com 500 ul de etanol 70% e novamente
realizada a centrifugacdo a 14000 rpm por 15 min para retirar toda a fase liquida. Apos a

secagem do precipitado, este foi ressuspendido em 100 pl de Tampéo Tris-HCI/EDTA.

A concentracdo de DNA foi verificada por leitura em espectrofotdmetro (GeneQuant-
pro RNA/DNA Calculator, GE Healthcare) no comprimento de onda de 260 nm (unidade de
absorbancia de 50 ug/ml) ¢ a razao de pureza determinada pela razdo entre as absorbancias a

260 e 280 nm.
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Figura 7. Esquema representando as etapas de extracdo de DNA conforme a metodologia de (FERRER et al,
2001), modificada.

4.5.2 DETERMINACAO DOS TIPOS MOLECULARES POR PCR-RFLP DO GENE URA5

A reacdo de amplificagéo foi realizada em um volume final de 40 pl contendo 50 ng de
DNA molde, solucdo tampéo 10X (Tris-HCI 10 mM, pH 8,3, KCI 50 mM), 1,5 mM MgCI2,
0,2 mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada primer (senso: 5' ATGTCCTCCCAAGCCCTCGAC-
3'/anti-senso: 5"-TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC-3") e 1,5 U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen). A PCR consiste em 5 minutos de desnaturacéo & 94 °C; 40 ciclos de 45 segundos
294 °C, 1 mina63°C,2mina72°C e uma extensdo final de 10 min a 72 °C. Os produtos da
amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, por 50 minutos a 100
V (Figura 4). Posteriormente 8 ul dos amplicons foram misturados a 1 pl de tampdo da enzima
Hha | e digeridos duplamente com 0,5 pl da enzima Sau961 (10 U/ul) e 0,5 ul de Hha I (20
U/ul), sendo em seguida incubados por 3 horas a 37 °C (MEYER et al., 2003). Os genotipos
foram atribuidos por comparacdo com as cepas de referéncia: WM 148 (sorotipo A, VNI), WM
626 (sorotipo A, VNII), WM 628 (sorotipo AD, VNIII), WM 629 (sorotipo D, VNIV), WM
179 (sorotipo B, VGI), WM 178 (sorotipo B, VGII), WM 161 (sorotipo B, VGIII) e WM 779
(sorotipo C, VGIV).
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Figura 8. Determinacéo dos gendtipos de Cryptococcus sp. por meio PCR RFLP do gene URA5 (MEYER et al.,
2003).

4.5.3 PCR PARA AMPLIFICACAO DOS LOCUS PARA O MLST

Para a caracterizacdo genotipica de cada isolado pelo MLST foi realizada inicialmente
a amplificacdo individual dos genes conservados: CAP59, LAC1, GPD1, SOD1, PLB1, URA5
e da regido IGS1 padronizados pela ISHAM para C. gattii. As concentracGes dos reagentes
utilizados na PCR foram determinadas apds modificagdes no protocolo proposto por
Litvintseva et al. (2006). As temperaturas de amplificagcdo da PCR seguiram a padronizacao da
ISHAM (Anexo 5). E os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose
al,59% por40minal00 V.

4.5.4 PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR

Para a precipitacdo e remocao de primers e nucleotideos ndo incorporados na reagdo de
PCR, os amplicons foram purificados conforme protocolo descrito por Dunn & Blattner (1987)
com modificagcdes. Em microtubos de 1,5 ml foram adicionados 32 ul do produto de PCR e
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igual volume de Polietilenoglicol (20%, 2.5M de NaCl). As amostras foram homogeneizadas

em vortex e incubadas a 37 °C por 15 minutos com posterior centrifugacdo a 6000 rpm por 15

minutos para realizar a separacdo dos componentes precipitados do DNA.

O sobrenadante foi descartado e em seguida foram adicionados 125 pl de etanol 80%

gelado, sendo entdo centrifugado a 4500 rpm por 2 minutos para remoc¢do de oligos e

nucleotideos residuais. O sobrenadante foi descartado e os microtubos foram incubados com as

tampas semiabertas por 5 minutos a 60 °C em termobloco (1T-2002, Bioplus) para remogéo de

residuos de etanol. Para eluicdo do DNA foram adicionados 20 ul de agua ultrapura MilliQ® e

posteriormente as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5% por 40

minutos a 100 V para avaliar a qualidade da purificacéo.

£
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Figura 9. Purificacdo de DNA amplificado com polietileglicol usando a metodologia de (DUN; BLATTNER,

1987).

4.6 ENVIO DAS AMOSTRAS DE DNA E PREPARO PARA SEQUENCIAMENTO

Ap0s a etapa de purificacdo os produtos de PCR foram enviados para a Fiocruz do Rio

de Janeiro. O preparo das reac6es de sequenciamento de DNA foi realizado no Laboratério de

Micologia do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), na Fiocruz do Rio de

Janeiro.
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4.7 SEQUENCIAMENTO DE DNA

O sequenciamento foi realizado no Laboratério de Gendmica Funcional e
Bioinformética — Fiocruz/RJ. Na reacdo de sequenciamento foi utilizado o Kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). O DNA foi adicionado na microplaca
de 96 pocos (Applied Biosystems) com o primer e dgua MilliQ®, totalizando um volume de
7,5 pl. O volume final de 10 pl da reacdo de sequenciamento para cada poco foi completado
com a adi¢@o de 1 ul de BigDye® ¢ 1,5 ul de tampao 5X. As microplacas foram colocadas em
termociclador ABI3130 v3.1 (Applied Biosystems, Foster City,California, USA) com

temperaturas de acordo com o protocolo do fabricante.

4.8 DETERMINAGCAO DO PERFIL ALELICO E DOS SUBTIPOS MOLECULARES
(SEQUENCES TYPES -STS)

As sequéncias nucleotidicas foram recebidas por e-mail (em formato abi.) e pelo
software Sequencher 5.4.6 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA) foram analisadas
e corrigidas para remogdo/substituicdo de gaps ou de bases nitrogenadas incorretas, sendo entédo

gerada uma sequéncia consenso (contig).

O algoritmo Muscle presente no software MEGA v.10.0.2 foi utilizado para o
alinhamento dos contigs com sequencias ja conhecidas (alelos) oriundas do banco de dados
Fungal MLST Database, permitindo entdo realizar uma segunda revisdo das sequencias
nucleotidicas por comparacao visual com os alelos ja caracterizados. Utilizando o recurso de
alinhamento “Single Locus ID” no site do banco de dados (http://mlst.mycologylab.org/), as
sequencias foram analisadas para identificacdo do seu nimero alélico, sendo considerado como

aceitavel o indice de 100% de similaridade com alelos j& conhecidos e depositados.

Todos os contigs e seus respectivos nimeros alélicos identificados foram armazenados
em uma planilha Excel. E para determinar o nimero do ST as sequencias dos sete I6cus foram
copiadas e submetidas ao algoritmo de identificagdo polifasica “Multi Loci ID” online da
Fungal MLST Database, sendo aceito como resultado o valor de 100% de similaridade e 100%
de overlap. O isolado cujas sequencias apresentaram novos alelos também recebera um novo

namero de ST corresponde a sua ordem de identificacdo em relacdo aos ja conhecidos.
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4.9 ANALISE FILOGENETICA

Para se obter a relacdo genética evolutiva foi feito a analise dos STs por meio do
programa MEGA v.10.0.2 e para a construcdo da arvore filogenética foi usado o modelo
Neighboor Joining (NJ) com espaco p e com um boodstrap de 1000 repeticdes (KUMAR et al.,
2018).

5. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA

Os procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo M27-A3 recomendado
pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLINICAL AND LABORATORY
STANDARD INSTITUTE (CLSI), 2008). As solucdes estoque de antifungicos Anfotericina B
(AMB) e lItraconazol (ITC) foram preparadas previamente diluidas em dimetil suféxido
(DMSO) e a de Fluconazol (FLC) diretamente em meio RPMI 1640. Em seguida as solugdes
foram diluidas em meio RPMI 1640 liquido (pH= 7,0) tamponado com é&cido morfolino
propanossulfonico (MOPS). Todas as solu¢Ges foram armazenadas a uma temperatura de -20

°C até o momento do uso.

Para a preparacdo do inoculo fangico, as cepas foram previamente reativadas e
cultivadas em agar Saboraud dextrose por 48 horas. Em seguida foi feita a suspensao de células
em 5 ml de solucdo salina estéril (0,85%) e a quantificacdo das mesmas em camara de
Neubauer. De acordo com a quantidade de células presentes na solucdo foi calculada uma
concentracdo final de 2x10° células/ml e posteriormente o volume correspondente do indculo

inicial foi transferido para um novo tubo contendo 10 ml de meio RPMI 1640.

Para a microdiluicdo em caldo, 100 pl de meio RPMI 1640 e 100 ul da solucao da droga
foram transferidos em duplicata para a microplaca de 96 pocos com o auxilio da pipeta
multicanal, realizando a dilui¢do seriada da droga do segundo até o penultimo pogo. E por fim,
foram adicionados 100 ul do indéculo fungico, delimitando a 1* e a 12 coluna de pocos da placa
para o controle positivo (RPMI + Inbculo) e controle negativo (apenas meio RPMI),
respectivamente. A faixa de concentracédo testada para o FLC sera de 0,125 pg/ml a 64 pg/ml e
ada AMB e ITC de 0,062 pg/ml a 16 pg/ml.

As microplacas foram incubadas a 35 °C por 72 horas, ap0s este tempo foi realizada a

leitura visual da concentragdo inibitéria minima (CIM), tendo como comparagéo o crescimento
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nos pogos do controle positivo. A CIM da ANF foi determinada como a menor concentragéo
capaz de inibir completamente (100%) o crescimento fungico e para os azélicos a que gerar 0

uma reducdo parcial quando comparado ao crescimento nos pogos do controle positivo.

6. ANALISES ESTATISTICAS

Foi criado um banco de dados com as informacBes clinico-epidemioldgicas e
laboratoriais no software Microsoft Office Excel®. As analises estatisticas foram feitas por meio

do software R versdo 3.3.1 (https://www.r-project).

7. RESULTADOS

Os resultados e discussao do presente trabalho estdo apresentados em formato de

artigo, o qual sera submetido a revista Medical Mycology Cases Reports.
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RESUMO

A criptococose € uma infeccdo fungica causada pelo complexo de espécies
Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. A maioria dos casos ocorrem em portadores do
virus HIV/AIDS, no entanto, essa infeccdo também ocorre em pacientes ndo HIV em uma
frequéncia de 10-30% do total de casos. Trata-se de uma doenca de alta morbidade e
mortalidade, sendo a sua forma clinica mais severa a neurocriptococose. Esse estudo investigou
aspectos clinicos e moleculares de sete casos de pacientes ndo HIV diagnosticados com
criptococose na Fundacdo de Medicina Tropical (FMT-HVD) no periodo de Julho de 2016 a
Junho de 2019. Como resultados clinicos e epidemioldgicos, observamos que a maioria dos
dos pacientes eram do sexo feminino (57,14%), faixa etaria de 10-53 anos (média de 36,3 anos),
a neurocriptococose foi a forma clinica predominante (100 %), o tempo decorrido desde os
sintomas até o diagndstico variou de 15 a 730 dias (média de 172,9 dias) e a mortalidade
observada foi de 57,14%. As morbidades prévias a criptococose observadas no presente estudo
foram: hipertensdo, diabetes mellitus e tuberculose intestinal. Os isolados foram obtidos de
amostras de LCR e o diagndstico foi feito por exame direto em tinta de Nankin. A genotipagem
inicial feita pela técnica de PCR-RFLP do gene URA5 mostrou que todos os isolados clinicos
foram da espécie C. gattii do tipo molecular VGII. A partir do ensaio de MLST foi possivel
identificar os sequence typing ST20 (n=4), ST5 (n=3) e ST552 (n=1). Esse € o primeiro estudo
a relatar a existéncia do ST552. As culturas de C. gattii demostraram CIM média para 0s
antifungicos anfotericina B (AMB), fluconazol (FLC) e itraconazol (ITC) de 0,05, 3,85 e 0,18
ug/mL, respectivamente. Nesse estudo mostramos a importancia do uso da ferramenta
molecular do MLST para identificar os gendtipos que causam as infec¢fes em pacientes nao
HIV. Descrevemos o predominio do acometimento no SNC por C. gattii principalmente do tipo

molecular VGlla que estd amplamente disperso no Norte do Brasil.

Palavras — Chave: Amazonia, Cryptococcus gattii, HIV negativo e MLST.
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ABSTRACT

Cryptococcosis is a fungal infection caused by the Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii species complex. Most cases occur in people with HIV / AIDS
however, this infection also occurs in non-HIV patients at a frequency of 10-30% of all cases.
However, this mycose has high morbidity and mortality, and its most severe clinical form is
neurocriptococcosis. This study investigated clinical and molecular aspects of seven cases of
non-HIV patients diagnosed with cryptococcosis at the Tropical Medicine Foundation (FMT-
HVD) from July 2016 to June 2019. As clinical and epidemiological results, we observed that
most of the patients were female (57.14%), age range 10-53 years (mean 36.3 years),
neurocriptococcosis was the predominant clinical form (100%), the time since symptoms until
diagnosis ranged from 15 to 730 days (average of 172.9 days) and observed mortality was
57.14%. In addition, morbidities prior to cryptococcosis observed in the present study were:
hypertension, diabetes mellitus and intestinal tuberculosis. Isolates were obtained from CSF
samples and the diagnosis was made by direct examination in Nankin ink. Further, initial
genotyping by the PCR-RFLP technique of the URA5 gene showed that all clinical isolates were
of the species C. gattii and molecular type VGII. From the MLST assay it was possible to
identify the sequence typing ST20 (n=4), ST5 (n = 3) and ST552 (n = 1). This is the first study
to report the existence of ST552. Thus, cultures of C. gattii showed mean MIC for amphotericin
B (AMB), fluconazole (FLC) and itraconazole (ITC) antifungals of 0.05, 3.85 and 0.18 ug /
mL, respectively. In this study we show the importance of using the MLST molecular tool to
identify the genotypes that cause infections in non-HIV patients. We describe the predominance
of CNS involvement by C. gattii mainly of molecular type VGlla, which is widely dispersed in

northern Brazil.

Keywords: Amazon, Cryptococcus gattii, HIV negative and MLST.
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INTRODUCAO

A criptococose é doenca de ocorréncia mundial que teve o aumento significativo de
casos na metade da década 1980 estando associada a epidemia da AIDS (MAZIARZ e
PERFECT 2016). No ano de 2014, estimou-se a existéncia de aproximadamente 225.000 casos
com 181.100 mortes. A alta mortalidade ocorre em paises que tem um acesso precario a
cuidados da satde como principalmente a Africa e partes da Asia. Na Africa Subsaariana a taxa
de mortalidade chega a 75% da média global, enquanto nos Estados Unidos, depois do uso dos
ART, a taxa atual permanece em 28,8 %. O Brasil e a Colémbia sdo os paises que relatam mais
casos de criptococose dentre os paises da América Latina, entre 1001 a 2500 casos por ano
seguido de Argentina e México com 501 a 1000 casos (GEORGE et al. 2018).

Embora a criptococose ocorra com maior frequéncia em individuos imunossuprimidos,
estudos mostram que pacientes HIV negativos exibem maior taxa de mortalidade se comparado
aos pacientes HIV positivos (BRATTON et al., 2012; RAJASINGHAM et al., 2017). Os
estudos acerca da criptococose em pacientes ndo HIV tem sido frequentes nos dias de hoje.
Esses estudos tem desvendado causas e associagdes da criptococose nesse grupo de pacientes
que por um periodo de tempo foram esquecidos por apresentarem menor frequéncia de infecgéo.
Condi¢bes comorbidas tém sido associadas a suscetibidade a criptococose em pacientes ndo
HIV, sdo elas: insuficiéncia renal, diabetes, cancer, insuficiéncia cardiaca, doenca pulmonar
cronica, doenca hepatica, malignidade hematoldgica e doencas autoimunes como sarcoidose.
Além disso, 0 uso de corticosterdides tém sido outro fator agravante. Sendo relatado uma
percentagem de 93% de pacientes, diagnosticados com criptococose, estavam em tratamento
imunossupressor (BRATTON et al., 2012; BRIZENDINE; BADDLEY; PAPPAS, 2013;
HEVEY et al., 2019). Altos niveis do anticorpo anti-GM-CSF que inibe o fator estimulador de
col6nia de granulécitos e macrofagos (GM-CSF) € um fator de risco para a infeccdo por C.
gattii em pacientes ndo HIV (APPLEN CLANCEY etal., 2019). Saijo et al. (2014) encontraram
altos niveis de anticorpos anti-GM-CSF no plasma de pacientes, aparentemente
imunocompetentes, infectados por C. gattii, mas ndo encontrou no plasma de pacientes

infectados por C. neoformans.

Segundo Khell da Silva et al. (2012) cerca de 20 pacientes foram diagnosticados com
criptococose no Estado do Amazonas, no periodo de marco de 2006 a fevereiro de 2008, e
aproximadamente 20% desses pacientes ndo possuem HIV. A infeccdo em pacientes ndo HIV

ocorre predominantemente por C. gattii de tipo molecular VGII e a forma clinica predominante
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é a neurocriptococose (KHELL DA SILVA et al., 2012; ROCHA et al., 2018). No entanto,
estudos especificos para investigar o desfecho da criptococose na minoria dos casos, que sdo 0s
pacientes ndo HIV, sdo necessarios para compreendermos quais linhagens de Cryptococcus sp.
estdo causando essas infec¢des, 0 prognostico da criptococose nesse grupo, quais os fatores de
risco sdo relevantes para a manifestacdo da doenca e como ela vai interferir na qualidade de
vida dos pacientes.

Neste trabalho iremos relatar a frequéncia do genotipo de Cryptococcus sp. e 0s STs que
causam a criprotococose no Estado do Amazonas, além de descrever aspectos clinicos como
sintomas, fatores de risco, dados epidemioldgicos e investigacdo de cepas resistentes aos
antifingicos convencionais. Esse € o primeiro estudo voltado somente para pacientes ndo HIV
no estado do Amazonas. O objetivo foi investigar a criptococose nesse grupo e apresentar
informagdes a comunidade médica sobre a importancia do diagnéstico precoce que ainda ndo é

realizado nas comunidades ribeirinhas do Estado do Amazonas.

METODOLOGIA
Universo de estudo
Modelo de estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal, retrospectivo e prospectivo que foi realizado
com o objetivo de descrever aspectos moleculares dos agentes etioldgicos e clinico-
epidemioldgicos dos pacientes ndo-HIV acometidos por criptococose no periodo de Julho de
2016 a Junho de 2019 e atendidos Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
(FMT-HVD).

Populacéo de estudo

Esse estudo avaliou, no periodo de trés anos, pacientes ndo HIV que apresentaram
diagnostico micologico de infeccdo por leveduras do complexo Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii. Foram incluidos os pacientes que atenderam os critérios

abaixo.

Critérios de Inclusao

a) pacientes que possuiram cultivo positivo para Cryptococcus sp.; b) que foram

diagnosticados com criptococose por meio de exame direto a partir do liquido cefalorraquidiano
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(LCR); c) que aceitaram participar da pesquisa voluntariamente mediante o consentimento do
TCLE ou sob autorizacdo do responsavel legal mediante a assinatura do Termo de
Assentimento para menores; d) que possuiam suas informagdes clinico-epidemiologicos

disponiveis no sistema de prontuérios IDoctor.

Critérios de Exclusao
Foram excluidos do estudo pacientes:

a) que ao longo da pesquisa foram identificados com portadores do virus HIV; b) que
ndo apresentaram cultivo positivo para Cryptococcus sp.; ¢) tiveram as culturas inviaveis por
contaminacdo; d) suas culturas ndo estiveram disponiveis nos acervos do laboratério de

Micologia da FMT-HVD; e) pacientes que decidirem abandonar o estudo.

Amostras Clinicas

Os isolados clinicos obtidos no periodo retrospectivo foram reativados meio Sabouraud
para os testes moleculares e de sensibilidade antifingica. Os isolados clinicos adquiridos no
periodo prospectivo foram obtidos a partir do diagnostico com cultura positiva para
Cryptococcus sp. Todos os isolados foram mantidos em tubos de agar Sabouraud dextrose
(SDA) e armazenados a 4 ° C no Laboratério de Micologia Médica da FMT-HVD.

Procedimentos
Coleta de Dados Epidemiologicos e Laboratoriais

Os registros clinicos, epidemiolédgicos e laboratoriais de todos os pacientes foram
acessados no banco de dados on-line de registro médico (ldoctor). Os dados coletados para
andlise incluiram idade, sexo, localizacdo geografica, risco de fatores como doengas
subjacentes, sintomas iniciais e sequelas desenvolvidas, resultado clinico necessidade de
hospitalizacdo na unidade de terapia intensiva (UTI) devido a complicagdes, formas clinicas e
tempo de internagdo. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Humanos
da FMT-HVD (CAAE 90749718.3.0000.0005).
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Genotipagem inicial por PCR-RFLP do gene URA5

A extracdo de DNA foi realizada usando o método fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(Ferrer et al. 2001). A PCR foi conduzida com cada reacdo contendo 20 ng de molde de DNA,
solucdo tampéo (Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI2 1,5 mM), 0,2 mM de cada
dNTP, 30 ng de iniciador URA-5 (adiante 5'ATG TCC TCC CAAGCCCTCGAC3'e5'TTA
reverso AGA CCT CTG AAC ACC GTA CTC 3) e 2,5 U de polimerase de DNA Taq
recombinante (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). A PCR foi realizada em um termociclador
Kyratec modelo SC200 (Kyratec Pty Ltd Queensland, Australia). Os tipos moleculares foram
determinados pela analise do RFLP do gene URA5 com as enzimas Sau96l e Hhal (Thermo
Scientific, Waltham, EUA), conforme descrito por ((MEYER et al., 2003)). Os gen6tipos foram
atribuidos por comparacéo com as respectivas cepas de referéncia: WM 148 (sorotipo A, VNI),
WM 626 (sorotipo A, VNII), WM 628 (sorotipo AD, VNIII), WM 629 (sorotipo D, VNIV),
WM 179 (sorotipo B, VGI), WM 178 (sorotipo B, VGII), WM 161 (sorotipo B, VGIII) e WM
779 (sorotipo C, VGIV).

Multi Locus Sequence Typing

A anélise do MLST foi realizada pela amplificacdo individual dos seis genes CAP59,
GPD1, LAC1, PLB1, SOD1 e URA5, juntamente com a regido 1GS1, conforme preconizado
pela ISHAM (MEYER et al., 2009) . Os produtos de PCR foram purificados com um método
modificado usando polietileno-glicol / NaCl (DUN; BLATTNER, 1987)e sequenciados
bidirecionalmente em um analisador de DNA ABI3130 com BigDye Terminators v3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, Califéornia, EUA) no Laboratério de Genbémica Funcional e
Bioinformatica (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil). As sequéncias foram editadas manualmente
usando o software Sequencher 5.4.6 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, EUA), e 0s
contigs foram alinhados usando o algoritmo Muscle vinculado ao programa MEGA v.10.0.2
(KUMAR et al., 2018). Todas as sequiéncias foram analisadas no banco de dados do complexo
MLST para espécies de C. gattii (http://mlst.mycologylab.org) para determinar o nimero do

alelo e o respectivo ST.
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Determinacéo da CIM frente aos antifiingicos convencionais

Os procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo M27-A3 recomendado
pela Clinical and Laboratory Standards Institute (CLINICAL AND LABORATORY
STANDARD INSTITUTE (CLSI), 2008). As solucdes estogue de antifungicos Anfotericina B
(AMB) e lItraconazol (ITC) foram preparadas de acordo com as normas da CSLI. Para a
preparacdo do in6culo fungico, as cepas foram previamente reativadas e cultivadas em agar
Saboraud dextrose por 48 horas. Em seguida foi feita a suspenséao de células em 5 ml de solucéo
salina estéril (0,85%) e realizada a quantificacdo das células. Posteriormente o volume
correspondente do indculo inicial foi transferido para um novo tubo contendo 10 ml de meio
RPMI 1640. Para a microdiluicdo em caldo, 100 pl de meio RPMI 1640 e 100 pul da solucéo da
droga foram transferidos em duplicata para a microplaca de 96 pocos realizando a diluigéo
seriada da droga. E por fim, foram adicionados 100 pl do in6culo fangico, delimitando a 112 e
a 122 coluna de pocos da placa para o controle positivo (RPMI + Indculo) e controle negativo
(apenas meio RPMI), respectivamente. A faixa de concentragéo testada para o FLC foi de 0,125
pg/ml a 64 pg/ml e a da AMB e ITC de 0,062 pg/ml a 16 pg/ml. As microplacas foram
incubadas a 35 °C por 72 horas, ap0ds este tempo foi realizada a leitura visual da concentracao
inibitéria minima (CIM), tendo como comparagdo o crescimento nos pocos do controle

positivo.

Analises Estatisticas

Foi criado um banco de dados com as informacdes clinico-epidemiolégicas e
laboratoriais no software Microsoft Office Excel®. As analises estatisticas foram feitas por meio
do software R versdo 3.3.1 (https://www.r-project).

Resultados

No periodo de 2016 a 2019 foram diagnosticados 11 pacientes com criptococose ndo
associada a HIV na FMT-HVD. Do total de 11 amostras, ndo foi possivel reativar quatro
prosseguindo o estudo com 7 amostras. A localidade dos sete pacientes foi, em sua maioria, da
Cidade de Manaus (3/7) e os demais de outros Municipios como: Manicoré (1/7) Maués (1/7),
Parintins (1/7) e S&o Gabriel da Cachoeira (1/7) (Figura 9).
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Figura 10. Mapa do Estado do Amazonas mostrando as cidades de origem dos sete pacientes
estudados e o ST correspondente (formas coloridas). O programa Quantum GIS versdo 2.18
foi utilizado para construir o mapa.

Caracteristicas Clinicas e Epidemioldgicas

Os resultados dos aspectos clinicos e epidemioldgicos da criptococose em pacientes ndo
HIV diagnosticados na FMT-HVD mostraram um discreto predominio do sexo feminino (57,14
%), a média das idades foi de 36 anos e com variacdo de 10-53 anos. Na investigacdo sobre
exposicédo a fatores de risco ambiental destacaram-se: exposicao a fezes de pombos (Columba
livia) (42,85%), moradia de madeira (28,57%), criacao de aves (28,57%), e moradia proxima a
madeireira (14,28%). Em relacdo a ocupacdes laborais de risco foi observado a construcéo civil
(14,28%) e agricultura (14,28%) (Tabela 3).

Os principais sintomas descritos antes da hospitalizacdo foram: cefaleia intensa (100%),
vomito (71,42%), fotofobia (71,42%), rigidez da nuca (42,85%) e perda ponderal (57,14%). O
tempo de apresentacdo dos sintomas a confirmacéo do diagndstico da criptococose variou de
15 — 730 dias. Os sintomas mais frequentes apresentados durante a hospitalizacao e tratamento
dos pacientes foram: constipacao intestinal (57,14%), convulséo (57,14%), rebaixamento do

nivel de consciéncia (57,14%) e delirium (42,85%).

Quatro pacientes apresentavam comorbidades, mas em alguns casos ou ndo eram
tratadas ou os pacientes desconheciam que eram portadores, sendo elas: diabetes mellitus,

hipertensdo arterial, e tuberculose extrapulmonar (Tabela 3). Os demais pacientes néo
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apresentavam, simultaneamente, outras doengas, mas tinham historicos médicos de tuberculose

pericardica, maléria e depressao.

O diagndéstico foi feito exclusivamente a partir de amostras de LCR onde foi verificado
a presenca de leveduras encapsuladas no exame direto com fundo de tinta de Nankin. Apés o
crescimento da cultura em meio agar Sabouraud. A forma clinica, predominante, apresentada
pelos pacientes foi a neurocriptococose. O tratamento foi realizado com os antifingicos AMB
(50 mg) e FLC (400 mg). Somente um paciente recebeu anfotericina lipossomal (LAmB),

devido ao desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda (IRA).

Devido a gravidade da doenca e o rebaixamento do nivel de consciéncia, houve
necessidade da internacdo de quatro pacientes na unidade de terapia intensiva (UTI). As
sequelas desenvolvidas devido a infeccdo cerebral pelo C. gattii foram em sua maioria
relacionadas ao nervo dptico (57,14%), com quadros de diminuic¢do da acuidade visual e casos
de amaurose unilateral e bilateral. Além disso, os pacientes também desenvolveram diminuicéo
da acuidade auditiva (28,57%), coroidite ocular (14,28%), edema cerebral (14,28%) entre
outros (Tabela 3). Dos sete pacientes estudados, quatro vieram a 6bito, sendo que dois foram
admitidos no hospital apresentando sequelas neuroldgicas devido ao periodo de tempo desde
0s sintomas iniciais até a obtencdo do diagnéstico. O tempo de internagédo variou de 13-100 dias
(Tabela 3).

PCR-RFLP do gene URAS5 e MLST de C. gattii

A partir da extracdo de DNA foi realizado a PCR-RFLP, a qual mostrou, por meio da
leitura em gel de eletroforese, que todos os isolados pertencem a espécie Cryptococcus gattii
de gendtipo VGII. A partir do sequenciamento e edi¢do dos contigs dos sete genes de viruléncia
CAP59, GPD1, I1GS1, LAC1, PLB1, SODCG e URAS foi possivel verificar, através da comparacdo dos
alelos depositados no Fungal MLST Data Base, os numeros dos alelos de cada gene. Em
seguida, na plataforma searching, foi revelado o ST por meio da compilagdo numérica dos
alelos dos sete genes (Tabela 5). Sendo assim, nesse estudo os STs responsaveis pelas infec¢oes
em pacientes ndo HIV foram: o ST20 ocorrendo em Manaus, Maués, Manicore e Sdo Gabriel
da Cachoeira; o ST5 presente em Parintins e Manaus; e um novo ST presente na Cidade de
Manaus, o ST552 (Figura 9), (Tabela 4).



Tabela 3. Aspectos clinicos e epidemioldgicos da criptococose em pacientes ndo HIV diagnosticados na FMT-HVD.
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Pacientes
1 2 3 4 5 6 7

Sexo M F F M F F M
Idade 50 23 41 25 52 10 53
Sintomas Cefaleia, febre,  Cefaleia, Cefaleia, rigidez ~ Cefaleia, rigidez ~ Cefaleia, Cefaleia, Cefaleia, febre,
Iniciais antes vomito, dor fotofobia, da nuca, vdmito,  da nuca, febre, convulsao, febre, vdmito,  vOmito,
do diagndstico ocular, astenia, nausea, vomito, fotofobia, convulséo, fotofobia, dor hiporexia, hiporexia,

fotofobia, perda  diplopia, sudorese noturna, fotofobia e perda  ocular, rigidez perda astenia e perda

ponderal irritabilidade paralisia facial D ponderal da nuca, letargia ponderal, ponderal

e perda ponderal astenia

Sintomas Constipagéo Paresia Ml, Constipagéo Rebaixamento da  Constipacédo Constipagéo Rebaixamento
apresentados intestinal, convulsdo e intestinal, consciéncia, intestinal, intestinal, da consciéncia,
durante o rebaixamento da rebaixamento da convulséo, paresia MIS, rebaixamento da  convulsdo, AVC, delirium
tratamento consciéncia, consciéncia anemia, delirium, disfagia, anemia,  consciéncia, delirium e e perda

picos de HAS e astenia e perda disartria, febre, paralisia da estrabismo ponderal

perda ponderal ponderal neuropatia lingua e

periférica convulsdo
Duracéo dos
sintomas antes do 180 150 30 15 730 90 15
diagnostico (dias)
Fatores Exposicédo a Casa de madeira Exposicéo a fezes Exposicéo a fezes - Casa de -
Ambientais fezes pombos e criacdo de de pombos de pombos madeira e
aves criacdo de
aves
Ocupacdes Construcdo civil Dona de casa Professora Agricultor, Donadecasa  Estudante Gerente
Auxiliar de comercial

limpeza



Doengas
anteriores

Comorbidades

LCR nivel de
Proteinas (mg/dL)

LCR nivel de
Glicose (mg/dL)

Forma clinica

Tratamento

Tempo de
internacdo na
UTI (dias)

Sequelas

Tempo de
hospitalizacéo
(dias)
Resultados
Clinicos

Microrganismo
isolado

Depresséo,
Tuberculose
pericardica

25,0

47,0

NCPT
AmB + FLU

IRA, coroidite

ocular (D)

18

Obito

C. gattii

(VGII/ST20)

HAS

109,0

3,0

NCPT
AmB + FLU

Amaurose
bilateral

20

Obito

C. gattii

(VGII/STS5)

Tuberculose
ganglionar

Tuberculose
intestinal

59,0
59,0

NCPT
LAmMB-L+ FLU

Diminuicéo da
acuidade visual e
auditiva

57

Recuperado

C. gattii
(VGII/STS)

Malaria -
(5 vezes)
- DM, HAS
52,0 22,1
44,0 102,0
NCPT NCPT
AmB + FLU AmB + FLU
26 -

Paralisia facial
(D), alteracéo VII

Diminuicédo da

par de nervo disfagia
craniano, disartria
e disfuncéo
motora
100 13
Recuperado Obito
C. gattii C. gattii
(VGII/20) (VGII/ST20)

acuidade visual.

29,0

61,0

NCPT
AmB + FLU

Amaurose D,
diminuicdo da
acuidade
auditiva

85

Recuperado

C. gattii
(VGII/ST20)

59

DM, HAS

26,7

46,0

NCPT
AmB + FLU

Edema cerebral,
vasculite
cerebral

15

Obito

C. gattii
(VGII/ST552)

*HAS Hipertensdo arterial; DM Diabetes Mellitus; NCPT Neurocriptococose; MIS Membro inferior e superior; AVC Acidente vascular cerebral; IRA Insuficiéncia renal

aguda; (-) N&o relatado.
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Foi construida uma arvore monofilética para verificar a relacdo de ancestralidade dos
sete isolados com cepas de C. gattii descritas na Regido Norte do Brasil. Observou-se a relagéo
de parentesco e compartilhamento de ancestral entre 0 ST552 e 0 ST27 descrito no Estado de

Roraima (Figura 10).

5T20 - Brasil (AM) Paciente &
@ ST20- Brasil (AM) Paciente 6
@ ST20 - Brasil (AM) Paciente 4
@ 5T20 - Brasil (AM) Paciente 1

5T20 - Brasil (AM/RR/PA) Souto et al. (2016)
i —— 5T122 - Brasil (AM) Souto et al. (2016)
ST266 - Brasil (AM) Brito-Santos et al. (2015)

ST267 - Brasil (AM) Brito-Santos et al. (2015)
1 ST120 - Brasil (PA) Souto et al. (2016)
ST172 - Brasil (AM) Engelthaler et al. (2014)

5T445 - Brasil (AM) Rocha et al. (2018)
ST268 - Brasil (AM) Brito-Santos et al. (2015)
T119 - Brasil (PA) Souto et al. (2016)
ST27 - Brasil (RR) Carriconde ef al. (2011)
@ ST552 - Brasil (AM) Paciente 7

S5T46- Brasil (AM) Alves (2016)
- @ ST5 - Brasil (AM) Paciente 3
. ’—{ @ ST5 - Brasil (AM) Paciente 2
|| " L 5T4 - Brasil (AM/PA) Brito-Santos et al. (2015)
5T296 - Brasil (AM) Souto et al. (2016)
5T288 - Brasil (AM) Souto et al. (2016)
5T265 - Brasil (AM) Brito-Santos et al. (2015)

10 5T264 - Brasil (AM) Brito-Santos et al. (2015)
40 S5T121 - Brasil (PA) Souto et al. (2016)
4 ST274 - Brasil (AM) Souto et al. (2016)
2 5T287 - Brasil (RR) Engelthaler et al. (2014)
- — ST297 - Brasil (PA) Souto et al. (2016)
1 _|_7 ST7 - Brasil (AM) Engelthaler et al. (2014)
28 ST133 - Brasil (RR) Souto et al. (2016)
—_—
0.00050

Figura 11. Arvore filogenética Neigboor-Joinning (NJ), modelo p-distance com boodstrap de 1.000, construida
usando o software Mega versdo v.10.0.2 , a partir do alinhamento da compilacéo dos sete loci do MLST (CAP59,
GPD1, IGS1, LACL, PLB1, SODCG e URAS) e das cepas isoladas na Regido Norte. .Podemos observar a relagdo
genética entre os sete isolados clinicos do estudo (cor vermelha) com isolados de C. gattii da Regido Norte do
Brasil (cor verde) obtidos do Fungal MLST Database http://mlst.mycologylab.org. Abrevia¢Ges: AM
(Amazonas), RR (Roraima) e PA (Pard).
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Tabela 4. Tipo Molecular dos isolados de C. gattii e a sequéncia numérica dos alelos dos genes no MSLT e 0

respectivo Sequen

ce Typing.

Genes do MLST

Isolado  Gendtipo CAP59 GPD1 IGS1 LAC1 PBL1 SODCG URA5 ST
P1FMT-66 VGII 1 1 4 4 1 14 7 20
P2FMT-103 VGII 3 16 15 4 9 23 2 5
P3FMT-111 VGII 3 16 15 4 9 23 2 5
PAFMT-215  VGII 1 1 4 4 1 14 7 20
P5FMT-339 VGII 1 1 4 4 1 14 7 20
P6FMT-346 VGII 1 1 4 4 1 14 7 20
P7TFMT-829 VGII 2 6 27 4 1 104 2 552

*P- Paciente; FMT — Fundacdo de Medicina Tropical

Sensibilidade aos Antifangicos Convencionais

Os testes de sensibilidade dos sete isolados frente a AMB, FLU e ITC apresentaram

CIM satisfatoria mostrando que todos os isolados de C. gattii foram sensiveis aos antifungicos

convencionais utilizados no tratamento da criptococose. A CIM para AMB e ITC foram baixas

com valor < 1 pg/mL e FLU apresentou maior valor de CIM com 8 pg/mL, nenhum isolado

apresentou resisténcia aos antifungicos como pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5. Teste de sensibilidade antifungica e a concentracéo inibitéria minima dos sete isolados de C. gattii. (P)

paciente.
Isolados de Cryptococcus gattii
PIFMT- P2FMT- P3FMT- P4FMT- PS5FMT- P6FMT-  P7FMT-
Antifaingico 66 103 111 215 339 346 829
9 CIM 50 CIM 50 ClIMso CIM 5o CIMsg CIMsg CIMsg
(Mg/mL)  (ug/mL)  (pg/mL)  (pg/mL)  (pg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)
AMB 0,03 0,03 0,03 0,25 0,03 <0,03 0,03
FLC 4 8 4 2 4 4 1
ITC 0,12 0,12 0,62 0,12 0,12 0,12 <0,03

*P- Paciente;FMT - Fundacéo de Medicina Tropical
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Entre os sete casos de criptococose em paciente ndo HIV abordados nesse estudo é
importante a descri¢do do caso 3 porque apresenta uma co-infeccdo por Micobacterium sp. que
foi diagnosticada simultaneamente quando a paciente estava em tratamento para a criptococose.

Portanto, esse caso sera descrito a seguir:

Relato de caso

Uma mulher de 41 anos, diagnosticada dois anos antes com tuberculose ganglionar,
professora de escola publica apresentou sintomas que comecaram com uma forte dor de cabeca,
febre, rigidez de nuca, vomito e fraqueza. Inicialmente, ela descreveu uma forte dor de cabeca
constante e com delirios. Na escola onde trabalha h& presenca de pombos e fezes nas paredes
da instituicdo. Devido a piora dos sintomas, a paciente foi a pronto-socorro de diferentes
hospitais da cidade de Manaus, sendo inicialmente diagnosticada com gripe e recebeu somente
medicamento endovenoso para aliviar a dor de cabeca. No entanto, a dor de cabega continuou
com frequéncia. Dois meses apds o inicio da dor de cabeca continua, ela foi para o pronto-
socorro inconsciente e fraca. Apos ser diagnosticada com criptococose foi transferida para o
hospital de referéncia em tratamento de criptococose (Fundacdo de Medicina Tropical Dr,
Heitor Vieira Dourado). O teste de anticorpos do HIV e antigeno do HIV foi negativo,
confirmando o status de HIV negativo do paciente. O antigeno de Cryptococcus sérico (CRAG)
foi positivo no liquido cefalorraquidiano (LCR). Os outros parametros do LCR foram os
seguintes: nivel de glicose de 59,0 mg / dl, nivel proteico de 59,0 mg / dl, citometria 67 cel /
mm3 e observac¢do com fundo de tinta Nankin mostrou frequentes leveduras de Cryptococcus
sp. em processo de brotamento. Apds 48 horas, o esfregaco no meio de cultura Heart Brain
Infusion (BHI) e no meio Saboraund apresentou crescimento de cultura. Ela iniciou a
anfotericina B lipossomal por causa da disfuncdo renal e manteve fluconazol por via
intravenosa, ja que a flucitosina ndo esta disponivel em nosso pais. Durante a internacao,
desenvolveu anemia progressiva aguda (Hb: 5,91 / Ht: 17,17), dor ocular, perda de peso (12
kg), constipacao, ictericia, cefaleia cronica e episddios de convulsdo. As imagens neurologicas
mostraram mdaltiplas lesGes de cistos criptococicos na regido nucleo-capsular (Figura 6). A
radiografia e a amostra de escarro foram negativas. Porém, as fezes foram positivas para
Mycobacterium sp. Apés essa evidéncia a paciente foi diagnosticada com tuberculose intestinal,
iniciou a terapia com a combinacdo de rifampicina (150 mg por dia), isoniazida (75 mg por
dia), pirazinamida (400 mg por dia) e etambutol (275 mg por dia). Apos 57 dias de internag&o,
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recebeu alta hospitalar. Ap6s um ano seguindo o tratamento com fluconazol, a paciente

encontra-se recuperada e retornou as suas atividades laborais.

Figura 12. Imagem de ressondncia magnética do crénio do paciente 3. A) Técnica turbo-spin-eco (TSE)
ponderada em T2 no plano axial com contraste paramagnético mostrando multiplas lesdes na regido nicleo —
capsular com aspecto de possiveis pseudo-cistos gelatinosos relacionados a criptococose, um més com
tratamento antiflingico. B) Imagem com a técnica turbo-spin-eco em T2 no plano axial mostrando presenga de
sinal de alteragdo da substancia branca subcortical dos hemisférios cerebrais e cerebelares mais evidentes nas
regibes parieto-occipitais. Sinais de quebra da barreira hematoencefalica, processo inflamatério decorrente da
meningoencefalite, sete meses apds o tratamento.

8. DISCUSSAO

Esse € o primeiro estudo que apresenta descricdo clinica e epidemiolégica em pacientes
ndo HIV diagnosticados com neurocriptococose na Regido Norte do Brasil. Todos 0s pacientes
foram infectados exclusivamente pela espécie C. gattii de gendtipo VGII, responsavel por
manifestacdo neuroldgica clinica severa e alta taxa de mortalidade. Na Regido Norte do Brasil,
C. gattii causa criptococose principalmente em pacientes ndo HIV(DOS SANTOS et al., 2008;
KHELL DA SILVA et al., 2012). Os fatores regido geogréafica e condi¢cdes do hospedeiro séo
variaveis significativas para a infecgdo. Como as linhagens de VGII sdo consideradas
endémicas nas Regides Norte e Nordeste do Brasil o risco relativo de hospedeiros ndo HIV
serem infectados por linhagens VGII é dez vezes maior que por qualquer outro gendtipo
(TRILLES et al., 2008).
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No presente estudo houve predominio de infecgdes em pacientes do sexo feminino com
média de idade de 36 anos que variou de 10-53 anos. George et al., (2018) observaram uma
média de 58 anos com variacao de 18-98 anos em pacientes NTNH nos EUA. Spec et al., (2016)
relataram maior frequéncia em pacientes do sexo masculino com 66% dos casos. Estudos
mostram que pacientes ndo HIV que desenvolvem a criptococose sdo significativamente mais
velhos quando comparados a pacientes HIV positivos (BRATTON et al., 2012; BRIZENDINE;
BADDLEY; PAPPAS, 2013; SPEC; RAVAL; POWDERLY, 2016).

Todos os pacientes ndo HIV desse estudo (100%) desenvolveram a neurocriptococose
como observado igualmente por Rocha et al., (2018). O que pode estar relacionado a viruléncia
do tipo molecular VGII ou por diagnostico tardio. Ao contrario do cenario em paises
desenvolvidos, como exemplo EUA, observa-se que de um total de 300 pacientes ndao HIV
diagnosticados com criptococose 50% tém envolvimento no SNC. Mundialmente, casos de
meningite causada por C. gattii sdo frequentes na Australia, América do Sul e no Pacifico
Noroeste da América do Norte (WILLIAMSON et al., 2016). Outro achado importante foi a
descricdo das sequelas que em sua maioria estava relacionada ao comprometimento optico e
auditivo. Estudos revelam que as sequelas neuroldgicas sdo mais proeminentes em pacientes
ndo HIV podendo causar prejuizo na cognicdo em até 78% dos casos (SPEC et al., 2016). A
mortalidade observada no presente trabalho foi de 57,14 % (4/7), percentagem maior que a
relatada por Aye et al., (2016) que verificou taxa de mortalidade de 45% (10/22), George et al.,
(2018) de 20,7% (304/1470) e Hevey et al., (2019) de 41,1% (65/108). Essa alta taxa de
mortalidade pode estar relacionada com a diagnoéstico tardio como afirma um estudo realizado
na Universidade do Alabama, o qual verificou que o tempo prolongado para o diagndstico
possivelmente é responsavel pela alta mortalidade em até 90 dias (BRATTON et al., 2012;
BRIZENDINE; BADDLEY; PAPPAS, 2013). E os pacientes desse estudo vieram a 6bito em
até 20 dias.

As comorbidades estdo relacionadas com a aquisicdo de criptococose em pacientes ndo
HIV. Nesse estudo os pacientes tinham diagnostico de hipertensdo arterial (n=2), diabetes
mellitus (n=2) e tuberculose (n=1). Diabetes mellitus (DM) é considerado um fator de risco
para a criptococose (BEARDSLEY; SORRELL; CHEN, 2019). A hiperglicemia em pacientes
pode ocasionar o declinio das células mediadoras do sistema imune que pode explicar a
associacdo entre a criptococose e a DM (LIN et al., 2016). A hipertens&o arterial pode levar ao
AVC como mostra a ocorréncia no paciente 7 (Tabela 3). O infarto cerebral em pacientes com

neurocriptococose estd associada a mortalidade de 100% o que pode levar a hidrocefalia em
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71% dos casos (LAN, 2001). Casos de coinfeccdo de criptococose e tuberculose sdo comuns
em lugares onde a tuberculose é endémica. De acordo com a secretaria de vigilancia sanitaria
em 2017 foi observado um total de 69.569 novo casos de tuberculose no Brasil. A taxa de
incidéncia de tuberculose no Amazonas é alta, com 74,1 por 100.000 habitantes. EXxistem
evidéncias que ambas possuem atividade imunomodulatoria no hospedeiro, ou seja uma é porta
de entrada para outra, pois atuam na desregulacdo do sistema imune de defesa (VAN
TONGEREN; SHAIPANICH; FLEETHAM, 2011).

O caso 3 nos mostra que a paciente tivera tuberculose ganglionar dois anos atras e a
criptococose possivelmente colaborou para a reativacdo da tuberculose. O Cryptococcus sp.
produz a melanina e o polissacarideo da capsula (GXM) que causam a supressao das células
mediadoras do sistema imune por inativacdo das células T, impedindo a migracao dos linfocitos
T e ocasionando apoptose dos macrofagos. Todos esses mecanismos predispdem 0s pacientes
a reativacdo ou infecgédo da tuberculose ( HUFFNAGLE et al., 1995; DECOTE-RICARDO et
al., 2019; TAJIMA et al., 2019).

Nesse estudo pudemos observar infecgbes exclusivas por C. gattii de tipo molecular
VGII. Recentemente foi constatado que o VGII possui distribuicdo mundial e dentre todos os
gendtipos isolados ele é o predominante (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014). Além disso,
infeccdes por C. gattii sdo mais comuns em hospedeiros ndo HIV na Australia e América do
Sul (PHILLIPS etal., 2015). A maioria dos isolados do presente estudo foram do ST20 (VGlla),
seguido do ST5 e o0 novo ST552. As cepas de VGlla possuem uma alta viruléncia, se
reproduzem rapidamente na temperatura de 37° C e produzem mais melanina que os outros
tipos moleculares (NGAMSKULRUNGRO!J et al., 2011). Os clados do ST20 (VGlla) foram
responsaveis pelo surto em Vancouver no Canadd desde 1999 e provavelmente tém um
ancestral comum recente sugestionando que esse subtipo tem origem na América do Sul
(ENGELTHALER et al., 2014; KIDD et al., 2004). Ha descri¢cBes de ocorréncia de ST5 no
Amazonas isolado de poeira domiciliar, principalmente em casas de madeira (BRITO-
SANTOS et al., 2015).

Os testes de suscetibilidade antifingica revelaram que a CIM de AMB e ITC frente aos
sete isolados clinicos foram baixas variando de < 0,62-0,25 pg/mL e < 0,62-0,12
respectivamente. Resisténcia a esses antifungicos sdo incomuns, mas ha relatados referente a
cepa clinica de C. gattii VGII que apresentou CIM de 2 pg/mL para AMB (TRILLES et al.,
2012). Todos os isolados foram sensiveis ao FLC, com CIM que variou de 1-8 pg/mL. Lee et
al., (2019) também descreveram a suscetibilidade de cepas clinicas de VNI, VNII, VGl e VGII
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que ndo mostraram altas concentracdes de CIM em teste de microdiluicdo. Nesse estudo as
cepas do genotipo VGII apresentaram a variagdo da CIM para AMB (0,5-0,5 pg/mL), FLC (2-
4 ug/mL) e para ITC (0,015-0,03 pg/mL). No entanto, € descrito CIM maiores para o genotipo
VGII frente a FLC que variam de 2-64 ug/mL (CHOWDHARY et al., 2011; TRILLES et al.,
2012b; ROCHA et al., 2018). No presente estudo nenhum dos sete paciente apresentaram
criptococose recidiva, situagdo em que ocorre resisténcia aos antifingicos (BONGOMIN et al.,
2018).
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9. CONCLUSAO

Nesse estudo mostramos a importancia do uso da ferramenta molecular do MLST para
identificar os gendtipos que causam as infeccbes em pacientes ndo HIV. Descrevemos 0
predominio do acometimento no SNC por C. gattii principalmente do tipo molecular VGlla que
estd amplamente disperso no Norte do Brasil e foi 0 gen6tipo causador do surto no Canada
(KIDD et al., 2004). Foi observado a variedade genética de C. gattii no Amazonas, sendo
descrito um novo ST denominado ST552. No entanto, as infeccdes por C. gattii apresentam
complicagdes neuroldgicas, por vezes irreversiveis como por exemplo a perda da visao. Nesse
estudo todas as drogas convencionais tiveram atividade in vitro contra os isolados de C. gattii

mas, em alguns pacientes ocorreu o desenvolvimento de pré IRA devido a toxicidade da AMB.

Além disso, a criptococose em pacientes ndo HIV causa alta taxa de mortalidade que
pode estar associada ao atraso no diagnoéstico ou ma interpretacdo dos sintomas. Sendo assim,
mais estudos precisam ser feitos para avaliar a associacdo entre a gravidade da doenca e a
linhagem que causa a infeccdo e estudos para determinar possiveis predisposicdes genéticas

que atuam na supressdo das células de defesa em pacientes ndo HIV.
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12. ANEXOS

ANEXO 1. PARECER DO CEP DA FMT-HVD

FUNDAGAO DE MEDICINA
TROPICAL "DOUTOR HEITOR ‘GRErand o
VIEIRA DOURADO"

PARECER CONSUBSTAMCIADO DO CEP
DADDE DO PROJETO DE PESGQILNEA

Trulo da Pesqulza: Caracienzagio genotiplca e sensinlidade 3 antifongicos dos agentes causadores da
erptocpcose no estado do Amazonas

Pasquisador: Jodo Vicentz Braga de Souza

Area Tematica:

Varsldo: 2

CAAE: SO07207158.2.0000.0005

Intitulg o Proponente: Fundagso de Medlcing Tropical do Amazonas - FMTAMTAM
Pafrocinader Principal: Fundagdo de Amparo 3 Pesquisa oo Estado 0 AMazonas - FAPEAM

DADDS DO PARECER

Himero do Parecer: 2.779.469

Apressntagio do Projsto:

Desaning do Esudo: Cbsenvacional

Tamanho da amosira s2ra de 240 participantes.

Individuns abordados pessoalmente, recrutados ou sofrerdo aigum Hpo de Infervengdo no ceniro de
pesquisa. 90 Participantes.

Traia-s2 de um 2studo de corle transversal que serd reallzado com uma popwagdo de paclenies
diagnosticados com cripincocose no perisdo de Janen de 2014 a Dezembro de 2020 na Fundagdo g
Medizina Trogical Dr. Heltor Vielra Dourado [FMT-HVD). O Isolados serdo ootido das amosiras biokgicas
({LCR & sangue) apos visuallzagso 00 fungo em exame dinsto com tinta nanquim ou pelo teste rapito Crag.
O recnitamentn dos packenies ierd inicio apos visuallzaimos o 52U pronflEsno no slstema de atendmenio da
FMT-HVD ({ldocior] 52 o mesmo atendsra aos critérios de Inclusdo. Em relagdo aos paclenies
diagnosticados em 2016-2020, esias Infornagdes serdo ootidas apds os pacientes terem skdo esdarecidos
sobre 0 eshudo & 3provado 3 sua pankipagdo 2 3 utlizagdo das cepas apis a assinatura do TCLE ou 52 for
menor de ade 3 assinabura do responsavel no Termo de Assentimento, Em s2gulda serd realizada uma
entrevista, sento aplcato um fommulano propro de Investigacso clinica, epkemiologica & laboratonal 005
C3508 de crplococose.

A Crpiococose € uma Importanie micose sistEmica adquirida por Inalago de propaguiocs

Esdaress: Av. Padng Tabesiis, 25

Bairne: D Padie | CEP: @) oaiann

UF: Ak Bunkipka: MANELS

Takehene: (279572 Fae: [DXpr2T-55T2 E-small:  cnpfBirmlam gos bi
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ANEXO 2. TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

FUNDAGCAO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO
(FMT-HVD)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Por meio deste documento, gostariamos de Ihe  conwvidar para  paricipar
; I . " ibilid

C ; as. Eu, Silviane

Bezerra Pinheiro & a minha equipe de trabalho somos os pesquisadores respon sdveis por este

SE No esiadd o & 5

s

estudo.

Este termo foi elaborado para Ihe ajudar a decidir se gostaria ou nio de
participar desta pesquisa, pois vocé podera entender quais so 0s nossos objetivos
e o quanto a sua participaglo & essencial. E preciso relembrar que voocé ird
PARTICIPAR VOLUNTARIAMENTE, ou seja, tera o direito de se recusar ou de se

retirar do estudo em gualguer momento e garantimos que o seu atendimento ou

tratamento nesta Fundagio NAQ SERAQ PREJUDICADOS.

Por que estou sendo convidado para participar deste estudo?

Dividas frequentes:

Observamos no resultado do seu exame laboratorial que vocd foi diagnosticado (a8)
com uma infecgdo grave causada por fungos que & chamada de Criptococose. Esta
doenga & conhecida popularmente como a “doenca transmitida pelos pombos®, ou
sgja, ela pode ocomer apds a inalagio de micro-organismos gue estdo presentes
nas fezes dos pombos, de passaros criados em gaiolas, galinhas e até nas fezes de
mMorcegos, mas @sses micro-organismos também podem estar presentes na madeira
e & importante que vocé saiba que esta doenga ndo & transmitida de pessoa para
pessoa. Apos a inalagio esses fungos podem permanecer por varos anos no nosso
corpo sem causar nenhum sintoma, mas quando a nossa imunidade fica baixa a

doenca pode se manifestar, principalmente na forma de meningite.

Hubncas:

Sujeito da Pesquisa & jou responsivel legal
Pesquisador Flesponsdwel

Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo de Madicina Tropical Dr. Heitor Vielra Dourado
Av. Pedro Teixeira, 25 = Dom Paedro = Manaus, Amazonas- CEP: 63040-000
Tel: (92) 2127-3572 ! E-mall: cep@fmiam.gov.br [ Coordenadora: Dra. Marilaine Martins
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FUNDAGCAO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO
(FMT-HVD)

A Criptococose ocorre em todo mundo e aproximadamente duzentos e vinte e cinco
mil (225.000) pessoas morrem a cada ano em virtude dessa infeccdo. E nos
pesquisadores estamos interessados em estudar esta doenga porque ela também &
muito frequenie agui no Amazonas, @ grave devido ac quadro de meningite e o
tratamento pode ser demorado.

Quais sdo os objetivos desta pesquisa?

Pretendemos conhecer fodas as condigies que possam  favorecer o
desenvolvimento da doenca, como as suas condigbes de moradia e trabalho, historia
de vida, atividades de nisco e doengas anteriores que poderiam fer deixado seu
organismo  vulneravel. Também gostariamos de descrever as principais
caracter(sticas clinicas, como os sintomas, resultados dos exames laboratoriais e
descobrir a caracleristica Onica do DNA dos fungos que estdo presentes no seu
organismo e verificar se essa caracteristica poderia provocar uma doenga mais
grave ou nao.

Quem podera ou ndo participar desta pesquisa?

Foderdo participar pessoas de todas as idades, sendo portadoras ou ndo do virus
HIV, & preciso ser paciente a ter sido diagnosticado na FMT-HVD, Serdo admitidos
pacientes gue nunca tiveram Criptococose anteriormente e também serdo aceitos
aqueles gue decidirem participar VOLUNTARIAMENTE apds terem lido e assinado o
Termo de Consentimento Livre @ Esclarecido (TCLE). Serdo excluidos os pacientes
gue desejaram abandonar o estudo mesmo tendo concordado inicialmente em
participar, aqueles que forem ftransferidos para outros hospitais, ja que nao
poderemos mais acompanha-io.

O que sera feito se eu decidir participar deste estudo?

Vocd serd entrevistado e nds iremos aplicar um guestionario para coletar
informagdes sobre os sintomas que vocé estava apresentando no momento em que
chegou na FMT-HVD, sobre dados sociodemograficos (seu nome, idade, local de
nascimenio, condigies de moradia, profissdo)

Rubricas:
Sujesio da Pesquisa e fou responsdvel legal

Pesquisador Responsével

Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdio de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
Av. Pedro Teixeira, 25 = Dom Pedro = Manaus, Amazonas- CEP: 65040-000
Tal: (92) 2127-3572 | E-mail: cen@fmiam.aoy. br ! Coordenadora: Dra. Marilaine Martins
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FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO
(FMT-HVD)

e possiveis atividades que representem risco para adquirir a Criptococose. Teremos
acesso aos resultados dos seus exames laboratoriais, de raio x, tomografia
computadorizada ou ressonancia magnetica, se estes forem solicitados por seu
médico.

Durante o periodo em que estiver internado iremos coletar informacfes com a
equipe médica que estiver Ihe acompanhando sobre os medicamentos que serao
utilizados para seu tratamento e também sobre a evolugBo do seu quadro clinico.
Quando as suas amostras bioldgicas forem enviadas para diagndstico no
Laboratério de Micologia deste hospital, iremos ufilizar 0s fungos que cresceram
para gue possamos definir a caracteristica do DNA dos mesmos. E somente gquando
for necessario precisaremos tirar fotografias de possivels lesBes ou feridas que
sejam caracteristicas da doenga que estamos estudando.

A participagdo neste estudo envolve riscos ou desconfortos?

Existe o risco de vocé se sentir desconfortdvel e constrangido durante a entrevista
ao ser questionado sobre assuntos pessoais e se precisarmos tirar fotografias, mas
todas as informagdes que iremos coletar serdo conhecidas apenas pela nossa
equipe de pesqguisa e ao assinar este fermo vocf terd a garantia de que nds
manteremos o seu nome em sigilo. Em relacdo as folografias garantimos que as
fotos serdo tratadas de forma que o seu rosto ndo seja identificado.

Quais 50 os meus direitos?

Mesmo que 0s rscos sejam minimos vocé tera assegurado o direito a indenizacao
no caso de quaisquer danos eventualmente produzidos por este estudo. Caso seja
necessaria a sua vinda até a FMT-HVD para fins exclusivos da pesquisa, tera direito
a ser ressarcido dos gastos com transporte pdblico ou privado a serem pagos pelo

pesquisador responsdvel, E se vocd quiser, poderd ser informado no final deste
estudo sobre os resultados obtidos.

Serel beneficiado de alguma forma?

Ao parficipar deste estudo vocé ndo sera beneficiado de forma direta e ndo terd
nenhum tipo de vantagem em relacso aos demais pacientes, mas certamente ira

Rubricas
Sujeito da Pesguisa & jou responsdvel legal
Comité de Etica em Pesquisa da Fundag Pesquisador Responsdval
Av. Pedro Teixeira, 25 - Dom P

Tadl: (92) 2127-3572 [ E-mail: cep@fmtam.gov.br [ Coordenadora: Dra. Marilaine Martins
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contribuir para aumentar o conhecimento médico e laboratorial a respeito dessa
doenga fingica (Micose) que ainda & pouco estudada aqui na regido amazdonica.

Terel despesas?

As despesas necessarias para a realizacio da pesquisa ndo sdo de sua
responsabilidade. Voc# ndo tera gastos para participar do estudo, pois o seu
atendimento, diagnostico, assisténcia médica e tratamento ja 580 subsidiados pela
FMT-HVD.

Receberai alguma remuneracao?

Vocé nao recebera dinheiro ou bem material para participar desta pesquisa.

Com quem poderei me comunicar se eu tiver outras duvidas no decorrer da
minha participacdo no estudo?

Vocé poderd entrar em contato com:

# Silviane Bezerra Pinheiro (pesquisadora que esta executando a pesquisa)
Tel: (92) 99333-7680 / E-mall: siviane_pinheiro@hotmail.com / Enderego
profissional: Av, André Aradjo, 2936 - Petrdpaolis, Manaus — AM — procurar
pelo Laboratdrio de Microbiologia no Instituto Macional de Pesguisas da
Amaztnia (INPA) ou no laboratério de Micologia da FMT-HVD, localizada na
Ay, Padro Teixeira, 25 - Dom Pedro, Manaus = AM. Horarno disponivel para
atendimento: Segunda a Sexta-feira de 09:00-17:00 horas.

« Comité de élica em Pesquisas (CEP) da Fundacio de Medicina Tropical Dr,
Heitor Vigira Dourado (FMT-HVD). E-mail: cep@imiam.gov.br. Tel: [92)
2127-3572. Enderego: Av. Pedro Teixeira, n® 25, Bairro Dom Pedro, Manaus-
Amazonas. Horario de funcionamento: Segunda a Sexta-feira de 08:00-
12:00 horas,

Fubricas:

Sujeiln da Pesguisa & jou responadval lagal
Pesquisador Responsdvel

Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio de Medicina Tropical Dr. Heitor Vielra Dourado
Av. Pedro Teixeira, 25 = Dom Pedro = Manaus, Amazonas- CEP: 65040-000
Tel: (92) 2127-3572 / E-mail: cep@fmtam.gov.br / Coordenadora: Dra. Marilaine Martins
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Eu, li esse

termo de consentimento & compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual
autorizo a minha participagao. A explicacdo que recebi tratou dos riscos e
beneficios. Entendi que sou livre para retirar minha permissdo a8 qualguer momento
sam justificar minha decisdo e sem que esla decisdo afete o atendimento,
acompanhamento ou tratamento na FMT-HVD. Este documento ¢ emitido em duas
¥ias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com
cada um de nds. Sendo assim, eu concordo voluntariamente em participar deste
estudo

iAgainatura do participante da pesquisa ou do responasvel legal )

(Assinatura da Teslemunha}
Em caso de analfabetos, semianalfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

IMPRESSAD DACTILOSCOPICA

Manaus de de_

Declarg gue obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste individuo ou de seu reprasentante legal para a participagdo neste
estudo

(Assinatura do pesquisado)

Manaus, de de

Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado
Av. Pedro Teixeira, 25 = Dom Paedro = Manaus, Amazonas- CEP: 65040-000
Ted: (92) 2127-3572 | E-mail: cep@fmtam. gov.br / Coordenadora: Dra. Marilaine Martins
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ANEXO 3. FORMULARIO APLICADO PARA ENTREVISTA E COLETA DE DADOS CLINICOS — EPIDEMIOLOGICOS E
LABORATORIAIS

| Prontusrio: | Cédigo do paciente: | Entrada na FMT-HVD: | Veio de outro hospital?

INFORMACOES SOCIODEMOGRAFICAS

Mome do paciente: Mome da mae:

Idade: | Sexo: [_1 Masculino ] Feminino | Naturalidade:

| Profiss3o atual
Endereco atual:

| CEP:
| Tipo de residéncia: [ Alvenaria [__] Madeira sem pintura [ Madeira com pintura

Tempo nesta moradia:

ATIVIDADES OU EXPOSICOES DE RISCO
Construgdo civil | Visita a cavernas [ | Criagéo de aves em domicilio Exposicdo a fezes de Pombo || Agricultura Mineragao

[_IMoradorde rua  [_]Jardinagem [_1 Carpintaria Marcenaria |:| Menhuma dessas condigies
[_1Trabalha em Demolictes Maora praximo o madeireiro [_1 Contato com Galinheiro ] Visita a Areas Endémicas (Australia, Canada,

Costa do Pacifico EUA, Nordeste Brasileiro)
Outros:

FATORES DE RISCO PRE-EXISTENTES
[_1Alcoolismo [_] Tabagismo__| Uso de drogas ilicitas |_| Diabetes mellitus [__| Cirrose HAS

Transplante [ Qual 1 Gravidez [_]Neoplasia Qual:

[ | Doenca cardiovascular L_ Doenca renal crénica | TB Qual:
L] Leudemib Linfomb Cirkosd Doenga Pulmonar

Hepatite Qual

Doenga auto-imune (ual:

Uso de anti-TMF  (Qual: Data Inicio __ /| Data Término __ / /  llso de corticosteroides [
Qual: Data Inicio I 7 Data Término i ! Clutro Imunossupressor [ ] Qual:

Cutro fator de risco? Qual? | | M&o apresentou nenhum fator de risco (imunocompetente)




MANIFESTACOES CLINICAS

[ ] Cefaleia [ |Febre [_] Nauseas [ ] Vémitos [__| Anisocoria [ ] Convulsdo [ | Desorientagfio [ | Tosse [ | Dispnéia
[ ] Perda Ponderal [ ] >10% [_] <10% [ ] Tontura  [_] Dor Toracica [ ] Déficit de meméria[__| Bradicardia [ | Hipertensio
[ 1 zumbide [_Fotofobia [_]Estrabismo [ Amaurose [_] Diplopia [ ] Déficit Focal [_] Diminuigao Acuidade Auditiva

] Diminuicao Acuidade Visual ] Papiledemalzl Descerebracio (extensido de membros superiores e inferiores) [ Paralisia Facial

[] Falta de Equilibrio [ ] Desvio conjugado do olhar ] Rigidez de nuca |:| Sindrome Cerebelar

Lesio pulmonar: [ lsim [ Nazo/ Tipo: [ ] Infiltrado intersticial [ 1 Modular [_] Cavitario [ ] Derrame pleural

TC Cranio [ Nzo [ sim Data: ! {  LesbBes no SNC: |:|N§0|:| Sim [ | Sinais Hipertens3ao Intracraniana

[ Hidrocefatia (] Criptococomas [ Nodulos miliares [ Ventriculite [ Dilatacdo de EVR [ Pseudocistos gelatinosos ou mucinosos

Rx Térax |:| Normal [ Akterado [__] Infiltrado Alveolar[ ] Infiltrado Intersticial |:| Infitrado Misto[___| Nédulo |:| Infiltrado Hilar/Mediastinal
|:| Cavitacio [ 1 Derrame PIeuraID Microcistos

Lestes cuténeas:m Sim[__ ] Nao Tip0:|:| Maculopapularm Modulares [ | Celulites [ ] Abscessos |:| Ulceras [__] Erup;des acneiformes

Foi internadc:ESim |:| MNao / Qual enfermana? /Foiparaa UTI:|:| Sim|:| Mao / Data de entrada na UTI: Saida:
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EXAMES LABORATORIAIS

ANALISE DA PRIMEIRA AMDSTRJ} _D"E LIQUOR POSITIVA TESTES SOROLOGICOS
Coleta: P Requisicio:

Glicose: Proteinas: Lactato: CrAg no LCR
Cloretos: | Citometria global: [ Positivo [ Negativo [ ] N&o realizado
Citometria diferenciada: CrAg no soro
Resultado exame direto pelo Gram:
Result. Ex. Direto p/ Ziehl-Neelsen: ] Positivo 1 Negativo [] M&o realizado
Result. Ex. Direto nanguim:

ANALISE PELO LABORATORIO DE MICOLOGIA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS SUCESSIVAS

Tipo de Amostra: Datadeentrada: /[  N®da Requisicio: MN® de identificacio da Amostra:

Resultado do exame direto com tinta nanquim: [] Negativo [] Raros [] Frequentes [ ] Numerosos[_] Incontdveis

Resul. da cultura em Agar Niger:[_] Negativa [ Positiva / Quant. De UFC’s: CGB: [ Cneoformansl_ C. gattil_] Nzo realizado
Contag. de cels. em 10 plL de LCR n3o centrifugado {nanquim) — Gemulantes: MNao gemulantes; Total: Cuant. Cels em 1 mL:
TRATAMENTO
SEQUELAS DESENVOLVIDAS DURANTE A INFECCAQO Fase de indugéo
Inicio Antifungico utilizado Dose Fim do trat
(] Diminuico da capacidade mental [] Hidrocefalia (] Amaurose [ [
(] Diminuigio da acuidade visual [] Paralisia de nervos cranianos Fase de consolidacio
L] Surdez L1 Transtorno na linguagem Inicio Antifingico utilizado Dose Fim do trat
.ll. 'r JI. 'r
DESFECHO CLINICO Fase de manutencgéo
[ Transferido (Data: ] [ Obito (Data: I Inicio Antifingico utilizado Dose Fim do trat
[ JAlta hospitalar (Data: /| | Y[ JEmatendi(Data: __ / ( ) | __( 1 b

Foram realizadas puncdes de alivio: ] Sim[_] N3o / Quantas: ! Quantas amostras de LCR apresentaram cultive positive?
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ANEXO 4. PRIMERS E SUAS RESPECTIVAS TEMPERATURAS DE AMPLIFICACAO

L 6cus A .. _— e~
(pb) Produto génico Iniciadores Condicoes de amplificacdo
CAP59 Proteina capsular CAPS59 F 5' CTCTACGTCGAGCAAGTCAAG 3’ gg o%pogfgg’;g/ 47022'(‘::'03914 m?ﬂp;o;;%seg}
(559) (fator de viruléncia) CAP59 R 5' TCCGCTGCACAAGTGATACCC ' | 25 - P 9. P P
LACL Lacase LACL F 5' AACATGTTCCCTGGGCCTGTG 3’ gg g pgrr?ég‘gg / ‘;% ?,'é'of;rgf micnr}(;gei%seg;
(469) (fator de viruléncia) LACLR §' ATGAGAATTGAATCGCCTTGT 3' | o7 - P 9 P P
PLB1 Fosfolipase PLB1F 5' CTTCAGGCGGAGAGAGGTTT 3’ g‘llg pgrr‘zgns'g / ‘712%0'%3; ﬁnﬁ] F}‘;rzif:seg;
(532) (fator de viruléncia) PLB1R 5' GATTTGGCGTTGGTTTCAGT 3’ | ¢ minp 9. b P
- : , URAS F 5' ATGTCCTCCCAAGCCCTCGAC | 94°C por 3 min / 40 ciclos: 94°C por 45 seg,
L(J6F(2)Al\)5 Orotidina monofosfato pirofosforilase 3 63°C por 1 min, 72°C por 2 min / 72 °C por
URAS R 5' TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC 3' | 6 min
GPD1 Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase | GPD1 F 5’ CCACCGAACCCTTCTAGGATA 3’ ggog p%:?;l-rrr;]linn/ ?gogd%sr: 29 Lrlm?] [;c;rzdgféseg}
(543) GPD1R §' CTTCTTGGCACCTCCCTTGAG Y | & b ’ b P
SODICN Primers para Cryptococcus neoformans
(700) SODI1CN F 5’"AAGCCTCTCATCCATATCTT 3’ | 94°C por 3 min / 40 ciclos: 94°C por 30 seg,
Cu, Zn superdxido dismutase SODI1CN R S'TTCAACCACGAATATGTA 3' 52°C por 30 seg, 72°C por 1.5 min /72 °C
SOD1CG Primers para Cryptococcus gattii por 6 min
(700) SOD1CG F 5' GATCCTCACGCCATTACG 3
SODICG R 5' GAATGATGCGCTTAGTTGGA 3’
1GS1 Espaco intergénico do RNAbD IGS1 F 5" ATCCTTTGCAGACGACTTGA 3’ 232 p%rr%gns'g / ‘;g%c'oosr: f‘:n?n ‘;%%%seg;
(723) ribossomal IGSL R 5' GTGATCAGTGCATTGCATGA 3’ b 9. b P

6 min




ANEXO 5. GENOTIPAGEM POR PCR-RFLP

VGIIL 66 103 111 215 339 346 829 C-

Gel de eletroforese da PCR do gene Ura5 para genotipagem de Cryptococcus gattii. Nessa figura é possivel
verificar os controles positivos de cepas de referéncia VNI e VGII e o controle negativo. As 7 amostras clinicas
estdo na sequencia do 66 ao 829. O perfil das bandas das amostras clinicas sdo compativeis com o genoétipo
VGII.
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ANEXO 6. PURFICAQAO O DOS GENES DO MLST
1) CAPS9 3) GPD1

M 103 111 339 346 66 215 339 346 66 215 829 M

2) SOD1CG
6) 1GS1

M 103 111 339 346 66 215 829 M
L

M 1300 103 111

111 339 346 66 215 829
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