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RESUMO

Foram avaliados 37 isolados de 10 pacientes HIV negativos e 26 positivos, em Mato Grosso. Exame direto, cultura e quimiotipagem de espécies
foram realizados. Cetoconazol, itraconazol, voriconazol, fluconazol e anfotericina B foram avaliados. Foram identificadas 37 leveduras do género
Cryptococcus spp sendo 26 de pacientes HIV- positivos (25 Cryptococcus neoformans e um Cryptococcus gattii) e 10 de HIV- negativos (cinco
Cryptococcus neoformans e cinco Cryptococcus gattii). Considerando isolados clinicos (Cryptococcus neoformans) de HIV positivos observou-
se resisténcia (8% e 8,7%) e susceptibilidade dose-dependéncia (20% e 17,4%) para fluconazol e itraconazol respectivamente. Para isolados de
Cryptococcus neoformans oriundos de pacientes HIV negativos, observou-se susceptibilidade dose-dependéncia (40%) ao fluconazol. Os isolados de
Cryptococcus gattii provenientes de pacientes HIV- negativos mostraram-se susceptiveis a todos os antifingicos, exceto um isolado de Cryptococcus
gattii que foi susceptivel dose-dependente ao fluconazol (20%). O isolado proveniente do paciente HIV- positivo demonstrou resisténcia ao fluconazol
(CIM > 256pg/mL) e itraconazol (CIM=3pg/mL).

Palavras-chaves:Cryptococcus spp. HIV. Drogas antifingicas. Mato Grosso.

ABSTRACT

Thirty-seven isolates from 10 HIV-negative and 26 HIV-positive patients in Mato Grosso were evaluated. Direct examination, culturing and chemotyping
of species were performed. Ketoconazole, itraconazole, voriconazole, fluconazole and amphotericin B were evaluated. Thirty-seven yeasts of
Cryptococcus spp were identified, of which 26 were from HIV-positive patients (25 Cryptococcus neoformans and one Cryptococcus gattii) and
10 from HIV-negative patients (five Cryptococcus neoformans and five Cryptococcus gattii). The Cryptococcus neoformans clinical isolates
from HIV-positive patients showed resistance (8% and 8.7%) and dose-dependent susceptibility (20% and 17.4%) to fluconazole and itraconazole,
respectively. Among the Cryptococcus neoformans isolates from HIV-negative patients, there was dose-dependent susceptibility (40%) to fluconazole.
Cryptococcus gattii isolates from HIV-negative patients were shown to be susceptible to all antifungal agents, except for one isolate of Cryptococcus
gattii that showed dose-dependent susceptibility to fluconazole (20%). The Cryptococcus gattii isolate from an HIV-positive patient showed resistance
to fluconazole (MIC > 256 pg/ml) and itraconazole (MIC = 3 pg/ml).
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pelo Cryptococcus neoformans®, sendo a criptococose a
segunda infec¢io oportunista mais comum diagnosticada nestes
pacientes?.

A criptococose € causada principalmente por duas espécies do
complexo Cryptococcus neoformans, Cryptococcus neoformans
(sorotipo A, D e AD) e Cryptococcus gattii (sorotipo B e ). O
Cryptococcus neoformans apresenta distribuicio cosmopolita
sendo comumente encontrado na natureza e, essa espécie é
frequentemente associada a fezes de pombos urbanos e outras
aves, assim como vegetais, madeira e no solo'” %%, Em individuos
imunocomprometidos, a espécie mais prevalente é Cryptococcus
neoformans®'* >V, Ji o Cryptococcus gattii apresenta distribuico
limitada, sendo encontrado no meio ambiente, principalmente em
regioes tropicais e semitropicais, sendo o primeiro isolamento
descrito em 1990 em Eucalyptus camadulensis'* ' **. Em geral,
acomete individuos imunocompetentes® > ¥,

Com o surgimento de cepas resistentes e reincidéncia das
infeccBes flingicas invasivas quando submetidas a terapéutica cldssica,
atualmente empregada, tem sido reconhecida a importancia dos testes
de susceptibilidade 7 vitro para auxiliar/redirecionar o tratamento
e acompanhar a evolugio da terapia antifiingica para cada caso®’.
Existem varios fatores que podem contribuir para ocorréncia de
falha terapéutica, assim como podem existir fenétipos resistentes
a terapéutica empregada. Os fendtipos resistentes podem ser
identificados em uma populacio contendo vérios agentes etiolgicos
por meio de testes de susceptibilidade iz vitro os quais podem ser
realizados por vérios métodos disponiveis no mercado®.

Os testes de susceptibilidade iz vitro vém sendo realizados
com maior frequéncia, e vdrias técnicas tem sido desenvolvidas
e empregadas para o estudo do perfil de susceptibilidade
in vitro aos antifiingicos. Dentre as opgdes existentes, 0 método
de microdilui¢do em caldo é considerado o método de referéncia,
documento M27-A2 (2005) do Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI). Métodos alternativos estdo sendo implantados
para facilitar a utilizagio e implantagio destes testes na rotina
laboratorial, destacando-se o Etest. Este método compreende
uma técnica de ficil e rdpida execugdo e, apresenta satisfatoria
correlagio com o método de referéncia (CLSI)*. As drogas
antifingicas mais utilizadas no tratamento das manifestagdes
graves da criptococose em pacientes imunodeprimidos sdo:
anfotericina B, 5-fluocitosina e fluconazol®.

Objetivamos neste estudo avaliar a importincia da
caracterizacdo das leveduras do género Cryptococcus em
pacientes HIV positivos e negativos, assim como determinar o
perfil de susceptibilidade in vitro aos antifingicos. Vale ressaltar
que no Estado do Mato Grosso (Centro-Oeste do Brasil), este
estudo apresenta carter inédito.

MATERIAL E METODOS

Amostras bioldgicas de pacientes HIV positivos e
negativos com criptococose. Estudo tipo descritivo prospectivo
realizado no periodo compreendido entre janeiro de 2005
a outubro de 2008. Foram estudadas 37 amostras clinicas
diferentes: liquido cefalorraquidiano (LCR), sangue venoso
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periférico, lavado broncoalveolar (LBA), aspirado de linfonodo de
membro superior direito (MSD), todas provenientes de pacientes
HIV positivos e negativos com diagndstico clinico e laboratorial
de criptococose. O presente estudo foi aprovado pelo comité de
ética em pesquisa (CEP) envolvendo seres humanos do Hospital
Universitdrio Julio Miiller da Universidade Federal de Mato Grosso
(HUJM/UFMT), sob o nimero 247/06. Foram incluidas neste
estudo quatro unidades hospitalares, correspondendo a dois
hospitais universitarios, pronto socorro municipal de Cuiabd, e
pronto socorro municipal de Virzea Grande.

Dados clinicos. Os pacientes HIV positivos incluidos no
estudo tinham diagndstico confirmado de infeccio pelo HIV, e
encontravam-se em estigio avancado da doenca. Os pacientes
soronegativos também foram confirmados quanto a auséncia do
HIV. Todos os pacientes avaliados neste estudo assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo CEP/HUJM.

Identificacdo das espécies de leveduras do género
Cryptococcus. Tnicialmente, foi realizado o exame direto com
tinta nanquim, e em seguida foi realizado o isolamento do fungo em
agar Sabouraud dextrose (Difco-USA). Os isolados apresentando
colonias de consisténcia cremosa sugestivas de Cryptococcus
spp foram repicadas em meio 4gar niger para confirmagfo deste
género. As espécies classificadas através das etapas anteriores
como pertencentes a0 género Cryptococcus foram caracterizadas
em meioL-canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB)*® como
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

Teste de susceptibilidade aos antifingicos. O perfil de
susceptibilidade foi realizado pelo Etest (AB Biodisk) seguindo
as instrugdes do fabricante'. Como nio sio referenciados pontos
de corte para Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii
pelo CLSI, foram utilizados aqueles empregados por outros autores® 3!,
Os antifingicos testados foram cetoconazol, fluconazol, itraconazol,
voriconazol e anfotericina B (AB Biodisk).

Controle de qualidade. A atividade das drogas antifiingicas e
areprodutibilidade dos resultados foram asseguradas pela inclusao
dos isolados de referéncia Candida parapsilosis — ATCC 22019 e
Candida krusei — ATCC 6258, que foram gentilmente cedidas pela
Dra. Mircia S. C. Melhem do Instituto Adolfo Lutz, SP.

RESULTADOS

Considerando os pacientes HIV positivos, dos 26 isolados
de leveduras do género Cryptococcus, 15 pertenciam ao sexo
masculino e 9 ao sexo feminino. Foram caracterizados 25
(96,1%) Cryptococcus neoformans e um (3,8%) Cryptococcus
gattii , com média de idade igual a 40,2 anos (DP=8,8).

Considerando os pacientes HIV-negativos, dos 10 isolados de
leveduras do género Cryptococcus, quatro pertenciam a0 sexo
masculino e seis a0 sexo feminino. Foram caracterizados cinco
(50%) Cryptococcus neoformans e cinco (50%) Cryptococcus
gattii, e a média de idade foi de 31 anos (DP=13,9).

Nas Tabelas 1 e 2, estdo apresentados os valores das
concentragdes inibitéria minimas (CIM) para inibi¢do de
50% (CIM, ) e 90% (CIM,) e suas variagdes referentes aos

90



Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 42(6):661-665, nov-dez, 2009

TABEIA 1
Concentracdo inibitoria minima das cinco drogas antiftingicas frente as espécies de leveduras do género Cryptococcus de pacientes HIV- positivos.
CIM (pg/ml) Perfil de susceptibilidade

Cryptococcus spp Antifingico Variacio 50% 90% S (%) SDD (%) R (%)

cetoconazol 0,06421,5 0,5 0,75 100,0 - 0,0
Cryptococcus neoformans fluconazol 1,00 a2 > 256 816 72,0 20,0 8,0

itraconazol 0,008a1,5 0,094 0,38 73,9 16,0 8,0

voriconazol 0,01220,25 0,032 0,064 100,0 0,0 0,0

anfotericina B 0,094a 1,0 0,50 1,00 100,0 0,0 0,0

S: susceptivel, SDD: susceptivel dose-dependente, R: resistente.

CIM, e CIM,concentragdo capaz de inibir o crescimento dos isolados em 50% e 90%, respectivamente.

TABELA 2

Concentracdo inibitdria minima das cinco drogas antifiingicas frente as espécies de leveduras do género Cryptococcus isolados de pacientes HIV- negativos.

CIM (pg/ml) Perfil de susceptibilidade
Antifiingico Cryptococcus spp Variagio 50% 90% S (%) SDD (%) R (%)
Cetoconazol Cryptococcus neoformans 0,094 - 0,50 0,38 0,5 100,0 - -
Cryptococcus gattii 0,125 - 0,50 0,19 0,38 100,0 - -
Fluconazol Cryptococcus neoformans 3,0-32,0 4 16 60,0 40,0 -
Cryptococcus gattii 3,0 - 16,0 6 12 80,0 20,0 -
Itraconazol Cryptococcus neoformans 0,032 - 0,094 0,032 0,047 100,0 - -
Cryptococcus gattii 0,016 - 0,094 0,023 0,047 100,0 - -
Voriconazol Cryptococcus neoformans 0,016 - 0,094 0,032 0,047 100,0 - -
Cryptococcus gattii 0,016 - 0,064 0,023 0,032 100,0 - -
Anfotericina B Cryptococcus neoformans 0,38-1,5 0,38 1 100,0 - -
Cryptococcus gattii 0,094 - 0,50 0,25 0,50 100,0
S: susceptivel, SDD: susceptibilidade dose-dependente, R: resistente.
CIM, e CIM,;, concentragdo capaz de inibir o crescimento dos isolados em 50% e 90%, respectivamente.
antiftingicos testados frente aos isolados Cryptococcus spp TABEIA 3

dos pacientes HIV positivos e negativos. Considerando o0s
pacientes HIV-positivos, a maioria dos isolados de Cryptococcus
neoformans mostrou-se susceptivel aos cinco antifingicos
testados. Porém, 8% mostraram-se resistentes e 20% susceptiveis
dose-dependentes frente ao fluconazol. Para o itraconazol, 8%
mostraram-se resistentes e 16% susceptiveis dose-dependentes.
Os valores de CIM (pg/mL) para o isolado de Cryptococcus
gattii foram: cetoconazol = 3,0; fluconazol >256; itraconazol =
3,0; voriconazol = 0,50 e anfotericina B = 0,064, demonstrando
resisténcia ao fluconazol e itraconazol.

Os isolados de Cryptococcus neoformans provenientes de
pacientes HIV-negativos mostraram susceptibilidade iz vitro aos
antifingicos, sendo que 40% destes isolados foram susceptiveis
dose-dependentes ao fluconazol e 20% resistentes a anfotericina
B. Considerando a espécie, Cryptococcus gattii, todos os isolados
foram susceptiveis a todos os antiftingicos, exceto um, o qual
apresentou 20% de susceptibilidade dose-dependéncia frente
a0 fluconazol.

Quanto ao local de isolamento, considerando pacientes
soropositivos, os isolados de Cryptococcus neoformans de
LCR apresentaram valores de CIM mais elevados para todos os
antiftingicos testados quando comparados aos outros sitios de
isolamento, exceto para anfotericina B (Tabela 3).

Variacdo da concentracdo inibitéria minima quanto ao local de isolamento das
amostras de Cryptococcus neoformans isolados de pacientes HIV- positivos.

Variagdo da CIM (ug/ml)
Local de isolamento do Cryptococcus neoformans (n° de amostras)
LCR Sangue Escarro LMSD
Antifingicos =17 =6 o=1 01
Cetoconazol 0,064 -1,5 0,25-0,75 0,5 0,25
Fluconazol 1,0 - >256 2,0-16,0 12 2
Itraconazol 0,008 - 1,5 0,064 - 0,25 0,19 0,012
Voriconazol 0,012 - 0,25 0,016 - 0,064 0,064 0,023
Anfotericina B 0,094 - 1,0 0,38-1,0 0,38 0,75

LMSD: aspirado de linfonodo de membro superior direito.

LCR: liquido cefalorraquidiano.

DISCUSSAO

Neste trabalho, os isolados clinicos de Cryptococcus
neoformans em sua maioria apresentaram-se susceptiveis
aos cinco antifiingicos testados; porém, detectamos isolados
resistentes a0 fluconazol e itraconazol, considerando pacientes
HIV-positivos, como ilustra a Tabela 1. Os isolados de pacientes
HIV-negativos também se mostraram susceptiveis em sua
maioria, e apenas um isolado de Crypfococcus neoformans e
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um de Cryptococcus gattii apresentaram susceptibilidade dose-
dependéncia a0 fluconazol.

Anfotericina B tem sido utilizada para o tratamento de diversas
infeccdes por fungos micelianos e leveduriformes, em que pese a
sua nefrotoxicidade®. Como ainda nio foram definidos os pontos
de corte para a anfotericina B, segundo o CLSI, foi utilizado neste
estudo aqueles empregados por Nguyen e Yu* e Lozano cols?.
Eles definiram resisténcia a anfotericina B com valores de CIM
iguais ou superiores a 2pg/mlL.

Em relacio aos derivados azélicos, tem sido observado que
a profilaxia utilizada com fluconazol para pacientes infectados
pelo virus HIV, pode ser apontada como um dos fatores
responsaveis pela elevacdo de concentracdes inibitorias minimas
in vitro. No entanto, a boa penetracio desta droga no liquido
cefalorraquidiano, justifica os bons resultados observados
in vivo".

Os valores encontrados neste estudo apontam melhor
atividade do voriconazol frente ao itraconazol e fluconazol para
os isolados de Cryptococcus neoformans em pacientes HIV
positivos. Considerando os HIV-negativos foi possivel observar
semelhanca quanto ao perfil de susceptibilidade entre itraconazol
e voriconazol. Apesar dos resultados promissores iz vitro para
o voriconazol, hd necessidade da busca de correlacio com a
prética clinica'. Ainda em 1998, Nguyen e Yu?* demonstraram
a superioridade da atividade 7z vitro do voriconazol frente ao
itraconazol e fluconazol, corroborando os dados encontrados
neste trabalho.

Aresisténcia observada in vitro paraisolado de Cryptococcus
gattii, neste trabalho, pode ser comparada aquela observada em
1999 por De Bedout cols', os quais observaram que para 15
isolados de Cryptococcus gattii oriundos da Colombia, foram
observadas concentragdes inibitérias minimas mais elevadas para
anfotericina B, itraconazol e fluconazol. Este resultados indicam
que, in vitro, estes antifiingicos no exercem uma acio inibitoria
tdo marcante como era de se esperar. Este fato pode apontar
a necessidade de terapia mais prolongada para os pacientes
infectados por esta espécie.

A correlagdo clinico-laboratorial foi relatada por Aller cols?,
considerando valores de concentracdes inibitérias minimas de
fluconazol e fracasso terapéutico em infeccoes criptocdcicas.
Estes autores avaliaram 28 isolados clinicos de Cryptococcus
neoformans provenientes de 25 pacientes com AIDS. Os
resultados obtidos mostraram que os valores de CIM, e CIM,
corresponderam a 4 e 16pg/mL respectivamente. Dos 25 pacientes
estudados, 4 morreram com infecgdo criptocécica ativa e 2 por
outra causas. Insucesso terapéutico foi observado em 5 pacientes
os quais foram infectados por isolados que exibiram valores de
concentrac¢des inibitérias minimas iguais ou superiores a 16pg/
mL. Estes dados sugerem valores de concentragdes inibitdrias
minimas como preditoras de resposta terapéutica.

Em 2001, um grupo de pesquisadores brasileiros registrou a
menor atividade in vitro dos isolados clinicos de Cryptococcus
neoformans frente ao fluconazol em relacdo aos isolados
ambientais®.
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Em relacdo ao método utilizado (Etest) neste estudo para
determinagdo da atividade in vitro de drogas antifingicas,
vale ressaltar que Mawwell cols*' determinaram o perfil de
susceptibilidade de 162 isolados clinicos de Cryptococcus
neoformans. Estes autores sugeriram que o Etest constitui um
método ttil para determinacdo do perfil de susceptibilidade
especialmente para o voriconazol e anfotericina B. Chandenier
cols® também confirmam o valor do Etest para avaliar in vitro
isolados de Cryptococcus neoformans frente ao voriconazol.

Considerando dados da regido Centro-Oeste, registrados por
Fernandes cols' foi possivel verificar resisténcia ao fluconazol
tanto para os isolados de Cryptococcus neoformans como
de Cryptococcus gattii, como observado neste estudo. Estes
dados evidenciam a importancia ndo sé quanto a determinagio
da espécie do género Cryptococcus, como também do perfil
in vitro de susceptibilidade.

Apesar da deteccio neste trabalho de apenas um isolado de
Cryptococcus gattii resistente ao fluconazol e itraconazol, Trilles
cols* mostraram que mais de 90% dos isolados desta mesma
espécie exibiram concentracdes inibitorias minimas maiores que
16pg/mL e 64pg/mL ao itraconazol e fluconazol respectivamente
para 57 isolados avaliados. Os resultados obtidos por estes autores
apontam menor susceptibilidade de Cryptococcus gaitii frente
aos antifingicos testados quando comparados a Cryptococcus
neoformans, conforme outros registros encontrados®.

Em sintese, os resultados obtidos neste estudo apontam a
maior prevaléncia de Cryptococcus neoformans como causa
de criptococose, e maior nimero de isolados desta espécie
susceptiveis ou susceptiveis dose-dependentes. Entretanto,
monitorar o perfil de susceptibilidade in vitro as drogas
antifingicas em algumas situagdes clinicas merece olhar atento
por parte dos infectologistas, em casos de insucesso 2 terapéutica
cldssica utilizada.
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