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RESUMO

Nos ultimos anos tem ocorrido um aumento de infecgdes fungicas, devido a
elevacdo do nimero de pacientes imunossuprimidos, principalmente pelo surgimento da
epidemia da AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome). O uso aumentado de
antifingicos tem levado ao surgimento de cepas resistentes a estes agentes, ja verificado
com o azdlico fluconazol, o agente antifiungico mais utilizado na terapia de manutencao de
pacientes com AIDS, que desenvolvem criptococose.

Neste trabalho, foram determinadas as Concentragdes Inibitorias Minimas (CIMs)
de fluconazol para isolados clinicos de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii,
utilizando-se o teste de microdiluigdo em caldo padronizado pelo National Commitee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), o método padrao para testar susceptibilidade
antifingica de leveduras.

Foram testados 173 isolados clinicos de C. neoformans e C. gattii, sendo que as
CIMs para fluconazol variaram de 0,125 a 16 pg/mL, com uma CIM50% de 2 e uma
CIM90% de 4 pg/mL. Todos os isolados foram considerados sensiveis a fluconazol.

Também foi realizado um teste de inducdo de resisténcia a fluconazol, por
exposicdo de um isolado sensivel, a concentragdes crescentes da droga, para verificar se
apenas a exposi¢do, levaria ao desenvolvimento de resisténcia. No entanto, verificou-se
apenas uma resisténcia transitoria, em uma das subpopulagdes, sendo que o fenotipo de
sensibilidade foi restaurado.

Os dados obtidos neste trabalho estdo em concordancia com estudos nacionais e
internacionais, que também utilizaram o teste padrdo de microdilui¢do em caldo. A
resisténcia entre isolados clinicos de C. neoformans e C. gattii ainda tem se mostrado rara

em termos mundiais comparada a resisténcia adquirida por outras leveduras. No entanto,
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devido aos relatos de desenvolvimento de resisténcia durante a terapia de manutengao da
criptococose, ¢ importante alertar quanto a possibilidade do surgimento e da propagagao

de cepas resistentes.
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ABSTRACT

In the last years have occurred an increase of fungal infections due to rise of
number of immunocompromised patients, particularly by appearance of the Acquired
Immunodeficiency Syndrome (AIDS). The incresing use of antifungal agents has
determined the appearance of resistants strains to this agents, already verified with the
fluconazole azole, the antifungal agent more used in the maintenance therapy of AIDS
patients that developing criptococosis.

In this work were determined the Minimuns Inibitories Concentrations (MICs) of
fluconazole to Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii clinical isolates, using
the National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) broth microdilution
method. This is the test standard to test antifungal susceptibility to yeasts.

Were tested 173 clinical isolates of C. neoformans and C. gattii. The MICs to
fluconazole ranged of 0.125 to 16 pg/mL and the MIC50% was 2 and MIC90% was
4ug/mL. All isolates were considered susceptibles to fluconazole.

A test of fluconazole resistance inducing was carry out by exposure to drug
incresing concentrations of one susceptible isolate, to verify if only the exposure can to
result in the resistance development. However occurred only a temporary resistance in one
of the subpopulations, since the susceptibility profile was restored.

The data obtained in this work are in agreement with national and international
studies that also used the standard broth microdilution method. The resistance between C.
neoformans and C. gattii clinical isolates has been rare in the world when compared with
others yeasts. Nonetheless due to references to resistance development during the
maintenance therapy of cryptococosis, it’s important to remain alert as for possibility of

appearance and spread of resistants strains.
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1. INTRODUCAO

1.1. Resisténcia antifingica

A resisténcia a agentes antibacterianos tem recebido uma grande atencdo de
médicos e pesquisadores, justificada pela maior incidéncia de infec¢des bacterianas, o alto
nivel de resisténcia verificada entre as bactérias e a maior facilidade da obtencdo de
modelos de estudo (GHANNOUM & RICE 1999).

Recentemente, entretanto, tem também ocorrido um aumento da resisténcia a
agentes antifingicos. Nos ultimos 20 anos alguns fatores tém contribuido para o
crescimento das infecgdes fungicas, entre eles: a expansdo da populacdo de pacientes
gravemente doentes e/ou imunossuprimidos, incluindo pacientes infectados com o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), pacientes com céancer, que apresentam neutropenia
induzida por quimioterapia, e transplantados, que recebem terapia imunossupressiva.
Outros fatores que também contribuem sdo o uso freqiiente de procedimentos médicos
mais invasivos, o tratamento com antibioticos de amplo espectro e glicocorticéides, o uso
de nutricao parenteral, didlise peritoneal e hemodialise. Isto tém resultado no maior uso de
agentes antifingicos, levando a sele¢do de cepas resistentes. Os estudos tém revelado
espécies intrinsecamente resistentes a determinados antifiingicos ou at¢ mesmo a classes
destes agentes, além de determinar ou propor mecanismos moleculares de resisténcia
primdria ou secundéria (PEREA & PATTERSON 2002; GHANNOUM & RICE 1999).

Resisténcia ¢ definida como a persisténcia ou progressao da infec¢do apesar de uma
terapia antimicrobiana apropriada. Os fungos podem ser naturalmente resistentes a

determinadas drogas antifingicas (resisténcia primaria) ou podem desenvolver resisténcia
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a droga durante o tratamento (resisténcia secundaria) (PEREA & PATTERSON 2002;
PERFECT & COX 1999). No entanto, a resposta clinica ndo estd somente vinculada a
susceptibilidade do organismo a droga, mas ira depender de outros fatores como o perfil
imunoldgico do paciente e sua doenga de base, a tolerancia a droga, o sitio de infeccdo, o
grau de penetragdo e distribuicdo da droga, a viruléncia da cepa e a presenga de um foco
persistente de infec¢do como, por exemplo, cateteres (PERFECT & COX 1999).

A resisténcia in vitro de um isolado ¢ importante e, em alguns casos, pode predizer
o0 sucesso terapéutico. Em infec¢des de mucosas por Candida spp. nos pacientes infectados
por HIV, a correlagdo da susceptibilidade in vitro com a resposta in vivo tem sido
observada, onde as CIMs para fluconazol aumentam consideravelmente durante o
tratamento. Em infecgdes sistémicas, as condigdes do paciente podem ser mais importantes
quando se compara a resisténcia in vivo com a CIM do teste in vitro. Quanto maior a
imunossupressdo do hospedeiro, menos confiavel ¢ a correlagdo da resisténcia in vivo com
a CIM (GHANNOUM & RICE 1999; WHITE et al., 1998).

Desde os anos 80 grupos norte-americanos € europeus estdo envolvidos em
desenvolver um método de referéncia para testar susceptibilidade antifungica, sendo os
principais, respectivamente, o subcomité do National Commitee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) - atualmente denominado Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) - e o subcomité do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (PAPPALARDO & MELHEM 2003).

Virios estudos foram realizados para determinar o melhor método e padronizar o
meio mais adequado, o pH do meio, o indculo, o tempo e temperatura de incubagdo, as
concentragdes dos antifingicos e o critério de leitura do teste. Em 1992 foi padronizado o
teste de macrodilui¢do em caldo para leveduras. Esse teste permitiu o estudo e comparacao

da resisténcia antifungica entre regides, ja que a boa reprodutibilidade do teste permitiu
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este tipo de avaliagdo. Em 1997, o NCCLS apresentou a padronizacdo do método de
microdilui¢ao em caldo. O teste realizado em placa de microtitulagdo apresenta a vantagem
da reducdo no consumo dos reagentes ¢ a possibilidade de se testar varios isolados ao
mesmo tempo. Em 2002, foi apresentado o documento M27A-2, com melhorias para a
realizacdo dos testes de macro e microdiluicio (COLOMBO & ALVES 2004).

O método atualmente aceito como referéncia para testar susceptibilidade
antifingica in vitro, é o descrito pelo documento M27A-2 do NCCLS. A metodologia
proposta pelo EUCAST ¢ baseada neste ultimo (PAPPALARDO & MELHEM 2003;
PERFECT & COX 1999).

O teste de susceptibilidade para leveduras aprovado pelo NCCLS diminuiu as
variagdes de CIMs entre os laboratdrios, e a melhora na reprodutibilidade permitiu uma
comparag¢do dos niveis de resisténcia entre regides, além do monitoramento da emergéncia
de cepas resistentes ( PAPPALARDO & MELHEM 2003; NCCLS 2002).

Para a interpretacdo deste teste, foram estabelecidos pontos de corte para os
antifingicos fluconazol, itraconazol e flucitosina, baseados em estudos de correlagdo da
resposta in vivo com a resisténcia in vitro para infec¢des por Candida spp. (NCCLS 2002).
Para Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii ainda ndo foram estabelecidos os
pontos de corte que determinam se a cepa ¢ sensivel ao antifingico. Outros estudos estdo
em andamento para determinar os pontos de corte para outros antifungicos assim como
para outros fungos (NCCLS 2002). Embora reprodutivel, o proprio comité nao recomenda
0 seu uso como rotina em laboratdrios clinicos, reservando-o para casos de pacientes com
SIDA que desenvolvem candidiase de orofaringe e que nao esteja respondendo a terapia
com azolicos, e pacientes com candidiase invasiva (NCCLS 2002). No entanto, micoses
sistémicas ou de elevada gravidade sdo tratadas com o poli€nico anfotericina B, e relatos

de resisténcia a este antifungico sdo raros. A resisténcia a anfotericina B em infec¢des por
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Candida spp. e Cryptococcus spp. pode ser desenvolvida em pacientes previamente
tratados com azolicos, provavelmente devido a uma alteragdo nos componentes da
membrana celular do fungo, como o ergosterol que ¢ o alvo deste antifungico (PEREA &
PATTERSON 2002; GHANNOUM & RICE 1999).

A resisténcia primaria a anfotericina B ocorre com alguns fungos filamentosos
como Pseudallescheria boyddii, Scopulariopsis sp. ¢ Fusarium sp., bem como com as
leveduras Trichosporon beigelii, Candida lusitaniae e Candida guilliermondii (PEREA &
PATTERSON 2002; WHITE et al., 1998).

Certas leveduras e fungos filamentosos também apresentam resisténcia primaria a
flucitosina. Espécies ndo-albicans de Candida, C. neoformans e Aspergillus sp. apresentam
altas taxas de resisténcia a este antifungico. O desenvolvimento de resisténcia secundaria ¢
bastante comum com esta droga, sendo desaconselhdvel a monoterapia (PEREA &
PATTERSON 2002; GHANNOUM & RICE 1999; WHITE et al., 1998).

A ocorréncia de resisténcia a azélicos tem sido vista principalmente em pacientes
com AIDS e candidiase oral e, também, em pacientes com cancer neutropénicos, que
utilizam fluconazol como profilaxia. Esta condi¢do tem estado associada a terapia com
azolicos de longa duragdo, dose cumulativa total de fluconazol acima de 10g e com recente
exposi¢do a droga, geralmente menos de um ano antes do episodio de resisténcia. O
esquema de dosagem também tem afetado o desenvolvimento de resisténcia, pois pacientes
tratados com terapia intermitente tém maior probabilidade de resisténcia que os tratados
continuamente. Pacientes com cancer tém apresentado infecgdes por espécies de Candida
menos sensiveis a fluconazol, como Candida glabrata, que geralmente apresenta CIMs
variaveis mas maiores do que aquelas apresentadas por C. albicans; e C. kruseli,

intrinsecamente resistente a fluconazol (NUCCI & COLOMBO 2002; SANGLARD 2002).
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A resisténcia a azolicos esta surgindo como um grande problema, principalmente
para os pacientes de risco para o desenvolvimento de infec¢des fungicas, assim como
pacientes com AIDS e com outros tipos de imunossupressao (PEREA & PATTERSON
2002; WHITE et al., 1998 ).

Os azdlicos, a anfotericina B e a flucitosina sdo as principais drogas utilizadas no
combate as infec¢des fingicas e, justamente pelas poucas opgdes de tratamento, tornou-se
primordial estudar o desenvolvimento de resisténcia. A elucidagdo dos mecanismos
moleculares de resisténcia podera levar ao desenvolvimento de outras drogas que irdo,

quem sabe, sobrepujar estes mecanismos (PEREA & PATTERSON 2002).

1.2. Mecanismos de a¢cdo dos antiflingicos

Com excecao de flucitosina, as drogas antifingicas antes citadas, t€m como alvo o
ergosterol, principal esterol da membrana plasmatica fungica, que ¢ analogo ao colesterol
das células de mamiferos.

O ergosterol ¢ importante para varias fungdes celulares, como regular a fluidez e
integridade da membrana plasmadtica e para o funcionamento adequado de enzimas ligadas
a membrana (SHEEHAN et al., 1999; GHANNOUM & RICE 1999)

Os antifiingicos azdlicos interagem com a via biossintética do ergosterol através da
inibi¢do da citocromo P450 lanosterol 140 desmetilase (Figura 1), levando a diminuig¢ao
do ergosterol e acumulacdo de precursores de esterol, incluindo esterdis metilados,
resultando na formagdo de uma membrana plasmdtica com estrutura e fungdes alteradas. A
lanosterol desmetilase apresenta um motivo heme no seu sitio ativo. Os azolicos agem

através de um nitrogénio livre que se liga ao ferro do grupo heme, prevenindo a ativagao
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do oxigénio que € necessario para a desmetilagdo do lanosterol (SANGLARD 2002;
GHANNOUM & RICE 1999).

Poliénicos, como anfotericina B, interagem com os esterdis da membrana,
resultando na producdo de poros aquosos. Estes consistem de um anel de oito moléculas de
anfotericina B, ligadas hidrofobicamente aos ester6is de membrana. Como resultado ha
aumento da permeabilidade, perda de componentes citoplasmaticos vitais ¢ morte celular
(GHANNOUM & RICE 1999).

A flucitosina entra na célula fungica por intermédio de uma permease, sendo depois
convertida a 5-fluorouracil (5-FU) pela enzima citosina desaminase. O 5-FU ¢ convertido
acido 5-fluorouridilico (FUMP) pela UMP-pirofosforilase, que ¢ fosforilado e incorporado
no RNA, resultando em inibi¢do da sintese protéica. As moléculas de 5-FU também sao
convertidas a monofosfato de 5-fluorodeoxiuridina, um potente inibidor da timidilato
sintase, enzima envolvida na sintese de DNA e divisdo nuclear. Assim, a flucitosina
interfere com o metabolismo das pirimidinas, DNA, RNA e sintese protéica

(GHANNOUM & RICE 1999).
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Escaleno
Escaleno epoxidase
2,3-Oxidoescaleno
Lanosterol sintase
Lanosterol
Lanosterol (C14) desmetilase -Azélicos (fluconazol)
Cl14 Esterol redutase

Zimosterol
C-24 Esterol metiltransferase

Fecosterol

C-8 Esterol isomerase
Episterol

C-5 Esterol desaturase

C-22 Esterol desaturase

C-24 Esterol redutase

Ergosterol

Figura 1: Rota biossintética do ergosterol, mostrando o ponto de inibigao por azolicos.
Adaptado a partir de WHITE et al., 1998.

1.3. Mecanismos moleculares de resisténcia

Viérios tipos de mecanismos podem contribuir para o fenotipo de resisténcia a
drogas em células eucaridticas. Os mais freqiientes incluem redugdo na importacao para o
interior da célula, modificacdo ou degradagao no interior da célula, mudangas na interacao
com a enzima-alvo, mudanc¢as em outras enzimas da mesma via enzimatica e/ou aumento
no efluxo da droga. Alguns destes mecanismos tém sido estudados na resisténcia a drogas
antifingicas (PERFECT & COX 1999).

Cepas resistentes a azolicos podem apresentar uma modificacdo na enzima alvo,

lanosterol desmetilase, devido a uma diminui¢ao da sua produgdo, ou a uma redugdo do
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acesso ao sitio ativo da enzima, ou, ainda, a uma combinac¢dao destes mecanismos. Um
estudo comparou uma cepa de C. albicans sensivel a fluconazol e C. Kkrusei,
intrinsecamente resistente a fluconazol. Foi observado que a concentracido necessaria para
inibir a sintese de ergosterol em 50%, foi aproximadamente 24 a 46 vezes maior em C.
krusei, sugerindo que a afinidade a enzima alvo ¢ diferente nas duas espécies (PEREA &
PATTERSON 2002; GHANNOUM & RICE 1999).

Algumas alteragdes genéticas t€m sido identificadas no gene que codifica a enzima
lanosterol desmetilase, designado ERG11. Na mutagdo R467K em C. albicans, ocorre a
substitui¢do da arginina por lisina no aminoacido da posi¢cdo 467, causando alteragdes
estruturais ou funcionais na enzima. A superexpressdo de ERG11 tem sido descrita em
alguns isolados clinicos. No entanto, ¢ dificil determinar a contribui¢do da superexpressao
ao fenotipo de resisténcia, pois outras alteragdes associadas a resisténcia podem estar
presentes, incluindo a mutagdo R467K e a superexpressdo de genes que regulam bombas
de efluxo (GHANNOUM & RICE 1999; WHITE et al., 1998).

Um mecanismo comum de resisténcia em células eucaridticas ¢ a amplificacio
génica. O aumento do nimero de copias do gene geralmente resulta em aumento na sua
expressdo. Em C. albicans, a superexpressao de ERG11 nao tem sido associada com a
amplificagdo deste gene. Em um isolado clinico de C. glabrata, niveis aumentados de
lanosterol desmetilase estavam associados com o fenotipo de resisténcia. Neste caso havia
amplificacdo do gene ERGI11 e elevacio do mRNA. Neste mesmo isolado foram
verificadas mudangas no efluxo da droga e na atividade de ERG7, que codifica a lanosterol
sintase, outra enzima da rota biossintética do ergosterol (WHITE et al., 1998).

Alteragdes em outras enzimas da via biossintética podem estar envolvidas com

resisténcia. Analises de isolados clinicos de C. albicans sugerem que alteragdes em ERG3,
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que codifica a esterol desaturase, podem ser uma causa de resisténcia a azolicos
(GHANNOUM & RICE 1999).

Outro mecanismo importante de resisténcia ¢ a diminui¢do da acumulacio da droga
na célula causada pela acdo de bombas de efluxo (SANGLARD 2002; GHANNOUM &
RICE 1999).

Células eucaridticas contém dois tipos de proteinas de transporte de membranas, ou
bombas de efluxo, que contribuem para a resisténcia a drogas: os transportadores ABC
com cassete de ligagdo ao ATP (ABCT) e os facilitadores principais (MF). Os ABCT estao
freqiientemente associados com o efluxo ativo de moléculas que sdo toxicas as células e
sdo relativamente hidrofobicas, assim como a maioria das drogas azdlicas. Os MF, ndo tém
sido tdo estudados quanto os ABCT, mas também estdo envolvidos no transporte de
moléculas relativamente hidrofébicas (PEREA & PATTERSON 2002; SANGLARD
2002).

O envolvimento de bombas de efluxo (genes CDR ¢ MDR) em resisténcia a
azolicos tem sido demonstrado pelo aumento dos niveis de mRNA (GHANNOUM &
RICE 1999; WHITE et al., 1998).

A resisténcia a flucitosina pode resultar de uma diminui¢do na sua incorporagdo a
célula, por perda da atividade da permease. Também pode ocorrer a perda da atividade da
enzima responsavel pela conversdo a acido 5-fluorouridilico (FUMP). A diminui¢do da
incorporacdo de flucitosina tem sido vista em S. cerevisiae e C. grabrata, mas ndo em C.
albicans e C. neoformans (GHANNOUM & RICE 1999; WHITE et al., 1998).

O bloqueio da formagao de FUMP, pela perda da atividade da citosina desaminase,
ou perda de atividade da fosforibosiltransferase (UPRTase), enzimas da via das
pirimidinas, ¢ suficiente para conferir resisténcia a flucitosina. A resisténcia da grande

maioria de isolados de C. albicans e C. neoformans ¢ atribuida a perda, por mutagao, de
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alguma das enzimas da via das pirimidinas. Os homozigotos FCY/FCY possuem elevada
atividade de UPRTase, enquanto heterozigotos FCY/fcy possuem menor atividade e
homozigotos fcy/fcy possuem atividade enzimatica raramente detectavel (GHANNOUM &
RICE 1999; WHITE et al., 1998).

Em poli€nicos estudos com mutantes propdem que a resisténcia ocorra por
mudangas tanto quantitativas quanto qualitativas dos esterdis. Pode ocorrer uma
diminui¢do do conteudo de ergosterol da célula ou substitui¢do de alguns, ou todos os
esterois, por outros com afinidade diminuida ao poliénico. Por exemplo, substituicdo do
ergosterol, colesterol e estigmasterol por um esterol 3-hidroxi ou 3-oxi ou também,
reorientacdo ou mascaramento do ergosterol existente, tornando a ligagdo do poliénico
estericamente ou termodinamicamente menos favorecida. Estudos com isolados clinicos
tém fornecido evidéncias que suportam estas possibilidades. Num estudo realizado com
dois isolados de C. neoformans (pré - e pds-tratamento) em que houve falha do tratamento,
foi observada uma correlagdo entre resisténcia a anfotericina B e padrao de esterdis. O
isolado poés-tratamento resistente possuia um defeito na esterol isomerase, levando a
acumulacdo de outros esterdis e diminui¢do no contetido de ergosterol (GHANNOUM &
RICE 1999).

O entendimento dos mecanismos que levam a resisténcia aos antifungicos esta em
andamento e espera-se que a partir do conhecimento de mecanismos basicos de resisténcia
se chegue ao seu detalhamento e as etapas envolvidas na sua ativagdio (GHANNOUM &

RICE 1999; WHITE et al., 1998).
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1.4. Cryptococcus neoformans e C. gattii

Cryptococcus neoformans, descrito pela primeira vez em 1894, ¢ uma levedura
encapsulada pertencente a classe dos Basidiomycetes, que infecta humanos, mas também
animais, causando criptococose, uma infec¢do oportunista que, portanto, afeta
principalmente individuos imunocomprometidos, acometendo pulmdes e sistema nervoso
central (SNC) (LACAZ et al., 2002; CASADEVALL & PERFECT 1998; MITCHELL &
PERFECT 1995; KWON-CHUNG & BENNET 1992).

Sao leveduras esféricas a ovais, geralmente com um unico brotamento, cujo
tamanho varia de 4 a 10um de didmetro. Pseudohifas podem ser produzidas
ocasionalmente. O tamanho da cépsula varia consideravelmente e ¢ determinado por
caracteristicas genéticas da cepa e pelas condi¢des de cultivo ou ambientais. Algumas
cepas sdo pouco encapsuladas resultando em células com somente 2 a Sum, enquanto
outras podem chegar a 80pm de didmetro pela produgdo de uma capsula exuberante. E
constituida por polissacarideos, sendo o principal a glicuronoxilomanana, um importante
fator de viruléncia (CASADEVALL & PERFECT 1998).

C. neoformans ¢ um patdogeno intracelular facultativo com alguns fatores de
viruléncia definidos, que incluem a capacidade para crescer a 37°C, a produ¢ao da capsula
polissacaridica, melanina e certas enzimas (Tabela 1). A maioria dos fatores de viruléncia,
se nao todos, sdo de “duplo uso”, ja que apresentam fungdes importantes na sobrevivéncia
no ambiente e, por outro lado, protegem o fungo da resposta imune do hospedeiro. Sua
habilidade em sobreviver dentro de macréfagos, provavelmente contribui para a sua
propensdo em causar infec¢des cronicas ¢ latentes (IDNURM et al., 2005; CASADEVALL

etal., 2003; PERFECT et al., 1998).
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As interacdes entre C. neoformans e Acanthamoeba castellani tém sido
investigadas, sob a hipotese de que o fungo sofreu a pressdo seletiva do ambiente para
sobreviver a seus predadores, pela produgdo de fatores de viruléncia. Um teste in vitro
mostrou que a internalizagdo de C. neoformans por A. castellani era seguida por
replicagdo intracelular ¢ formagdo de vesiculas contendo polissacarideo capsular no
citoplasma da ameba. Estas interacdes assemelham-se muito as que ocorrem entre C.
neoformans e macrofagos, sugerindo uma possivel evolugao a partir de sua sobrevivéncia e
replicacdo dentro de amebas (POETA 2004; CASADEVALL et al., 2003; FELDMESSER
etal., 2001).

A capsula apresenta atividade anti-fagocitica in vitro e numerosos estudos tém
estabelecido que ela inibe a fagocitose. Além disso, células fagociticas ndo conseguem
internalizar células de C. neoformans na auséncia de opsoninas. O tamanho da capsula
também influencia o processo da fagocitose, pois células com cépsulas densas resistem a
fagocitose (FELDMESSER et al., 2001).

A melanina é outro fator de viruléncia em C. neoformans que tem sido bastante
estudada. A enzima lacase produzida pelo fungo age sobre compostos difenolicos presentes
no meio, levando a produgdo do pigmento melanina. Estudos de interrupg¢do génica tém
demonstrado que cepas do tipo selvagem de C. neoformans sdo mais virulentas que seus
respectivos mutantes albinos (CASADEVAL et al., 2000).

Células de C. neoformans melanizadas s3o menos susceptiveis aos efeitos
fungicidas da luz ultravioleta, de acordo com estudos in vitro. Também no habitat natural,
ou seja, excretas de pombo, o fungo ¢ encontrado em um estado melanizado, o que indica
que a melanizagdo exerce um efeito de proteg¢do, contribuindo para a sobrevivéncia no

ambiente (CASADEVAL et al., 2000).
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No hospedeiro a melanina age como um antioxidante que protege o fungo da morte
intracelular por células fagociticas. Também impede que os macrofagos produzam TNFa,
que € necessario para uma resposta imune mediada por células (BLACKSTOCK et al.,
1999).

O neurotropismo de C. neoformans pode estar associado com sua capacidade em
converter catecolaminas em melanina. Consistentes com esta sugestdo sdo as observagoes
de que 4reas do cérebro ricas em catecolaminas, assim como ganglio basal, sdo
freqiientemente infectadas por C. neoformans durante a meningoencefalite, e que durante o
exame microscopico do tecido cerebral, a parede celular do fungo aparece escurecida
(CASADEVAL et al., 2000).

O efeito da melanina sobre a susceptibilidade antifungica de C. neoformans e
Cryptococcus albidus foi estudada por Ikeda et al. (2003), comparando a susceptibilidade
de células melanizadas e ndo melanizadas aos antifungicos anfotericina B e fluconazol. As
CIMs ndo foram afetadas pela presenga de melanina, no entanto, células melanizadas
foram mais resistentes a morte por anfotericina B que as ndo melanizadas. J& com
fluconazol quase ndo se observou este efeito.

C. neoformans apresenta trés sorotipos, definidos por antigenos capsulares, e
atualmente sdo reconhecidas duas variedades: Cryptococcus neoformans var. neoformans
(sorotipo D e AD) e var. grubii (sorotipo A). Cryptococcus gattii apresenta os sorotipos B

e C (KWON-CHUNG et al., 2002; BOEKHOUT et al., 2001; FRANZOT et al., 1999).



Tabela 1: Fatores de viruléncia de “duplo uso” em C. neoformans.
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Fator de
viruléncia Funcdes no ambiente Funcbes na patogénese
Cépsula Prevencdo da dessecagdo Anti-fagocitico
Protecdo contra predadores Imunomodulador
ameboides
Lacase Degradacao de lignina Interferéncia com o stress
oxidativo
Melanina Prote¢ao contra luz ultravioleta Resisténcia a morte oxidativa
Tolerancia ao calor e frio Anti-fagocitico
Reducdo da susceptibilidade a Imunomodulador
degradagdo enzimatica Resisténcia a peptideos
microbicidas
Protecdo contra metais pesados Resisténcia a drogas
antifungicas
Protecao contra predadores
ameboides
Fosfolipase Fungao nutricional? Crescimento intracelular
Protecao contra predadores
ameboides
Proteases Funcao nutricional Dano tecidual
Urease Captacao do nitrogénio Crescimento intracelular
Mating type Reprodugdo sexual Regulacdo dos fatores de
viruléncia
Calcineurina, Desenvolvimento e Reprodugdo Regulacdo dos fatores de
AMPc viruléncia
Superdxido Protecao contra oxidantes derivados  Crescimento intracelular
dismutase do oxigénio?

Fonte: CASADEVALL et al., 2003.

O sorotipo A emergiu como variedade de C. neoformans a partir de analises de

seqiiéncias do gene URAS e padrdes de DNA fingerprinting, que mostraram diferencas

genéticas significativas entre os sorotipos A e D (FRANZOT et al., 1999).

As cepas de sorotipo D, C. neoformans var. neoformans, sdo mais susceptiveis ao

calor do que o sorotipo A. Acredita-se que esta possa ser a causa da distribui¢do geografica
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diferente dos dois sorotipos, ja que o sorotipo D predomina em regides de clima
temperado, como nos paises do norte Europeu. Além disso, outra caracteristica do sorotipo
D que pode estar relacionada a sua resisténcia ao calor, ¢ o seu dermatotropismo
(MARTINEZ et al., 2001).

C. gattii at¢é muito pouco tempo atras era considerado uma variedade de C.
neoformans. Boekhout et al. (2001) propuseram a separagdo em duas espécies, C.
neoformans e C. bacillisporus devido a diferenga genética consideravel entre as variedades
neoformans ¢ grubii com a variedade gattii. O estudo por eles conduzido realizou a
genotipagem por AFLP de 207 isolados de pacientes com e sem HIV, ambientais e de
animais, vindos de todos os continentes. Além das diferengas genéticas, as cepas também
diferenciam-se em certas propriedades bioquimicas, ecoldgicas e epidemiologicas
(BOEKHOUT et al., 2001) .

Em 2002 Kwon-Chung et al. fizeram uma excelente revisdo relativa as mudangas
sofridas por C. bacillisporus, quanto a sua emergéncia como espécie ¢ mudangas em sua
nomenclatura. Embora a nomenclatura C. bacillisporus tivesse prioridade taxonomica a C.
gattii, os autores propuseram que fosse adotada esta ultima, desta forma facilitando a
comunicagio entre pesquisadores de varios campos (KWON-CHUNG et al., 2002).

Suas formas sexuadas sdo denominadas Filobasidiella neoformans var. neoformans
e Filobasidiella neoformans var. bacillispora. O tipo conjugante predominante nas duas
variedades € o tipo a sendo o tipo “a” raramente isolado (LACAZ et al., 2002; KWON-
CHUNG & BENNET 1992).

Nos meios de cultura de rotina, as colonias de C. neoformans desenvolvem-se
dentro de 36 a 72 horas. Sdo brancas a cremes e tipicamente mucoides, sendo que a
quantidade de cépsula produzida pode ser predita pela aparéncia da colonia (MITCHELL

& PERFECT 1995).
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A temperatura ¢ uma caracteristica importante do ambiente, que regula o
crescimento do C. neoformans. Esta levedura cresce bem entre 25°C e 37°C, mas altas

temperaturas inibem o crescimento. A incubacdo prolongada a 40°C ou 42°C pode ser letal
(CASADEVALL & PERFECT 1998; MITCHELL & PERFECT 1995). C. gattii ¢ mais
sensivel a elevadas temperaturas ¢ a 40°C a maioria das cepas morrem em 24 horas
(MITCHELL & PERFECT 1995).

Todas as espécies de Cryptococcus sdao nao-fermentadoras, hidrolizam amido,
assimilam inositol e produzem urease. C. gattii cresce na presenga de canavanina e
assimila glicina enquanto C. neoformans variedades neoformans e grubii ndo apresentam
esta caracteristica. Isto tem sido usado na diferenciacdo das espécies, pela utilizacdo do
meio de CGB (Canavanina-Glicina-Azul de Bromotimol) (LACAZ et al., 2002,
MITCHELL & PERFECT 1995).

C. neoformans ¢ C. gattii produzem a enzima lacase (fenoloxidase), o que pode
diferencia-los de outras leveduras. O uso de meios de cultivo contendo sementes (Vicia
fava ou Guizotia abyssinica) que apresentam substancias fenolicas resulta na formagdo de
pigmentos do tipo melanina por agcdo desta enzima e no desenvolvimento de coldnias
marrons. A presenca de lacase também ¢ considerada um fator de viruléncia (LACAZ et
al., 2002; CASADEVALL et al., 2000; PERFECT et al., 1998).

O seqiienciamento dos genomas de duas cepas de C. neoformans sorotipo D, foi
concluido e as principais caracteristicas de seus genomas foram apresentadas. Isto
representa uma importante etapa na elucidagdo das bases gendmicas que determinam sua
viruléncia. Os genomas, com aproximadamente 20 megabases, contém em torno de 6500
genes com introns codificando um transcriptoma abundante em splicing alternativo e
mensagens antisenso, sendo também ricos em transposons. Analises dos genomas

identificaram mais de trinta novos genes, provavelmente envolvidos na biossintese da
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capsula, e outros que codificam mais de cinqiienta manoproteinas, que podem estar
associadas a parede celular, a maioria das quais sdo exclusivas de C. neoformans

(LOFTUS et al., 2005).

1.5. Criptococose

A criptococose ¢ uma infec¢do que se manifesta por varios quadros clinicos. C.
neoformans pode infectar qualquer 6rgao, mas tem predile¢do pelo pulmido e SNC. O
pulmao ¢ a porta de entrada usual e os sintomas variam de colonizacdo assintomadtica a
pneumonia grave (BICANIC & HARRISON 2004).

Acredita-se que o fungo atinja o organismo humano através do trato respiratorio.
Leveduras pequenas com pouca capsula ou basididésporos do fungo, medindo 1,8 a 2,0 um
de diametro, sdo inalados e vao até os alvéolos. A céapsula protege a levedura da fagocitose,
estando diretamente relacionada com a patogenicidade do fungo (GATES et al., 2004;
LACAZ etal., 2002; CASADEVALL & PERFECT 1998).

Na maioria dos casos a infec¢ao ¢ assintomatica e as leveduras podem permanecer
dormentes nos linfonodos pulmonares, ocorrendo sua morte ou reativagdo em um momento
de imunossupressdo. Esta infec¢do primaria pode levar o hospedeiro a desenvolver
sintomas se ele estiver imunodeprimido ou receber um grande indculo de leveduras
(CASADEVALL & PERFECT 1998).

Em pacientes imunocompetentes, quando ocorrem, os sintomas sdo tosse, dor
toraxica, producdo de escarro, perda de peso, febre e hemoptise. Nestes pacientes a
criptococose pulmonar geralmente ndo se dissemina. Entretanto, todo paciente com
pneumonia criptococica ou colonizagdo pulmonar, deve ser avaliado para meningite

criptococica com uma pungdo lombar. Isto deve ocorrer mesmo na auséncia de sinais ou
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sintomas neurologicos, devido ao tropismo do C. neoformans pelo SNC (MITCHELL &
PERFECT 1995).

Em hospedeiros imunocomprometidos a pneumonia criptococica tem um curso
clinico mais rapido e tende a disseminar-se e estabelecer-se no SNC. Em pacientes
infectados com HIV, a doenga estd associada com um estado de profunda
imunossupressdo, geralmente ocorrendo em contagens de CD4 abaixo de 100 células/pL
(BICANIC & HARRISON 2004; LACAZ et al., 2002; CASADEVALL & PERFECT
1998; MITCHELL & PERFECT 1995).

A maioria dos pacientes com envolvimento do SNC apresenta sinais e sintomas de
meningite subaguda e meningoencefalite. Estes sdo semelhantes entre pacientes com e sem
AIDS e determinados pelo seu estado imunologico. Certos achados sdo mais comuns em
pacientes com AIDS. Nestes, os sitios de infec¢do geralmente contém um grande niimero
de organismos e escassez de células inflamatorias. H4 uma elevada freqiiéncia de culturas
de sangue e urina positivas, mais sitios de doenga fora do SNC, e maior incidéncia de
recidivas (MITCHELL & PERFECT 1995).

Os mais variados tipos de lesdes podem ser vistos na criptococose com
acometimento da pele. Estas lesdes podem ser a primeira apresentacdo de criptococose,
quase sempre representando doenga disseminada, mas também podem ocorrer devido a
introdugdo transcutdnea do fungo. Raramente sdo vistas lesdes de pele por C. gattii, mas
relatos ocasionais tém sido publicados (SEVERO et al., 2001; CASADEVALL &
PERFECT 1998; MITCHELL & PERFECT 1995).

A prostata é reconhecida como um sitio para a localizagdo do C. neoformans e a
infec¢do geralmente ndo causa sintomas de prostatite. No entanto, pode ser um potencial

reservatorio para a levedura, o que pode ser responsavel pelas recidivas de meningites em
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pacientes com AIDS (CASADEVALL & PERFECT 1998; MITCHELL & PERFECT
1995).

O envolvimento ocular representa um grande risco de perda visual. Em
aproximadamente Y2 dos casos, pode estar presente antes do diagndstico de
meningoencefalite. Alguns pacientes tém rapida perda visual, num periodo tdo curto
quanto 12 horas, e podem apresentar neurite dptica, em que o nervo optico € infiltrado por
leveduras. O sucesso teraputico ¢ muito improvavel nesta forma de perda visual
(CASADEVALL & PERFECT 1998; MITCHELL & PERFECT 1995).

A criptococose causada por C. gattii apresenta caracteristicas diferentes daquela
causada por C. neoformans var. neoformans/grubii. Com C. gattii o hospedeiro ¢
geralmente imunocompetente, a lesdo do SNC ¢ freqiientemente localizada no parénquima
cerebral, hd mais comprometimento pulmonar e a taxa de sobrevida ¢ maior
(CASADEVALL & PERFECT 1998). No entanto, ha relatos de criptococose causada por
C. gatti em pacientes imunossuprimidos. Severo et al., (1999) apresentaram trés casos de
pacientes com AIDS e criptococose por C. gattii no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
Em dois dos pacientes ocorreram lesdes focais cerebrais e hidrocefalia, quadros clinicos

mais comuns nas infecgdes por C. gattii.

1.5.1. Epidemiologia

Criptococose ¢ considerada uma infeccdo esporadica de distribui¢do mundial. A
prevaléncia da infec¢do ¢ diretamente relacionada com o estado imune do hospedeiro e
com o grau de exposi¢do a levedura. Sua baixa freqiiéncia, apesar da elevada prevaléncia
do fungo na natureza, implica que muitas pessoas sao expostas sem o desenvolvimento de

doenga. A maioria dos casos de infecgdo sintomatica por C. neoformans ocorre em
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pacientes imunossuprimidos (CASADEVALL & PERFECT 1998; MITCHELL &
PERFECT 1995).

Antes da epidemia da AIDS, a incidéncia de criptococose nos Estados Unidos era
menor que um caso por milhdo de pessoas por ano. Nos anos 80, a criptococose emergiu
como uma importante infec¢do oportunistica entre pessoas com AIDS, ocorrendo em 5 a
10% dos pacientes com esta doenca (BICANIC & HARRISON 2004; CASADEVALL &
PERFECT 1998).

No entanto, a partir da metade da década de 90, com o aumento do uso de
fluconazol como profilaxia ¢ o advento da terapia antiretroviral potente (HAART), a
incidéncia anual de criptococose diminuiu grandemente nos paises desenvolvidos. Em
Atlanta, EUA, a doenga diminuiu de 66 casos por 1000 pacientes com AIDS em 1993, para
7 casos por 1000 pacientes no ano de 2000 (BICANIC & HARRISON 2004; CANTEY et
al., 2005).

A incidéncia de criptococose associada a AIDS ¢ relativamente mais comum no
sudeste da Asia e Africa. Na Tailandia esta doenga foi responsavel por 19% dos casos que
definiram AIDS entre 1994 ¢ 1998. Na Africa do Sul, devido ao aumento de criptococose
associada ao HIV, tem havido uma mudanga na epidemiologia de meningites. A meningite
criptocococica € agora a principal causa de meningite adquirida na comunidade,
superando as meningites bacterianas e tuberculosas. Sua incidéncia corresponde de 20 a
45% dos casos de meningite confirmados no laboratorio (BICANIC & HARRISON 2004).

C. neoformans var. grubii, pertencente ao sorotipo A, ¢ a variedade mais distribuida
no mundo, enquanto a variedade neoformans, sorotipo D, predomina em zonas temperadas.
C. gatti, sorotipos B ¢ C, tém uma distribui¢do geografica mais restrita, ocorrendo em

paises de clima tropical e subtropical, principalmente Australia, India, sudeste da Asia,
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partes da Africa, México, Brasil, Paraguai e sul da Califérnia, sendo o sorotipo B muito
mais prevalente que o C (LACAZ et al., 2002, SORREL & ELLIS 1997).

O reservatorio natural das variedades neoformans/grubii é o solo e excretas de
varias espécies de aves, mas, principalmente, pombos. Também tem sido isolado a partir
de excretas de gaiolas de candrios, papagaios e periquitos, além de madeira e vegetais em
decomposi¢do. O fungo geralmente nao causa doenga nas aves, ja que a temperatura
interna destas, que ¢ de 42°C, impede o seu crescimento. Também as elevadas
concentracoes de amodnia nas excretas frescas inibem o seu crescimento, mas elevadas
concentragoes da forma leveduriforme sdo encontradas em excretas secas, um ambiente
que ¢ desfavordvel para o crescimento de muitos outros microrganismos. Causam
criptococose quase que exclusivamente em pacientes imunodeprimidos, sendo que as
principais condi¢des predisponentes sdo: AIDS, terapia com corticosterdides por tempo
prolongado, transplante de 6rgaos, leucemias, linfomas e sarcoidose. Em muitos pacientes,
a criptococose ¢ a primeira indicagdo de AIDS (LACAZ et al., 2002; SORREL & ELLIS
1997; MITCHELL & PERFECT 1995).

C. gattii tem sido isolado de arvores de Eucalyptus spp., principalmente E.
calmadulensis, mas também de outras espécies de arvores. Esta espécie ¢ caracterizada
por causar criptococose em hospedeiros imunocompetentes, sendo maior a sua prevaléncia
nestes pacientes, embora também haja relatos de infec¢do em pacientes
imunocomprometidos (LACAZ et al., 2002; SORREL & ELLIS 1997).

Um recente surto de infec¢do por C. gattii num local de clima temperado, British
Columbia na Ilha de Vancouver, Canadd, tem levado a um esfor¢co colaborativo para
investigar a extensdo deste surto. Andlises dos casos de criptococose quanto as
caracteristicas clinicas, microbioldgicas e geograficas tém sido realizadas e a identifica¢do

de possiveis reservatdrios ambientais responsaveis pelo surto. A incidéncia da infec¢do por
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C. gattii na Ilha de Vancouver de 1999 a 2003 foi de 8,5 ¢ 37 casos por milhdo de pessoas
por ano. Esta incidéncia ¢ significativamente maior que na Australia (0,94 casos por
milhdo de pessoas por ano) onde C. gattii ¢ endémico (KIDD et al., 2004).

No Brasil, C. gattii ¢ endémico nas regides norte ¢ nordeste, sendo o agente de 71%
dos casos de criptococose. Em Belém do Pard, entre 1992 e 1998, 78 pacientes com
criptococose foram internados no Hospital Universitario. Destes pacientes 19 eram
criangas menores de 13 anos de idade, sendo que em nove delas o agente causador da
micose era C. gattii. Embora a criptococose tenha sido descrita em pacientes de todas as
idades, em criangas pré-puberes sua ocorréncia ¢ extremamente rara. Os autores chamam a
atencdo para a existéncia de uma provavel regido de alta endemicidade para a criptococose
por C. gattii no Estado do Para (SEVERO et al., 2001; CORREA et al., 1999).

Na ultima década, inumeros métodos baseados na analise do DNA tém sido usados
para estudar a epidemiologia de C. neoformas e C. gattii. Estes incluem RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
estudos de hibridizagdo do DNA, AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e
PCR fingerprinting (MEYER et al., 2003).

PCR fingerprinting é a metodologia de tipagem que tem sido mais utilizada para a
analise epidemiologica molecular destes fungos. Meyer et al. (1999) empregaram esta
metodologia, com a amplificagdo das seqiiéncias microsatélite (GACA), e minissatélite do
fago M13, para investigar a diversidade genética global de C. neoformans e C. gattii. Seus
resultados permitiram agrupar os isolados clinicos e ambientais, provenientes de varios
paises, em oito padrdoes moleculares principais: VNI e VNII (sorotipo A), VNIII (sorotipo
A/D), VNIV (sorotipo D), VGI, VGII, VGIII ¢ VGIV (sorotipos B e C). Para C. gattii, ndo

foi encontrada correlagdo entre o sorotipo € o tipo molecular.
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No estudo acima citado, os padrdoes moleculares VNI e VGI foram os genoétipos
mundialmente mais encontrados. O padrio molecular VGIII foi restrito a India e aos
Estados Unidos e o padrio VGIV foi restrito & India e Africa do Sul. Os autores
observaram que isolados obtidos do mesmo paciente em diferentes momentos e de
diferentes locais do corpo apresentavam perfis eletroforéticos idénticos, indicando que a
infecgdo e a recorréncia eram causadas, na maioria dos casos, por um unico isolado
(MEYER et al., 1999).

Outro estudo que analisou 340 isolados clinicos, veterinarios e ambientais
Iberoamericanos, com a participagdo dos paises: Argentina, Brasil, Chile, Colombia,
Meéxico, Peru, Venezuela, Guatemala ¢ Espanha, utilizou PCR fingerprinting e analise por
RFLP do gene URAS. Ambas as metodologias agruparam todos os isolados em oito tipos
moleculares previamente estabelecidos. A maioria dos isolados foi recuperada a partir de
pacientes com HIV e a maior parte destes isolados pertenciam ao tipo VNI, em
concordancia com o estudo acima descrito, mostrando que este tipo molecular € o principal
entre estes pacientes. O tipo VGI também foi o mais prevalente entre C. gattii. Houve uma
modificacdo com relagdo ao tipo molecular VGIII, que no estudo anterior estaria restrito a
india e Estados Unidos, mas no presente estudo predominou em 9,1% de todos os isolados.
VGIII foi encontrado na Argentina, Colombia, Guatemala, México e Venezuela. O tipo
molecular VGIV também foi encontrado na Colémbia e México, mas em pequeno nimero
(MEYER et al., 2003).

No Brasil um estudo envolvendo 467 isolados clinicos ¢ ambientais de C.
neoformans permitiu tragar o perfil epidemioldgico deste patdgeno quanto aos sorotipos,
com as seguintes prevaléncias: 77,95% do sorotipo A, 18,2% do sorotipo B, 1,3% do

sorotipo AD, 0,4% do sorotipo D, 0,2% do sorotipo C e 1,93% de nao tipaveis. O sorotipo
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A prevalece nas regides sul, sudeste e centro-oeste enquanto o sorotipo B predomina nas
regides norte e nordeste (NISHIKAWA et al., 2003).

No Rio Grande do Sul, um estudo analisou 105 isolados clinicos e 19 ambientais,
sendo 10 obtidos apartir de excretas de pombos e 9 apartir de Eucalyptus spp. Entre os
isolados 83,9% foram caracterizados como C. neoformans var. grubbii (sorotipo A) tipo
VNI (94 clinicos e 10 ambientais). Todos os isolados obtidos apartir de Eucalyptus spp.
(7,3%) foram caracterizados como var. neoformans (sorotipo D) tipo VNIV. Os isolados
de C. gattii (8,9%) foram identificados como VGIII. Estes resultados obtidos concordaram
com estudos epidemioldgicos de outras regioes (CASALI et al., 2003).

Também no sul do Brasil, outro estudo realizado num jardim zoolégico, analisou 38
isolados de Cryptococcus sp. obtidos apartir de amostras fecais de passaros cativos
mantidos em gaiolas. 33 isolados (87%) foram caracterizados como C. neoformans var.
grubii, sorotipo A e tipo molecular VNI, enquanto 5 (13%) eram C. gattii, sorotipo B ¢ tipo
molecular VGI (ABEGG et al., 2005).

C. gattii sorotipo C tem apresentado baixa prevaléncia nos estudos realizados.
Contudo, num estudo com isolados de Botsuana e Malaui na Africa, encontrou-se 24 cepas
de C. gattii sorotipo C, entre 176 isolados de pacientes com AIDS. As cepas também

pertenciam ao genotipo extremamente raro VGIV (LITVINTSEVA et al.; 2005).

1.5.2. Diagnostico laboratorial

Viarias metodologias s3o utilizadas para o diagnostico laboratorial da criptococose,
dependendo das condigdes de cada laboratério. Entretanto, as metodologias padrdes como
o exame direto com tinta da China, o teste de hidrélise da uréia, o cultivo em agar niger e
em agar CGB e a pesquisa de antigenos circulantes, sempre devem ser realizadas, com o

objetivo de ndo se incorrer em erros de identificacao.
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Os materiais clinicos, liquor, escarro, aspirados de lesdes de pele, biopsias e outros
materiais, sao examinados diretamente ao microscopio numa preparacdo com tinta da
China (nigrosina). As leveduras sdo identificadas por um nitido halo claro ao redor da
célula, que representa a capsula ndo corada. Também podem ser realizadas coloragdes de
rotina da patologia para bidpsias, como HE (hematoxilina-eosina) para a localizacdo e
analise do padrdo de lesdes, podendo também evidenciar a capsula. Ao mucicarmin de
Meyer, a capsula aparece corada de vermelho, facilitando o reconhecimento do fungo,
principalmente nas formas hipocapsuladas. A coloracdo de Gomori-Grocot, que evidencia
a parede celular fungica pela impregnacdo com a prata, ndo discrimina a capsula, mas pode
ajudar na identificacdo de estruturas fungicas. A coloragdo de Fontana-Masson pode ser
utilizada para evidenciar o depdsito de melanina na parede de C. neoformans e C. gattii,
auxiliando na sua identificacdo em tecidos (LAZERA et al., 2004, LACAZ et al., 2002;
CASADEVALL & PERFECT 1998; MITCHELL & PERFECT 1995).

O exame direto com tinta da China ¢ positivo em mais de 80% dos pacientes com
AIDS e meningite criptococica e em 30 a 50% de pacientes sem AIDS. Este exame
apresenta uma sensibilidade de 1.000 a 10.000 UFC de leveduras/mL de liquor
(CASADEVALL & PERFECT 1998).

Pode ser isolado na maioria dos meios utilizados na rotina de micologia, com
exceg¢do de meios contendo cicloheximida, que impede seu crescimento. Também em
meios utilizados na bacteriologia como agar sangue de carneiro. Para amostras de sangue o
procedimento de lise-centrifugacdo apresenta maior sensibilidade. Cresce bem entre 25°C
e 37°C (LACAZ et al., 1998; MITCHELL & PERFECT 1995).

Todas as espécies de Cryptococcus apresentam capsula, com microscopia e
morfologia colonial similares. No entanto, somente C. neoformans e gattii crescem a 37°C.

Estes podem ser prontamente diferenciados de outros géneros e espécies, através da
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semeadura em dagar niger, meio que originalmente contém glicose, creatinina,
cloranfenicol, difenil, e extrato de G. abyssinica. A creatinina é assimilada por estes
fungos, mas ndo por outras espécies ou géneros como Candida sp., Bullera sp.,
Rhodotorula sp., Trichosporun sp., etc. O difenil impede o crescimento de fungos
filamentosos. Os compostos fenodlicos presentes nas sementes de G. abyssinica, sdo
substratos para a enzima fenoloxidase (lacase) produzida por C. neoformans e C. gattii,
levando a formagdo de melanina pelos fungos e ao desenvolvimento de colonias marrons, o
que os caracteriza (MITCHELL & PERFECT 1995; SHIELDS & AJELLO 1966).

O teste de hidrolise da uréia também ¢ 1til da discriminagdo do género. A uréia ¢
hidrolisada pela urease produzida pela levedura, resultando em alcalinizagdo do meio de
cultura. A positividade da prova ¢ observada pela mudanca da coloragdo do agar, do
amarelo para o rosa intenso, em 24 a 48 horas de incubagdo. Trichosporon spp.,
Rhodotorula spp. ¢ C. lipolytica também podem ser urease positivas, mas apresentam
caracteristicas morfologicas e bioquimicas distintas de Cryptococcus spp. (MILAN &
ZAROR 2004).

Os isolados também podem ser identificados ao nivel de género e espécie, por
alguns sistemas comerciais baseados em rea¢des bioquimicas ou por métodos moleculares
(LACAZ et al., 1998; MITCHELL & PERFECT 1995).

Para a determinacdo da espécie, ¢ mais utilizado o meio de CGB, composto pelas
substancias: canavanina, glicina ¢ o indicador de pH azul de bromotimol. C. gattii ao
contrario de C. neoformans, assimila glicina, fonte de carbono ¢ nitrogénio, formando
compostos alcalinos que mudam o pH do meio e, desta forma, modifica sua cor de amarelo
para azul cobalto. Também cresce na presenga de canavanina, uma droga que ¢ toxica para
a maioria dos isolados de C. neoformans. O meio de agar CGB ¢ considerado adequado

para a diferenciagdo das espécies, embora haja relatos de isolados de C. neoformans que
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produziram coloragdo azul neste meio, provavelmente por apresentarem resisténcia a
canavanina (KHAN et al., 2003; NAKAMURA et al., 1998; POLACHECK & KWON-
CHUNG 1986; KWON-CHUNG et al., 1982).

O kit comercial com anticorpos monoclonais (Iatron), para a determinacdo dos
sorotipos, tem sido muito utilizado em estudos epidemiolédgicos. Ultimamente, entretanto,
foi descontinuada sua comercializa¢do, o que sera um problema para muitos pesquisadores
(LACAZ et al., 1998; MITCHELL & PERFECT 1995).

A pesquisa de antigenos circulantes para o diagndstico de criptococose apresenta
alta sensibilidade e especificidade. Durante a infecg¢@o o polissacarideo capsular solubiliza-
se nos fluidos organicos e pode ser detectado por anticorpos especificos. O teste disponivel
comercialmente, consiste de particulas de latex ligadas a imunoglobulina de coelho,
especifica para o polissacarideo capsular. A aglutinagdo positiva em uma diluicao de 1:4 ¢
altamente indicativa de infecg@o criptococica. Titulos maiores ou iguais a 1:8, geralmente
indicam doenga ativa e a maioria dos pacientes com AIDS tém altos titulos do antigeno. O
diagnéstico pela detecgdo do antigeno apresenta uma sensibilidade e especificidade de
aproximadamente 95%, sendo mais sensivel que a cultura, que apresenta uma sensibilidade

de aproximadamente 75% (MITCHELL & PERFECT 1995).

1.5.3. Tratamento

A anfotericina B mudou o perfil da criptococose disseminada de infeccao fatal para
infec¢do curavel. De fato, esta droga tem sido usada com sucesso para tratar todas as
formas de criptococose, de pneumonia a meningite (MITCHELL & PERFECT 1995).

Devido a sua toxicidade, principalmente para os rins, a terapia tem sido combinada

com flucitosina para reduzir sua dose ¢ duracdo de tratamento. As formulagdes com
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lipidios reduzem sua toxicidade, permitindo que doses maiores sejam toleradas (BICANIC
& HARRISON 2004; LACAZ et al., 1998; MITCHELL & PERFECT 1995).

Esta droga tem sido administrada intraventricularmente, pois apresenta baixa
penetragdo no SNC, permitindo um aumento de sua concentracdo neste local. No entanto,
podem ocorrer complicagdes no SNC, devendo-se avaliar a possibilidade de adicionar
flucitosina ou fluconazol a terapia, drogas que alcangam concentragdes elevadas no SNC.
(MITCHELL & PERFECT 1995).

A flucitosina, um antagonista de pirimidina, apresenta excelente penetragdo no
SNC. Porém quando administrada sozinha, a taxa de recidiva da meningite é elevada pelo
desenvolvimento de resisténcia. A sua combinag¢do com anfotericina B apresenta vantagens
pelas diferengas nas farmacocinéticas e mecanismos de acdo das drogas, que resultam em
sinergismo. Contudo, principalmente em pacientes com SIDA, flucitosina pode causar
efeitos adversos intolerdveis como leucopenia e distirbios gastrintestinais (MITCHELL &
PERFECT 1995).

Os antifingicos azolicos apesar de fungistaticos, apresentam excelente perfil de
seguranga, farmacocinética e resposta clinica. Fluconazol tem sido avaliado no tratamento
de meningite criptococica. Num estudo em que os pacientes foram tratados com
anfotericina B ou fluconazol, os resultados apds 10 semanas foram similares, sendo a taxa
de sucesso com fluconazol de 34% e anfotericina B de 40%. Entretanto, com fluconazol,
houve uma tendéncia a morte da levedura em menor tempo e um periodo mais longo para a
esterilizag@o do liquor (MITCHELL & PERFECT 1995).

Em pacientes com SIDA e meningite criptococica o tratamento € realizado em duas
fases: na fase de inducdo o paciente recebe anfotericina B na dosagem de 0,5 a 1,0
mg/kg/dia, sendo a dose total de 1,5 a 3,0 g; associada a flucitosina na dosagem de 100 a

150 mg/kg/dia, até a obtengdo de duas culturas de liquor negativas; na fase de manutengao
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o paciente ¢ tratado com fluconazol na dosagem de 400 mg/dia por 8 semanas e apods este
periodo o paciente recebe 200 mg/dia até pelo menos 6 meses de reconstru¢do imunoldgica
(niveis de linfocitos T CD4+ acima de 200/mm?®) (BICANIC & HARRISON 2004;
MINISTERIO DA SAUDE 2004; PAPPALARDO & MELHEM 2003; BRANDT et al.,
2001).

Entre as novas drogas antifngicas o azdlico de segunda geragdo, voriconazol, um
derivado sintético de fluconazol, parece ser promissor no tratamento da criptococose.
Apresenta 0 mesmo mecanismo de a¢do de fluconazol, tem demonstrado boa atividade in
vitro contra C. neoformans e alcanga bons niveis no SNC (VAN DUIN et al., 2004,

JOHNSON & KAUFFMAN 2003).

1.6. Resisténcia em Cryptococcus neoformans ¢ C. gattii

Apesar do tratamento com anfotericina B, flucitosina e azélicos ser bem sucedido
na criptococose, falhas na terapia ocorrem por uma variedade de razdes, incluindo
resisténcia direta a droga antifungica (PERFECT & COX 1999).

Fluconazol ¢ o agente antifingico mais utilizado para a terapia de manutencao de
pacientes com SIDA. As recorréncias da meningite durante a terapia de manutengdo nao ¢
um evento incomum nestes pacientes (MONDON et al., 1999).

Resisténcia primaria para a maioria dos isolados de C. neoformans ¢ incomum com
poliénicos e azolicos, mas pode ocasionalmente ocorrer com flucitosina. A resisténcia
secundaria tem aumentado principalmente com os antifungicos azoélicos, justamente pelo
maior uso destas drogas (PERFECT & COX 1999).

O teste de susceptibilidade aprovado pelo NCCLS tem permitido a comparagdo dos

resultados com a resposta clinica. No entanto, até agora, ndo se alcangou um consenso
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sobre os pontos de corte que delimitam cepas de C. neoformans resistentes. E sugerido que
as cepas serdo resistentes se as CIMs para os agentes antifungicos forem: fluconazol >16
ug/mL, itraconazol >1 pg/mL, flucitosina 232 pg/mL e anfotericina B >1 pg/mL
(PERFECT & COX 1999).

Viérios estudos utilizando a metodologia do NCCLS tém sido feitos para avaliar a
situagdo da resisténcia para C. neoformans. Num estudo realizado nos Estados Unidos com
732 isolados clinicos, obtidos nos periodos de 1992 a 1994 ¢ 1996 a 1998, um pequeno
nimero de isolados mostrou CIMs elevadas. Estas estavam aumentadas para 2 isolados
testados para anfotericina B (=2 pg/mL), 14 isolados a flucitosina (>32 pg/mL), 8 isolados
a fluconazol (>64 pg/mL) e 45 isolados a itraconazol (>1 ug/mL) (BRANDT et al., 2001).

Outro estudo realizado nos Estados Unidos com 237 amostras de C. neoformans
obtidas em mais de 100 diferentes centros médicos na Asia, América Latina e América do
Norte, foram testadas para a susceptibilidade aos novos triazélicos, voriconazol e
posaconazol, e fluconazol. Voriconazol e posaconazol foram bastante ativos, sendo que
inibiram, respectivamente, 98 e 100% das cepas testadas em CIMs <0,12ug/mL e
<lpg/mL. Fluconazol apresentou CIMs <8ug/mL para 98% das cepas, 16 a 32ug/mL para
1% e >64ug/mL para 1% das cepas testadas, mostrando-se bastante eficaz (PFALLER et
al., 2004).

Em Taiwan 37 isolados clinicos de C. neoformans foram testados para a
susceptibilidade a anfotericina B, fluconazol e voriconazol. Anfotericina B apresentou
CIMs <lpg/mL, fluconazol <8ug/mL e voriconazol <0,5pug/mL. A CIM90% para
fluconazol foi de 2ug/mL (CHANG et al., 2004).

Um estudo envolvendo 100 isolados do Brasil, Chile e Venezuela resultou em

elevada sensibilidade aos agentes antifungicos, sendo todas as cepas susceptiveis a
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anfotericina B (<0,5ug/mL ), 99% das cepas de C. neoformans (< 8 pg/ml) e 73% das
cepas de C. gattii (<16pg/mL) susceptiveis a fluconazol, e 90% das cepas foram
susceptiveis a flucitosina (<4ug/mL) (CALVO et al. 2001).

No Rio Grande do Sul, um estudo realizado com 69 cepas clinicas e 13 ambientais,
mostrou que todas eram susceptiveis a anfotericina B (0,0625 a 0,5 pg/mL), fluconazol
(0,125 a 16 pg/mL), itraconazol (0,031 a 0,25 pg/mL) e cetoconazol (0,031 a 0,5 pg/mL)
(ALVES etal., 2001).

Num relato de caso de um paciente com AIDS que desenvolveu resisténcia durante
a terapia de manutencdo com fluconazol, apresentando recidiva da meningite criptocdcica,
a CIM para fluconazol, que no primeiro episddio de meningite era < 8 pg/mL, elevou-se
para 64 ug/mL (FRIESE et al., 2001).

A resisténcia a azolicos em fungos patogénicos ¢ mediada por varios tipos de
mecanismos. Em C. neoformans alguns destes mecanismos tém sido explorados, como a
redugdo intracelular do azoélico ou a alteracao da atividade do ERG11 (POSTERARO et
al., 2003).

Baseados em alguns estudos sugerindo que a redu¢do do contetdo de fluconazol
intracelular poderia ocorrer devido a um transportador multidrogas, Posteraro et al. (2003),
criaram uma cepa mutante resistente, por exposi¢ao a fluconazol. Utilizando a técnica de
hibridizacdo subtrativa, verificaram que havia um gene superexpressado na cepa mutante
resistente, que ndo estava presente no isolado de origem. A andlise da seqiiéncia deste gene
identificou um transportador ABC com cassete de ligacdo a ATP, que foi denominado
CnAFR1 (C. neoformans Antifungal Resistance 1). A delecdo deste gene criou uma cepa
com susceptibilidade aumentada a fluconazol, enquanto a reintroducdo do gene, restaurou
o fenotipo de resisténcia, confirmando que CnAFR1 estava envolvido na resisténcia a

fluconazol.
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Outro gene que pode estar envolvido em resisténcia em C. neoformans ¢
CneMDR1. A amplificacdo por PCR numa regido do DNA correspondente a motivos
conservados de outras proteinas, como MDR, foi inicialmente usada para identificar e
clonar CneMDR1. Analises estruturais da proteina codificada por este gene, identificaram
uma proteina tipica da superfamilia dos transportadores (ABC) com cassete de ligacdo a
ATP, que incluem proteinas MDR. No entanto, a sua contribuicdo a resisténcia nao foi
ainda confirmada (THORNEWELL et al., 1997).

Outro estudo identificou uma mutag¢do no gene ERG11. Cinco isolados seqiienciais
de C. neoformans recuperados a partir de um paciente com AIDS, foram analisados para a
susceptibilidade a fluconazol. Os quatro primeiros isolados foram susceptiveis (CIM 2
ng/mL), mas o ultimo mostrou-se resistente com uma CIM de 32 pg/mL. Foi entdo
realizada a clonagem e seqiienciamento do gene ERG11, sendo que a andlise das
seqiiéncias detectou uma mutacdo puntual, apenas no quinto isolado. Esta foi responsavel
por uma substituicdo do aminoacido glicina por serina, na posi¢ao 484 (G484S) da enzima
lanosterol desmetilase. O residuo G484 forma parte do dominio de ligacdo do heme, no
sitio ativo da enzima. Em C. albicans alguns estudos tém demonstrado que a mesma
mutacdo, confere uma mudanc¢a na orientacdo do dominio, levando a uma diminui¢do da

ligagdo do azdlico, mas também da atividade catalitica da enzima (RODERO et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizar isolados clinicos de C. neoformans e C. gattii quanto a

susceptibilidade a fluconazol, para avaliar os seus perfis de resisténcia em nosso meio.

2.2. Objetivos especificos

b)

d)

Caracterizar os isolados clinicos de C. neoformans e C. gattii por métodos
bioquimicos.

Determinar as CIM para fluconazol utilizando o teste de microdiluigdo em
caldo recomendado pelo NCCLS.

Testar um protocolo de inducdo de resisténcia em um isolado de C.
neoformans sensivel a fluconazol.

Analisar a situagdo da resisténcia a fluconazol de isolados clinicos de C.
neoformans e C. gattii em nosso meio e compara-la com dados nacionais e

Internacionais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Origem dos isolados

O teste de susceptibilidade a fluconazol foi realizado para 64 isolados de C.
neoformans e C. gattii do Laboratorio de Micologia do Complexo Hospitalar Santa Casa
de Porto Alegre, isolados no periodo de 1999 a 2003. Também foram testados 109 isolados
da coleg¢do do Laboratério de Fungos de Importancia Médica e Biotecnoldgica, do Centro
de Biotecnologia do Rio Grande do Sul (UFRGS). Esta cole¢do contém isolados de C.
neoformans e C. gattii oriundos de varios hospitais ¢ Centros de diagnostico, de Porto

Alegre, do interior do Rio Grande do Sul e de Goiania, Goias, isolados entre 1992 ¢ 2003.

3.2. Caracterizagao dos isolados

Os 173 isolados de C. neoformans e C. gatti foram caracterizados pelos métodos
bioquimicos padrdes, ou seja, cultivo em agar niger a 37°C ¢ em agar CGB, embora

tivessem sido identificados ao nivel de género e espécie nos laboratorios de origem.

3.2.1. Cultivo em agar niger (NSA = niger- seed- agar)

Todos os 173 isolados foram analisados para o desenvolvimento a 37°C e produ¢do
de melanina. Os isolados foram inoculados em agar niger (sementes de niger 10 g, glicose
0,1 g, agar bacterioldgico 2 g, cloranfenicol 34mg/L e agua destilada qsp 100 mL) e
incubados a 37°C, sendo observado o desenvolvimento de colonias marrons, identificando

o isolado como C. neoformans ou C. gattii.
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3.2.2. Cultivo em adgar CGB

A diferenciacdo entre as espécies de C. neoformans e C. gattii foi realizada através
do meio de CGB (Solucéo A: glicina 10g, fosfato de potassio monobasico 1 g, sulfato de
magnésio 1 g, cloridrato de tiamina 1 mg, sulfato de 1-canavanina 30 mg e agua destilada
gsp 100 mL/ Solucdo B: azul de bromotimol sédico 0,4 g e agua destilada qsp 100 mL/
Solucéo C: solugdo B 2 mL, agar bacterioldgico 2 g e agua destilada gsp 100 mL + 10 mL
da solu¢do A) , com a utilizagdo das cepas controles C. gattii ATCC 24065 e C.
neoformans ATCC 32045. Os isolados foram semeados no meio e cultivados a 25°C por
até cinco dias, sendo observado o desenvolvimento de coloracdo azul caracteristica de C.

gattii.

3.2.3. Determinac¢ao da espécie por PCR multiplex

Para os isolados que mostraram-se duvidosos no agar CGB, foi realizado PCR

multiplex para a confirmagao da espécie.

3.2.3.1. Extracdo de DNA

O DNA gendmico dos isolados foi extraido por método mecanico utilizando
pérolas de vidro, de acordo com o protocolo descrito por Poeta et al. (1999). Uma colonia
do isolado foi inoculada em agar Sabouraud (glicose 2g, peptona 1g, extrato de levedura
0,3g, agar bacteriologico 1,8g e 4agua destilada gsp 100mL) e incubada a 30°C por 48

horas. Duas ou trés algadas do cultivo foram transferidas para um tubo de microcentrifuga
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de 2 mL contendo 500 uL de TENTS (Tris-HCl 10mM pH 7,5/ EDTA 1mM pH 8,0/ NaCl
200mM/ Triton X-100 2%/ SDS 1%), 200 puL de pérolas de vidro (0,45 mm) e 500 uL de
fenol-cloroformio. Os tubos foram agitados em vortex e centrifugados a 13.000 rpm por 15
min, e a fase aquosa foi coletada, adicionada de 1 V de etanol absoluto gelado e mantida a
- 20°C over night ou por 1h a -70°C. O DNA foi coletado por centrifugagdo a 13.000 rpm
por 15 min e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi ressuspenso em 500 uLL. de TE
(10 mM Tris pH 8,2/ 1 mM EDTA pH 8,0) contendo RNAse A na concentragdo de 50
ug/mL e incubado a 37°C por 30 min. Uma nova extra¢do foi realizada com fenol-
cloroférmio e a fase aquosa foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga (1,5 mL).
Foram adicionados 20 pL de NaCl 5M e 1V de etanol absoluto gelado e incubado a -20°C
over night ou por 1h a -70°C . O DNA foi coletado por centrifugacdo a 13.000 rpm por 15
min e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com 500 uL de etanol 70%
gelado e ressuspenso em 100 pL de TE. A integridade do DNA foi verificada em gel de
agarose 0,8 % corado com brometo de etidio. O DNA extraido ap6s quantificagdo foi

armazenado a —20°C.

3.2.3.2. PCR multiplex

Foram utilizados 0s pares de primers CNA 70S
(5’ATTGCGTCCACCAAGGAGCTC-3%) e CNA 70A (5°-
ATTGCGTCCATGTTACGTGGC-3") especificos para C. neoformans e CNB 49S (5’-
ATTGCGTCCAAGGTGTTGTTG-3’) e CNB 49 A (5-
ATTGCGTCCATCCAACCGTTATC-3’) especificos para C. gattii. Estes originam dois
produtos de amplificagdo, de 695pb ¢ 448pb, respectivamente. Estes pares de primers

foram construidos com base nos padroes de amplificagdo de DNA de C. neoformans e C.
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gattii por RAPD (AOKI et al., 1999; CASALI et al., 2003). As rea¢des de amplificagdo
foram realizadas em um volume final de 25 pL contendo: 20 ng de DNA/ 10 mM Tris HCI
pH 8,3/ 50 mM KCI/ 2,5 mM MgCl2 / 200 uM de cada deoxirribonucleotideo (ANTPs) /
25 pmol de cada primer e 1U de Taq polimerase (CenBiot Enzimas). A PCR foi realizada
por um aquecimento inicial das amostras a 94°C/10 min, seguido de 25 ciclos de
desnatura¢do a 94°C/1 min, anelamento a 65°C/1 min, extengdo a 72°C/2 min, ¢ uma
exten¢do final a 72°C/10 min em um termociclador. Os produtos de amplificacdo foram
analisados em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio. Foram adicionados a
reacdo um controle negativo (sem a adicdo de DNA) e controles positivos ( HC5 sorotipo
A, ATCC 28957 sorotipo D, ATCC 48184 sorotipo AD, AL33 sorotipo B e 779 VGIV

sorotipo C).

3.3. Teste de microdiluigdo em caldo

As CIMs para fluconazol foram determinadas pelo teste de microdiluicao em caldo
padronizado pelo NCCLS, seguindo-se o protocolo do documento M27-A2 (NCCLS
2002). De acordo com este, foi utilizado o meio de RPMI 1640 (Tabela 2) tamponado com
MOPS pH 7,0. As concentragdes de fluconazol testadas foram as seguintes: 0,125; 0,25;
0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16; 32 ¢ 64 pug/mL. Foram utilizadas as cepas controles C. krusei
ATCC 6258 ¢ C. parapsilosis ATCC 22019.

O antifingico diluido em RPMI foi dispensado na microplaca, de forma que os
pocos identificados de 1 a 10 (em cada fileira) tivessem aliquotas de 100 pL referentes as
dez diferentes concentragdes da droga a ser testada. Uma outra fileira foi reservada para o

controle de crescimento, ja que continha apenas o meio liquido, sem antifungico; e outra
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para o controle de esterilidade do meio (Figura 2). As placas foram armazenadas a -20°C
até o seu uso.

Para a realizacdo do teste os isolados de C. neoformans e C. gattii foram semeados
em agar Sabouraud por 48 h a 35°C e as cepas controles de Candida sp. por 24 h a 35°C.
Foram realizados in6culos em RPMI contendo 0,5-2,5x10* UFC/mL e distribuidos 100 pL
destes em cada pogo da microplaca, correspondente a cada uma das concentragdes do
antifingico e do controle de crescimento.

As microplacas foram incubadas a 35°C em camara umida, sendo realizada a leitura
das CIM para fluconazol das cepas controles em 48 h e dos isolados de C. neoformans ¢ C.
gattii em 72 h. A leitura foi feita visualmente, comparando-se o pogo controle de
crescimento com os po¢os com antifingico. A CIM ¢é a menor concentracdo capaz de
induzir proeminente inibicao (em torno de 50%) do crescimento, verificado em relacdo ao
pogo controle.

Como ainda ndo foram estabelecidos os pontos de corte que determinam resisténcia
ou susceptibilidade para C. neoformans e C. gattii, neste trabalho foram considerados

sensiveis os isolados com CIM < 32 pg/mL de fluconazol.

Figura 2: Microplaca do teste de susceptibilidade (SIDRIN et al.; 2004)
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Tabela 2: Composi¢do do meio RPMI 1640 (com glutamina e vermelho de fenol, sem

bicarbonato) (NCCLS 2002)

Constituinte g/L de &gua Constituinte g/L de agua
L- arginina 0,200 Biotina 0,0002
L- aspargina 0,050 D- pantotenico 0,00025
L- acido aspartico 0,020 Cloridrato de colina 0,003
L- cistina. 2HCI 0,0652 Acido félico 0,001
L- 4cido glutdmico 0,020 Mioinositol 0,035
L- glutamina 0,300 Niacinamida 0,001
Glicina 0,010 PABA 0,001
L- histidina 0,015 Piridoxina 0,001
L- hidroxiprolina 0,020 Riboflavina 0,0002
L- isoleucina 0,050 Tiamina 0,001
L- leucina 0,050 Vitamina B12 0,000005
L- lisina 0,040 Nitrato de Ca 0,100
L- metionina 0,015 Cloreto de K 0,400
L- fenilalanina 0,015 Sulfato de Mg 0,04884
L- prolina 0,020 Cloreto de Na 6,0
L- serina 0,030 Fosfato de Na 0,800
L- treonina 0,020 D- glicose 2,0
L- triptofano 0,005 Glutationa 0,001
L- tirosina 0,02883 Vermelho de fenol 0,0053
L- valina 0,020
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3.4. Teste de inducgao de resisténcia a fluconazol

Foi realizado um teste de indugado de resisténcia a fluconazol, em um isolado de C.
neoformans (SC33), sensivel a este antifungico (CIM= 2 pug/mL), utilizando-se o protocolo
descrito por Posteraro et al. (2003).

Inicialmente 50 coldnias do isolado foram selecionadas, sendo que cada uma delas
foi inoculada em tubos contendo 2 mL de YEPD (1g de extrato de levedura, 2g peptona, 2g
de glicose e agua destilada qsp 100 mL) com 0,5 pg/mL de fluconazol e incubadas a 30°C
por 48h a 240 rpm. Apds este periodo, aliquotas de 20 puL de cada tubo contendo
crescimento, eram inoculadas em tubos contendo 2 mL de YEPD, novamente com 0,5
png/mL de fluconazol, sendo realizadas as mesmas condi¢cdes de crescimento. Este
procedimento foi realizado para as concentragdes: 1, 5, 10, 15, 20, 25, 50 e 100 pug/mL de
fluconazol. As subpopulagdes do isolado que crescessem até 100 ug/mL, eram submetidas

ao teste de microdiluicao em caldo para a determinacao da CIM.
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4. RESULTADOS

4.1. Isolados

Foram testados 173 isolados clinicos de C. neoformans e C. gattii para a
determinagdo das CIM para fluconazol. A idade média dos pacientes a partir dos quais se
obteve estes isolados foi de 37 anos, com uma variagao de idade dos 6 aos 70 anos (Tabela
3). Quanto ao sexo dos pacientes 69,2% pertenciam ao sexo masculino ¢ 30,8% eram
mulheres. O principal material clinico que determinou o isolamento de C. neoformans e C.
gattii foi liquor (88,2%) seguido de varios outros (11,8%) como: hemocultura, lavado
bronquico, pun¢do pulmonar, medula Ossea, escarro, urina e bidpsias. As principais
condicdes predisponentes ao desenvolvimento de infec¢do criptococica foram AIDS,

transplante, esclerose multipla/linfoma e diabetes (Tabela 4).

4.2. Caracterizagao dos isolados

4.2.1. Cultivo em agar niger

Todos os 173 isolados desenvolveram col6nias marrons no agar niger confirmando

a caracteristica de C. neoformans e/ou C. gattii.



Tabela 3: Caracteristicas dos isolados de C. neoformans e C. gattii estudados.

Isolado Datada  Sexo Idade Condicao Material ~ Espécie
coleta (anos)  predisponente
SM1 1994 M 23 AIDS LIQ neoformans
SM2 1997 F 25 AIDS LIQ neoformans
SM4 1998 M 31 AIDS LIQ neoformans
SM5 NI M NI AIDS LIQ neoformans
SM6 1995 M 32 AIDS LIQ neoformans
SM9 1995 M 70 AIDS LIQ neoformans
SM10 1998 M 29 AIDS LIQ neoformans
SM11 1992 M 33 AIDS LIQ neoformans
SM15 1997 M 37 AIDS LIQ neoformans
SM17 1996 F 31 AIDS LIQ neoformans
SM18 1996 M 25 AIDS LIQ neoformans
SM19 1998 M 30 AIDS LIQ neoformans
SM21 NI F 28 AIDS LIQ neoformans
SM22 1996 M 35 AIDS LIQ neoformans
SM23 NI M NI AIDS LIQ neoformans
SM24 NI M 27 AIDS LIQ neoformans
SM26 1999 M NI AIDS LIQ neoformans
SM27 NI M NI AIDS LIQ neoformans
SM28 NI M NI AIDS LIQ neoformans
SM29 1999 M 33 AIDS LIQ neoformans
SM30 1999 M 36 AIDS LIQ neoformans
SM31 1999 M 28 AIDS LIQ neoformans
SM32 1997 M 26 AIDS LIQ neoformans
SM33 1997 M 26 AIDS HEMO neoformans
SM36 NI M 30 AIDS LIQ neoformans
SM37 NI M 74 AIDS LIQ neoformans
SM39 2000 M 23 AIDS LIQ neoformans
SM41 NI M 34 AIDS LIQ neoformans
SM42 2000 M 33 AIDS LIQ neoformans
SM43 2000 M 33 AIDS LIQ neoformans
SM45 NI M 68 AIDS LIQ neoformans
SM46 1999 M 31 AIDS LIQ neoformans
SM53 2000 M 29 AIDS LIQ neoformans
SM54 2000 F 34 NI NI neoformans
SM55 2000 F 34 AIDS LIQ neoformans
C4 NI NI NI AIDS LIQ neoformans
C5 NI NI NI AIDS LIQ gattii
C7 NI NI NI AIDS LIQ neoformans
Cl1 NI NI NI AIDS LIQ neoformans
C18 NI NI NI AIDS LIQ neoformans
C19 NI NI NI AIDS LIQ neoformans
C21 NI NI NI AIDS LIQ neoformans
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SC45 2002 M 33 AIDS LIQ neoformans
SC49 2002 F 35 AIDS LIQ neoformans
SC50 2002 M 34 NI LIQ neoformans
SCs51 2002 M NI URI neoformans
SC52 2002 M 46 AIDS MO neoformans
SC53 2002 F 28 AIDS LIQ neoformans
SC54 2002 M 34 NI LIQ neoformans
SC55 2002 F NI LIQ neoformans
SC56 2002 M 25 AIDS LIQ neoformans
SC57 2002 M 48 Transplante LIQ neoformans
pulmonar
SC59 2002 F 28 AIDS LIQ neoformans
SC60 2002 F 41 AIDS LIQ neoformans
SC63 2003 F NI NI LIQ neoformans
SC65 2003 M 32 AIDS LIQ neoformans
SC67 2003 F 33 AIDS ESC neoformans
SC68 2003 F 37 AIDS LIQ neoformans
SC69 2003 M 32 AIDS LIQ neoformans
SC70 2003 F 28 AIDS LIQ neoformans
SC71 2003 M 25 AIDS LIQ neoformans
SC72 2003 M 37 AIDS BN neoformans
SC75 2003 M 70 Transplante URI neoformans
pulmonar
SC76 2003 M 49 Transplante renal BP neoformans
SC78 2003 M 44 AIDS BP neoformans
SC80 2003 M 43 AIDS LIQ neoformans
SC81 NI NI NI NI NI neoformans
SC82 2003 M 53 Esclerose BPU neoformans
multipla
SC87 2003 M 63 Linfoma HEMO neoformans
SC88 2003 F 33 AIDS LIQ neoformans
SCI1 2003 F 66 Transplante LIQ neoformans
hepatico
SC9%4 2003 M 86 Diabetes URI neoformans
SC3G 1996 M 12 NI LIQ gattii
SC4G 1996 F 6 NI LIQ gattii
SC6G 1997 M NI LIQ gattii
SC7G 1998 M 19 NI LIQ gattii
SCIG 1999 M 50 NI LIQ gattii
SC10G 1999 M 47 NI LIQ gattii
SC12G 2000 F NI NI LIQ gattii
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LIQ: liquor; HEMO: hemocultura; LB: lavado bronquico; URI: urina; PP: pungdo
pulmonar; MO: medula 6ssea; ESC: escarro; BP: biopsia de pele; BPU: bidpsia
pulmonar; BN: biopsia nasal. NI: ndo informado; AIDS: Acquired Immunodeficiency

Syndrome.
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Tabela 4: Condigoes predisponentes a criptococose entre os pacientes estudados

Condicao Numero de isolados Porcentagem de
predisponente (n=121) isolados (%)
AIDS 112 92,6
Transplante 6 5
Esclerose multipla/Linfoma 2 1,6
Diabetes 1 0,8

4.2.2. Cultivo em agar CGB

Dentre os isolados do Laboratorio de Micologia, 48 isolados foram caracterizados
pelo CGB como C. neoformans, 7 isolados como C. gattii ¢ 9 isolados monstraram-se
duvidosos a0 CGB. A maioria dos isolados do Laboratério de Fungos de Importancia
Meédica e Biotecnologica foi caracterizada como C. neoformans, 101 isolados, e somente 8

isolados pertenciam a espécie C. gattii (Tabela 5).

Tabela 5: Numero de isolados de C. neoformans e C. gattii do Laboratorio

de Fungos de Importancia Médica e Biotecnoldgica

NUmero de Porcentagem dos
isolados (n=109) isolados (%6)
C. neoformans 101 92,6

C. gattii 8 7,4
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4.3. PCR multiplex

Os nove isolados que se mostraram duvidosos ao CGB, foram submetidos a PCR
multiplex e apresentaram produtos de amplificacdo de 695 pb caracteristicos de C.
neoformans (Figura 3). Entre os isolados do Laboratorio de Micologia 57 foram

caracterizados como C. neoformans e 7 como C. gattii (Tabela 6).

A 1 23456 7 8 91011

564 pb

12 3456 7 89101112

564 pb

Figura 3: Identificagao de C. neoformans e C. gattii por PCR multiplex utilizando os
primers CNA70A, CNA70S, CNB49A e CNB49S. Gel de agarose dos produtos
amplificados correspondentes a C. gattii (448 pb) e C. neoformans (695 pb).

Em A e B: 1- Marcador de tamanho molecular (A/Hind III); 2 a 6 — controles positivos C.
neoformans sorotipos A, D e AD, ¢ C. gattii sorotipos C ¢ B, respectivamente. Em A: 7 a
10 isolados clinico, SC60, SC25, SC38 e SC67; 11 - controle negativo. Em B: 7 a 11
isolados clinicos, SC9, SC24, SC68, SC81, SC88; 12 - controle negativo.
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Tabela 6: Numero de isolados de C. neoformans e C. gattii

do Laboratorio de Micologia

NUmero de Porcentagem dos
isolados (n = 64) isolados (%0)

C. neoformans 57 89,1

C. gattii 7 10,9

4.4, Teste de microdilui¢ao em caldo

As CIM dos 173 isolados de C. neoformans e C. gattii testados variaram de 0,125 a
l6pg/mL de fluconazol, sendo a CIM 90% 4 pg/mL e a CIM 50% 2 pg/mL (Tabela 7). Os
isolados de C. neoformans variaram de 0,125 a 8 pg/mL, enquanto os isolados de C. gattii
variaram de 2 a 16 pg/mL (Tabela 8). Todos os isolados foram considerados sensiveis a

fluconazol.

Tabela 7: Distribui¢do das CIMs para fluconazol dos isolados testados.

CIM Namero de isolados  Porcentagem de isolados

(ng/mL) (n=173) (%)
0,125 01 0,6
0,25 05 2,9
0,5 05 2,9
1,0 44 25,4
2,0 77 44,5
4,0 28 16,2
8,0 12 6,9
16,0 01 0,6

32,0 0 0
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Tabela 8: Distribui¢ao das CIMs para fluconazol entre os

isolados de C. neoformans e C. gattii

CIM C. neoformans C. gattii

(ug/mL) (n =158) (n=15)
0,125 01 -
0,25 05 -
0,5 05 -
1,0 44 -
2,0 76 01
4,0 24 04
8,0 03 09
16,0 - 01
32,0 - -

5.5. Teste de inducao de resisténcia

O numero de subpopulagdes do isolado SC33 que cresciam no meio com
fluconazol, diminuiu com o aumento da concentracdo do antifiingico. Das 50 coldnias
iniciais do teste, apenas uma gerou subpopulacdes que foram capazes de crescer até a
concentragdo de 50 ug/mL de fluconazol, sendo que nenhuma foi capaz de crescer até 100
ug/mL. No entanto, quando a subpopulacdo que cresceu a 50 pg/mL, foi submetida ao
teste de microdilui¢do em caldo, a CIM permaneceu a mesma do isolado inicial, ou seja, 2

nug/mL.
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5. DISCUSSAO

A expressdo de resisténcia a agentes antimicrobianos ¢ uma conseqiiéncia logica e
inevitavel do uso destes agentes para tratar as infeccoes. As bactérias, que sdo os principais
agentes de infeccdes, desenvolveram vérios tipos de mecanismos para vencer a a¢cdo dos
antibioticos e, por isso, estes tém sido extensamente estudados. Ja os fungos, comecaram a
ter uma importancia, altamente significativa, a partir do aumento da populagdo de
pacientes imunossuprimidos, o que tem levado ao aumento das micoses e,
conseqlientemente, do uso dos agentes antifingicos e da resisténcia a esses antifiingicos.
Os mecanismos que levam ao desenvolvimento de resisténcia aos antifingicos estdo sendo
estudados e, até agora, o género melhor estudado é Candida sp. No entanto, estes
mecanismos podem ser compartilhados por outros géneros, assim como as espécies de
Cryptococcus sp. patogénicas. Realmente, um dos mecanismos de resisténcia comum a
estes fungos € a superexpressao de proteinas que funcionam como bombas de efluxo para
drogas (GHANNOUM & RICE 1999).

A resisténcia em Cryptococcus sp. tem ocorrido principalmente entre pacientes com
AIDS que desenvolvem meningoencefalite criptococica. Durante a terapia de manutencgao
com o azodlico fluconazol, o fungo gera um mecanismo capaz de sobrepujar a acao do
antifingico, levando a recidiva da doenca (BICANIC & HARRISON 2004).

No intuito de conhecer o nivel de resisténcia entre isolados clinicos de C.
neoformans ¢ C. gattii muitos trabalhos tém sido realizados utilizando o teste de
macrodilui¢do ou microdilui¢do em caldo para leveduras padronizado pelo NCCLS. Este
trabalho buscou dados em nosso meio, que poderdo contribuir para a continuidade dos

estudos de resisténcia.



64

C. neoformans causa doenga quase que exclusivamente entre pacientes
imunossuprimidos (CASADEVALL & PERFECT 1998). De fato, a maioria dos isolados
do presente trabalho, foram obtidos a partir de pacientes com algum tipo de
imunossupressdao. A AIDS esteve presente em 92,6% dos pacientes, sendo que 5% tinham
sofrido transplante, 1,6% eram imunossupressos por linfoma ou esclerose multipla e 0,8%
eram diabéticos. Entre os 15 isolados de C. gattii, dois foram obtidos a partir de pacientes
com SIDA e em relacdo aos outros 13 isolados, ndo foi informado se os pacientes
apresentavam alguma condigdo predisponente ou ndo. C. gattii ¢ considerado um patdgeno
primario, mas também pode causar doenga em imunossuprimidos. Existem relatos que
confirmam esta afirmacdo. Severo et al. (1999) fizeram o relato de trés casos de pacientes
com AIDS que tiveram criptococose por C. gattii no Sul do Brasil.

A criptococose emergiu como uma importante infec¢do oportunistica, a partir dos
anos 80, entre os pacientes com AIDS, ocorrendo em 5 a 10% destes pacientes
(CASADEVALL & PERFECT 1998). As amostras deste trabalho foram isoladas entre
1992 e 2003, sendo que a idade média dos pacientes, de 37 anos, confronta-se com a idade
média dos pacientes com HIV, ocorrendo variagao entre 6 ¢ 70 anos. A distribui¢do quanto
ao sexo dos pacientes também corresponde aquela que geralmente ocorre com pacientes
com HIV, 69,2% dos pacientes pertenciam ao sexo masculino ¢ 30,8% ao sexo feminino.

A maioria dos isolados foram obtidos a partir de liquor (88,2%). Os outros
materiais clinicos (11,8%) foram hemocultura, lavado bronquico, pun¢do pulmonar,
medula 6ssea, escarro, urina ¢ bidpsias. Estes dados corroboram o quadro clinico mais
comum na criptococose como sendo a meningoencefalite. De fato, o fungo tem tropismo
pelo SNC e tem sido sugerido que o seu neurotropismo esta associado com sua habilidade
em converter as catecolaminas, dopamina, norepinefrina e epinefrina, o0s

neurotransmissores do SNC, em melanina. Esta funcionaria como um fator de viruléncia
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que aumentaria a resisténcia das células fungicas ao ataque pelos mecanismos efetores do
hospedeiro. A melanina inibe a fagocitose mediada por macrofagos, protege contra a acao
de derivados reativos de oxigénio e peptideos microbicidas, além da luz ultravioleta, no
ambiente (NOSANCHUK et al., 2000; CASADEVALL et al., 2000).

C. neoformans predominou entre os isolados. C. neoformans var. grubii (sorotipo
A) € o sorotipo mais distribuido no mundo e, portanto, o que mais tem sido isolado
(SORREL & ELLIS 1997). Realizou-se apenas a diferenciagdo entre as espécies C.
neoformans ¢ C. gattii, pela utilizagdo do agar CGB. Este tem sido considerado um meio
adequado para a diferenciacdo das espécies patogénicas de Cryptococcus sp., mas pode
resultar em falsos positivos para C. gattii, pela existéncia de cepas de C. neoformans
resistentes a canavanina e que sdo capazes de assimilar glicina (NAKAMURA et al., 1998;
KHAN et al., 2003).

Neste sentido as metodologias baseadas na andlise do DNA, como a PCR multiplex
realizada neste trabalho, sdo ferramentas importantes nao s para estudos epidemiologicos,
mas também para a diferenciagdo das espécies no laboratdrio clinico. C. neoformans e C.
gattii causam doengas com perfis diferentes e, portanto, a sua diferenciagdo pode ajudar o
médico na assisténcia ao paciente (CASADEVALL & PERFECT 1998).

A PCR multiplex foi adaptada a partir dos trabalhos realizados por Aoki et al.
(1999), que utilizaram os dois pares de primers para distinguir os sorotipos A ¢ B. No
entanto, Casali et al. (2003) utilizaram estes primers, em um estudo de tipagem molecular
de isolados clinicos ¢ ambientais, no Sul do Brasil, e encontraram que estes primers sao
especificos para C. neoformans e C. gattii, ndo determinando o sorotipo.

A utilizacdo da PCR multiplex foi importante para a identificagdo dos nove isolados
de C. neoformans que se mostraram duvidosos ao CGB. Por outro lado, a utilizagido desta

reacdo, combinada a um método rapido para a extracdo do DNA, mostra-se como uma
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técnica promissora para uma rapida identificagdo da espécie de Cryptococcus, podendo ser
realizada a partir do material clinico do paciente, sem a necessidade da fase preliminar de
cultivo do microrganismo (CASALI et al., 2003).

O teste de susceptibilidade padronizado pelo NCCLS ¢ uma metodologia
importante para o monitoramento do tratamento da criptococose (ALLER et al., 2000).
Devido a sua reprodutibilidade, tem sido usado para comparar os perfis de resisténcia entre
regides. As 173 amostras clinicas testadas neste trabalho foram consideradas sensiveis ao
antifungico fluconazol. Alguns autores consideram que uma CIM > 16 pg/mL estaria
correlacionada com maior probabilidade de falha terap€utica, mas isto tem sido referido a
C. neoformans. O tnico isolado que apresentou CIM de 16 pg/mL foi identificado como C.
gattii, espécie que tem se caracterizado por apresentar CIM maiores do que C. neoformans
para a maioria das drogas antifungicas (TRILLES et al., 2004; PERFECT & COX 1999).

Poucos estudos tém sido feitos para determinar a correlagdo entre CIM e resposta
clinica em infec¢des por Cryptococcus sp. Um estudo correlacionou os resultados do teste
de susceptibilidade in vitro, recomendado pelo NCCLS, com a resposta in Vvivo, apés a
terapia de manutencdo em pacientes com doenga criptocdcica e AIDS. A andlise
retrospectiva incluiu 25 pacientes que receberam terapia com fluconazol, sendo que 28
isolados a partir destes pacientes foram testados. A falha terapéutica foi observada em
cinco pacientes, que foram infectados com isolados para os quais as CIMs foram > 16
ug/mL. Entre estes pacientes, quatro tinham recebido tratamento para candidiase de
orofaringe e trés tinham sofrido outros episdédios de infecgdo criptocdcica. Os autores
concluiram que parece haver uma melhor expectativa de resposta clinica, durante a terapia
de manuteng@o com fluconazol, se as CIMs sdo < 16 pg/mL (TRILLES et al., 2004).

A variagdo das CIMs observadas entre os isolados testados, de 0,125 a 16 pg/mL de

fluconazol, concordam com outros estudos, nos quais as CIMs foram iguais ou similares.
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Num estudo realizado no sul do Brasil com isolados clinicos e ambientais de C.
neoformans, utilizando a mesma metodologia, as CIMs para isolados clinicos e ambientais
apresentaram a variacao de 0,125 a 16pg/mL. A CIM 50% foi de 2,0 pg/mL para isolados
clinicos e 0,5 pg/mL para isolados ambientais; a CIM 90% foi de 8 pg/mL para isolados
clinicos e 4 pg/mL para os ambientais. Os isolados clinicos mostraram-se menos
susceptiveis a fluconazol que os ambientais, possivelmente devido ao contato prévio com a
droga daqueles isolados. Os autores enfatizam que o teste de susceptibilidade pode
monitorar o desenvolvimento de resisténcia, pois embora a susceptibilidade ndo garanta o
sucesso da terapia, a resisténcia, por outro lado, pode predizer falha terapéutica (ALVEZ et
al., 2001).

No presente trabalho a CIM 50% foi 2 pg/mL e a CIM 90% foi 4 pug/mL neste
trabalho. Isolados clinicos de Goiania testados para a susceptibilidade a fluconazol,
apresentaram também estes valores. Porém, neste estudo, realizado com 70 isolados
clinicos e 40 ambientais, os isolados clinicos variaram de 0,125 a 8 pg/mL e os ambientais
de 0,25 a 2,0 pg/mL. Foi observado que as CIMs para C. gattii eram relativamente maiores
que as CIMs para C. neoformans (SOUZA et al., 2005).

As CIMs para C. gattii também mostraram-se maiores que para C. neoformans
neste estudo, sendo que as suas CIMs variaram de 2 a 16 pg/mL e de 0,125 a 8 ug/mL,
respectivamente. O perfil de susceptibilidade de C. gattii ndo tem sido tdo estudado quanto
C. neoformans, justamente pela maior prevaléncia deste ultimo. Trilles et al. (2004)
conduziram um estudo com 57 cepas de C. gattii, sendo 52 clinicas e 5 ambientais, ¢ 30
cepas de C. neoformans, 23 de origem clinica e 7 ambientais. Os isolados clinicos foram
recuperados a partir de pacientes com meningite criptococica, das regides norte, nordeste,
sudeste e centroeste do Brasil. Realizaram teste de susceptibilidade com nove antifiingicos:

albaconazol, anfotericina B, itraconazol, flucitosina, fluconazol, cetoconazol, ravuconazol
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e voriconazol. Considerando-se as cepas das duas espécies juntas, as CIMs para fluconazol
variaram de 1 a 64 pg/mL. No entanto, verificando-se os valores separadamente por
espécie, C. gattii apresenta uma CIM 90% de 32 pg/mL, enquanto C. neoformans apresenta
uma CIM 90% de 8 pg/mL, demonstrando claramente uma menor susceptibilidade para C.
gattii. Este também se mostrou menos susceptivel a todas as drogas testadas com excegao
de anfotericina B e flucitosina. Os autores comentam que existem diferengas nas
susceptibilidades antifingicas entre as duas espécies e que outros estudos sdo necessarios
para determinar o valor preditivo real dos dados in vitro.

Um estudo foi realizado com 1811 isolados clinicos de C. neoformans, para
determinar a tendéncia global de susceptibilidade antifingica deste microrganismo, no
periodo de 1990 a 2004. Participaram do estudo amostras da Africa, América Latina,
Europa, Asia e América do Norte. Somente 75% dos isolados da América do Norte foram
susceptiveis a fluconazol (CIM < 8 pg/mL), comparados a 94 a 100% em outras regides. A
razdo para esta diferenca pode ser o maior acesso € exposi¢do a este agente na América do
Norte. Os isolados da América Latina mostraram uma CIM 90% de 4 pg/mL, como no
presente trabalho. Os autores concluiram que a resisténcia in vitro para os agentes
antifungicos usados no tratamento da criptococose permanece incomum entre isolados das
cinco regides geograficas e ndo aumentou num periodo de 14 anos (PFALLER et al.,
2005).

A auséncia ou baixa freqiiéncia de isolados resistentes na maioria dos estudos
realizados mostra que a resisténcia a fluconazol ¢ incomum. Todavia, hd evidéncias que
comprovam que o desenvolvimento de resisténcia durante a terapia de manutencdo pode
ocorrer. Friese et al. (2001) relataram o caso de um paciente que apresentou recidiva da
meningite criptococica durante a terapia de manutengdo com fluconazol. A CIM inicial do

isolado era 8 pg/mL e, apos a recidiva, passou para 64 pg/mL.
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Seria razoavel verificar-se que, apds a exposicdo de um microrganismo a uma
droga, este se tornaria resistente a esta droga. No entanto, ndo foi o que ocorreu apos o
teste de indugdo de resisténcia a fluconazol com o isolado SC33. Posteraro et al. (2003)
induziram resisténcia a fluconazol e obtiveram quatro subpopula¢des que cresceram no
meio com 100 pg/mL de fluconazol. Selecionaram uma para o teste de susceptibilidade e a
sua CIM havia aumentado para 64 pg/mL, sendo que o fenotipo de resisténcia manteve-se
apds varias passagens em meio sem fluconazol, indicando que ocorreu uma alteragao
genética na subpopulacdo. O teste realizado nas mesmas condigdes, no entanto, levou uma
subpopulagdo a crescer no meio com até¢ 50 pg/mL, mas nao ocorreu o desenvolvimento de
resisténcia. Ao crescer num meio sem fluconazol para a realizagdo do teste de
susceptibilidade, a subpopulagdo voltou a apresentar a CIM do isolado SC33 de 2ug/mL,
sendo que o fendtipo de resisténcia a droga, verificado durante o teste de indugdo de
resisténcia, foi apenas um fendmeno transitorio. Parece que somente a exposi¢ao do fungo
a droga nao determina que o mesmo adquira resisténcia. Outros fatores, como as
caracteristicas genéticas da cepa, também podem ser importantes.

A heterogeneidade de resisténcia a fluconazol observada durante o teste, no qual
varias subpopulacdes, a partir de um uUnico isolado, demonstraram diferentes
susceptibilidades ao antifungico, tem sido vista também em outros estudos. Xu et al.
(2001) investigaram os padrdes de mutagdo para a resisténcia a fluconazol em C.
neoformans in vitro. Utilizaram 21 cepas com diferentes CIMs (0,25 a 4 ug/mL) e
realizaram seis culturas a partir de uma unica colonia de cada cepa, sendo entdo
subcultivadas em agar YMA com 8 pg/mL de fluconazol. Foi determinada a CIM para as
subpopulagdes que cresceram neste meio e calculada a taxa de mutacdo. Foi observada
uma heterogeneidade significante nas taxas de mutagdes entre as cepas, bem como entre as

subpopulagdes de uma mesma cepa. Nao foi encontrada nenhuma correlagdo
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estatisticamente significativa entre a CIM original e a taxa de mutacdo para resisténcia a
fluconazol. Os autores concluiram que os processos de mutacdo que levam a resisténcia a
fluconazol em C. neoformans, ¢ dindmico e heterogéneo. Na auséncia de mutagdes que
levem a resisténcia estavel, adaptagdes fisiologicas transitorias podem ocorrer. Essas
adaptagdes poderiam resultar na sobrevida e reproducdo de subpopulacdes, durante a
terapia com fluconazol. Isto explicaria os casos de falha no tratamento, em que as CIMs do
isolado pré e pos tratamento ndo aumenta.

O teste de microdiluicdo em caldo padronizado pelo NCCLS ¢ uma metodologia
promissora para ser utilizada ndo s6 em pesquisa, mas também no laboratorio clinico. Ter
acesso a CIM de fungos com elevada morbidade e mortalidade como Candida sp. e as
espécies patogénicas de Cryptococcus sp., pode ser um diferencial muito grande, e, neste
sentido, a comercializagdo de kits com placas prontas e, até mesmo, a disponibilizagdo de

sistemas automatizados, provavelmente sera uma realidade.
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