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RESUMO

No periodo de abril de 1990 a maio de 1999 foi realizado estudo prospectivo de
colonizacdo cutaneo-mucosa e/ou infeccdo por Cryptococcus neoformans em
100 individuos infectados pelo HIV, com e sem SIDA. Os espécimes clinicos
examinados foram respectivamente: raspados de interdigito dos pés e das maos,
da superficie dorsal da lingua, swab de fossa nasal, urina e escarro. Todos 0s
espécimes foram semeados em placas contendo meio niger. As coldnias
fenoloxidase positivas foram subcultivadas e identificadas. O estudo foi
subdividido em trés etapas. Na primeira fase, de abril de 1990 a dezembro de
1992, dos 100 individuos investigados, obtivemos isolamento de C.
neoformans de seis, sendo uma colonizacdo transitoria, dois casos compativeis
com colonizagdo ou infeccdo bronquica inicial e outros trés com doenca
disseminada. Na segunda fase, correspondente a interrupcdo do protocolo de
janeiro de 1993 a dezembro de 1995, foi realizada a reviséo dos 100
prontudrios desta casuistica, sendo apurados cinco casos de criptococose
disseminada e 60 Obitos por variadas causas, dos quais seis relacionados com
criptococose disseminada. Na terceira fase, 28 individuos remanescentes da
casuistica original foram resubmetidos ao protocolo inicial de investigacdo,
sendo encontrado um caso de colonizacdo bronquica por C. neoformans var.
gattii sorotipo B em mulher gravida, a qual trés anos apds este achado,
apresentou criptococose disseminada por C. neoformans var. neoformans.

Palavra-chave: Cryptococcus neoformans, AIDS, Colonizagéo, Criptococose
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ABSTRACT

Mucocutaneous colonization and/or infection by Cryptococcus neoformans was
prospectively studied from April 1990 to May 1999 in 100 individuals infected
by HIV, with and without AIDS. Clinical specimens included in the study
were: interdigital scrapings of hands and feet, scraping of the dorsal surface of
the tongue, nasal swab, urine and sputum. All specimens were plated onto niger
seed agar. Phenoloxidase-positive colonies were subcultivated and identified.
The study was performed in three steps. In the first step, from April 1990 until
December 1992, C. neoformans was isolated from 6 out of the 100 individuals
studied: one had transient colonization, two were compatible with colonization
or initial bronchial infection and three had disseminated cryptococcosis. In the
second step, corresponding to the period of interruption of the protocol from
January 1993 to December 1995, review of the case history of the patients
showed that 5 had disseminated cryptococcosis and at least 60 died from
various causes, 6 of whom related to disseminated cryptococcosis. In the third
step, 28 remaining individuals from the original casuistic were re-evaluated
according to the protocol of the first step, disclosing one case of bronchial
colonization by C. neoformans var. gattii serotype B in a pregnant woman who
three years later presented disseminated cryptococcosis by C. neoformans var.
neoformans.

Keywords: Cryptococcus neoformans, SIDA, Colonization, cryptococcosis
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- INTRODUCAO

Cryptococcus neoformans é uma levedura capsulada encontrada amplamente dispersa
em numerosos substratos ambientais, sejam relacionados a animais ou vegetais, cuja relacéo

com o homem pode ser analisada sob dois aspectos principais: infeccao e colonizacéo.

1.1 — INFECCAO POR Cryptococcus neoformans - CRIPTOCOCOSE

Nas Gltimas décadas a criptococose vem sendo referida como doenca infecciosa de
maior destaque entre as infec¢Bes flngicas emergentes. Denominada por Ajello “the medical
mycological iceberg” (1970), a criptococose emergiu com maior intensidade a partir da
década de 80, sobretudo devido ao progressivo aumento da populacdo de individuos com
deficiéncia imunitaria, em maior proporcdo atribuida ao surgimento da Sindrome de
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) (Gongalves, 1995).

Embora estudos de incidéncia da criptococose nos Estados Unidos da America - EUA
e Japdo ja assinalassem para um aumento desta micose antes mesmo do advento da SIDA, foi
marcante 0 impacto da epidemia desta retrovirose humana na incidéncia da criptococose
oportunistica. Em revisao nacional de 50 anos, a partir de 1981 foi observado um aumento em
57,8% de casos relatados, sendo que a SIDA esteve associada como fator predisponente em
71,9% da casuistica (Oliveira-Netto et al., 1993).

Doenca micética sisttmica, cosmopolita, a excecdo de dois casos de transmissao por
orgao transplantado, (Beyt & Waltman 1978; Ooi et al., 1978) ndo se conhece contagio inter-
humano. A criptococose tem como agente causal o Cryptococcus neoformans. Sdo conhecidas
duas variedades relacionadas ao parasitismo humano: C. neoformans var. neoformans e C.
neoformans var. gattii. A infeccdo por este fungo denota aspecto peculiar quanto ao
parasitismo, uma vez que este agente tem sido relacionado também com a colonizacdo
cutaneo-mucosa, atividade comensal saprofitica, aspecto da relacdo parasito-hospedeiro
classicamente relacionado a Candida albicans. Tal inter-relagdo néo € observada entre outros
agentes de micoses sistémicas (Hammerman et al., 1973; Rippon, 1988; Londero &

Gongalves, 1988). O contato inicial com o hospedeiro da-se em geral pelo trato respiratorio,
1



através da inalacdo de propagulos vidveis. Outras vias como trato gastrointestinal, também ja
foram reportadas (Salkowski et al., 1987).

A permanéncia de C. neoformans no hospedeiro pode resultar em infeccdo primaria,
levando a formacdo de complexo ganglio-pulmonar primario e disseminacdo hematogeénica,
com estabelecimento de focos secundarios em qualquer 6érgdo ou sistema, atingindo
principalmente o sistema nervoso central (Anderson, 1988). Nos hospedeiros
imunocompetentes, a infeccdo primaria tem decurso autolimitado, regressivo, e muitas vezes
subclinico. No entanto, a infeccdo pode assumir carater progressivo, disseminando-se para
outros 6rgdos logo ap6s a primo infeccdo, ou apresentar-se tardiamente, apds periodo de
laténcia varidvel, na vigéncia da diminuigdo da imunidade mediada por celulas (Kwon-Chung
et al.,, 1992). Este fato pode ser corroborado pela frequente associacdo da criptococose
oportunistica com doengas ou situacdes que induzem a imunossupressdo celular, como por
exemplo, as doencas linfoproliferativas, o uso de corticdides sisttmicos em concentracoes
imunossupressoras, diabetes mellitus, sarcoidose, AIDS, entre outros (Fiorillo et al., 1990).

A depressao da imunidade celular encontrada nos pacientes com AIDS é determinante
ao surgimento da doenca criptocécica oportunistica (Sugar, 1991). O risco de
meningoencefalite criptococica aumenta com a diminuicdo da contagem de linfocitos
T-helper CD4 em individuos infectados pelo HIV (Pinner, 1995).

A prevaléncia desta micose na AIDS varia de 2% a 8,5% nas casuisticas norte-
americanas, em contraste com aquelas originadas da Africa Central, variando de 13 a 35%
(Katlama et al., 1984). No Brasil, necropsia de 32 6bitos por AIDS no Rio de Janeiro (RJ)
revelou 6 (18%) casos de criptococose disseminada (Vergara et al., 1987). Nos Estados
Unidos da América (EUA), a criptococose € a segunda causa, em frequéncia, de infeccdo do
sistema nervoso central e corresponde a terceira causa de ébito na AIDS (Kovacs et al., 1985).

Quanto a associacdo da criptococose com AIDS, predomina de maneira absoluta a
variedade neoformans em casuisticas mundiais (Rivaldi et al., 1986), sendo rara a doenca
causada pela variedade gattii neste grupo de pacientes mesmo em area endémica como
Vitoria, na Australia, de reconhecida prevaléncia de criptococose pela variedade gattii (Speed
& Dunt, 1995).



1.2 — COLONIZACAO POR Cryptococcus neoformans

A particular relacdo do C. neoformans com o hospedeiro, caracterizado pela
colonizacao cutaneo-mucosa, € surpreendente, a medida que a fisiopatogenia ndo € totalmente
elucidada.

O trato respiratdrio tem sido estudado principalmente em casuisticas ambulatorial e
hospitalar (Reiss & Szilagyc, 1965, Tynes et al., 1968, Ward, Bates & Stone, 1968, Duperval
et al., 1977, Randhawa & Paliwal, 1979). Estudo multicéntrico, prospectivo, sugere
colonizag&do bronquica em pelo menos 0,5 a 1% de individuos com doenga pulmonar crénica
subjacente (Hammerman et al., 1973). Em 6 casos foi observada colonizacdo de mucosa
brénquica por 1 a 3 anos (Tynes et al., 1968).

Na pele e mucosa oral os indices de colonizacdo variam de 0 a 18,5%, a maioria
referente a individuos sadios (Howard 1973, Randhawa & Paliwal, 1977, McGinnis et al.,
1975, Badillet et al., 1986).

Em estudo quantitativo e qualitativo da microbiota interdigitopodal de 27 voluntarios
sadios, realizado por McGinnis et al., (1975), foram identificadas 1291 espécies de fungos
filamentosos e 598 de leveduras, sendo observada a tendéncia de grandes populacfes de
leveduras conviverem com pequena populacdo de fungos filamentosos e vice-versa. A espécie
de Cryptococcus mais encontrada foi C. albicus; no entanto, o C. neoformans foi isolado de 5
individuos (18,5%). Ndo ha estudos sistematizados sobre o0 assunto em pacientes com AIDS.
Pouco se sabe sobre 0 mecanismo de aderéncia de C. neoformans a superficie do epitélio, a
inter-relacdo existente entre as microbiotas bacterianas e flngicas, os fatores predisponentes a
colonizagdo e também a mudanca do estado de comensalismo para invasdo tecidual. Em
animais imunocompetentes é dificil induzir experimentalmente a colonizacdo do trato
digestivo. No entanto, hd dados demonstrando que uma cepa capsulada pode colonizar
superficies mucosas e causar criptococose sistémica em camundongos atimicos (Salkowski et
al., 1987). Mesmo em presenca de microbiota bacteriana normal, foi observada aderéncia do
fungo a superficie do epitélio da cavidade oral, es6fago e trato gastrintestinal apds inoculacdo
por via oral nestes animais, seguindo-se disseminacdo hematogénica e oObito apés 3 a 4
semanas. E possivel que maior facilidade de colonizagio da superficie mucosa esteja
relacionada a defeito da imunidade celular, e que este sitio sirva como porta de entrada para
criptococose no hospedeiro imunodeficiente (Salkowski, 1987). Por outro lado, a presenca de

C. neoformans ja foi verificada no orofaringe humano normal (Reiss & Szilagyi, 1965, Tynes,



1968), podendo ser fonte enddgena para infec¢do pulmonar, através de aspiracdo, ou do trato
digestivo, por degluticdo. InGmeras hipdteses podem ser sugeridas para patogenia da
criptococose em individuos imunodeficientes. Assim, recomenda-se que a colonizacdo seja
considerada como estagio inicial da doenca (Staib, 1963), sobretudo nos individuos
imunodeficientes. Assim recomenda-se que seja considerada como estagio inicial da doenca.

O individuo infectado pelo HIV torna-se progressivamente susceptivel as inimeras
doencas oportunisticas, dentre elas a criptococose tem se destacado como importante causa de
morbi-mortalidade e esta entre as seis primeiras causas de infec¢do oportunistica que ocorrem
nestes individuos, segundo o Ministério da Sadde (1997).

A fisiopatogenia da criptococose ainda ndo foi completamente elucidada,
particularmente no que concerne a colonizacdo, que seria, de fato, um estagio inicial da
doenca nos individuos susceptiveis. A possibilidade da existéncia saprobiotica das duas
variedades do C. neoformans em pele e mucosa humana também ndo foi ainda objeto de
estudo dirigido e sistematico, exceto nos individuos com doenca pulmonar obstrutiva cronica
(DPOC) (Randhawa & Paliwal, 1979). Um aspecto relevante no estudo da colonizacao é a
identificacdo da variedade envolvida. No Brasil, além da ocorréncia de criptococose pelas
duas variedades do C. neoformans, ambas também ja foram isoladas de fontes ambientais,
inclusive no Rio de Janeiro (Lazera et al., 1993; Passoni et al., 1998; Calvo, 1990).

Este estudo visa ampliar os conhecimentos envolvidos na colonizagdo cutaneo-
mucosa por C. neoformans em hospedeiros humanos infectados pelo HIV e determinar as
variedades envolvidas. Desta forma, retomamos um trabalho em andamento sobre
colonizagdo cutaneo-mucosa por C. neoformans em individuos infectados pelo HIV,

precocemente interrompido.



2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Investigar a colonizagdo por Cryptococcus neoformans em individuos infectados pelo
HIV, com e sem sindrome de imunodeficiéncia adquirida, e seu papel na evolucéo da infec¢do

criptococica.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 — Determinar a freqiiéncia da colonizacdo de pele e mucosas por C. neoformans
em individuos infectados pelo HIV;

2.2.2 — Avaliar a freqliéncia de colonizagéo cutaneo-mucosa por C. neoformans como
fator de risco para infeccao disseminada;

2.2.3 — Correlacionar as diferentes situacoes de colonizacéo e infeccdo por C.
neoformans com dados clinicos e evolutivos;

2.2.4 — Correlacionar as variedades e sorotipos de C. neoformans com os diferentes

estados de relacdo parasita-hospedeiro: colonizacéo e infeccgéo.



3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1. O AGENTE

Cryptococcus neoformans (Sanfelice) Vuillemin, 1901 é a forma anamodrfica ou
assexuada do basidiomiceto Filobasidiella neoformans. Este fungo é um dos mais importantes
patdgenos humanos pertencente ao Filo Basidiomycota. Poucas espécies deste filo causam
infeccdes no homem e animais. Em geral, sdo patdgenos de plantas ou saprobios. O C.
neoformans apresenta-se morfologicamente em parasitismo (tecidos e fluidos organicos
infectados) e in vitro, como um lévedo - elemento globoso ou ovdide, de tamanho variavel
(2,5 a 10 um de diametro), e capsula de espessura também variavel (2 a 9 um) a qual é
constituida basicamente por complexo polissacarideo glucuronoxilomanana (GMX),
responsavel pela especificidade sorotipica, associada a dois carboidratos menores,
galactoxilomanana (GalXM) e manoproteina (MP) (James & Cherniak, 1992).

A reproducdo ocorre por brotamento de blastoconidios, a partir de qualquer ponto da
parede celular. Estes apresentam-se unidos a célula-mde por um colo estreito e em geral séo
unibrotantes, mas, eventualmente, podem apresentar-se bi ou multibrotantes. A formacéo de
hifas ou pseudohifas é rara, e ndo sao produzidas no estado hapléide.

No cultivo em meio sélido Sabouraud agar glicose (SC) a 25°C em geral crescem
coldénias mucdides, as quais adquirem coloragdo que varia do creme ao levemente
acastanhado, mas ndo ha producdo de pigmentos carotendides visiveis. Em meios contendo
extrato de semente de Guizotia abyssinica (niger) (Staib, 1963) e de Helliantus annus
(girassol) ou contendo compostos difendlicos, como &cido cafeico, L-Dopa, hidroquinona,
catecolaminas, as coldnias apresentam coloracdo marrom ou castanho escuro em 1 a 5 dias de
cultivo (Melo et al., 1993). O pigmento acastanhado deve-se a producdo de melanina pelo
fungo, por acdo da enzima de membrana 3-4-dihidroxifenilalanina-fenoloxidase sobre os
compostos orto-difendlicos existentes nesses meios. A producdo de melanina é um dos fatores
que distingue o C. neoformans de outros géneros e outras espécies de Cryptococcus
(Polacheck & Kwon-Chung, 1988).

Caracterizam o género Cryptococcus: 1) termo tolerancia - crescimento em meios de
cultivo a 35 - 37°C; 2) ndo fermentacdo de carboidrato; 3) producdo de urease; 4)
capacidade de assimilar inositol como fonte de carbono; 5) auséncia de pseudohifas ou hifas
verdadeiras e ballistosporos; 6) sensibilidade a cicloheximida (actidiona) em concentracdes de
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0,16 a 0,24 wml; 7) assimilacdo de d-glicose, d-galactose, sacarose, maltose, trealose,
melizitose, d-xilose, ribitol, metil-a-d-glicosideo; 8) ndo assimila lactose, meliobiose e nitrato
de potassio; 9) incapacidade de reduzir nitrato a nitrito; 10) utilizacdo de creatinina como
fonte de nitrogénio, a qual é metabolizada a metil-hidantoina e amonia por acdo de enzima
deaminase (creatininodeiminase), cuja sintese s6 ocorre em presenca deste substrato
(Polacheck & Kwon-Chung, 1986).

A patogenicidade do C. neoformans para camundongos, quando inoculados
intracerebralmente, aliado a producéo de melanina (um dos fatores de viruléncia), auxilia na

diferenciacdo entre outras espécies do género Cryptococcus (Rippon, 1988).

3.1.1. Sorotipos e variedades:

A espécie C. neoformans é heterogénea. Diferencas relacionadas ao seu perfil
antigénico permitem definir cinco sorotipos basicos: A, B, C D, AD (Evans 1949, Wilson et
al., 1968). Em vérios estudos tem sido demonstrado que, além das diferencas quanto a
antigenicidade dos polissacarideos capsulares, os sorotipos A, D e AD exibem caracteristicas
distintas dos sorotipos B e C em relacdo a morfologia dos elementos fingicos em parasitismo,
as propriedades fisico-quimicas, a reproducdo sexuada e ao biotopo. (Ellis & Pfeiffer 1990,
1992; Speed & Dunt, 1995)

Gatti & Eeckels (1970) detectaram no liquor de um menino do antigo Congo Belga
(Republica Democratica do Congo) células leveduriformes capsuladas, de morfologia
alongada em forma de charuto, ao lado de células arredondadas classicas. Estudos em modelo
animal demonstraram que esta morfologia era estavel e vinculada ao parasitismo. A esta cepa
Vanbreuseghem & Takashio (1970) denominaram C. neoformans var. gattii.

As propriedades fisiologicas e metabdlicas distintas entre as duas variedades tém
auxiliado nos estudos clinicos e epidemioldgicos. Estas observacdes, aliadas aos aspectos
epidemioldgicos da infeccdo e da doenca, geraram o conceito de variedades dentro da espécie.
Assim, séo reconhecidas duas variedades: C. neoformans var neoformans (sorotipos A, D e
AD) e o C. neoformans var gattii (sorotipos B e C).

A variedade gattii apresenta menor termo tolerancia que a variedade neoformans.
Menos de 30% dos elementos flngicos de C. neoformans var gattii crescem a 37° C e, em

geral, desenvolvem coldnias menores que o habitual quando cultivados em meios solidos
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(Kwon-Chung, Bennett & Rhodes, 1982). Assimilam &cidos dicarboxilicos do ciclo de Krebs
mais réapida e frequentemente que a variedade neoformans, além de serem mais resistentes a
acao inibidora da L-canavanina e cicloheximida (Polacheck & Kwon-Chung, 1986, Kwon-
Chung & Bennett, 1992). A glicina é também assimilada como fonte de carbono e hidrogénio
com maior rapidez pela variedade gattii. Baseando-se na resisténcia a altas concentragdes a
cicloheximida e na rapidez de assimilagéo da glicina, Salkin & Hurd (1982) desenvolveram o
meio glicina-cicloheximida-vermelho fenol (meio GCP) para distinguir as variedades,
entretanto Kwon-Chung et al., (1986) encontraram 11% de resultados falso-negativos dos
isolados da variedade gattii. Para eliminar o falso negativo, um novo meio, canavanina—
glicina—azul de bromotimol (meio CGB) foi desenvolvido. Os isolados da variedade gattii,
por serem resistentes a acao inibitdria da L-canavanina e assimilarem glicina, desenvolvem-
se, e devido a alcalinizacdo do meio, este adquire coloracdo azul - CGB positivo; por outro
lado, as cepas da variedade neoformans, além de serem inibidas em seu crescimento, ndo
alteram a coloragéo do meio de cultivo - CGB negativo (Min & Kwon-Chung, 1986).

C. neoformans var gattii é capaz de assimilar D-prolina como Unica fonte de
nitrogénio, mas ndo de carbono, diferenciando-se da variedade neoformans (Dufait &

Devroey, 1987). Esta prova é atualmente pouco utilizada para discriminar as variedades.

3.1.2. Forma sexuada

A forma teleomorfica do C. neoformans é o basidiomiceto Filobasidiella neoformans
(Kwon-Chung, 1975). O estado perfeito, teleomérfico ou sexuado, € observado somente em
condicdes laboratoriais utilizando-se meios especiais com deplecdo de nitrogénio, como agar-
malte, agar-suco V8 e infusédo de feno-agar a 25 — 37°C. A obtencdo da forma sexuada faz-se
através da conjugacdo de duas células hapldides compativeis, ou seja, de sexualidade distinta,
denominadas mating-type a e a, gerando longas hifas hialinas dicari6ticas, com conexdes em
ansas (clamp connection) ao nivel dos septos. Apresentam septos dolipdricos sem
parentossomo. Para completar o ciclo sexuado estas hifas ddo origem a basidios na sua porcéo
lateral ou terminal. Os basidios surgem como uma dilatacdo abrupta do apice, tém formato
subgloboso ou em clava, sdo longos, delgados, hialinos e ndo septados. No nucleo zigoético,
apos meiose, produzem-se quatro nucleos haploides localizados em quatro sitios no apice do

basidio e cada sitio da origem a uma cadeia de até 20 basidiosporos. Estes séo formados por
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divisdo mitética e, de maneira sucessiva, separam-se por brotamento basiseptal. Os
basidiosporos sdo uninucleados, ovais, elipticos e/ou subglobosos e ndo possuem cépsula.
Quando submersos em agar, germinam produzindo células leveduriformes capsuladas tipicas
de C. neoformans.

A conjugacdo entre cepas compativeis dos sorotipos A e D de C. neoformans produz
Filobasidiella, originando hifas finas (1-1,5 um de diametro), hialinas, com ramificacdes
irregulares, denominadas hifas hausterodides, as quais ddo origem a basidiosporos de formato
esféricos, elipticos ou cilindricos, com 1,8 a 2,5 um de tamanho e paredes levemente rugosas.
Na conjugacdo entre os sorotipos B e C, ndo sdo observadas hifas hausterdides e os
basidiosporos apresentam forma bacilar, com 1-1,5 por 3-8 um, retos ou curvos e de
superficie lisa. Diferencas morfoldgicas dos basidiosporos, das hifas, aliado a aparente
incompatibilidade sexual entre cepas A-D e B-C, classicamente fizeram com que a descricéo
inicial da forma teleomorfica fosse apresentada como duas espécies distintas: F. neoformans
(sorotipos A-D) e F. bacillispora (sorotipos B-C) (Kwon-Chung, 1975, 1976). Em 1982,
Kwon-Chung et al., reestudando a taxonomia das espécies de Filobasidiella e seus anamorfos,
concluiram que o cruzamento interespecifico ocorria, produzindo basidiosporos com 70% de
viabilidade, e a progénie viavel mostrava segregacdo de marcadores fenotipicos. Com estes
achados e o rearranjo do DNA, tornou-se possivel a reducdo de F. bacillispora a variedade de

F. neoformans e reconheceu-a como sindénimo de C. neoformans var. gattii.

3.2. ASPECTOS ECO-EPIDEMIOLOGICOS DO Cryptococcus neoformans E SUAS
VARIEDADES

O C. neoformans é uma levedura saprébia na natureza, encontrado tanto em nichos
rurais quanto urbanos, com ampla distribuicio mundial. A ocorréncia saprobidtica e
patogénica foi reportada praticamente na mesma ocasido. Em 1894, Sanfelice o cultivou a
partir da fermentagdo de suco de péssego e, a0 mesmo tempo, Busse & Buschke descreviam,
separadamente, o primeiro caso de doenca relacionado a este Iévedo. A partir de entdo, relatos
sucessivos quanto ao isolamento deste fungo de secre¢fes humanas e animais tém ocorrido,
bem como o seu isolamento de fontes ambientais (apud. Kwon-Chung & Bennett, 1992).

As variedades neoformans e gattii foram criteriosamente separadas por diferencgas

genéticas, fenotipicas, eco-epidemioldgicas e clinicas.



O C. neoformans var. neoformans (sorotipos A, D e AD), tem sido isolado a partir de
varias fontes ambientais, particularmente as relacionadas a locais onde ha acumulo de fezes
de aves, principalmente excretas de pombos. O sorotipo A é encontrado em muitas regides
com frequéncia maior que o D (Powell et. al. 1972). A metodologia empregada a partir de
1950, tal como a inocula¢do em animais e também técnicas de inoculacéo direta em meios de
cultivo apropriados, sobretudo aqueles a base de compostos orto-difendlicos, conduziram para
melhor identificacdo das fontes saprobidticas. Desta maneira, foi possivel identificar diversos
novos bidtopos tais como em poeiras ou solos de igrejas, pracas publicas, prédios
abandonados, celeiros, escolas, hospitais e domicilios, em diversas regides do mundo, na
Inglaterra (Reiss & Szilagyi, 1965), no Uruguai (Civila & Conti-Diaz, 1970), em Porto Rico
(Ruiz et. al., 1989) no Brasil (Queiroz-Telles et. al., 1998, Passoni et. al., 1998), na Bélgica
(Swinne, 1975). Os ocos de varias espécies de arvores, de localizacdo urbana e rural, tém
também sido descritos como habitat natural desta levedura, (Lazera 1996, Passoni, 1999)
Outras fontes saprobidticas de C. neoformans var. neoformans foram identificadas: fezes de
canarios (Staib, 1963; Passoni et. al., 1998), psitacideos (Passoni et. al., 1998), pombos
(Emmons et. al., 1960) entre outros. Ha relatos de isolamento de fezes de morcego (Lazera,
1993).

Inimeros fatores interferem na sobrevivéncia e multiplicacdo do C. neoformans em
nichos ambientais. A multiplicacdo é diminuida quando ha umidade elevada (Emmons, 1962),
ou ainda, pela forte alcalinizacdo do substrato produzida pela decomposicdo bacteriana das
fezes frescas. Amebas de vida livre como Acanthamoeba polyfaga, A. palestinensis e A.
castellanii podem ingerir e matar células fangicas competindo pelo mesmo nicho (Buting et.
al., 1979, Ruiz et. al., 1982).

Os excretas de aves sao considerados a principal fonte de contaminacdo ambiental por
esta variedade (Casadevall, 1993). Pombos e outras aves podem atuar como carreadores
mecanicos, levando nos bicos, penas e pés este fungo (Littman & Borok, 1968). A resisténcia
natural dessas aves a infeccdo parece estar relacionada a sua elevada temperatura corporal
(42°C), inibindo o crescimento flngico, sobretudo o da var. gattii.

Currie et al., (1994) utilizando método de tipagem molecular de DNA a partir do uso
de enzimas de restrigdo (“Restriction Fragment Length Polymorphism” - RFLP), examinaram
a relacdo entre as cepas de C. neoformans encontradas em reservatorios ambientais e 0s
isolados clinicos na cidade de Nova York. Observaram que alguns tipos de cepas estavam

presentes em maultiplos nichos ambientais e correlacionavam-se com as encontradas nos
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pacientes. Estudos sucessivos tém demonstrado que a contaminagdo ambiental pela variedade
neoformans é ampla. Ha relatos de elevada frequéncia (6,3%) de isolamento na poeira
domiciliar ou no ar, em Kinshasa-Republica Democratica do Congo, na Africa Central,
(Swinne et. al., 1986). Em Bumjumbura, Burundi, o fungo foi encontrado em 54% de
domicilios de aidéticos com criptococose e em 20% de domicilios controle (Swinne &
Deppner et al., 1991). Mais recentemente, no Brasil, foi verificada contaminacdo por C.
neoformans em 13% de domicilios de individuos aidéticos com criptococose (Passoni et. al.,
1998).

O C. neoformans var. gattii de acordo com a antigenicidade capsular, apresenta 0s
sorotipos B e C. A sua distribuicdo geogréafica é limitada as regiGes tropicais e subtropicais.
Até 1990, era desconhecido o seu bidtopo natural, quando Ellis & Pfeiffer (1990) e Pfeiffer &
Ellis (1992) relataram o isolamento ambiental a partir de flores e folhas de duas espécies de
eucalipto: Eucalyptus camaldulensis e E. tereticornis. Em 1991, Pfeiffer & Ellis identificaram
C. neoformans var. gattii (sorotipo B) em restos de E. camaldulensis em S&o Francisco,
Califérnia. O estudo do cariétipo das cepas mostrou que havia relacdo entre a cepa isolada em
Sdo Francisco aquela isolada de E. camaldulensis da Australia. Este estudo corrobora a
hipGtese da dispersdo ambiental do C. neoformans var. gattii através de sementes E.
camaldulensis, uma vez que o mesmo foi exportado extensivamente da Australia para muitas
regides tropicais e subtropicais, incluindo o Sudeste da Califérnia, México, Brasil, Havali,
Africa e Asia (Pfeiffer & Ellis 1993, Lopez-Matinez et. al. 1996).

C. neoformans var. gattii, sorotipo B, foi isolado de E. camaldulensis na Apulia, Italia
(Montagna 1997 a, 1997 b), no nordeste do Estado de Punjab, na India (Chakrabarti, 1997;
Abraham, 1997) e no estado do Piaui, nordeste do Brasil (Bezerra et. al., 1998). Este mesmo
sorotipo também foi isolada de duas espécies de eucaliptos, uma das quais identificada como
E. citriodora, na area do zooldgico de San Diego, California (Sorrell et al., 1996) e de restos
de madeira de outras duas espécies de eucaliptos (E. rudis e E. gomphocephala), na Australia
(Ellis et. al. 1996). No Rio de Janeiro, Brasil, foi isolado, no perimetro urbano, de poeira de
um so6tdo de uma casa abandonada frequentada por morcegos insetivoros (Lazera et al.;
1993). No Uruguai, foi isolado de fragmentos de ninho de vespa (Polybia occidentalis),
durante investigacdo de fonte ambiental de Polybia brasiliensis (Gezuele et.al.; 1993). O
sorotipo C foi isolado a partir de detritos de amendoeira (Terminalia catappa), na Colémbia
(Callejas et. al., 1998).
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O isolamento da variedade gattii a partir madeira em decomposi¢do proveniente de
outras arvores que ndo os eucaliptos, de fontes ambientais como poeiras em residéncias e
insetos, sugerem que diferentes espécies plantas e outros nichos possam ser reservatorios para
esta variedade nas distintas areas geogréaficas, fato este que precisa ser melhor investigado.

Criptococose humana pela variedade gattii ocorre predominantemente em individuos
ndo imunocomprometidos (Oliveira-Netto, 1993; Saag, 1995), sendo rara esta variedade em
individuos HIV positivos. A aparente raridade em individuos com AIDS ainda ndo foi
elucidada. Considera-se que a maioria dos individuos infectados pelo HIV reside em areas
urbanas que parecem ser menos expostas a fontes ambientais com esta variedade, embora este
fato ndo explique a mesma raridade nas areas de alta endemicidade, como na Australia (Speed
et al., 1993) e certas regides do nordeste (Cavalcanti, 1997), norte (Correia et. al., 1998) e na
regido sudeste do Brasil (Rozembaum et al., 1990, 1992), na india (Abraham et al., 1997).

3.3. A RELACAO PARASITA-HOSPEDEIRO

Na natureza, a inter-relacdo entre o0s seres vivos muitas vezes adquire carater
complexo. Influenciam esta relacdo, fatores extrinsecos, ambientais: temperatura, umidade,
tensdo de gases, nutricdo, PH e, fatores intrinsecos, como viruléncia e mecanismos de escape,
entre outros.

Para caracterizacdo do tipo de associacdo interespecifica entre seres vivos, o grau de
interdependéncia metabdlica tem sido considerado determinante. Na tentativa de melhor
definir o carater destas relacdes, foram criados termos apropriados e especificos para cada
situacdo. Assim, aos componentes destas associacbes denominou-se parasita (palavra de
origem grega: para = ao lado; sitios = alimento) aquele ser que se alimenta a custa do outro e,
hospedeiro aquele no qual, ou atraves do qual, o parasito adquire sua nutrigéo.

Entre as associacdes parasita-hospedeiro de interesse clinico podemos ressaltar:
Parasitismo - Ha relagdo direta e estreita entre os organismos, sendo bem definido o
hospedeiro e o parasita. E essencialmente unilateral: o hospedeiro indispenséavel ao parasito.
O grau de interdependéncia metabolica é elevado (Pessoa, 1982). O carater patogénico do
parasitismo é incidental e ndo deve ser incluido na sua definicdo (Rey, 1973, apud Pessoa,
1982).
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Comensalismo - S8o as associa¢fes onde as espécies subsistem regularmente, sem o cunho
de unilateralidade ou dependéncia metabdlica exclusiva, ou seja, sem que uma viva as
expensas de outra.

Colonizacdo - E um tipo de comensalismo ou saprobiotismo caracterizado pela presenca
permanente ou transitéria de qualquer microrganismo (bactérias, virus, fungos ou
protozoarios) de baixa viruléncia que adere a pele ou as membranas mucosas do hospedeiro,
dissociado de sinais e sintomas de doenca. Aos conjuntos de microrganismos que
permanentemente habitam o corpo humano denomina-se genericamente de microbiota
normal humana. Patégenos primarios, como por exemplo, Neisseria meningitidis,
Corynebacterium diphtheriae, Salmonella sp., entre outros, também podem representar estado
transitério e assintomatico de colonizacdo nos chamados portadores assintomaticos. A
microbiota normal ocupa 0 nicho cutdneo-mucoso impedindo a adesdo de outros
microorganismos mais virulentos (Zanon & Marangoni, 1998).

A colonizacdo fungica, segundo McGinnis & Ajello (1998), é caracterizada pelo
crescimento e replicacdo do fungo no hospedeiro ou em tecido ndo viavel ou outro material do
hospedeiro. Este autor introduz um novo conceito nessa relacdo entre parasita fungico e
hospedeiro, na medida em que inclui como colonizacgdo a presenca e replicacdo do fungo em
outros sitios (“tecido ndo viavel") que ndo a superficie cutdneo-mucosa.

Contaminaco - E uma situacdo onde o fungo simplesmente ocorre no hospedeiro, sem
crescimento ou replicacdo (McGinnis & Ajello, 1998).

Infeccdo - Ndo tem a mesma conotacdo de doenca, pois é caracterizada pela invasdo em
tecido viavel sem que ocorra alteracédo estrutural ou funcional.

Doenca - Quando ocorrem alteragfes funcionais ou estruturais que resultem em sinais e/ou

sintomas, denominamos doenca (McGinnis & Ajello, 1998).

Entretanto, no campo da micologia médica, ha duas situacbes em que doenca pode
resultar da ingestdo de fungos venenosos (micetismo) ou de micotoxinas veiculadas por
alimentos contaminados por produtos metabolicos produzidos por fungos, gerando
micotoxicose (McGinnis & Ajello, 1998).

Segundo Zannon & Marangoni (1998) o termo infeccdo tem a mesma conotacdo de
doenca, pois € empregado para designar os efeitos anatdmicos e fisiopatologicos resultantes
da interagdo anormal (doenga) entre o hospedeiro e um microrganismo qualquer. Assim,

segundo estes autores, as doengas infecciosas decorrem da acdo direta ou indireta de um

13



agente infeccioso normalmente ausente na microbiota do hospedeiro (patégeno primario) e
sdo etiologicamente especificas e tipicamente comunitérias.

A interacdo do hospedeiro com o C. neoformans tem aspectos variados, desde simples
colonizacdo, infeccdo assintomatica ou oligossintomatica até formas progressivas e
disseminadas, geralmente graves, e que podem levar ao 6ébito. Devido ao pleomorfismo da
interacdo deste fungo com o hospedeiro, bem como a necessidade de conhecer-se o
prognostico e risco para disseminacdo nas diversas formas de infeccdo pelo C. neoformans,
varias propostas de estadiamento ou mesmo classificacéo clinica tém sido sugeridas.

O estudo do trato respiratorio em casuistica ambulatorial e hospitalar (Reiss &
Szilagyc, 1965; Tynes e.t al., 1968; Warr, Bates & Stone, 1968; Duperval et al., 1977;
Hammerman et. al., 1973; Randhawa & Paliwal, 1979) trouxe evidéncias quanto ao
saprobiontismo deste fungo patogénico, agente de micose sistémica.

Tynes et. al., (1968) em estudo muito interessante com 32 pacientes, todos com
doenca de base, descreveram o saprofitismo transitério em doze deles, com isolamento
transitério do fungo apenas do trato respiratorio. C. neoformans ndo foi causa de ébito em
nenhum dos pacientes. Descreveram ainda o saprofitismo persistente, evidenciado em seis
pacientes e caracterizado pelo isolamento do C. neoformans de material obtido do trato
respiratério sem qualquer evidéncia clinica ou isolamento deste fungo de quaisquer outros
sitios, por um longo periodo, que variou de um a trés anos.

Londero & Goncalves (1988), considerando os mecanismos fisiopatogénicos da
criptococose, sugeriram que o isolamento do C. neoformans do trato respiratorio de
individuos sadios ou de pacientes com doencas pulmonares subjacentes, fosse do escarro ou
de material oriundo dos brénquios, ndo teria valor indicativo de lesdo pulmonar,
caracterizando um estdgio de colonizacdo. Descreveram também trés formas clinicas

principais da micose: pulmonar regressiva, pulmonar progressiva e disseminada.

e Criptococose pulmonar regressiva — corresponde a infec¢do criptocécica inicial ou
primo infeccdo, decorrente da inalagdo de propagulo viavel. Pode ser subclinica ou
manifestar-se por sintomas leves ou inespecificos que regridem espontaneamente.
Nodulos subpleurais ou complexo parénguima pulmonar ou ganglio satélites contendo C.

neoformans podem ser achados de toracotomia ou necrépsia.
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e Criptococose pulmonar progressiva — pode ser resultante de primoinfeccdo, infeccao
exogena ou recaida tardia de infeccdo prévia. Em geral € oligossintomatica. O decurso
clinico é subagudo ou crénico, com poucos sinais e sintomas constitucionais. As
manifestagdes pulmonares caracterizam-se por tosse, dor toracica, escarro mucdide,
raramente hemoptoico, e dispnéia. As alteracdes ao exame radioldgico sdo variaveis e em
geral sugestivas quando encontramos les6es pulmonares pseudo-tumorais de localizacao
periférica (nddulos subpleurais). Estas lesbes, usualmente Unicas, apresentam areas de
rarefacdo central, tipo cavitacdo. Raramente ocorre derrame pleural. Quando ha quadros
de criptococose pulmonar com manifestacbes clinicas mais exuberantes, o aspecto
radiologico é também pleomorfico e inespecifico, variando desde infiltrado alveolar ou
broncopneuménico até quadros intersticiais micronodulares que tendem a disseminar por
via hematogénica, indistiguivel de outras doencas cronicas granulomatosas, infecciosas ou
ndo (Gongalves et. al., 1994; Kimura et. al., 1998).

e Criptococose disseminada — Manifestaces sistémicas sdo decorrentes da reativacdo de
focos extrapulmonares latentes ou infeccao recente progressiva que disseminam-se por via
linfohematogénica. As manifestacdes clinicas mais comuns sdo as referentes ao
acometimento do SNC. Inicialmente a criptococose do SNC tende a ser insidiosa, sem
sintomas prodrémicos. Cefaléia e modificacbes da conduta podem ser 0s Unicos sinais de
envolvimento neuroldgico durante longo periodo. As manifestagdes neurologicas
apresentam-se sob trés quadros clinicos: meningite, meningoencefalite ou processo
expansivo. ManifestagBes Osseas e cutineas ocorrem em 5 a 10% dos casos. O
acometimento 0sseo caracteriza-se por lesdes liticas Unicas ou multiplas em 0ss0s
cranianos e da coluna vertebral, tem decurso arrastado, sendo a dor e tumefacdo o0s
sintomas mais comuns. As manifestagdes cutdneas e subcutineas sdo resultantes da
disseminacdo hematogénica. Em geral sdo multiplas e apresentam-se como papulas,
pustulas, lesbes acneiformes, nddulos ou Ulceras necréticas; com menor frequéncia,
podem ocorrer celulite ou abscessos. Nestes casos, usualmente estdo associadas
manifestacdes de outros orgaos.

Weinke et al., (1989) propuseram dois estagios para a doenca criptocécica em
pacientes com AIDS, baseando-se na localizagdo do fungo. O primeiro, considerado estagio
inicial, quando o fungo era apenas isolado de material obtido do trato respiratorio e, estagio

tardio, quando o fungo era isolado de quaisquer sitios extrapulmonares.
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Saag et al., (1992) propuseram um sistema de classificagdo em pacientes com AIDS,
baseado no risco de evolucdo para o Obito durante a terapia, mediante nimero de fatores
associados ao mau progndstico descrito por Diamond & Bennett (1974) para individuos sem
AIDS, com outros fatores associados ao risco. Consideraram paciente de baixo risco os que
tivessem menos de trés fatores de mau prognostico e os pacientes de alto risco aqueles que
tivessem trés ou mais fatores. Segundo Diamond & Bennett os fatores associados ao mau
prognostico seriam: 1) presenca do fungo no LCR ao exame direto; 2) hipoglicorraquia;
3) aumento da pressdo intracraniana; 4) baixa celularidade (menos de 20 células/mm?q); 5)
isolamento do agente de outros sitios estéreis; 6) auséncia de anticorpo anti-criptocécico; 7)
titulos antigénicos iniciais no LCR igual ou menor que 1:32 ; 8) doenca linforreticular;
9) terapia com corticoides.

White & Armstrong (1994) propuseram outro sistema, alternativo, de estadiamento
nos pacientes com AIDS, baseando-se na gradagdo dos mecanismos etiopatogénicos:

1. estdgio 0 = colonizag&o assintomatica ou nddulo incidental (achado casual)

2. estadgio | = doenca pulmonar isolada

IA = doenca localizada
IB = doenca difusa

3. estagio 1l = doenca ndo meningea, multifocal (disseminada)

1A = doenga extrapulmonar
1B = doenca pulmonar e extrapulmonar

4. estagio Il = criptococcemia e meningite

Até o momento nenhuma das formas de estadiamento clinico para a infeccdo
criptococica conseguiu situar de forma clara a complexa inter-relacdo deste agente com seu
hospedeiro. O papel da colonizacéo da pele e do trato respiratério por este fungo patogénico

ainda n&o foi completamente elucidado, assim como a dindmica da fisiopatogenia.

3.4. CONSIDERACOES SOBRE FISIOPATOGENIA

3.4.1. Via de infec¢do

A infeccdo humana por C. neoformans em geral é adquirida por inalacdo de
propagulos viaveis aerossolizados provenientes de fontes saprobioticas ambientais. O
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tamanho e o peso destes propagulos, esporos ou conidios sdo compativeis com deposi¢do
alveolar, favorecendo a penetragdo pela via aerégena.

O isolamento do fungo de escarro e a sua detec¢cdo em tecido pulmonar de individuos
com meningite criptococica e naqueles com outras doengas pulmonares (Haugen & Baker,
1954), bem como a descricdo de complexo ganglionar pulmonar priméario semelhante ao da
tuberculose (Baker, 1976), além dos experimentos com animais, reforcam a participacdo do
trato respiratério como via de infeccdo. O trato gastrointestinal tem sido outra via sugestiva
para aquisicdo da infeccdo pelo C. neoformans; tal sugestdo deve-se ao encontro do fungo em
alimentos e a descricdo de casos de criptococose gastrointestinal (Casadeval & Perfect, 1998).
A inoculacdo do fungo por via percutanea acidental ndo resultou em disseminacdo (Halde,
1964).

A infeccdo criptocdcica ndo € contagiosa, e ndo ha evidéncias de transmissao inter-
humana, excetuando-se dois casos que ocorreram em pacientes transplantados (Byet &
Waltman 1978; Ooi et al., 1971) e um outro ocorrido apds acidente pérfuro-cortante com
sangue de individuo com AIDS e criptococcemia (Levitz, 1991).

A transmissdo entre animais e o0 homem nunca foi comprovada, ainda que o C.
neoformans tenha sido isolado de cdes e gatos com e sem criptococose (Malik et al., 1995,
1997; Brustein et al., 1998).

3.4.2. Patogenicidade / viruléncia do C. neoformans

C. neoformans é freqlientemente relacionado como patdgeno oportunista. Os fatores
que o tornam patégeno estdo relacionados as caracteristicas basicas que possui para
estabelecer infeccdo, sobreviver no hospedeiro superando suas defesas naturais e gerar
doenca. A este conjunto de fatores denomina-se viruléncia. Na tentativa de adaptar-se ao
hospedeiro este fungo pode gerar leséo tecidual direta por invasdo do tecido, ou indireta, por
acao dos produtos ou metabolitos excretados, e estes associados a resposta do hospedeiro ao
agente podera gerar maior ou menor grau de patogenicidade.

Os fatores de viruléncia que caracterizam a patogenicidade do C. neoformans sao:

1) Tamanho da particula infecciosa capaz de ser aerossolizada no ambiente e

alcancar o trato respiratorio;
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2) Termotolérancia, ou seja, a capacidade de crescer a temperatura de 37°C e em
pH fisiolégico do hospedeiro, permitindo a invaséo tecidual profunda;

3) Capsula criptococica de natureza polissacaridica, é constituida pelos aglcares
manose, Xilose, galactose, acido glucurdnico e grupo O-acetil, estes formam complexo maior,
acido e altamente viscoso, denominado glucuronoxilomanana (GXM) (Hogan, 1996); e dois
menores galactoxilomanana (GalXM) e manoproteina (MP). O GXM e MP compde 88% da
massa capsular e a GalXM e MP compde aproximadamente os 12% restantes. O GXM, além
de ser responsavel pela especificidade sorotipica do C. neoformans, tem acdo antifagocitica
(Kozel & Gotschilich 1982; Kozel, 1995; Bhattacharjee et al., 1984). O GalXM tem um
restrito potencial na ativacdo da imunidade humoral (Reiss et. al.; 1984) e a MP modula a
resposta imune celular, de hipersensibilidade retardada (Murphy et al., 1988) e ambos sdo
ativadores da via alternativa do sistema complemento. S8o responsaveis pela adesividade as
células endoteliais (Ibrahim et. al., 1995). Estudos indicam que a sintese da capsula é regulada
por genes cromossomiais denominados CAP10, CAP59, CAP60 e CAP64 (Chang et. al.
1996).

Em geral o C. neoformans é capsulado na forma parasitaria em tecidos de mamiferos,
excetuando-se as cepas mutantes que podem apresentar dois fenotipos, hipocapsuladas e
acapsulados. As cepas hipocapsuladas sdo semelhantes, tanto imunoldgica quanto fisico-
quimicamente da forma usual, capsulada. Os mutantes acapsulados, além de perderem a
viruléncia, perdem também a especificidade sorotipica.

Em condi¢bes ambientais aridas, quando ocorre diminuicdo de nutrientes e agua, a
capsula confere ao fungo a capacidade de adaptar-se, ao colapsar, protegendo o fungo da
desidratacdo; proporcionalmente também ha& reducdo de seu tamanho, ideal para
aerossolizagéo e deposicéo alveolar.

In vitro a espessura da capsula é variavel, sendo estimulada produgdo em
concentragdes fisiologicas de ions bicarbonato e dioxido de carbono (COz) e quando ha
diminuigcdo na concentragdo de ferro. Em condigdes superfisiologicas de sais e agUcares
simulando em parte condicdo de estresse ambiental para o fungo, ha reducdo da espessura
capsular. Logo, a producdo da capsula parece ser regulada por um modelo que consiste na
adaptacgéo ao parasitismo.

O polissacarideo criptocécico aumenta a infectividade do HIV1 em cultivo de células,

induzindo a formagdo de sincicio in vitro, causado pelo aumento da aderéncia do virus a
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celula alvo (Kozel, 1995). A potencializagdo da infectividade do HIV pode explicar, a0 menos
parcialmente, o prognostico pior de pacientes com SIDA que desenvolvem a criptococose.

4) producdo de melanina € iniciada por uma enzima ligada a membrana celular,
a fenoloxidase (lacase), que catalisa a oxidacdo de catecdis em intermediarios instaveis, que
autopolimerizam na formacdo de melanina. Esta contribui para a sobrevivéncia flngica por
promover a integridade da parede celular. Em 1996, Wang demostrou que a resisténcia das
células fangicas a agentes acidos e desnaturalizantes era diretamente proporcional ao aumento
da deposicdo de melanina na parede celular. A melanizacao, além de promover a resisténcia a
acdo antioxidante dos superoxidos derivados do oxigénio e nitrogénio encontrado em fagos
somas de macrdfagos e células da micréglia e na natureza, também protegem dos efeitos
fungicidas da radiacdo ultravioleta e diminui a susceptibilidade a anfotericina B (Kwon-
Chung & Rhodes, 1986).

Jacobsom et al., (1996) descreveram a regulacdo inversa entre os dois fatores de
maior viruléncia do C. neoformans, a fenoloxidase tem sua atividade aumentada quando ha
aumento da concentracdo de ferro no ambiente e tem sua atividade reprimida na presenca de
glicose e em temperatura maior que 25°C (termosensivel) enquanto que a producéo da capsula
polissacaridica é induzida pela diminuicdo da concentracdo de ferro e aumento da
concentracédo de agucares, e a temperatura 37° C ndo inibe sua producao.

Todos esses dados sugerem que a producdo de melanina contribui para o aumento da
viruléncia por proteger o C. neoformans nao s6 dos mecanismos de defesa antimicrobiana do
hospedeiro como também dos fatores ambientais (Kozel, 1995).

5) Producdo de D-manitol pelo C. neoformans é proporcional ao crescimento

fangico.

Pelo menos dois mecanismos tém sido propostos para o papel da producdo de manitol
na viruléncia: a producdo de edema pelo efeito osmdtico e pela acdo de captar radicais
hidroxil exerce acdo de protecdo do fungo contra radicais livres (superdxidos toxicos)
produzidos pelos fagdcitos do hospedeiro (Wong et. al., 1990).

Entre outros potenciais fatores de viruléncia do C neoformans, destacam-se a producéao

de superdxido desmutase, proteases, fosfolipases (Buchanan & Murphy; 1998).

3.4.3. Mecanismos de defesa do hospedeiro
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Barreiras mecanicas naturais e a imunidade humoral e celular, correspondem aos
mecanismos basicos de defesa do hospedeiro humano e animal.

As barreiras mecanicas sdo exercidas pela integridade do sistema epitelial cutaneo-
mucoso, o sistema mucociliar do epitélio respiratorio auxiliam no clearence do
microrganismo, a elevada temperatura corporal do hospedeiro variando de 36,5 a 38°C, o
elevado pH dos fluidos corporais inibem o crescimento do C. neoformans.

Quanto as barreiras imunoldgicas humorais atuando de maneira inespecifica o sistema
complemento € fortemente ativado pela via alternativa através dos polissacarideos capsulares
GalX e MP.

A auséncia do componente C5a do complemento tem sido associada com a diminuicéo
da resisténcia a infeccdo por C. neoformans.

Os macrofagos tém sido mostrados como inibidores da disseminagdo criptococica
devendo ser ativados para se tornarem efetivos eliminadores do C. neoformans. Assim, a
imunidade ao C. neoformans depende de uma complexa interacdo de fatores humorais e
celulares, ou seja, a estimulacdo do hospedeiro ao C. neoformans pode auxiliar na reacdo de
hipersensibilidade retardada (DTH), a qual primariamente levara ao inicio da producdo de
linfocinas e subsequentemente aumentard a producdo de complemento e ativara macréfagos
(Fromtling & Shadomy, 1982).

Sumariamente, os mecanismos fisiopatogénicos da criptococose que determinam o
quadro clinico estdo inteiramente relacionados a capacidade de resposta do hospedeiro e a
viruléncia do C. neoformans. Por sua vez, a principal variavel do hospedeiro que interfere no
quadro clinico é o seu perfil imunoldgico, principalmente representado pela imunidade celular
através da contagem de CDg, € a principal variavel do parasita é a diferente patogenicidade

das duas variedades, var gatti e var. neoformans.

3.5. MANIFESTACOES CLINICAS

O perfil clinico e epidemiolégico da criptococose difere nos individuos
imunocompetentes para os imunodeficientes, sejam infectados ou nédo pelo HIV. A comecar,
no individuo imunocomprometido isolamos com maior freqiiéncia a variedade neoformans,
sendo rara a ocorréncia da variedade gattii.

A criptococose € uma das doencas definidoras do estagio avancado da infecgdo pelo

HIV. Uma vez que ocorre com maior freqliéncia em individuos HIV positivos intensamente
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imunocomprometidos, com a dosagem de linfocitos timicos CD4 positivos em geral abaixo de
200 células/mm?. Embora possa se manifestar em qualquer periodo no curso da infeccéo pelo
HIV, ndo é incomum apresentar-se como primeira infeccdo oportunistica nestes individuos
(Severo et. al., 1993).

A forma de apresentacdo clinica mais comum é a disseminada, a qual em geral
manifesta-se inicialmente de maneira inespecifica com sindrome febril e mal-estar. O SNC é
o sitio mais comum da infeccdo disseminada, caracterizando-se principalmente como
meningite e meningoencefalite, e € em geral secundario a sitio extraneural, tal como pulmao,
prostata, pele, sangue. Em pacientes com AIDS e meningoencefalite, a duragdo dos sinais e
sintomas pode ser mais curta que nos imunocompetentes. Nos imunocompetentes, histéria
clinica em geral é subaguda ou cronica, com duracdo de semanas ou meses antes do
diagnostico (Barraviera, 1985). A avaliacdo do SNC é essencial quando a criptococose €
diagnosticada em qualquer outro sitio. Um estudo realizado em pacientes com AIDS que
apresentavam pneumonia criptococica revelou que dos onze pacientes, nove tinham também
meningite (Gal Koss et. al., 1986). A apresentacao clinica da meningoencefalite criptocécica
é insidiosa e inespecifica. Os achados clinicos mais comuns sdo a febre, mal estar cefaleia
nausea, vomitos, alteracdes do estado de consciéncia (sonoléncia, confusdo mental, torpor,
coma), rigidez de nuca (ocorre em menos de 50% nos pacientes HIV positivos). Em menor
freqUéncia, os sinais focais, como hidrocefalia, papiledema, distdrbios visuais e lesdes de
pares cranianos (Londero & Goncalves 1988, Kestelyn, 1993).

O sitio extraneural mais comum da infec¢do criptocdcica sdo 0s pulmdes, 0 0s
sintomas variam significantemente tanto em freqiiéncia, quanto intensidade nos individuos
sem e com AIDS. Os sintomas sdo mais severos nos individuos com AIDS e o C. neoformans
tende a disseminar-se para outros 6rgdos e sistemas. Os principais sintomas sao febre, tosse,
dispnéia, perda ponderal, e cefaléia, aumento da secrecdo brdnquica, com a eventual
ocorréncia de escarro hemoptdico, dor pleuritica e derrame pleural A criptococose no
imunocompetente em geral ndo dissemina e tem decurso auto limitado, mas eventualmente
pode manifestar-se como pneumonia progressiva, ou com lesdes pulmonares cisticas que
podem comprimir mecanicamente estruturas circunjacentes, inclusive simulando tumor de
Pancoast (Mitchell & Sorrell, 1992). Achados radioldgicos séo inespecificos e incluem
infiltrado intersticial e focal, linfadenopatia, derrame pleural e nédulos pulmonares. Em

individuos com AIDS, ndo deve ser descartada de coinfecdo por outros agentes
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(Pneumocystis  carinii,  Mycobacterium  tuberculosis,  Histoplasma  capsulatum,
citomegalovirus).

As manifestacdes cutaneas, em geral secundaria a disseminagdo, podem apresentar-se
como lesbes umbelicadas semelhantes a molusco contagioso, papulas ou placas violaceas
semelhantes a sarcoma de Kaposi (Londero & Gongalves, 1988; White & Armstrong, 1992).

ManifestacGes osteoarticulares sdo raras, caracterizam-se por osteomielite ou artrite,
clinicamente sintomas de dor Gssea e febre baixa, a0 exame radiol6gico observam-se lesdes
liticas (Barraviera, 1985). Outros 6rgdos e sistemas podem ser afetados como gastrintestinal,
cardiovascular, aparelho genito-urinario, glandulas adrenais, tiredide, entre outros. Particular
atencdo merece a prostata, que pode manter-se como um sitio potencial de reinfeccdo
enddgena ou recidiva da criptococose em pacientes imunodeficientes, uma vez que ha

dificuldade na erradicacao deste sitio potencialmente protegido da terapia antifingica.

3.6. DIAGNOSTICO

O polimorfismo sintomatoldgico da criptococose, seja no hospedeiro imunocompetente
ou imunodeficiente, pode mimetizar inimeras doengas, de carater infeccioso ou ndo, tornando
necessario um diagnostico diferencial abrangente, baseado ndo s6 em achados clinicos e
laboratoriais, mas também epidemioldgicos.

A maioria dos casos diagnosticados de criptococose corresponde ao comprometimento
do sistema nervoso central e o liquido cefalorraquidiano (LCR) é o material biolégico mais
comumente utilizado no diagnéstico (Oliveira-Netto, 1983).

O LCR pode ser obtido por pun¢do lombar ou cisternal. Os achados citoldgicos e
bioquimicos ndo sdo tdo expressivos. O aspecto deste material é freqlientemente claro ou
opalescente, com celularidade baixa e predominio linfomononuclear, a dosagem de proteina
tende a ser moderadamente elevada e a glicose diminuida. A pressdo liquorica pode ser
normal ou um pouco elevada.

O diagnostico laboratorial em diferentes materiais biolégicos pode ser feito pelos

métodos:

- Exame microscopico direto: Usualmente realizado em LCR, mediante a utilizagdo

de birrefringéncia formado entre a parede celular e 0 nanquim, representando a capsula
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polissacaridica. E possivel, inclusive, sugerir a provavel variedade do fungo, visto que
algumas cepas da variedade gattii apresentam morfologia peculiar (formas capsuladas
alongadas, baciliformes, ao lado de formas classicas, redondas e ovoides) da variedade
neoformans em parasitismo. Esta morfologia é revertida em meio saprobiotico (cultura).
Segundo Arechavala (1993) por este método simples, tem sido obtido uma positividadede,
mais de 80% em pacientes com AIDS e meningoencefalite criptocdcica e em 30 a 50% de

pacientes com criptococose sem AIDS, tem sensibilidade estimada 83,6 %.

- Sorologia: Pode ser feita pesquisa de antigeno ou anticorpo, a mais usada é a
pesquisa de antigeno utilizando-se a prova do latex. Nesta prova, uma particula inerte de latex
é sensibilizada com anticorpos contra antigenos capsulares. A positividade € visualizada pela
presenca de aglutinagéo. O teste de aglutinacdo tem aproximadamente 95% de sensibilidade e
especificidade. A titulacdo da reacdo do latex realizado tanto em soro quanto em LCR e pode
auxiliar quanto a eficacia do tratamento e evolugdo da doenca, visto que a positividade, indica
também a viabilidade fungica. ReacGes falsas positivas ou negativas podem ocorrer nos
fluidos bioldgicos testados. ReagGes cruzadas induzindo a um resultado de falso-positivo
podem ocorrer na presenca de fatores reumatoides e na infeccdo por outros microorganismos,
especificamente em infecgbes disseminadas por Trichosporon beigelii e Stomatococcus
mucilaginosus (Campbell et. al., 1985; Charnock, 1993).

As reacdes falso-negativas podem ser explicadas de diversas formas: Fendmeno de
prozona (por excesso de antigeno) podendo ser corrigido diluindo-se o material bioldgico
utilizado (soro ou LCR), pela baixa sensibilidade do Kit comercial usado; ou ainda pela
formacdo de complexos imunes (antigenos anticorpos), 0 que pode ser corrigido através do
tratamento do fluido biolégico com enzima pronase, a qual tem a capacidade de desprender o
antigeno do anticorpo (complexo imune) e 2-B mercaptoetanol atuando em fatores
reumatoides; ou ainda outros fatores associados (Currie, 1993; Gray & Roberts, 1988a).

Outros métodos de imunodiagnostico tém sido investigados como ensaios com
anticorpos monoclonais e métodos imunoenzimatico do tipo ELISA para deteccdo de
antigenos polissacarideos capsulares do Cryptococcus (Kwon-Chung & Bennett 1992;
Dromer, 1993).
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- Cultura: O meio de cultivo mais utilizado para fluidos biol6gicos habitualmente
estéreis € 0 Sabouraud dextrose agar a 2%, apos a inoculacdo asséptica do espécime clinico,
este pode ser mantido a temperatura ambiente ou em estufa a 37°C. O crescimento fungico
ocorre em geral no periodo de 24 horas a dez dias, podendo variar de acordo com o numero de
microorganismos viaveis, principalmente na vigéncia do tratamento, chegando por vezes o
crescimento demorar até dois a meses ocorrer. Para o cultivo de outras amostras clinicas
potencialmente contaminadas (com outros microorganismos) como urina, escarro, secrecao
bronquial (obtido por expectoracdo espontanea ou induzida, lavado brénquico e bronco-
alveolar), fragmentos de tecidos (ganglios, figado, pele - obtidos por bidpsias), um excelente
meio de cultura seletivo e indicador utilizado € o meio contendo sementes de niger (Guizotia
abyssinica, sementes de alimentacdo de passaros) ou que contenham derivados de orto-
difendlicos. As colbnias de C. neoformans adquirem coloracdo marrom escuro devido a
presenga da enzima de membrana fenoloxidase destes fungos que transformam estes
substratos em melanina. No estudo da levedura o meio CGB tem sido empregado (Melo et al.,
1993).

- Histopatol6gico: O estudo histopatolégico de pecas de bidpsia, com vistas a
identificacdo do C. neoformans, deve ser feito através de coloragfes usuais como Giemsa ou
hematoxilina-eosina, e especificas para capsula, o mucicarmim, ou para fungos, a
impregnacdo argéntica (prata-metenamina de Gomori-Grocott) (Arachevala, 1993; Gray &
Roberts, 1988 b).

- Exames complementares: Na investigacdo da doenca criptococica devem ser
incluidos exames complementares inespecificos para evidenciacdo de sequelas decorrentes da
micose. Diagndstico por imagem como a telerradiografia - de térax (presenca de nddulos
subpleurais, podem ser indicativos de criptococose pulmonar), de seios da face — sinusopatias,
de ossos — lesdes liticas (Gurevitz, 1994); tomografia computadorizada ou ressonancia nuclear
magnética, orientando quanto a presenca de hidrocefalia, criptococoma; broncoscopia com
lavado brénquico; exame de fundo de olho para evidenciacdo de papiledema, coroidite, neuro-

retinite pelo C. neoformans (Kestelyng, 1993).

- Diagnéstico diferencial: No diagnostico diferencial das meningoencefalites a liquor

claro destacamos:
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1. Doencas infecciosas: - Causadas por bactérias, tais como tuberculose, leptospirose,
doenca de Lyme, brucelose, sifilis terciaria, nocardiose; por fungos - coccidioidomicose,
cromoblastomicose, histoplasmose, paracocidioidomicose; por virus como HIV,
citomegalovirose, herpes virus; por protozoario — Toxoplasma gondii; por metazoéria
cisticercose.

2. Doencas de causa nao infecciosas como neoplasias, sarcoidose, lUpus eritematosos

sistémicos, doenca de Behget, Granulomatose de Wegener.

4 - CASUISTICA E METODOS

4.1. CASUISTICA

Fase 1 - Colonizagdo cutaneo-mucosa e/ou infec¢do por Cryptococcus neoformans em 100
individuos HIV-positivos, com ou sem sindrome de imunodeficiéncia adquirida
(AIDS). Realizada no periodo de maio de 1990 a dezembro de 1992, pela equipe
clinica e do Laboratério de Micologia Médica do Hospital Evandro Chagas, da

Fundacdo Oswaldo Cruz.

Fase 2 - Revisdo dos prontuarios dos 100 individuos da primeira fase. Realizada entre
dezembro de 1995 e marco de 1996.

Fase 3 - Colonizacdo cutaneo-mucosa e/ou infec¢do por Cryptococcus neoformans em 28
dos 30 individuos remanescentes da casuistica inicial (n=100). Realizada de abril
de 1996 até agosto de 1997, repetindo o protocolo da primeira fase.

Fase 4 - Acompanhamento até maio de 1999.

4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Desenho do estudo
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Trata-se de estudo de follow-up interrompido ou Coorte interrompida, segundo
Kleinbaum, Kupper & Morgenstern, 1982.

Todos os casos de colonizagéo e infeccdo por C. neoformans identificados através dos
procedimentos estabelecidos nos protocolos das fases 1 e 3 serdo descritos detalhadamente.
Serdo também objeto de descricdo detalhada os casos de criptococose identificados no
acompanhamento médico de rotina, apurados na mesma populacdo alvo (N = 100) ao longo
de todo o estudo. Os oObitos ocorridos durante o periodo de estudo também serdo analisados

detalhadamente, bem como as necrdpsias realizadas.

4.2.2. Selecéo dos pacientes

De maio de 1990 a novembro de 1992, todos os individuos soro-reagentes ao HIV
(independente do estadiamento clinico) que compareceram pela primeira vez ou a consulta de
rotina foram informados e convidados a participar do projeto de pesquisa desenvolvido no
Servico de Micologia. Ap6s esclarecimentos técnicos quanto aos objetivos e procedimentos

que seriam realizados, os pacientes consentiram aderir ao projeto.

4.2.3. Protocolo

O protocolo do projeto, antes da consulta aos pacientes e implantacdo da metodologia
preconizada, foi submetido e aprovado pela comissdo de ética da FIOCRUZ. Todos os
individuos incluidos no estudo deram o seu consentimento apés informacdo detalhada dos
propositos do protocolo.

Os pacientes foram encaminhados a consulta e seguiu-se preenchimento de ficha
padrdo, constando dados de identificacdo, historia patoldgica pregressa (HPP), dados clinicos
atualizados e exame fisico; e posteriormente conduzidos ao Servi¢o de Micologia Médica do
HEC, para coleta de espécimes clinicos (anexo 1V).

Foram coletados raspados de interdigito dos pés, das méos, da superficie ventral de
lingua e de fossa nasal. O escarro também foi colhido quando havia eliminacdo esponténea,
além de urina matinal (uma amostra).

A infeccdo pelo HIV foi detectada mediante realizacdo de dois testes sorologicos do
tipo ELISA e confirmada por imunofluorescéncia e/ou Western-Blot (Ministério da Saude,
1989).
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Durante o projeto, os que apresentaram isolamento de Cryptococcus neoformans nos
espécimes colhidos de rotina, foram submetidos a nova avaliacdo clinico-laboratorial dirigida,
sendo inspecionado pele e mucosas, e quando necessario, solicitada radiografias de seios da
face e de tdrax, broncoscopia com lavado e/ou biopsia transbronquica, coleta de sangue para
realizacdo de hemoculturas e pesquisa de antigenos pelo teste de aglutinacdo em latex. Coleta
de urina com pesquisa direta e cultura. Coleta de liquido cefalorraquidiano (LCR), quando
indicado, com realizacdo de citometria, bioquimica, exame microscépico direto em nanquim,
cultivo e pesquisa de antigenos pelo teste de aglutinacdo em latex. Estes exames tiveram por
objetivo distinguir casos iniciais da micose e situacOes de colonizagdo cutdneo-mucosa,
procedendo-se tratamento clinico quando necessario.

No periodo de abril de 1996 a agosto de 1997, dos 30 individuos remanescentes da
casuistica inicial (n=100), 28 participaram de nova investigacdo de colonizacdo cutaneo-
mucosa, baseado no mesmo protocolo desenvolvido de maio de 1990 a dezembro de 1992,
dois destes pacientes se recusaram a participar de nova investigacdo. Face a exiguidade de
escarro obtido por eliminacdo espontanea, optamos em acrescentar ao estudo o procedimento
de inducdo ao escarro e introduzimos a dosagem de CD4 e CDs, 0 que ndo foi realizado
regularmente na fase | do estudo.

No mesmo dia da coleta dos espécimes clinicos para estudo micoldgico, procedeu-se a
coleta de sangue para realizacdo para contagem de CD4 e CDsg. O fluxograma de trabalho esta
anexado (anexo 1V).

Os dados, obtidos na avaliacdo clinica, consulta aos prontuarios e andlise de
necropsias, foram registrados em fichas padronizadas, respectivamente, anexos Il e llla, e
digitados em um banco de dados utilizando-se o programa Epi Info (Epi Info 6.02, outubro -
1994, Center for Disease Control, Atlanta, USA).

4.2.4. Coleta de espécimes clinicos e isolamento primario de C. neoformans

Os espécimes clinicos foram coletados assepticamente, do seguinte modo:
e Os raspados de interdigito dos pés, das maos, de superficie ventral de lingua, foram
realizados com curetas estéreis, sendo ressuspensos em 3 mililitros (ml) de agua

destilada estéril, e semeado 0,1 ml da solug&o, por placa.
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e Os materiais coletados da cicatriz umbilical e fossa nasal anterior foram obtidos
com o auxilio do swab fino, estéril, umedecido com &gua destilada estéril e
semeados diretamente em placa, sem diluicéo.

e A urina matinal foi coletada assepticamente pelo paciente orientado quanto ao
procedimento de coleta (Resumidamente: antissepsia local, desprezar o primeiro
jato e colher o posterior). A amostra de urina homogeneizada foi colocada em tubo
de ensaio esteéril e centrifugada a 2.500 rota¢fes por minuto (rpm), por 10 minutos,
e 0,1 ml do sedimento urinario foi semeado.

e O escarro foi obtido de forma espontanea ou induzido por nebulizacdo com solucédo
salina. O material foi acondicionado em frasco estéril e colocado posteriormente em
placa de Petri estéril (para melhor visualizacdo - separacdo de escarro e saliva),
sendo semeado por esgotamento.

e Foram utilizadas cinco placas de Petri (contendo meio seletivo - Niger &gar
cloranfenicol- NSA) por espécime clinico; sendo mantidas a temperatura ambiente
e observadas diariamente por 7 a 10 dias (anexo I). As colbnias fenoloxidases
positivas - de cor marrom no meio NSA, foram subcultivadas em meio sabouraud

dextrose agar (SC) para provas morfo-fisiologicas.

4.2.5. Estudo da variedade de Cryptococcus neoformans

e Foi feito através da técnica de cultivo em meio de Canavanina Glicina
Bromotimol (CGB - Kwon-Chung, Polacheck & Bennett, 1982) (Anexo I1).

4.2.6. Sorotipagem

Todas as cepas de Cryptococcus neoformans isoladas, de espéecimes clinicos durante o
projeto, ou de rotina nestes 5 anos, foram estocadas no banco de cepas do Laboratorio
(Servico) de Micologia Médica/HEC/FIOCRUZ/RJ. Posteriormente, foram submetidas ao
teste de aglutinacdo com particula de latex sensibilizada pelos fatores séricos contra seguintes
antigenos capsulares: 1, 5, 6, 7 e 8. O latex sensibilizado utilizado foi do kit Crypto Check

laton RM. 304-k, desenvolvido no Japdo. A escolha destes fatores séricos encontrados no Kit
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deveu-se a frequéncia destes em determinados C. neoformans caracterizando sorotipos de
importancia médica.

Na caracterizacdo dos sorotipos de C. neoformans sdo observados os seguintes fatores:
sorotipo A (fatores 1 e 7), sorotipo D (fatores 1 e 8), sorotipo AD (fatores 1,7 e 8), sorotipo B
(fatores 1 e 5) e sorotipo C (fatores 1 e 6 ), respectivamente.

4.2.7. Contagem de CDs e CDs

A técnica de marcacdo imunofenotipica celular para contagem de CDs e CDg em
sangue periférico, foi realizado no laboratério de marcadores celulares do Centro de Estudos
de Medula Ossea (CEMO) do Instituto Nacional do Cancer (INCA).

A metodologia empregada para separacdo celular foi método de lise, utilizando-se
sangue total heparinizado, este coletado assepticamente e conservado em gelo até o
processamento. Este método tem por objetivo lisar, ou seja, destruir as células que possam
interferir na contagem dos linfocitos marcados, além de diminuir o manejo do sangue e ser
uma técnica mais rapida em relacdo a separacgdo celular com ficol.

Descrigdo sumaria:

Amostra: Em um tubo de ensaio (um para cada marcador celular — painel de
anticorpos monoclonais utilizados foi: anti CD3, CDs, CDs, CD14, CDass e IgM) colocou-se
100 pl de sangue total heparinizado e a este foi adicionado 20 ul de anticorpo monoclonal e
incubado por 15 minutos a temperatura ambiente, no escuro.

Etapa de Lise: A amostra de sangue ja preparada em etapa anterior foi adicionada 2 ml
de solucéo de lise Becton Dickson e esta foi misturada imediatamente por inversdo do tubo e
incubado por 10 minutos a temperatura ambiente, no escuro. Centrifugada a 300 g por 5
minutos, sendo posteriormente decantado o sobrenadante. Ao precipitado celular, procedeu-se
lavagem por trés vezes com 2 ml de solucdo tampéo fosfato (PBS com pH 7,0) com 0,1% de
azida sodica, misturando-se com “Vortex” e centrifugada 300 g por 5 minutos. Apés a ultima
lavagem decantou-se e ao precipitado celular foi adicionado fixador (PBS com pH 7,0 com
0,5% de paraformaldeido). O restante da fixacdo ocorreu em 30 minutos a 4 °C. A leitura do

painel foi realizada na mesma semana, por citometria de fluxo.
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4.2.8. Sorologia

A metodologia empregada para deteccdo de antigenos (Ag) criptococicos
(polissacarideos capsulares) em espécimes clinicos foi teste de aglutinacdo. Particulas de latex
sensibilizadas com altos titulos de globulina contra Ag criptococico reagem a presenca de
antigenos criptocdcicos capsulares ocorrendo a aglutinacéo.

O kit utilizado foi Latex Crypto Antigen System da Immuno Mycology®. O limite de
deteccdo de antigenos neste teste variava entre 0,625ng/ml a 2,5 ng/ml ou maior em fluidos
corporais como soro e LCR.

A presenca de fatores reumatdides e complexos imunes circulantes que poderiam
interferir no resultado séo eliminados com a introducao de complexo de enzimas proteoliticas
denominado pronase, para tratamento da amostra. Este tem func¢éo dual de clivar anticorpos
(Ac) em complexos imunes sem afetar o antigeno, facilitando sua detecgéo, e destruir fatores
reumatdides tornando-os indetectaveis. A pronase é composta por duas endoproteases e duas
exoproteases, as quais sdo capazes de digerir proteinas de baixo peso molecular através dos

aminoacidos livres (Gray & Roberts, 1988a).
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| . Reagentes e materiais:

A- Tampdo diluente glicina com albumina

B- Reagente globulina anticriptocécica (latex sensibilizado)

C- Controle de antigenos criptocacicos (baixo peso molecular — 15 ng/ml)

D- Pronase

E- Controle negativo - Soro normal inativado a 56° C por 30 minutos em “banho-
maria”

F- Tubos de ensaio rosqueado

G- Placas

H- Inibidores da enzima

I1. Metodologia

1) Preparo das amostras:

e 300ul de soro ou LCR em tubo contendo 50 ul de pronase em tubo de ensaio;

e Misturar com mix ou vortex fechar o tubo e colocar em “banho-maria” a 56°C por 30
minutos;

e Adicionar 50 pl de inibidor da enzima.

Observacdes: 1) - O soro e LCR devem estar livres de células sanguineas, plaquetas,
fibrina, muco ou outros contaminantes. 2) - Espécime pode ser testado imediatamente ou ser

estocado a 4°C por uma semana, estocagem mais longa ode ser feita com freezer a -20°C.
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2) Técnica (em placa escavada)

Latex sensibilizado (anti crypto globulin) - adicionar 25pl

em cada cavidade

Espécime clinico | Controle (+) Controle (-)
(Soro ou LCR (Anti-y globulina | (soro inativado a
tratado com humana-Fator 56°C por 30
pronase) reumatdide) minutos)

25ul 25pl 25ul

U

Aglutinacéo

Misturar e agitar a 100 rotagdes por minuto (rpm), 10minutos a temperatura ambiente.
Ler imediatamente apds.
3) Interpretacdo da reacdo: Aglutinacdo € considerada positiva a presenca de antigeno

criptococico no fluido corpdreo testado. Leitura deve ser comparada aos controles.

4.2.9. Definicbes

4.2.9.1 - Definigéo de casos de SIDA

Os casos de SIDA no grupo estudado foram definidos inicialmente através da
utilizacdo dos critérios CDC, Atlanta, USA (1987) e revisado pelo critério CDC, Atlanta,
USA (1993) que incluiu a contagem de células CD4 como parametro laboratorial para

evolugéo da doenga.

4.2.9.2 - Colonizagéo ou saprofitismo cutaneo-mucoso

Este tipo de relacdo é caracterizado pela utilizagdo do hospedeiro pelo parasita, como
suporte mecanico e alimentar, sem prejuizo para o hospedeiro, ou seja, destituido do carater

patogénico (Rey, 1995).
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Os critérios utilizados em conjunto para caracterizagdo do saprofitismo cuténeo-

mucoso neste trabalho foram definidos da seguinte forma:

Isolamento de C. neoformans de um ou mais espécimes clinicos obtidos de
superficies cutdneo-mucosas;

Latex negativo, indicando auséncia de antigenos especificos do C. neoformans em
soro e LCR,;

Auséncia de sinais e sintomas indicativos de doenca;

Nos casos de pacientes que foram submetidos ao estudo de necrdpsia, auséncia do

fungo no tecido.

4.2.9.3 - Infec¢do / doenca criptocdcica

E caracterizada pelo carater patogénico da relacdo entre parasita e hospedeiro, ou seja,

ha prejuizo do hospedeiro.

Os critérios utilizados para determinacdo da infeccdo pelo C. neoformans no grupo de

pacientes estudados foram:

¢ Isolamento de C. neoformans de um ou mais espécimes clinicos que refletissem a

origem do fungo sistemicamente, entre os quais liquidos organicos estéreis como

sangue e liquido cefalorraquidiano (LCR);

Presenca de sinais e sintomas indicativos de infecgdo, como febre (temperatura >

37,8°C), tosse, cefal€ia, sinais de irritacdo meningea;

Exames complementares sugestivos da doenca, como alteracGes radiolégicas em
telerradiografia de seios da face, térax e tomografia computadorizada de créanio;
pesquisa do agente em locais habitualmente estéreis (sangue, LCR), pesquisa de

soro reatividade para o agente - teste de latex, entre outros;

e Nos casos que tiveram estudo de necropsia, a presenca do parasita no tecido.
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5 - RESULTADOS

51-FASE1

Colonizagdo cutaneo-mucosa e/ou infec¢do pelo Cryptococcus neoformans em 100

individuos HIV-positivos, com ou sem sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS).

No periodo de maio de 1990 a dezembro de 1992, dos 100 individuos estudados,
foram diagnosticados trés casos de colonizagdo (pacientes n° 20, n° 57 e n° 77), sendo o
primeiro caracterizado como colonizacgdo transitéria e os outros dois como colonizacdo, em
possivel estagio inicial de infecgdo, devido ao baixo nivel de CD4 (< 200 céls/mm?) [Quadro
1, Anexo V] e trés casos de doenca criptococica disseminada (pacientes n° 14, n°® 15 e n°
74) [Quadro 2, Anexo VI].

Descricdo detalhada dos casos de colonizagéo e/ou infec¢do (Fase 1)

A Colonizacéo (3 casos)

O paciente n° 20, de 49 anos de idade, masculino, natural do RJ, agente de viagens,
homossexual, estagio I11 de classificacdo pelo CDC (1989), com niveis de CD4 maior que 300
células /mm 3. Este, além de apresentar isolamento de C. neoformans de swab nasal, também
apresentava em escarro, apés investigacdo clinica e laboratorial, ficou demonstrado auséncia
de disseminacdo fangica, uma vez que nao foi encontrado o C. neoformans em qualquer outro
sitio além da mucosa respiratoria alta. Houve repeticdo da coleta de material de fossa nasal
por quatro vezes consecutivas e todas foram negativas, corroborando colonizacdo transitoria
por C. neoformans. O exame radioldgico do térax foi normal. Evoluiu para ébito, quatro anos
apos (6/01/1995), por disturbio metabdlico, sem nenhuma evidéncia de criptococose
disseminada, segundo informacdes colhidas no prontuario.

Os pacientes n° 57 e n° 77, internados para investigagdo clinica e laboratorial rotineira
de infeccdo oportunistica, foram também submetidos ao presente protocolo de colonizagdo
cutaneo-mucosa por C. neoformans, o que permitiu verificar a presenca desta levedura em

amostra de escarro em ambos.
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O paciente n° 57, de 37 anos de idade, masculino, natural do RJ, internado com
sindrome febril, encontrava-se em fase evoluida, no estagio IV de AIDS, e apresentava
também paracoccidiodomicose disseminada crénica, que em anos anteriores levara a extensa
alteracdo morfoldgica e funcional de mucosa oro-nasal e brénquica de C. neoformans var
neoformans Sorotipo A foi isolado de escarro, sendo a investiga¢cdo do fungo em outros locais
negativa, inclusive os testes sorolégicos em LCR e soro, 0 que sugeriu que o paciente
estivesse colonizado por C. neoformans. Por ser classificado em estagio 1V de AIDS néo foi
possivel distinguir colonizacdo do estagio inicial de infecgdo por C. neoformans, ainda que
tivesse CDs maior que 300 céls. / mm?3 apresentava graves infeccdes oportunisticas
concomitantes.

O paciente n° 77, de 61 anos de idade, masculino, natural do estado da Paraiba foi
internado para tratar leishmaniose tegumentar americana resistente ao glucantime e iria iniciar
terapia com anfotericina B. Concomitantemente apresentava candidiase oral, isosporiase
grave com desidratacdo e hanseniase boderline com presenca de globias e estava sob
tratamento com clofazimina. Apresentava CD4 de 40 cels/mm?® e CDs de 328 cels/mm?. Nao
apresentava manifestacdes respiratorias baixas nem anormalidades ao exame radiografico do
torax. Entretanto, o exame radiologico dos seios da face revelou espessamento dos seios
maxilares a direita e a esquerda, indicando sinusite assintomatica. O liquido de lavagem dos
seios paranasais foi negativo para fungo, mas o escarro colhido revelou a presenca de C.
neoformans. A investigacdo complementar neste caso com sorologias negativas, hemocultura
e urina negativas sugeriu colonizacdo de mucosa respiratéria, entretanto devido ao perfil
clinico e laboratorial do paciente ndo foi possivel distinguir colonizacdo do estagio inicial de
infeccdo por C. neoformans. Evoluiu para Obito cinco meses apds devido a causas
metabolicas ndo especificadas e o estudo de necropsia ndo revelou qualquer forma parasitaria

que sugerisse C. neoformans.

B. Infeccdo / doenca criptocdcica disseminada (3 casos)

O paciente n° 14, de 40 anos de idade, masculino, natural do RJ, homossexual, ap6s
investigacdo clinica e laboratorial para confirmar o estado de colonizagéo, foi demonstrado
tratar-se de caso de criptococose disseminada, uma vez que o fungo foi isolado em outros
sitios (urina, sangue e LCR) - Anexo VIII - Fig. 1B). Este paciente, estagio 1V de AIDS,

segundo classificagdo do CDC (1989), apresentava nivel de CD; igual a 37 células/mm?,
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Clinicamente apresentava sindrome febril, sinais e sintomas de sinusite, porém ndo foi
possivel a obtencdo de material deste local. Embora tenha sido encontrado latex positivo para
C. neoformans em LCR, ndo apresentou sinais clinicos de comprometimento do SNC, e os
parametros citoldgicos e bioguimicos do LCR estavam normais. Foi tratado com anfotericina
B e manteve-se em esquema profilatico e até dois anos ap6s a terapia ndo havia ocorrido
reativacdo da doenca, Ultimos resultados dos exames laboratoriais urinocultura, hemocultura,
cultura do LCR foram negativos para C. neoformans até 22/12/1992. O 6bito ocorreu por
causa ignorada em 21/3/93.

O paciente n® 15, de 30 anos de idade, masculino, natural do RJ, copeiro e
homossexual. Em maio de 1991 foi internado para investigar sindromes febril e diarréica,
sendo também introduzido no estudo de colonizacdo por C. neoformans. Foi diagnosticada
criptococose disseminada sem alteracdo neuroldgica, a partir do isolamento de C. neoformans
de urina e sangue. A ocasido tinha CD4 de 44 células / mm?®. O exame radiolégico do térax
revelou infiltrado intersticial bilateral. Foi diagnosticada concomitantemente bacteremia por
Salmonella typhimurium. Iniciada terapia antifungica com anfotericina B e antibioticoterapia
com cloranfenicol. Foi medicado também com anfotericina B, com dose acumulada de 2g. O
paciente manteve urinocultura positiva para C. neoformans durante trés meses. Evoluiu para o
Obito em outubro de 1991, apresentando citomegalovirose disseminada. Em estudo de
necropsia, ndo foi encontrado qualquer vestigio do C. neoformans em figado, baco, medula
Ossea ou prostata. Contudo, ha relato de comprometimento pulmonar por CMV (inclusédo
citomegalica), enfisema pulmonar, edema e hemorragia pulmonar, além de processo
inflamatorio crénico de natureza fangica leveduriforme; entretanto, ndo obtivemos a lamina
da peca necropsiada para revisdo, embora o Servico de Anatomia Patoldgica ndo afirmasse
uma etiologia para a levedura encontrada.

O paciente n°® 74, de 46 anos de idade, masculino, natural do Amazonas, desenhista,
grupo IV para AIDS (CDC, 1989), foi internado com sindrome febril no final do més de julho
de 1992 para investigar infeccdes oportunisticas, sendo também incluido no protocolo de
investigacdo de colonizagdo por C. neoformans. Foi diagnosticada criptococose disseminada
sem comprometimento neuroldgico, através do isolamento de C. neoformans de urina e de
medula Ossea. Ndo houve isolamento de C. neoformans de mucosa respiratoria. Lavado
bronco-alveolar foi positivo para Pneumocystis carinii. Evoluiu para o éxito letal em agosto

de 1992. Estudo de necrdpsia revelou como causa do Obito pneumocistose e criptococose
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disseminada, sem comprometimento neuroldgico. Foi constatada a presenca do fungo em

prostata, medula 6ssea e figado.

5.2 - FASE 2 -REVISAO DOS PRONTUARIOS DOS 100 INDIVIDUOS DA PRIMEIRA
FASE.

A Fase 2 trata da revisdo dos prontuarios e corresponde ao periodo compreendido
entre maio de 1990 (inicio do protocolo) e marco de 1996. Foram apurados 60 ébitos, dos
quais 18 foram submetidos a necrdpsia. Destas necropsias, apenas 13 puderam ser revistas no
presente estudo.

A - Dados Epidemioldgicos

A.l. Sexo e Faixa Etéria

Dos 100 individuos que integraram a casuistica deste estudo, 76 individuos eram do
sexo masculino e 24 do feminino. A média de idade entre os individuos foi de 35,4 anos, a
menor de 21 anos e a maior de 62, sendo o valor da mediana de 34,1 anos e o desvio padrao
de 8,2 anos . Houve predominio na faixa etaria de 21 a 40 anos, totalizando 80%. A

distribuicdo por faixa etaria e sexo é apresentada no Gréfico 1.

Gréfico 1 - Distribuicao da casuistica por sexo e idade.
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Fonte: SAME /HEC/FIOCRUZ/RJ
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A.2.-Raca

Com relacdo a raca, houve preponderancia da cor branca, com 61 individuos, e 39 nao

brancos (pardos e negros).

A.3. - Naturalidade e Procedéncia

Com relacdo a naturalidade dos pacientes envolvidos no estudo, observou-se que a
maioria, 79%, nasceu na regido Sudeste, dos quais 65% sdo do Rio de Janeiro (RJ), 17%
nasceram nas regides Norte/Nordeste, 2% na regido Centro-oeste e 1 % na regido Sul. Apenas
um individuo era natural de outro pais (Portugal) (Tabela 1). Quanto a procedéncia, todos 0s

pacientes moravam no RJ, porem de naturalidade diversa.

Tabela 1 - Distribui¢ao dos 100 pacientes por Naturalidade

Naturalidade NUmero %
(Regido)
Norte 3 3
Nordeste 14 14
Sudeste 79 79
Sul 1 1
Centro-Oeste 2 2
Outros 1 1
Total 100 100

Fonte: SAME / HEC / FIOCRUZ, RJ.

A.4.- Fator e/ou Comportamento de Risco para aquisi¢do da infeccdo pelo HIV.
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Tendo como base o fator e/ou o comportamento de risco para a infeccdo pelo virus
HIV, pode ser observado que a principal forma de transmissdo se deu por contato sexual. O

que significou 79 % dos casos. A tabela 2, abaixo, lista a casuistica apontada nesta questao.

Tabela 2 - Distribuicéo e percentual da casuistica segundo o fator e/ou comportamento de risco

associado para aquisicdo da AIDS.

Comportamento Masculino Feminino Total
de risco no. % no. %
31 40,8 0 0 31
Homossexual
: 18 23,7 0 0 18
Bissexual
16 21,1 14 58,4 30
Heterossexual
Uso drogas ev(*) 3 39 0 0 3
Hemotransfusao 0 0 > 20,8 >
Fatores associados (**) 6 79 > 20,8 1
2 26 0 0 2
Ignorado
Total 76 100 24 100 100

Fonte: SAME / HEC / FIOCRUZ, RJ

(*) Usuérios de drogas endovenosas ilicitas
(**) Fatores associados — Pacientes com mais de um fator de risco de aquisicao de HIV.

Segundo o comportamento de risco entre sexo masculino e feminino, pode-se
constatar que das 24 mulheres, dez tinham recebido transfusdo de sangue antes de 1985.
Destas, uma era parceira de individuo HIV positivo e usuéria de drogas injetaveis; outras
cinco eram parceiras de individuos HIV positivos. Entre os 76 individuos do sexo masculino,
trés homo/bissexuais eram também usuarios de drogas e dois tinham sido hemotransfundidos

antes de 1985. Um heterossexual havia recebido hemotransfusdo antes de 1985.
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B.- Dados Clinicos

B.1.- Perfil clinico da casuistica em relacdo a infeccao pelo HIV.

Dos 76 homens, 8 (10,5%) eram assintomaticos e 68 sintomaticos. Destes, 45 homens
(59,3%) pertenciam ao grupo 1V e 23 (30,2%) ao grupo 11l (10,5%). Das 24 mulheres que
integraram a casuistica, 6 (25%) eram assintométicas e 18 sintomaéticas, destas, 10 (41,7%)
pertenciam ao grupo Il e 8 (33,3%) ao grupo 1V (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuigdo dos individuos por sexo em relagéo ao critério de classificagdo do CDC
de 1989.

Classificagdo do CDC

Sexo I* 1 v Total
n° n° n° n°
Masculino 8 23 45 76
Feminino 6 10 8 24
Total 14 33 53 100

Fonte: SAME/ HEC/FIOCRUZ/RJ

*Pertencentes ao grupo dos assintomaticos

B.2 - Contagem dos niveis de CD4

Dos 100 individuos, 68 tiveram registro da contagem do nivel basal de CD4; 30 destes
apresentavam CD4 menor que 200cél/mm?, 29 pacientes com CD4 menor que 500 e maior que

200 cél/mm?® e em apenas 09 0 CD; encontrava-se acima de 500cél/mm? (Gréafico 2).

Grafico 2 — Distribuicéo da casuistica por sexo e contagem de CD4
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Fonte: SAME/ HEC/ FIOCRUZ/ RJ

B.3.- Infec¢des oportunisticas prévias e concomitantes

Dos 100 pacientes HIV positivo, 79 tiveram registro em prontuario das infeccdes
oportunisticas, 14 pacientes nao tiveram infeccdes e outros ndo tinham qualquer registro.
Descrevemos, na tabela 4, os numeros de infec¢bes oportunisticas/concomintantes por

etiologia e/ou sindrome e a frequéncia.
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Tabela 4-Frequéncia das doencas associadas que ocorreram em 79 pacientes HIV positivos da
casuistica.

Infeccbes Oportunisticas/ Total

Concomitantes no. %
Candidiase oral 48 60,7
Tuberculose/Micobateriose 30 37,9
Infeccéo herpética 26 32,9
Pneumocistose 23 29,1
Neurotoxoplasmose 18 22,7
Herpes simples 17 21,5
Citomegalovirose 14 17,7
Coccidiose 14 17,7
Sepse 10 12,6
Infeccdo do trato intestinal 10 12,6
Criptococose 9 11,4
DST (sifilis/ condiloma) 8 10,1
Sarcoma de Kaposi 7 8,8
Furunculose/abscesso 4 51
Estrongiloidiase 4 51
Salmonelose 3 3,7
Hepatite 3 3,7
Linfoma 2 2,5
Histoplasmose 2 2,5
Leishmaniose 2 2,5
Osteomielite 2 2,5
Molusco contagioso 2 2,5
Outros 12 15,2

Fonte: SAME/ HEC/FIOCRUZ/RJ



C. Estudo da frequiéncia e principais causas dos 6bitos na casuistica até 1995

De maio de 1990 a dezembro de 1992, dos 100 individuos incluidos no protocolo, 25
(25%) evoluiram para o 6bito, sendo que 2 destes individuos (8% de 25) tiveram criptococose
disseminada como principal causa do 6bito, conforme identificado na anatomia patoldgica.

De janeiro de 1993 a dezembro de 1995, mais 35 pacientes evoluiram para o éxito
letal. Destes, 5 pacientes (n° 3, n° 21, n° 45, n° 51 e n°® 78) apresentaram criptococose
disseminada e, em 4 deles, a causa do 6bito foi a criptocose (Quadro 2, Anexo VI).

Até dezembro de 1995, foram confirmados um total de 60 dbitos, dos quais 6 (10% de
60) tiveram como causa direta a criptococose, sendo trés casos confirmados por necropsia e 0s
outros trés restantes foram confirmados por exames laboratoriais (microscopia direta com
tinta nanquim, cultivo e sorologia de pesquisa de antigenos) ainda em vida.

Entre as causas mais frequentes de Obito destacamos micobacteriose
atipica/tuberculose em 10 (15% de 60), septicemia em 11 (18,3% de 60), por diversos outros
agentes, sendo trés de natureza bacteriana confirmadas por hemoculturas, sendo duas por
Enterococcus sp., uma por Staphilococcus aureus meticilina resistente (MRSA),
neurotoxoplasmose em 6 (10%), criptococose em 6 (10%) e histoplasmose disseminada em
dois (3,3%), citomegalovirose disseminada em 3 (5%), pneumocistose em 2 (3,3%). Outras

causas foram variadas ou ndo definidas (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribui¢do das causas de 60 6bitos na casuistica estudada até margo de 1996.

Causas de 6bito N° Frequencia %
Septicemia 11 18,4
Micobacteriose/tuberculose 9 15
Neurotoxoplasmose 6 10
Criptococose 6 10
Sindrome neuroldgica 4 6,7
Citomegalovirose 3 5
Histoplasmose 2 3,3
Pneumocistose 2 3,3
Ignorada 9 15
Outras 12 13,3
Total 60 100

Fonte: SAME/HEC/FIOCRUZ/RJ
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Entre janeiro de 1996 e julho de 1997 ocorreram mais 5 ébitos. Destes, 2 foram por

faléncia de maltiplos érgdos e os outros 3, por causa ignorada.

C.1. - Descricdo dos casos de Criptococose no periodo: abril de 1990 a maio de 1999

A seqguir, apresenta-se a descricdo dos casos de Criptococose que ocorreram, fora do
protocolo de investigacdo de colonizagdo cutaneo-mucosa.

Foram apurados seis pacientes (n° 3, n® 21, n°® 45, n® 51, n® 78 e n°® 97) que tiveram
criptococose no periodo compreendido entre abril de 1990 a maio de 1999.

O paciente n° 3, de 32 anos de idade, masculino, natural de MG, cabelereiro, era
bissexual. Durante o protocolo realizado em maio de 1990 possuia dosagem de CD4 com 340
celss/mm?, e os espécimes coletados ndo permitiram o isolamento de C. neoformans.
Apresentou tuberculose pulmonar em outubro de 1991. Em janeiro de 1994, ap6s 20 dias de
cefaléia e febre, escotoma bilateral e fotofobia, foi diagnosticada criptococose disseminada
através do isolamento do C. neoformans de sangue e LCR. Iniciada terapia com fluconazol,
evoluiu para o 6bito 24h apoés intituida terapia antifungica. Nao fazia uso de terapia anti-
retroviral.

O paciente n® 21, de 50 anos de idade, masculino, natural do RJ, portuario, era
heterossexual, com histdria de hemotransfusdo antes de 1985. Em novembro de 1990 tinha
niveis de CD4 com 50 céls/mm?. Submetido ao protocolo em julho de 1991, ndo houve
isolamento de C. neoformans. Iniciada terapia anti-retroviral com zidovudina (AZT) e
didanosina (DDI) em fevereiro de 1993. Evoluiu com sindrome anémica pelo AZT, sendo
suspensa esta terapia, em janeiro de 1994, mantendo-se em monoterapia com DDI. Durante
investigacdo de sindrome febril acompanhada de tosse seca, dispnéia, cefaléia frontal e retro-
orbitaria em maio de 1994, foi realizada puncao liquérica isolando-se C. neoformans do LCR,
embora 0 exame deste ndo apresentasse alteracdes citologicas ou bioquimicas, tendo
diagnosticada criptococose disseminada. Instituida terapia com anfotericina B, foi feita dose
acumulada de 1.350 mg. Foi reinternado por duas outras vezes no ano corrente, com recaida
da criptococose, evoluindo para o 6bito em dezembro de 1994. Estudo de necrdpsia revelou
criptococose disseminada e abscesso cerebral por Nocardia sp. (Quadro n.3 — Anexo VII).

O paciente n° 45, masculino, de 29 anos de idade, professor, homossexual, era natural
do RJ. Em novembro de 1990 tinha dosagem de CD4 com 62 cél/mma3. Iniciou terapia

antirretroviral com AZT em janeiro de 1992. Realizado protocolo de investigagcdo neste
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mesmo més, ndo sendo isolado C. neoformans de quaisquer espécimes cutdneo-mucosos
coletados. Em setembro foi internado com sindrome febril e neuroldgica (cefaléia occipital)
sem sinais de comprometimento de pares cranianos, realizada puncdo lombar a qual revelou
meningite a liquor claro (citometria com 200 cél/mm?® com 100% de células mononucleares
sem relato de bioquimica em prontuério), o exame microscopico direto em tinta nanquim foi
positivo para C. neoformans. Iniciada anfotericina B, evoluiu com flebite sendo trocado
esquema anti-fangico por fluconazol, ndo hé relatos de dose acumulada de anfotericina B em
prontuério. Teve alta em uso de fluconazol profilatico. Evoluiu o para o éxito letal em
setembro de 1994 com recaida da criptococose.

O paciente n° 51, masculino, de 40 anos de idade, gari, heterossexual, era natural do
RJ. Submetido ao protocolo de investigacdo em marco de 1992, sem isolamento de C.
neoformans a ocasido, tinha candidiase oral e tuberculose ganglionar. Iniciado AZT em
fevereiro de 1993 e profilaxia para pneumonia por Pneumocistis carinii. Em margo de 1994
foi internado com sindrome febril e diarréia, apresentava também pansinusite. Exame
radiologico dos seios da face revelou velamento das células etmoidais, com espessamento de
mucosa em seios maxilares direito e esquerdo, sendo tratado como sinusite bacteriana com
cefuroxime e clindamicina. Posteriormente foi isolado de urina e escarro C. neoformans.
Antes que fosse instituida terapia antifungica evoluiu com sinal de irritacdo meningea,
fotofobia, queda do estado geral e @bito. O estudo de necrdpsia revelou criptococose
disseminada com doenca neurolégica (Quadro n.3 — Anexo VII).

O paciente n® 78, masculino, bissexual, casado, 30 anos de idade, era natural do RJ,
pedreiro. Em acompanhamento no ambulatorial pelo HEC desde marco de 1992, quando foi
submetido ao protocolo de investigacdo de colonizagdo cutaneo-mucosa, ndo sendo isolado o
fungo. Em 1992 apresentou tuberculose disseminada, em tratamento irregular, abandonou o
hospital até 1995, quando foi internado com caquexia, sindrome febril sem sinais de irritacdo
meningea ou sinal neuroldgico focal. Evoluiu com insuficiéncia respiratoria aguda e com
menos de 24h de internacdo foi a ébito. Resultado de hemocultura foi positivo para C.
neoformans no dia seguinte ao 6bito. Tratava-se, assim, de diagndstico tardio de criptococose
disseminada.

A paciente n® 97, feminina, de 43 anos de idade, parceira de paciente HIV positivo
usuério de droga, foi submetida ao protocolo de investigacdo em 1992, sendo negativa a

investigacdo para C. neoformans. Em agosto de 1996 foi repetido o protocolo, isolando-se C.
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neoformans var. gattii sorotipo B (Anexo 1X, Figuras 2A e 2B; Anexo X, Figuras 3A e 3B) do
escarro.

Em maio 1999 foi submetida a investigacdo de sindrome febril, quando foi
diagnosticada criptococose disseminada por apresentar teste do latex positivo no sangue e
hemocultura positiva para C. neoformans var. neoformans. Esta paciente serd descrita em

maiores detalhes no topico seguinte (Fase 3).

53 FASE3

Colonizagéo cutaneo-mucosa e/ou infeccdo por Cryptococcus neoformans em 28,
dos 30 individuos remanescentes da casuistica inicial (n=100).

No periodo de abril de 1996 até julho de 1997, dos 100 individuos HIV positivo que
constituiram a casuistica inicial, 30 sobreviveram, 60 faleceram e dez foram considerados
abandono de acompanhamento ambulatorial por perda total de contacto com 0s mesmos e
seus familiares. Os 30 pacientes remanescentes foram contatados para repetir o rastreamento
cutaneo-mucoso. Destes, dois ndo compareceram para reintegrar-se ao grupo de estudo. Dos
28 pacientes que integraram esta casuistica, 19 eram do sexo masculino com idade variando
entre 30 anos a 62 anos, a média de 40 anos, a mediana 37 anos e o desvio padrdo 9,0; o CD4
entre os homens variou de 1 cél/mm? a 846 cél/mm?, com média de 234,0 cél/mm?3, mediana
200,0 cél/mm? e desvio padrdo 230,5 cél/mm3. As nove pacientes do sexo feminino, com a
idade variando de 25 a 55 anos, a média foi de 39,8 anos, a mediana 40 anos e desvio padréo
9,1. A dosagem dos niveis basais de CD4 destas mulheres variou de 15 cél/mm? a 424
cél/mm?3, média 238 cél/mm3, mediana 230 cél/mm?® e desvio padrdo 141,3 cél/mm?3. Os niveis

de CD4 entre homens e mulheres ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa.

A - Descricdo de caso: Colonizagéo transitoria

A seguir sdo descritos os casos de colonizagdo transitoria por C. neoformans var.
gattii e Criptococose disseminada por C. neoformans var. neoformans.

Em apenas um caso, paciente n° 97, houve isolamento de C. neoformans na fase 3,
caracterizando colonizacdo transitoria. Tratava-se de uma mulher com histéria de

sinusopatia cronica e sequela de tuberculose pulmonar, tabagista e no momento do exame
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clinico encontrava-se com sintomatologia de sindrome respiratoria alta h& cerca de um més,
acompanhada de tosse produtiva com expectoracdo amarelada.

Esta paciente, em outubro de 1991 foi submetida ao protocolo de rastreamento
cutaneo-mucoso para deteccdo de C. neoformans, cujo resultado foi negativo. Nesta ocasido
apresentava CD4 de 225 cels/mm? e estava assintomatica.

Em agosto de 1996, quando tinha 39 anos de idade, foi repetido o protocolo (fase 3),
isolando-se C. neoformans var. gattii sorotipo B (Anexo IX, Figuras 2A e 2B; Anexo X,
Figuras 3A e 3B) do escarro. Clinicamente a paciente referia um més de persistente estado
gripal, astenia, acompanhado de tosse produtiva com expectoracdo amarelada, perda ponderal
de dois quilos e auséncia de febre. O exame fisico ndo evidenciou anormalidades. Exames
complementares revelaram anemia, leucopenia e contagem de CD4 234 cels/mm?. O exame
radiologico do torax evidenciou traves fibrosas em apice de pulméo direito, sequela de
tuberculose pulmonar e exame radiolégico dos seios da face mostrou espessamento laminar
da mucosa em seio maxilar direito e concéntrico em maxilar esquerdo.

Devido ao isolamento de C. neoformans var. gattii de escarro, foram realizadas mais
trés coletas deste espécime, além de urina, sangue, material de lavagem dos seios da face e
LCR, ndo se repetindo o isolamento fangico e ou bacteriano em quaisquer destas amostras
subseqientes. A antigenemia também foi negativa. A puncdo dos seios da face também néo
revelou crescimento fungico. Como a paciente referiu atraso no ciclo menstrual, foi realizado
teste imunoldgico de gravidez (TIG), sendo confirmado gravidez. Face a persisténcia da
sintomatologia respiratdria alta optou-se pelo inicio de tratamento com ampicilina e, em
virtude da numerosa contagem de colbnias de C. neoformans no escarro da primeira amostra,
optou-se pelo inicio do tratamento com anfotericina B, o que foi recusado pela paciente.

Foi observada a regressdo do quadro respiratorio apenas com a antibioticoterapia e
apesar da recusa ao tratamento com o anti-fingico proposto, o fungo ndo foi mais isolado de
mucosa respiratoria nem de qualquer outro sitio, repetido consecutivamente por mais trés
vezes em 11 meses de acompanhamento; o exame do teste de latex para evidenciacdo de
antigeno criptococécico em sangue e LCR resultou negativo, caracterizando-se entdo o caso
como sendo caso de colonizacdo transitoria por C. neoformans var. gattii. A gravidez,
gemelar, transcorreu sem problemas. A paciente permaneceu assintomatica, com CD4 de 306
cels/mm?® até maio de 1999, quando, em vigéncia de uso irregular de medicagdo anti-
retroviral, foi internada com sintomas respiratérios altos (sinusite) e sindrome febril, sendo

solicitados exames complementares, através dos quais obteve-se o isolamento de C.
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neoformans var. neoformans de sangue, além da sorologia do teste do latex também estar
positiva. O escarro solicitado ndo evidenciou presenca do fungo e 0s niveis de CDg4
mantinham-se acima de acima de 200 cels/mm?® (212 células por mm?®). Confirmado o
diagnostico laboratorial de criptococose disseminada por C. neoformans var., neoformans,

foi iniciada terapia anti-fungica.

B - Frequéncia de isolamento de C. neoformans por espécime clinico

Quanto a freqliéncia de isolamento do C. neoformans por espécime clinico obtivemos
seis isolamentos de urina, cinco de escarro, cinco de hemoculturas, trés de LCR e dois de
secrecdo nasal. De seis pacientes obteve-se isolamento de mais de um espécime clinico;
destes, 5 apresentavam doenca criptococica disseminada, em um destes pacientes houve
isolamento de C. neoformans de mucosa nasal, brénquica, sangue e urina (Quadros 1 e 2
(Anexos V e VI).

54 -FASE4
A fasse 4 trata do acompanhamento dos pacientes apos a consecucdo dos estudos

realizados nas fases anteriores e culminam no processo de discussao.

6 - DISCUSSAO

O perfil epidemioldgico da casuistica reflete aquele observado em casuisticas similares
mundiais, considerando-se o periodo em que foi constituida. A principal forma de transmissao
do HIV foi por contato sexual, sendo expressiva a predominancia do homossexualismo e
bissexualismo como fatores de risco. Observamos o predominio do sexo masculino sobre o
feminino numa razdo de 3:1, o0 que estd de acordo com a época do inicio do protocolo em
1990, atualmente a proporcdo de mulheres infectadas pelo HIV € maior. Quanto a
naturalidade e procedéncia a grande maioria dos individuos da nossa casuistica é da regido
sudeste, basicamente do Rio de Janeiro, aspecto esperado e decorrente da area de cobertura de
servico de referéncia para AIDS do Hospital Evandro Chagas.

Quanto ao perfil clinico a maioria dos individuos ja apresentavam AIDS (79%), com
baixos niveis de CD4, o que relaciona-se com o consideravel namero de obitos ocorridos em

5 anos, numa época em que ainda ndo havia uma terapia anti-retroviral ou apenas iniciava-se

48



a monoterapia com AZT. Este perfil da casuistica mostra que o estudo de colonizacéo pelo C.
neoformans cobriu principalmente estdgios de imunodepressdo acentuada e também a
transicdo para estes estagios.

Com relacdo a outras infeccbes oportunisticas chama a atencdo a expressiva
mortalidade por sepsis bacteriana, tuberculose e micobacteriose atipica, seguida da
pneumocistose e neurotoxoplasmose, enquanto que a morbidade foi relacionada
principalmente a candidiase oral e infeccdo herpética, entre outros. A histoplasmose esteve
relacionada a mortalidade, ocorrendo em 3,3% de nossa casuistica. A criptococose, com uma
freqUiéncia de 10%, foi a terceira maior causa de morte, como observado em outras series,
com excecdo da Africa, onde observa-se até 20 a 30% de criptococose associada a AIDS (Van
de Perre et al., 1984; Swinne et al.,1991).

Observamos que no grupo estudado, inicialmente com 100 individuos, seis destes
apresentaram isolamento de C. neoformans var. neoformans, refletindo diferentes tipos de
relacOes parasita - hospedeiro. Em um deles (paciente n® 20) ocorreu colonizagdo de mucosa
respiratoria (escarro e secrecdo nasal) de forma transitéria, evidenciada pela negativacdo de
coletas subsequentes, correlacionando-se com estado imunitario deste paciente que, embora
infectado pelo virus HIV, apresentava ainda estado imunitario pelo menos parcialmente
preservado, a julgar pela avaliacdo do CD4 periférico. Esta breve colonizagdo nao parece ter
tido repercussdo quanto a evolucgdo clinica e risco de adoecer com criptococose, uma vez que
este paciente veio a falecer 4 anos mais tarde por outra causa e em nenhum outro momento o
fungo foi reisolado. Levando em conta a significativa prevaléncia da variedade neoformans
em poeira domiciliar, bem como em outros materiais organicos, em torno de 13 a 15% no Rio
de Janeiro (Passoni 1999; Lazera, 1993), podemos supor que individuos residentes na cidade
do Rio de Janeiro exponham-se cotidianamente a esta variedade, eventualmente apresentem
colonizacdo transitéria, como evento menor de curta duracdo que sé teria um potencial de
risco de infec¢do em individuos com evidente imunodepressédo. E mesmo no caso em questéo,
0 paciente aparentemente conseguiu eliminar ou reduzir significativamente os elementos
fangicos na mucosa respiratoria, o que reforca o carater essencialmente oportunistico da
variedade neoformans e a importancia da integridade imunoldgica do hospedeiro.

A segunda situacdo de isolamento da variedade neoformans de mucosa respiratoria
(escarro) ocorreu em paciente (n° 57) ja com evidente déficit da barreira mecénica e
imunoldgica da mucosa oro-nasal e brénquica, embora com CD4 acima de 200 e estado

imunoldgico sisttmico parcialmente preservado. Apresentava como doenga de base bem

49



anterior ao surgimento da AIDS uma forma disseminada cronica de paracoccidioidomicose,
que por si so, além do dano a mucosa respiratoria, tem papel potencial de imunodepressao
celular. Recente relato sugere que a paracoccidioidomicose predisponha a infeccédo
criptococica (Bernard et. al. 1996). Havia, portanto, duas condi¢cdes predisponentes a
colonizacdo seguida de invasao e disseminacao por C. neoformans no momento do isolamento
do fungo do escarro, embora ndo houvesse qualquer indicio clinico de infeccdo disseminada.
Nesta situacdo de fragilidade do hospedeiro frente a um agente ja instalado em seu organismo,
a distincdo de cada uma destas fases pode ser extremamente dificil por ser limitrofe e porque
a passagem do estado de colonizagdo para invasdo pode ser suUbita e clinicamente
imperceptivel. Assim, por experiéncia pessoal e baseada em dados da literatura, estes casos
especificos, mesmo que assintomaticos, devem ser tratados com antifungico, sendo
interpretados como estagio inicial de infec¢do criptococica em AIDS. Este paciente veio a
falecer de outra causa, um ano depois, sem evidéncia do fungo a necrépsia.

No terceiro caso (paciente 77) de colonizacdo de mucosa respiratéria (escarro), ja
havia imunodepressdo celular significativa relacionada ao AIDS e também duas outras
doencgas — leishmaniose tegumentar americana e hanseniase — ambas também relacionadas a
deficiéncia de imunidade celular. A gravidade da imunodepressdo neste caso reflete-se na
multiplicidade de infec¢des oportunisticas associadas, incluindo sarcoma de Kaposi. A analise
deste caso revela situacdo semelhante ao anterior, ndo sendo possivel distinguir colonizacao
de infecdo progressiva.

Ainda como reflexdo, devemos considerar que foi obtido isolamento de C. neoformans
de mucosa respiratoria, com provavel dano funcional, nos dois Ultimos casos analisados
(pacientes 57 e 77). Estudos anteriores evidenciam colonizagdo por C. neoformans em
individuos com DPOC, onde a barreira mucosa respiratoria estd comprometida (Randhawa &
Paliwal, 1979). Com base em nossos achados e de outros relatos podemos especular que dano
de mucosa respiratoria facilitaria a sua colonizagéo (Bernard et. al. 1996).

No quarto caso (paciente n° 14) o encontro do fungo no escarro e na secre¢do nasal
(Figura 1A) pelo protocolo surpreendeu uma forma de criptococose disseminada (isolamento
de C. neoformans de urina, secrecdo nasal e LCR- Figura 1B) que foi entdo tratada
supressivamente com anfotericina B. O obito ocorreu um ano apos, relacionado clinicamente
a outra causa, mas ndo foi realizada necropsia. Tratava-se de um caso de forma grave de
criptococose disseminada em paciente que ndo reverteu seus baixos niveis de CD4, mesmo em

uso de antirretroviral, que naquela época era basicamente monoterapico.
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O quinto caso (paciente n°® 15) correspondeu a uma forma de criptococose disseminada
identificada através da rotina do protocolo. Diferente dos quatro anteriores, ndo apresentou C.
neoformans em amostras do trato respiratorio, inclusive no nasal, porém apresentou resultado
positivo em urina. Em seguida, diante do resultado positivo na urina, outros espécimes foram
investigados, obtendo-se o isolamento de C. neoformans de sangue. Os dados clinicos
referentes a infeccBes oportunisticas apontam para comprometimento do trato gastro
intestinal, particularmente sua mucosa, pois este paciente também apresentava
estrongiloidiase e salmonelose persistente. No entanto, poucos meses ap0s, sob terapéutica
antifungica, evoluiu para 6bito e a necrdpsia revelou formas fungicas suspeitas apenas no
tecido pulmonar. Neste caso pode-se especular sobre a patogenia da micose, relacionada a
foco enddgeno pulmonar, uma vez que nao houve isolamento de mucosa respiratoria alta,
contudo ndo had como descartar também, uma outra possivel via de infecdo, o trato gastro
intestinal, como fonte exdgena. Embora ndo haja evidéncias de comprometimento do trato
gastrointestinal por C. neoformans em estudo de necropsia, é possivel especular esta outra via
de infeccdo. Estudo em animal imunodeficiénte a administracio do C. neoformans
encapsulado por via oral bem como instilacdo nasal mostrou a possibilidade de disseminacéo
a partir dessas duas vias (Salkowski et. al; 1987, Anderson & Sagha, 1988).

Em contrapartida, nos casos anteriores € possivel especular-se quanto a infec¢do
exogena precedida de colonizag&o do trato respiratorio alto.

Os dois mecanismos propostos, enddgeno e exdgeno, podem ocorrer. Porém, estudos
epidemiolégicos, mesmo com marcadores moleculares, ndo permitem distinguir tais situacdes
no momento.

O sexto caso (paciente n° 74), de isolamento de C. neoformans de urina, apresenta um
perfil bastante semelhante ao caso anterior, com forma disseminada de criptococose e ndo
isolamento do agente de mucosa respiratoria. Todos 0s outros espécimes investigados,
inclusive lavado bronco-alveolar, resultaram negativos. Foi interpretado como criptococose
disseminada pelo achado de C. neoformans em urina e pela baixa imunidade, razao pela qual
recebeu terapia antifungica supressiva. Embora ndo apresentasse meningoencefalite por C.
neoformans, cerca de um més depois evoluiu para obito, com observacdo do fungo na
necropsia em proéstata, medula 6ssea, figado, baco e linfonodos, ndo sendo encontrado em
cortes de sistema nervoso central. A causa diretamente relacionada a morte foi a

pneumocistose, mas a presenca do fungo nos diversos 6rgdos indica persisténcia da infeccéo
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fangica. Infelizmente ndo foi feito a dosagem CDg4, cujos niveis possivelmente estariam
baixos.

Em resumo, os aspectos basicos da relacdo C. neoformans com hospedeiro infectado
por HIV sdo expressos pelas situacdes acima descritas, como fases de um processo dindmico
iniciado por colonizacdo transitoria, colonizacdo seguida de infeccdo progressiva e
doenca disseminada. A progressdo ou ndo de cada uma destas fases depende da complexa
interacdo parasito-hospedeiro. A imunidade celular, avaliada pela contagem de CDs, parece
exercer papel fundamental na contencdo da disseminacdo da criptococose nos pacientes
estudados. Os pacientes colonizados por C. neoformans a contagem de CD4 foi maior que 200
cels/mm?3 e os pacientes que tiveram infecgdo criptococica disseminada a média da contagem
de CD4 foi menor que 100 céls/mm? (excetuando-se a paciente n° 97, a qual estava em uso de
antirretroviral), estes dados confirmam dados de literatura que relacionam a criptococose
disseminada com contagem de CD4 abaixo de 100 céls/mm?® (Crowe et. al. 1991).

Na fase de interrupcdo do protocolo, de 1993 a 1995, mais 5 casos de criptococose
foram apurados neste mesmo grupo, que no inicio deste periodo contava com 75
sobreviventes. Estes casos da micose foram identificados por investigacdo clinica do médico
que os acompanhava. Correspondem a formas disseminadas com acometimento do SNC, em
sua maioria com niveis de CD4 abaixo de 50 céls/mm?® e foram todos por variedade
neoformans sorotipo A. Portanto, o diagnoéstico foi realizado em fase grave e avangada da
micose, sendo que nos dois casos submetidos a necrdpsia, havia evidéncia de doenca ativa e
disseminada.

Na fase trés, duas situacOes distintas foram detectadas numa Unica paciente (n° 97). A
primeira, de colonizacéo transitoria por variedade gattii sorotipo B. Trata-se de um achado
inesperado, ainda ndo registrado na literatura em seres humanos. O Unico relato paralelo e
préximo corresponde a descricdo de colonizacdo de mucosa respiratéria em coala, animal
originario da Australia (Connolly et al., 1999). Esta paciente é natural do Rio de Janeiro, mas
tem historia de viagem, um ano antes, para o estado da Paraiba, nordeste brasileiro. Sabe-se
gue esta regido, particularmente o Meio-Norte, é area de ocorréncia de casos humanos de
criptococose causada por C. neoformans var. gattii, e ndo se pode excluir a possibilidade de
que a paciente tenha entrado em contato com este agente nesta regido (Cavalcanti, 1997). Na
suposicdo de gque 0 contagio ocorreu um ano antes, na sua visita ao nordeste, poder-se-ia
especular, ainda, a ocorréncia de uma infeccdo regressiva ou entdo, uma colonizacdo

persistente. Contudo, houve um periodo relativamente longo até a detec¢do da colonizacéo,
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que logo apo6s deixa de ser observada, uma vez que uma série de coletas seriadas subsequentes
foram negativas. O fungo ndo parecia estar colonizando seios paranasais, cujo material
coletado foi negativo. Deve-se considerar também que pode ocorrer exposi¢do ocasional a
variedade gattii no Rio de Janeiro, uma vez que esta ja foi isolada de fezes de morcego em
sOtdo no bairro do Humaité (Lazera, 1993). Infelizmente, a paciente ndo permitiu visita a sua
residéncia para possivel investigagdo ambiental local. Consideramos o achado como
colonizacdo porque ndo foi evidenciada a presenca do fungo em qualquer outro sitio,
inclusive atraves de método sensivel, como a deteccdo de antigeno polissacaride no soro e no
liquor da paciente. Mas, deve-se notar que a densidade do fungo na secre¢do brénquica foi
muito elevada (figuras 2A, Anexo IX e figura 3A, anexo X), com isolamento de pelo menos
50 coldnias de pequeno volume de escarro, 0 que de antemdo exclui contaminacéo externa.

Ainda em relacdo ao caso da paciente 97, é possivel que o estagio de colonizacdo nao
tenha evoluido para infecdo progressiva devido a imunidade celular parcialmente preservada,
com CD4 acima de 200 céls/mm?® (Crowe et. al. 1991). Outro fator que poderia afetar a
imunidade de maneira negativa seria a gravidez em curso, concomitante ao isolamento do
fungo. A gravidez humana tem sido associada ao aumento da susceptibilidade a numerosas
doencas infecciosas e ao agravamento do quadro clinico (Lea & Calder, 1997). Talvez essa
relacdo ndo possa ser feita no caso especifico de colonizacdo de mucosas pelo C. neoformans,
uma vez que outros fatores poderiam ter um papel mais importante tal como a leséo previa da
mucosa por outro agente infeccioso, neste caso a infeccdo prévia por Mycobacterium
tuberculosis poderiamos correlacionar com outros dados que relacionam a outra micose
sistémica que afeta predominantemente mucosa, a paracoccidioidomicose, que parece
predispor a criptococose (Bernard et. al. 1996). Outro aspecto importante a considerar é que
mesmo em areas endémicas, com clara exposicao a variedade gattii, 0s casos de criptococose
em AIDS por esta variedade sdo raros (Saag et. al., 1995). A situacdo observada no caso
desta paciente pode refletir processo de colonizacdo transitoria sem evolucdo para doenca
criptocdcica em paciente com AIDS. No entanto, os mecanismos implicados neste caso ndo
estdo claros. O tratamento para paciente foi indicado com anfotericina B, pelo risco potencial
de disseminagdo do fungo em virtude dos fatores de morbidade que poderiam predispor a
disseminagdo fangica. A medicacgdo indicada foi a anfotericina B por ser de escolha para
pacientes gravidas, ja que ha relatos de teratogenia pelo fluconazol (Pursley et.al. 1996).

Trés anos depois, apesar de manter CDs nos mesmos niveis e em uso irregular de

terapia antirretroviral tripla, esta paciente n°® 97 foi encontrada com criptococose por C.
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neoformans var. neoformans. Portanto, a doenca ndo poderia ter evoluido a partir do estagio
inicial de colonizacdo causada por outra variedade do fungo. A possibilidade de mudanca
genética da variedade gattii para neoformans ja foi aventada, mas rejeitada por especialistas
no assunto (Kwon-Chung & Bennett, 1984). Outra possibilidade é a de coloniza¢do mista por
ambas as variedades, mas s0 a variedade gattii foi identificada no procedimento. Seria
necessario o estudo individual de colénias do fungo encontradas no mesmo espécime clinico
positivo. E possivel também que os dois eventos na mesma paciente nio estejam relacionados
entre si.

Como visdo conjunta de nossos achados relacionados a criptococose e seu agente,
dentre os 100 pacientes originais, em 11 foi isolado C. neoformans var. neoformans e, no 12°
paciente C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var.gattii foram encontrados em
momentos diferentes, correspondendo a situacdes diferenciadas da relacdo parasita-
hospedeiro. Portanto, tivemos 2% de colonizagao transitéria por C. neoformans, sendo um
caso por var. neoformans e outro por var. gattii; 2% de colonizacgéo fase inicial de infeccao
e 9% de criptococose disseminada por C. neoformans var. neoformans. Observamos que no
periodo inicial do estudo de colonizacdo com 100 individuos, 6% apresentaram isolamento do
fungo. De 1993 a 1995 ocorreram mais cinco casos de criptococose nos 75 sobreviventes
(6,6%), todas eram formas disseminadas, reveladas pela revisdo dos prontuarios. Nesta fase
intermediéaria, entre 1993 e 1995, em que o protocolo de colonizagdo ndo foi aplicado, é
possivel que outros casos de colonizacdo ndo tenham sido identificados, subestimando-se este
evento no periodo.

Na terceira fase, em que voltou-se a aplicar o protocolo de rastreamento do fungo em
28 dos 30 pacientes remanescentes da casuistica original, detectou-se um evento de
colonizacdo transitéria (3,5%) e outro de criptococose disseminada (3,5%), num mesmo
paciente, 0 que em termos de isolamento do fungo daria 7%. Teria a terapia antirretroviral
influenciado a expressdo da micose neste grupo de 28 pacientes, que em sua maioria fez uso
de antirretroviral em esquema isolado ou combinado? Acreditamos que, a longo prazo, como
ja observado pela redugdo da mortalidade global em AIDS, haja redugdo da incidéncia de
criptococose disseminada nestes individuos. No entanto, 0 mesmo ndo se pode afirmar com
relacdo a colonizacdo e talvez aos estagios iniciais de infeccdo por C. neoformans, que
apresentariam um potencial de regressdo em individuos com a imunidade parcialmente

restaurada. O caso da paciente n° 97 reflete, a nosso ver, esta possibilidade.
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O grupo analisado ndo evidenciou qualquer situacdo de colonizagdo cutanea por C.
neoformans, sequer algum achado causado por contaminacéo externa. Diferindo por completo
dos achados de McGinnis et. al. (1975) que encontrou 18% de colonizacdo cutanea, s que
em individuos higidos. Portanto, a colonizagcdo cutanea por este fungo nao parece relevante
neste grupo estudado.

A urina e o escarro foram os espécimes clinicos a partir dos quais obtivemos a maior
frequéncia no isolamento de C. neoformans. O isolamento do fungo da urina esteve
principalmente relacionado a doenca disseminada, enquanto do escarro esteve relacionado a
colonizagdo de mucosa respiratéria. Dos 13 casos relatados em seis dos pacientes com
isolamento do fungo da urina, todos tinham doenca disseminada e sindrome febril, enquanto
gue em cinco pacientes com isolamento a partir do escarro, dois apresentavam colonizagéo
transitdria e outras duas colonizacdes / fase inicial de infec¢cdo, apenas um apresentava doenca
disseminada. Estudo retrospectivo de 10 anos de criptococose associada a AIDS realizado no
Hospital Evandro Chagas no periodo de dezembro de 1987 a dezembro de 1997 revelou que
espécime clinico que obteve maior rendimento para o diagnostico de criptococose
disseminada foi também a urina, com 33 (65%) dos 61 pacientes (Galhardo, 1998). Em 1989,
Staib ja havia relacionado a deteccdo do C. neoformans em urina e a importancia deste
material clinico no diagnostico e patogénese da criptococose reforca o autor a importancia do
diagndstico precoce desta micose para 0 sucesso da terapia. Logo, a busca regular do fungo
em amostras de secreces do trato respiratério e na urina deve ser introduzida na rotina de
acompanhamento destes pacientes, independente de manifestacGes clinicas, principalmente
aqueles que tenham outros fatores de lesdo de mucosa associados como tuberculose,
paracoccidioidomicose, leishmaniose (Bernard et. al., 1996).
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7 — CONCLUSAO

A conclusdo da pesquisa apresenta-se em topicos. Esta exposicdo permite observar
resultados da pesquisa acerca da colonizacdo cutaneo-mucosa e / ou infeccdo por
Cryptococcus neofarmans em individuos infectados pelo HIV, com e sem sindrome de
imunodeficiéncia adquirida, por meio de estudo prospectivo e evolutivo de corte

interrompida.

1.A colonizagdo transitoria por C. neoformans ocorreu em 2% dos pacientes analisados, uma
por C. neoformans var. neoformans, sorotipo A e outra por C. neoformans var gattii sorotipo
B, ambos com imunidade parcialmente preservada.

2. A colonizagéo fase inicial de infeccdo por C. neoformans ocorreu em 2% da mesma
casuistica, causada por C. neoformans var. neoformans sorotipo A, em individuos

imunodeprimidos.

3. A criptococose disseminada foi identificada em 9% da casuistica, todos por C.

neoformans var. neoformans, (sorotipo A) em imunodeprimidos.

4. Nao foi detectada colonizagdo cutanea por C. neoformans na casuistica.

5. O estado de colonizacdo transitdria ndo se correlacionou com risco tardio de adoecer de

criptococose, no grupo analisado.

6. A freqiéncia de isolamento de C. neoformans no grupo estudado foi de 13%,

correpondendo a 12% de individuos.

7. O espécime clinico onde C. neoformans foi isolado com maior frequéncia foi o escarro,

ndo tendo havido isolamento de mucosa orofaringea.

8. Ambas as variedades podem colonizar a mucosa traqueobrdnquica.
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A partir dos resultados obtidos, com base nos dados clinicos dos pacientes que
comporam a casuistica, pode-se alavancar outros estudos com relagdo a colonizagdo de
criptococcus neofarmans em individuos com deficiéncia imunoldgica, abrindo uma nova

perspectiva para avaliacdo de risco e evolucdo clinica da criptococcose.
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ANEXO |

Isolamento primario de C. neoformans

Meio Niger Agar Simples com Cloranfenicol (NSA) (Staib&Seibol) (modif.), 1989)

1 — Material:

e Semente de niger (Gyizotia abyssinica) ------------------ 200 miligramas (mg)

e Aguadestilada  ----------m------ 1000 mililitros (ml) gsp (quantidade suficiente para)
o Agar e 20 gramas (Q)

e Cloranfenicol =~ -------------e---- 300 mg

2 — Preparo:

As sementes de niger foram submetidas a cozimento por 30 minutos em 500ml de
agua destilada, sendo posteriormente trituradas e filtradas em gaze. O filtrado do extrato de
niger foi colocado em proveta calibrada para 2000 ml e acrescentado adgua destilada qsp 1000
ml. Apo6s ter sido medido pH (6 — 8), foi acrescentado o antibiético cloranfenicol.
Autoclavada a 110 ° C por 15 minutos. Foram distribuidos 15 ml do meio liquefeito em
placas de Petri, assepticamente e estas deixadas a temperatura ambiente para solidificacdo do

meio e posteriormente em estufa a 36° C por 24 h como teste de esterilidade.
3 — Interpretacdo e fundamento:

Este meio é empregado no diagndstico de materiais clinicos contaminados como
escarro, urina, lavado bronco-alveolar e ndo contaminados como LCR. A suplementacdo do
meio com antibiotico inibe o crescimento de bactérias da microbiota normal e patogénica que
possam interferir  com o  crescimento do  fungo. A  enzima  3-4
dihidroxifenilalaninafenoloxidase ligada a membrana celular do fungo conferem a capacidade
de na presenca de substancias o-difenol encontrada na semente de niger, formar pigmentos de
melanina. E entre 1 a 5 dias em média as colénias de Cryptococcus neoformans adquirem cor

marrom escura, tornando facil de distingui-las entre outras leveduras .
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ANEXO II

Estudo de Variedade através do meio canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB)
(Kwon-Chung, Polachek & Bennett, 1982)

1 — Preparo do meio:

Solucgéo estoque A:

. Sulfato de L — canavanina ---------------- 30 mg

. (3 7120 S — 1g

. RO T4 /o1 0 S — 1g

. Cloridrato de tiamina 10 microlitros (ul)

(Benerva Roche ou similar)

. Agua deionizada  -----------nnnnmmmmee 100 ml

Ap6s homogenizacdo manual, o pH foi corrigido para 5,6. A solucéo foi esterelizada
por filtracdo (Sistema Millipore , com pré —filtro e filtros de 0,45 e 0,22 mm) e conservada

na geladeiraa 4° C .

Solucéo estoque B:
e Azul de bromotimol sodico ------------ 0,449
e Agua deionizada ----------==----=------- 100 ml gsp

Apdbs homogenizacdo manual, a solucdo foi guardada em geladeira a 4°C.

Preparo de 500 ml de meio :

o Aguadeionizada ------------=--mx---- 440 ml
e Solugdo estoque B --------------------- 10 ml
e Agar (Bacto agar — Difco) ------------ 10g

As substancias foram misturadas e autoclavadas em Erlemmayer por 15 minutos a
120°C. Em banho-maria, a solugéo foi resfriada até atingir 55°C. Foram acrescentados 50 ml
da solucdo A sob agitacdo manual constante em cadmara de fluxo laminar. Em seguida, foram
dispensados assepticamente 5ml do meio em tubos de vidros rosqueados, que eram colocados
em repouso sobre a bancada em semi — inclinagcdo. A coloracédo final do meio era amarelo

esverdeado claro e o pH entre 5,8 £ 0,1.
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Cada cepa a ser testada foi repicada em meio NSA e apds 48 h uma coldnia marrom
escura era retirada com alga de platina estéril e semeada na parte central da superficie do meio
centro do tubo. Os tubos semeados eram mantidos a temperatura ambiente até por 5dias.

Cepas padrao foram usadas como controle positivo e negativo.

3- Interpretacdo do resultado:

A primeira leitura era feita ap6s 2 dias e a segunda e ultima, no maximo no 5°.dia A
interpretacdo positiva foi baseada na mudanca de coloracdo do meio original (amarelo
esverdeado, pH 5,8+0,1) para azul cobalto (pH — 7,0) em 2 a 5 dias ap6s o repique da cepa em
meio CGB. A manutencdo da cor original ou a mudanga para tom esverdeado ou verde forte

em torno do indculo foi considerada negativa.

4- Fundamento:

A base bioquimica para distincdo entre as duas variedades de C. neoformans foram
baseadas na utilizacdo da glicina como fonte de carbono e nitrogénio pela cepa C. neoformans
var. gattii e sua total resisténcia ao analogo de arginina, L-canavanina. O azul de bromotimol
sodico foi usado como indicador do pH o qual em pH neutro a alcalino adquire coloracéo azul
cobalto. O meio CGB tem pH entre 5,8 + 0,1 (acido) . Logo ocorre a alcalinizacdo do meio
guando ha crescimento de C. neoformans var gattii e isto parece ser devido a liberacdo de
amonia durante a metabolizacéo da glicina pela glicina descarboxilase. (Min & Kwon-Chung,
1986).
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ANEXO Il

PROTOCOLO | (20 Fase)

Cryptococcus neoformans: Colonizagao vs Infecgcdo em HIV &

01 - Identificacao:

1-Nome:

2-N° Caso:

4-Data Nasc.: I

7-Naturalidade:

9-Endereco:

5 - Sexo: (M) (F)

3-N° Reg.:
6-Cor: (B) (N) (Pdo) (A)
8-Est.Civil: (S) (C) (D) (O)
10-Tel.:

11- Bairro:

14- Ocupagédo Atual/Anterior:

2-Cidade:

13-UF:

15-Escol.: (Fund) (1°) (2°) (3°)

02 - Histéria Social:

1-Tipo: 2-N° Cémodos:

5-Cobertura:
7-Agua: (S) (N)
10-Animais Intrad: (S) (N) quais

______ 3-Piso:
6-Animais Perid.: (S) (N) quais
8-Esgoto: (S) (N)

4-Parede:

9-Luz: (S) (N)

11-Tabagista (S) (N)

03 - Situacéo de risco parainfeccéo pelo HIV:
1-HMS () 2-Bl () 3-HTS ()
6-Hemof. () 7-Desc () 8-Outros ()

04 - Grupo CDC: (1) (1) (1) (Iv)

05 - Sorologia p/HIV:

Data / N°
ELISA:
IF:

IB:

07 — HPP - (Ano)

4-US Droga EV ()

12-Etilista (S) (N)

5-Politransf. ()

s}

06 - Classificacdo Seg. n° CD4:

(1) (2)  (3)
) (2) (3
(1) (2)  (3)

08 — Ex. Fisico
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9 - Espécimes Coletados (Rotina)

Localizacao/Data

Interdigito Podal

Interdigito de M&o

Ventral de lingua

Swab nasal

Escarro

o0k WIN -

Urina

10 - Reavaliacao da Imunidade Celular:

Data [/ N°

Leuc.Total

Linf.Total

CD4

CD8

CD4/CD8

11 - Investigacdo do paciente HIV @:

Data

Microscopia

Cultura LX

(+)

(+)

Escarro (N) (S) /]
LBA (N) (S)

(+)

(+)

Urina (N)

(+)

(+)

Sangue (N)

(+)

(+)

I~ |

+ |+ |+

N N [Nr

P |~
1

N [N N

(+)

Biopsias (N)

(+)

(+)

N|o|g A wIN e

(
(
LCR  (N) (
(
(

M.O (N)

(+)

(-) (-)
(-) (-)
(-) (-)
(-) (+) (=)
(-) (-)
(-) (-)
() ()

(+)

8. RX Torax (N) (S) [

( ) Normal

( ) Adenomegalia mediastina

( ) Nédulo ou massa (U) (M)
( ) Derrame pleural (U) (B)
() Cavitacdo (U) (M)
() Inf. Alv. (D) (E)
() Inf.ntest. (D) (E)
() Inf Misto. (D) (E)

12 - Estudo da Variedade:
neoformans
gattii

13 - Uso de Antifingicos: (S) (N)

AnfB () Azbis ()

9-LCR

Data

N° PMN MN PTN GLI | PL/SO

Outros ()

Dose

Obs:

14 - Uso de Anti-retroviral: (S) (N)
AZT () DDI ()

15 - Colonizagéo ( )
16 - Evolucgéo Clinica Atual:

17 - Necrépsia:  (S) (N) Ne:

Infeccdo ( )

DDC ()

em acompanhamento ( )

Outros ()

oObito () data: _ / /
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ANEXO lll —a

Protocolo 11 (22 fase)
Obitos com necropsia

N° Caso:
N° Reg.:
N° Anat. Pat.:
1 — Identidifacacao:
1.1 — Nome:
1.2 — Idade:
2 — Obito em: /I 3- Causa Mortis:

4 —Aparelhos e Sistemas:

Aparelhos e
Sistemas

ACV

Ap. Respiratério

A.G.U.

S.R.E.

S.G.I

Pele e Fanéros

S.N.C.

Observagdes
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ANEXO IV

Projeto Colonizagao

(As tercas-feiras pela manha)

Ficha e Exame Fisico
Paciente<
Coleta de sangue (CD4/CDS8 -

INCA)
Espécimes (Laboratério Micologia)
clinicos
Escarro Urina Superficie ventral Nasofaringe
de lingua Interdigitos de
mé
Interdigitos de pé
Plaquear por Centrifugar por Ressuspender em Ressuspender em
esgotamento 2500 RPM 3ml de salina estéril 1 ml de salina
esteril
(5 NS) 10 min.
(5NS)
Plaquear 0,2ml Plaquear 0,2 ml
(5 NS) (5NS)

Por paciente: 05 (cinco) frascos de salina estéril com 3 ml
30 (trinta) placas de Niger
01 (um) Swab estéril
01 (uma) placa de Petri estéril (para separar o escarro)

Uso comum: 1 (uma) cureta.
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ANEXO V

Quadro 1
Casos de colonizagdo cutaneo-mucosa pelo Cryptococcus neoformans em 100 individuos HIV positivos, com e sem AIDS
Realizado no periodo de maio de 1990 a dezembro de 1992 (fase I) e de abril de 1996 a agosto de 1997 (fase 1)
Hospital Evandro Chagas — I0C- FIOCRUZ — RJ

Variedade de C.

Classif. Material L Bwlucdo Doencas N
Nome Sexo  Idade = Nat. cDC CD4 Clinico neofo rmans Quadro Clinico Clinica Concomitantes Situacéo Fase
sorotipo
AC. Negati ‘ lonizag¢do Bronqui
cc M 61 PB \Y 40 = Escarro neoformansA Sinusite egativo apos Colo |;af;a}o . 0 qlflca |
Ne 77 tratamento Fase inicial infec¢do
CMV, Pb : .
N.HA Sindrome Tratamento. A Colonizagdo Bronquica
M 37 RJ IV 317 Escarro neoformansA « ganglionar, BK . Q . qﬂ I
Ne 57 Pulmonar Boa Evolugdo Fase inicial infecgdo
Pulmonar
Secrecéo N .
ALS . . . . . i Colonizagéo Bronquica
M 49 RJ i 315 Nasale neoformans (RN) Assintomatico Assintomatico Assintomatico ¢ d I
N° 20 Transitoria
Escarro
. Colonizagdo Transitoria/
RLM . Sindrome . - . - «
N 97 F 39 RJ 1 217  Escarro gattii B Gripal, Sinusite Assintomatico Assintomatico Infeccdo pulmonar 1l

inicial regressiva

* Classificagdo CDC
**N° = NUmero de entrada do paciente no trabalho
NR = Ndo Realizado
Fonte: SAME- HEC
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ANEXO VI

Quadro 2
Casos de colonizacdo cutaneo-mucosa pelo Cryptococcus neoformans em 100 individuos HIV positivos, com e sem AIDS
Realizado no periodo de maio de 1990 a dezembro de 1992 (fase I) e de dezembro de 1995 a maio de 1997 (fase Il e 1V)
Hospital Evandro Chagas — 10C- FIOCRUZ — RJ

Classif. Material Variedade e - Evolucéo Doencas . ~
Nom xo |1 Nat. D4 L : ro Clini o - i F
ome | Sexo | ldade) Nat CDC C Clinico sorotipo Quadro Clinico Clinica Concomitantes Situagdo ase
B.G.L Urina, Doenca Criptococose
N.° 1 4 M 40 RJ v 37 LCR,Secre¢do | neoformans A Sindrome Febril | Criptocdcica Candidose oral disseminada em |
Nasal disseminada doencca neurolégica
. . Criptococose
l,:\)loclg M 30 RJ AV <50 | Urina, Sangue neoformans A Slndg%mtei,\CI;ebnl Ft{fastg(r)r?::?]tao 0 C'\éls\t/r'osnaliﬁ%?ggs:ey disseminada em |
P g doencca neurolégica
. Criptococose
AKV.M . . . Doenga Candidose oral, PCP, . -
N° 74 M 45 RJ v NR Urina neoformans A Sindrome Febril Criptocécica SK, CMV disseminada em I
doencca neurolégica
Sindrome Febril, - Criptococose
CO'L M 32 RJ 11 NR Urina, Sangue | neoformans NT Cefaléia, ALT. _Doenga_ Retinite CMV, -~ BK disseminada em ]
N° 03 . Criptocacica pulmonar .
Pares Cranianos doengca neurolégica
. Sindrome BK pleuro- Criptococose
';“\Ig\gf M 50 RJ \V4 50 Urlsnaa: IIJSR’ neoformans A Meningea, CriD?c?:c'();;ca pulmonar, TO, CNC, disseminada em ]
g Pulmonar, Febril P ITU por BNG doencca neuroldgica
. . Criptococose
F'S'M M 27 RJ v 123 LCR Neoformans NT Sindrome ,FEbm‘ _Doenga_ candidose oral disseminada em I
N° 45 Cefaléia Criptococica -
doencgca neuroldgica
S.C.P Sindrome Doenca candidose oral, Criptococose
T M 40 RJ (\V4 NR Urina, Escarro | Neoformans NT | Meningea, e Febril, . G . Criptosporidiase, disseminada em ]
N° 51 A Criptocdcica S -
Sinusite, H.1.C. Sinusite doencca neuroldgica
. . . Criptococose
'?)'L M 30 RJ v NR Sangue Neoformans NT Sindrome ',:?bm‘ Doenca BK Ganglionar e disseminada em I
N° 78 Hemoptoico Criptocécica | Pulmonar, H. Zoster d .
oencca neurolégica
. . Criptococose
R.L.M Sindrome Febril, Doenca BK Pulmonar, . N
NC 97(%) F 41 RJ v 315 Sangue Neoformans A Sinusite Criptocdcica Sinusite Cronica disseminada em v

doencca neuroldgica

Media de Idade: 40 anos / (*) Incluida apés o periodo que foi realizado o protocolo
* Classificacdo CDC/ **N° = Numero de entrada do paciente no trabalho

NR = Néo Realizado
Fonte: SAME- HEC/FIOCRUZ/RJ

NT = N&o Testado
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ANEXO VI

Quadro 3

Achados de necropsia nos casos onde houve isolamento de Cryptococcus neoformans
Hospital Evandro Chagas — 10C- FIOCRUZ — RJ

Aparelho Aparelho Aparelho Sistema Fagocitico Sistema Nervoso Sistema Gastro- .
- S . S - Pele Causa Mortis
Cardiovascular Respiratorio Genito/Urinario mononuclear Central Intestinal
. . Infecgédo por SK, Candidose Oral - ~
rdiomegalia . . L. . ' . " LTA,SK,Her Metabdlica né
ca .d ° .ega Acantamoeba sp e/ou  Cistite Glandular ~ Adenopatia Mesentérica Sem Registro Esofagiana, CMV, S N erpes € abo_ .Ca °
Cardiopatia Focal - . . o Cutaneo especificada
zigomicose Criptosporidio
, Medula 6ssea, figado, Criptococose
. Préstata com C. . . . - -
Sem Registro SK, PCP baco e linfonodo com Sem Registro Sem Registro SK disseminada e
neoformans
C. neoformans PCP
BK pleuropulmonar, . Criptococose
. Figado, baco e - . . . f
Derrame Asbetose, Préstata com C. . Multiplos abcessos Esofagite leve, gastrite . disseminada,
- . linfonodo com C. . NP . Sem registro
Pericardico leve Broncopneumonia neoformans neoformans por Nocardia sp crbnica inespecifica Abcesso cerebral
Criptocécica por Nocardia sp
Pulméo com CMV e Pielonefrite cronica, Esteatose hepatica e BK Meningoencefalite Sepsis ndo
Miocardite aguda adrenalite aguda ,p. 9 Colite por CMV Sem registro especificada
C. neoformans . e Hepatica por CMV
inespecifica (CMV)..
. Criptococose . Linfonodo com C. Meningoencefalite Criptococose em . Criptococose
Sem Registro Criptococose Renal . L. . . Sem registro . .
pleuropulmonar neoformans criptocécica intestino grosso disseminada
CMV, pleurite adrenalite por CMV, Colite focal
. a . o . Neurotoxoplasmose . - . . Leucoencefa-
Sem Registro crbnicae prostatite inespecifica sem registro inespecifica cirrose Sem registro

(cisto antigo) lopatia multifocal.

broncopneumonia aguda micronodular

Fonte: SAME- HEC/FIOCRUZ/RJ
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ANEXO Vi

Figura 1 A - Cultura de swab nasal em meio Niger do paciente n® 14 (BLG), evidenciando
colénias fenol oxidase positivas, identificadas como C. neofarmans.
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Figura 1 B Isolamento de C. neofarmans do LCR do paciente n° 14 (BLG), em meio Sabouraud.
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ANEXO IX

Figura 2 A Cultura do escarro da paciente n? 97 em meio Niger, evidenciando inimeras col6nias
fenol oxidase positiva. Identificadas posteriormente como C. neofarmans var. gatti.

Figura 2 B: Detalhe da cultura do escarro da paciente n2 97, evidenciando col6nias fenol oxidase
positivas junto a fungo filamentoso.
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ANEXO X

Figura 3 A: Detalhe da cultura do escarro da paciente n2 97 em meio Niger, evidenciando iniumeras
col6nias fenol oxidase positiva. Identificadas posteriormente como C. neofarmans var. gatti.

Figura 3 B: Detalhe da cultura do escarro da paciente n2 97, evidenciando coldnias fenol oxidase.
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