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Resumo

A Criptococose, doenga cosmopolita, causada pelo Cryptococcus
neoformans, é conhecida ha cerca de um século. A imunossupressdo que
decorre, tanto de tratamentos com esteréides e outros tipos de drogas,
quanto de doengas degenerativas e infecciosas, facilita a multiplicagéo e o
desenvolvimento desse agente tornando a doenga importante,
particularmente, nesses casos.

O aparecimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
ao final da década de 70 fez proliferar a criptococose, ja que um dos efeitos
daquela sindrome é o comprometimento acentuado das defesas dos
pacientes.

Neste trabatho foram estudadas trinta e trés cepas de Cryptococcus
neoformans isoladas de vinte e quatro pacientes atendidos no Hospital das
Clinicas da Universidade Estadual de Campinas. Esses isolamentos foram
obtidos de liquor, sangue e bidpsia de pele.

As trinta e trés cepas de Crypfococcus neoformans foram
inicialmente sorotipadas, utilizando-se o “kit” comercial “Cryptocheck”
(latron, Japan). Vinte e quairo dessas cepas, provenientes de dezenove
pacientes portadores de Aids foram caracterizadas como do sorotipo A.
Das nove cepas recuperadas de pacientes sem Aids, sete revelaram-se

como sendo do sorotipo A e duas do sorotipo B.



Cepas de C. neoformans sorotipos A e B foram testadas pelo método
da Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR) com iniciadores comerciais
aleatorios denominados R1, R2 e R3 para determinacdo do seu perfil
gendmico (RAPD). A partir desse perfil, foi selecionada uma banda de 695
pares de bases (ph) presente apenas no perfis do sorotipo A e uma de 448
pb do sorotipo B. Esses “amplicons” foram sequenciados e, a seguir,
desenvolvidos dois pares de iniciadores a serem testados para
caracterizacao dos sorotipos A e B.

Esses dois pares de iniciadores foram testados nas 33 amostras de
C. neoformans previamente determinadas como sorotipos A ou B pela
técnica de aglutinacdo. No caso do sorotipo A, de todas as amostras de
referéncia testadas, bem como as isoladas de casos clinicos foi amplificada
a sequéngcia tipica desse sorotipo (banda de 695 pb). Do mesmo modo, no
sorotipo B a banda de 448 pb pode ser amplificada. A amplificagio dessas
sequéncias especificas, utilizando os iniciadores estudados para ambos os
sorotipos foi sensivel e especifica, quando comparados com o teste de
aglutinacéo.

Para o estudo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) as 33 cepas
de C. neoformans foram testadas contra a Anfotericina B, o ltraconazol, o
Fluconazol, a 5 — Fluorocitosina e a Anfotericina B comercial (Fungison®),
de acordo com as normas do “National Commitee for Clinical and

L.aboratorial Standards” (NCCLS).



As Concentragdes Inibitorias Minimas das varias drogas estudadas
empregando-se o meio de RPMI 1640 para trinta e trés cepas de C.
neoformans foram: Anfotericina B: 0,25 a 2 pg/ml, Fungison: 0,03— 2ug/ml,
FCZ: 0,5-32ug/ml; traconazol: 0,06-2 e 5-Fluorocitosina: 1-16 pug/ml.

Os resultados deste estudo trouxeram uma nova abordagem para a
caracterizac&o dos sorotipos A e B de C. neoforrmmans com base na técnica
da Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR), para o conhecimento dos
padrées de sensibilidade de cepas colhidas entre nds aos principais
agentes antifungicos e, ainda, para a preocupante presenca de cepas dose
dependentes ao Fluconazol em pacientes com e sem infecgdo pelo Virus

da Imunodeficiéncia Humana (HIV).
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1. Introdugao
1.1 Nomenclatura e caracteristicas microbiolégicas do Cryptococcus

neoformans.

Durante muitos anos diversas controvérsias reiacionadas com a
nomenclatura do Cryfococcus neoformans foram estabelecidas. Assim, uma
variedade de nomes foi dada para esse agente infeccioso, tais como:
Saccharomyces neoformans, Blastomyces neoformans, Cryptococcus hominis e
Torula histolytica.

S&o conhecidas hoje dezenove espécies do género Cryplococcus,
caracterizadas como leveduras, que brotam encapsuladas. Mesmo havendo
outras espécies patogénicas, a de maior importéncia é a espécie Cryptococcus
neoformans, uma levedura usualmente esférica, da qual duas variedades sio
descritas, o Cryplococcus neoformans var. neoformans e o Cryplococcus
neoformans var. gatti. Nos meios de cultivo laboratoriais de rotina as colénias de
C. neoformans desenvolvem-se em 36 a 72 horas, apresentando-se brancas ou
coloridas, cremosas e opacas e podem ter diversos milimetros de didmetro. As
colénias podem também desenvolver setores que diferem entre si na
pigmentacdo. S&o tipicamente mucdides e esse aspecto estd diretamente
relacionado & quantidade de produgédo de uma capsula(Figura 1). Colbnias
constituidas de células produtoras de capsulas espessas podem coalescer e,
lentamente, escorrer no meio de cultura do tubo de ensaio colocado obiiquamente
ou, quando em placas, gotejar quando se a inverte (Figura 1)(MITCHELL &

PERFECT, 1995).



Por visdo microscopica a maioria dos isolados clinicos parece ser esférica,
florescendo ou formando um botdo( Figura 2). Raramente, formas de hifas curtas
podem ser vistas. Além dessas, variantes filamentosas ja foram observadas.

Essas leveduras variam em tamanho de 4um a 6um de didmetro, séo ovais
ou esféricas e exibem brotamentos, tanto Umnicos, guanto mditiplos(Figura 3).
Dado que esses brotos s&o ativamente destacados das células mae, a maioria
delas parece perdé-los quando incubadas em meios de cultura ou em tecido vivo.
A marca registrada do C. neoformans € sua cépsula, que pode ser visualizada
com a técnica da tinta China.

A espessura da capsula é determinada geneticamente, bem como pelas
condigoes de crescimento. Para uma determinada cepa a sua produgio “in vitro”
pode ser otimizada pelo cultivo em meio liquido ou sélido na presenca de glicose
a 1%, tiamina a 1pg/ml, glutamato a 1ug/ml, pH neutro (=7.0), temperatura de
37°C, elevada concentragdo de CO; e baixa concentragéc de Ferro (DYKSTRA,
FIREDMAN, MURPHY, 1877; GRANGER, PERFECT, DURACK,
1991; LITTMAN,1958; VARTIVARIAN ET.AL., 1993). Por outro lado, a producio
da capsula pode ser reduzida “in vitro” pelo crescimento a baixas temperaturas,
sob condighes de aita osmolaridade (16% de glicose ou 2,9% de NaCl ) ou pH
acido (DYKSTRA, FIREDMAN, MURPHY, 1977 GRANGER, PERFECT,
DURACK, 1991; ISHAQ, BULMER, FELTON, 1967; LITTMAN,1958:
VARTIVARIAN ET. AL, 1993).

Ambas as variedades de C. neoformans podem ser encontradas na

natureza e residem em nichos ambientais separados. O C. neoformans var.



neoformans tem sido isociado de solo e “habitat” de aves (LEVITZ, 1991). Ele
prospera e & enriquecido por compostos com nitrogénio presentes em guano
(fezes de aves) (EMMONS, 1851, 1955), o que propicia ambiente adequado para
manutencdo do fungo. Embora funcionem como amplificadores desse
microrganismo, os passaros nao se infectam, provavelmente, por causa de sua
temperatura corpérea que & inadequada ao crescimento do fungo. Nas areas de
ninhos de aves as células do fungo sdo leveduriformes e possuem capsulas
minimas(Figura 4; Figura 8) e, por esta razdo, s&ao secas e facimente
suspensas no ar (BULMER,1990; NEILSON, FROMTILING, BULMER, 1977;
RUIZ & BULMER, 1980). Nesse estado sdo menores e, portanto, capazes de
serem inaladas até o nivel dos alvéclos (NEILSON, FROMTILING, BULMER,
1977, POWELL ET. AL.., 1972).

O C. neoformans tem requisitos minimos para crescimento com relagao a
fontes de carbono e nitrogénio @ mesmo suplementos vitaminicos, como a
tiamina, n&o séc necessarios (BRUATTO, VIDOTTO, MAINA, 1992). Na maioria
das vezes, em meio completo e a 37°C, a fase exponencial de crescimento &
aicangada em 2 a 6 horas de incubagdo (MILLER ET. AL., 1990). Ele n&o se
desenvolve t&o rapidamente como outras leveduras como Saccharomyces
cerevisiae e Candida albicans sob condigdes idénticas. Ao contrario de outras
espécies de Crypfococcus, a capacidade do C. neoformans em utilizar
compostos nitrogenados de baixo peso molecular, como a creatinina pode

explicar parcialmente o fato de ser o seu nicho ecoldgico em guano de aves.



A temperatura € um importante sinal do meio ambiente para o C.
neoformans crescer. Outras espécies de Cryplococcus ndo sdo capazes de se
desenvolver a 37°C e, portanto, ndo s&o patogénicas para os humanos.
Temperaturas de 39°C a 40°C “in vitro” reduzem significativamente sua taxa de
crescimento, as leveduras sofrem vacuolizag@o intracelular e produzem modelos
de brotos aberrantes e outras estruturas, como as pseudohifas. O C. neoformans
var. gatti é mais sensivel a altas temperaturas e quando incubados a 40°C,
ocorre a morte da maioria das amostras em 24 horas.

Algumas dessas caracteristicas de crescimento do C. neoformans tém sido
aproveitadas para sua identificacdo. Na presenca de uréia, a maioria das
amostras excretam grandes quantidades de urease, possibilitando a execugéo do
teste de “urease rapida” (JACOBSON, E. S., 1993; JACOBSON, E. S.; JENKINS,
N. D.; TODD, J. M., 1994; JACOBSON, E. S.; TINNEL, $.B.,1993) . A presenca
desta enzima, que oxida substratos difendlicos e leva a produgéo de melanina,
além de ser usada para identificagdo & considerada um alvo potencial para a
quimioterapia anticriptococécica (IKEDA, R.; SHINODA, R.. MORITA, T.
JACOBSON, E. 8.,1893; JACOBSON, E. S., 1993; WILLIAMSOM, P.R., 1994)

Além dos ja citados, a captagéo de 4cido t-malico, o teste da repressao da
enzima creatinina deaminase e a capacidade de usar glicinas tém sido usados
para diferenciar as duas variedades (gatti e neoformans) “in vitro”. Todas as
especies de Cryptococcus ndo sdo fermentativas, hidrolizam amido e assimilam
inositol. Estas caracteristicas, bem como os achados morfolégicos da capsula e a

rara presenca de pseudo-hifa (BLACKSTOCK, R.; HALL, N. K, 1982; ERKE, R.



H. K., SCHNEIDAU, Jr, J. D., 1973; RODRIGUES DE MIRANDA, L., 1984),
distingue-as de outras leveduras importantes clinicamente.

As condicSes ambientais requeridas para a reprodugdo sexual do
Cryptococcus neoformans  sugerem que esse evento estd sob controle
nutricional. Geralmente, os acasalamentos ocorrem em meios néo enriquecidos,
tais como o suco “V-8”, infuséo de agar e temperatura abaixo de 37°C. As
melhores condicbes para a meiose ocofrem & temperatura ambiente em
atmosfera de concentracéo elevada de CO; . Esses sinais ambientais, portanto,
devem ser relacionados a privagée de nitrogénio. Estudos feitos por MOORE &
EDMAN (1993) indicam que as células de C. neoformans transcrevem,
processam e secretam ferorménios em resposta & essa privacdo. Recentes
avancos em biologia molecular permitiram a investigagéo destes sinais para a
expressao e regulacdo de genes ligados a reprodugso.

Diversas tecnicas tém sido ufilizadas para caracterizar clones de
Cryptococcus neoformans, bem como © seu parentesco em estudos
epidemiologicos, que incluem: sorotipagem, cariotipagem eletroforética, utilizagéo
de sondas de DNA ribossomal e a reagdo em cadeia da polimerase {PCR),
utilizando-se diversos iniciadores.

Dentre estas técnicas, a sorotipagem baseada em constituintes da capsula
tem sido considerada como referéncia. Algumas associagbes entre o sorotipo e
algumas caracteristicas da doenca provocada foram aventadas como, por
exemplo, a participagao do sorotipo A na maioria dos casos de criptococose em

pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida(AIDS).



Quatro sorotipos diferentes de C. neoformans sao definidos por técnicas de
imunofluroescéncia ou aglutinagdo, com base na especificidade antigénica do
polissacaride capsular, a saber: A, B, C e D. Os C. neoformans var. neoformans
apressentam os sorotipos A e D sendo que algumas cepas reagem com os
antisoros. Os sorotipos B e C pertencem ao C. neoformans var. gatti A maioria
dos isolamentos clinicos podem ser classificados nesses sorotipos mencionados.

Os sorotipos B e C séo classificados como C. neoformans var. gattii por
causa de diversas caracteristicas que os distinguem dos sorotipos A e D (ELLIS &
PFEIFFER, 1987, 1990, PFEIFFER & ELLIS, 1993). Uma dessas razbes é que esses
sorotipos formam estados perfeitos (sexuados) denominados Filobasidiella
neoformans var. bacillispora. Os sorotipos A e D também tém sido isolados em
todo o mundo, mais frequentemente em fezes de pombos. O habitat natural dos
sorotipos B e C ndo é bem conhecido e parece estar associado com o
florescimento de arvores como o Eucalyptus camaldulensis nas regides tropicais
e subtropicais. No Brasil esses sorotipos também foram identificados em fezes de
morcegos. Existem diferengas bioquimicas entre os sorotipos citados. A maioria
dos sorotipos B e C assimilam os acidos t-mdlico, fumarico e succinico; produzem
pigmento verde em agar-niger e assimilam glicina como unica fonte de carbono,
enguanto os sorotipos A e D néo o fazem. O agar contendo L-canavanine, glicina
e azul-timol € util na disting&o entre as variedades neoformans (sorotipos A e D) e
gatti (B e C). Baseado no estudo da composigdo do DNA e homologia de
seqiéncias, ha diferencas entre os sorotipos A e D em relagdo aos sorotipos B e

C. Comparados a isolados clinicos de C. neoformans var. neoformans, os



isolados da variedade gattii (sorotipos B e C) isoclados do meio ambiente sdo
mais virulentos em modelos animais. As diferencgas cariotipicas observadas entre
esses isolados sugerem que um rearranjo cromossdmico pode ocorrer quando da
infecgdo “in vivo”.

Os sorotipos A e D tem sido isolados de solo e excretas de aves,
especialmente pombos. Os sorotipos B e C sé foram isolados recentmente da
natureza na australia e em Sao Francisco em associagao com eucaliptos (ELLIS &
PFEIFFER, 1987, 1990, 1992; PFEIFFER & ELL!IS, 1981) e também em guano de
morcegos no Brasil (LAZERA, WANKE, NISHIKAWA, 1993).

A capsula de polissacaride € um polimero iongo e néo ramificado, um o -
1,3 -mannam com ramos de monossacarides de xilose e &cido glicurdnico
(BHATTACARJEE, BENNETT, CLAUDEMANS, 1984).

Ha controversias acerca da relagéo entre a viruléncia da cepa e a capsula
polissacaridica do Crypfococcus neoformans. Em estudos experimentais em
camundongos, © tamanho da cépsula nfo parece ser relacionado a
viruléncia,embora ela seja reduzida em mutantes né&o encapsulados. Entretanto, a
capsula deve conferir diversas propriedades ao microrganismo que afetam a
resposta a infecgdo. A doenca humana devida a essas cepas livres de capsulas
ou com capsula pequena tem uma resposta imunoiogica do hospedeiro mais
vigorosa, processo inflamatério mais acentuado e desenvolve-se com menor
patogenicidade (KOZEL & KAZIN, 1971; FARMER & KOMOROVSKI, 1973
LEVINSON ET. AL, 1974; FROMTLING, SHADOMY, JACOBSON,1982:
MILCHGRUB, VISCONTI, AVELLINI, 1990).



As cepas do sorotipo A de Cryptococcus neoformans variam tanto em
viruléncia, quanto no tamanho da capsula formada “in vitro”. A glicoronilomannam
(GXM) é, provaveimente, responsavel por muitas das propriedades patobiolégicas
atribuidas a capsula. Ela parece inibir, sob condigdes apropriadas, a fagocitose do
fungo e a producéo de anticorpos especificos. Por outro lado, a GXM é potente

ativador da via alternativa do complemento.
1.2 Infecgdo humana e patogenicidade do Cryptococcus neoformans.

Ha um contraste entre a elevada frequéncia de isolamento desse agente no
solo e “habitat’ de aves e a incidéncia de doenga na populagiio em geral. A
inalacao de celulas leveduriformes deve ocorrer de modo frequente, porém um
sistema de imunidade mediada por células e de fagocitose competentes provéem
fortes defesas contra a criptococose. Epidemias de criptococose originadas por
fonte comum parecem nao ocorrer (SWINNE ET. AL., 1989 ).

A extensdo da infecgdo com consegiléncias sub-clinicas & desconhecida
porque n&o t&m sido desenvolvidos testes antigénicos cutaneos adequados, que
permitam um levantamento epidemiolégico da prevaléncia dessa infeccao.
Entretanto, alguns estudos sorolégicos indicam que individuos saudaveis
possuem anticorpos contra o Cryptfococcus necformans (KENT & LAYTON, 1962:
KELLER, PFROMMER, KOZEL, 1994; MIYAGAWA ET. AL., 1982).

A despeito de ser raro o seu isolamento do trato respiratorio de individuos
saudaveis, o Crypfococcus neoformans n&o é um membro da flora microbiana

normal de humanos ou animais (DUPERVALL ET. AL., 1977). Além disso,
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epidemias de criptococose originadas por fonte comum parecem ndo ocorrer
(SWINNE ET. AL., 1989)

Embora essa doenca seja observada também em pacientes que ndo sio
aparentemente imunocomprometidos, a maioria deles possui condiges morbidas
pré-existentes. Essas condigbes, em ordem de importancia, sdo: a AIDS, o
tratamento com corticosteréides, os fransplantes de o6rgaos, as leucemias
cronicas, os linfomas e a sarcoidose.

Mesmo antes da epidemia de AIDS, a criptococose ocorria mais
freqlieniemente em homens do que em mulheres. Curiosamente, a despeito do
grande namero de criangas imunossuprimidas, a incidéncia de criptococose em
pacientes com idade abaixo da puberdade é rara.

A criptococose & uma das principais doengas provocadas por fungos entre
pacientes com AIDS ao lado da candidiase (CHUCK & SANDE, 1989; KOVACS
ET. AL., 1985; ROZENBAUN & RIO GONCALVES, 1994; STANSELL, 1993;
ZUGGER ET. AL., 1986). Em muitos pacientes o seu diagnéstico é a primeira
indicacéo para se pensar na existéncia dessa sindrome. A letalidade da doenga
entre esses pacientes tem sido estimada entre 6 a 10% nos Estados Unidos,
Europa Ocidental e Australia e 15 a 30% na regido africana do Sub-Saara
(POWDERLY, 1983). Essa taxa é particularmente elevada no sudeste dos
Estados Unidos e Africa equatorial (CLARK ET. AL., 1990; POWDERLY, 1993). A
letaiidade a curto prazo em pacientes tratados €& estimada em 10% a 25% sendo
que a maioria dos pacientes morre no primeiro ano do diagnostico (30 a 60%)

{(POWDERLY, 1993).
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Mesmo em areas geogréaficas endémicas para o Cryptococcus neoformans
var. gatti, os pacientes com AIDS séo infectados quase exclusivamente com
Cryptococcus neoformans var. neoformans do sorotipo A. Entretanto, na Franga,
onde o sorotipo D tem sido historicamente mais encontrado, dentre 273 casos que
foram analisados de 1990 a 1992, 17% foram causados pelo sorotipo D sendo
que 80% deles eram em pacientes infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana(HIV) (DROMER ET. AL., 1994).

As manifestacdes cliﬁicas da criptococose tendem a ser semelhantes entre
pacientes com ou sem AIDS, entretanto, certos achados sdo mais comuns nos
uitimos. Nesses, os sitios da infeccdo criptocdcica usualmente contém uma
quantidade elevada de criptococos e poucas células inflamatérias. Além do
Sistema Nervoso Central ha também uma elevada freqiiéncia de recuperacao do
agente em culturas de urina e sangue e de outros sitios de acometimento
(DISMUKES, 1988; ENG, BISHBURG, SMITH, 1986; KOVACS ET. AL., 1985;
ZUGER, 1986).

O diagndstico da doenca é feito geralmente pela demonstra¢go direta do
parasita. Espécimens clinicos como: liquor, tecidos, escarro e outras amostras de
secrecdo do trato respiratério, fragmentos, bidpsias, aspirados de lesdes
cuténeas, dentre outros, podem ser examinados através da preparacdo com finta
da China para visualizagdo de células leveduriformes encapsuladas. Em
preparagdes Umidas de material fresco as paredes celulares das leveduras
parecem ser refringentes e as células freglientemente contém vactolos esféricos

em movimento “Browniano”. As cdpsulas podem variar em espessura de uns
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pouco micrémetros até a largura igual ou superior ao didmetro da célula. Em
seccbes teciduais, leveduras encapsuladas parecem ser circundadas por largos
espagos vazios por causa da pobre tintura da capsula e da distorgdo da
preparacdo. Como j& assinalado, a resposta inflamatéria em tecido vai, desde
minima até granulomatosa.

O C. neoformans pode ser isolado, ainda, na maioria dos meios
bacteriolégicos ou micolégicos de rotina para fins de diagnéstico. Para culturas de
sangue o método mais sensivel parece ser o processo de lise~centrifugagido
(TARRAND, 1991).

A sorologia para o diagnéstico de criptococose baseada na pesquisa de
anticorpos néo tem utilidade clinica, porém o achado de antigeno presente na
capsula do criptococo em vérios fluidos corporais tem sido dtil para o diagndstico
da doenga (CHUCK & SANDE, 1989). Além disso, como durante a infecgéo a
capsula de polissacaride se torna solubilizada nos fluidos corporecs, este
antigeno pode ser detectado e quantificado utilizando-se antisoro de coetho.

O método mais utilizado para titulagdo desse antigeno é o teste de
aglutinagio com latex. Os reagentes para esse teste s3oc comercialmente
disponiveis na forma de “kit”. A aglutinagdo positiva na diluigdo de 1/4 sugere
fortemente a infecgéo criptocdcica. Titulos maiores que 1/8 usuaimente indicam
doenca ativa, como se observa na maioria dos pacientes com AIDS, Qﬁando da
realizacéo de testes sorolbgicos deve-se incluir controle, constituido de particulas
de latex revestidas de globulina normal de coelhos para detectar a aglutinagéo

nao especifica que ocorre no soro quando existe nele fator reumatdide
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(BENNETT & BAYLAY, 1989). A maioria dos resultados falso positivos sdo
causados pela presenca desse fator, que também pode ser eliminado tratando-se
0 espécimem com ditiotreitol e fervendo com EDTA (GORDON & LAPA, 1974:
GRAY & ROBERTS, 1988).

Pacientes com infecgao pelo HIV e criptococose puimonar primaria (sem
disseminagdo) podem ter testes falso negativos para o antigeno criptococico no
soro (TAELMAN, 1994). Apesar disso, em estudo prospectivo de lavado
broncoaiveolar (LBA) de pacientes infectados pelo HIV, oito pacientes que
desenvolveram pneumonia criptocéeica tinham titulos de antigeno acima de 1/8
(BAUGHMAN, 1992). Entre pacientes com meningoencefalite criptocécica,
resultados faiso negativos obtidos no liquido céfalo-raquiano sdo raros, conforme
bem documentado em diversos estudos (BERLIN & BALLEY, 1989; CURRIE ET.
AL., 1993; HAMILTON ET. AL., 1991; HOFFMANN, STENDERUP, MATHIESEN,
1991).

Testes falso negativos podem ser causados por baixos niveis de antigeno,
presenca de complexos imunes, altos titulos de antigeno, infeccdio com amostra
de Cryptococcus neoformans pobremente encapsulada ou n&o encapsulada.

A partir dos anos 80 foram iniciadas as pesquisas para padronizagéo de
testes de sensibilidade aos antifingicos para leveduras(National Commitee for
Clinical Laboratory Standards — NCCLS. Reference method for broth dilution
anifungal susceptibility testing of yeasts; Approved Standard. Wayne, Pa, NCCLS,
1997).
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Entre as diferentes provas para os testes de sensibilidade, a microdiluicdo
em caldo tem sido a mais utilizada por ser de facil execugao e permitir analise de

1.3 O uso de drogas para o tratamento da criptococose

Para a maioria dos isolados de Cryptococcus neoformans, as
Concentragdes inibitorias Minimas (CIM) de Anfotericina B (AnfB), 5 fluorocitosina
(5 FC) e os compostos azdlicos sdo baixas(GHANNOUM, ET. AL., 1992;
SHADOMY & PFALLER, 1991).

A partir dos anos 80 foram iniciadas as pesquisas para padroniza¢do de
testes de sensibilidade aos antifungicos para leveduras(National Commitee for
Clinical Laboratory Standards — NCCLS. Reference method for broth dilution
anifungal susceptibility testing of yeasts; Approved Standard. Wayne, Pa, NCCLS,
1997).

Os métodos utilizados para o teste “in vitro” de agentes anti-fingicos contra
uma variedade de leveduras, incluindo o Cryptococcus neoformans, tém sido
padronizados com respeito aos meios de cuitura utilizados e tamanho do indculo.
(ESPINEL-INGROFF ET. AL., 1992; FROMTILING ET. AL., 1993; NATIONAL
COMMITEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS - NCCLS, 1997).
Dentre as diferentes provas para os testes de sensibilidade, a microdiluigio em
caldo tem sido a mais utilizada por ser de facit execugéio e permitir a anaiise de
grande numero de amostras. Entre 0s varios meios de cuitivo empregados nessa
técnica para os estudos com criptococos, o RPMI 1640 com L-glutamina e o YNB
(yeast nitrogen base) tém sido os preferidos pelo alto indice de concordancia

entre laboratérios (ANAISSE, 1993).
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A frequéncia de cepas de Crypfococcus neoformans resistentes a 5-
fluorocitosina (5-FC) tem sido, em geral, menor que 2% das amostras testadas
(POLACK, 1992). Ha relagdo entre a recidiva clinica e a maior Concentragdo
Intbitéria Minima (CIM) desse agente, conforme ja foi demonstrado em casos de
meningoencefalites € pneumonias (UTZ, SHADOMY, McGEHEE, 1972, 1975;
KERKERING, DUMA, SHADOMY, 1981).

A Anfotericina B (AnfB) é universalmente ativa contra isolados de
Cryptococcus neoformans. As CiMs s@o geralmente baixas e pouco varidveis.
Ha, segundo pudemos apurar, somente um relato de caso clinico que envolveu
uma amostra resistente a anfotericina B detectada através do E-teste
(BODENHOFF, 1968). Com os regimes atuais de {ratamentc mesmo em
pacientes severamente comprometidos, a maioria das falhas ndo sio
relacionadas diretamente ao desenvolvimento de resisténcia direta.

Os derivados azélicos que compreendem: o miconazol {MIC), cetoconazol
(KC2), fluconazol (FCZ) e itraconazol (ICZ) também tém sido usados para tratar a
criptococose. Esse uso tem sido mais intenso desde o inicio da pandemia de
AIDS. Esses compostos possuem atividade inibitéria “in vitro” contra a maioria dos
isolados de Cryplocaccus neoformans. Entretanto, a maioria das recaidas clinicas
observadas se deu com cepas que conservavam a CIM inicial e a tipagem
molecular desses isolados indicaram que eram recaidas ao invés de
reinfeccOes(CASADEVALL ET. Al., 1993). Estas recaidas em pacientes com AIDS
em uso de azoéis parecem n&o representar a emergéncia de amostras resistentes

e sim a falha das defesas do hospedeiro na erradicagéo do patégeno.
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14 Emprego de técnicas moleculares na distingdo de clones de

Cryptococcus neoformans

Vérios sistemas de tipagem molecular tém sido utilizados no estudo da
epidemiologia molecuiar do C. neoformans, a saber: analise do DNA através do
tamanho dos fragmentos gerados por enzimas de restriggo (RFLP), tipagem
eletroforética determinada pelo padrao de isoenzimas, variagdo alélica do locus
UEAS, andlise do DNA cromossémico em gel através de eletroforese em campo
pulsétil (PFGE), analise de DNA por técnicas baseadas em PCR, sendo que a
mais utlizada € a amplificago polimérfica aleatdria (RAPD) e “figerprinting” de
DNA com sondas de DNA gendmico, sondas de DNA mitocondrial e sondas de
oligonucleotideos homologos a sequéncias microsatélites (VARMA & KWON —
CHUNG, 1989, PERFECT, MAGEE & MAGEE, 1989; CASADEVALL ET. AL,
1992; BRANDT ET. AL., 1993; CRAMPIN ET. AL, 1993).

1.4.1. Eletroforese em campo pulsado

Na analise do DNA cromossdémico através da eletroforese em campo
pulsado (cariotipagem efetroforética — CE), & possivel a separagdo de moiéculas
de DNA de até 2 megabases(Mb) com excelente resultado. Submete-se o gel
contendo o DNA extraido do microrganismo & corrente elétrica alternando-se a
sua diregdo em curtos periodos, de acordo com programagdo estabelecida
previamente (SCHWARTZ & CANTOR, 1984; GOERING,1993). O PFGE possui
diferentes sistemas, sendo que todos permitem obter a resolucdo de moléculas de
grande peso molecular, podendo existir diferenca entre eles, tanto na velocidade

de separacdo de moléculas, quanto na resolugio obtida em alguma banda de
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tamanho especifico. Dentre esses sistemas, podemos citar: Orthogonal Field
Alternating Gel Electrophoresis (OFAGE), Transverse Alternating Field
Electrophoresis (TAFE), Field Inverse Gel Electrophoresis (FIGE), Contour-
Clamped Homgeneous Electric Field Electrophoresis (CHEF), Rotating Gel
Electrophoresis (RGE), Zero Integrated Field Electrophoresis (ZIFE) e o
Programmable Automommously Controlied Electrodes Electrophoresis System
(PACE).

No sistema CHEF, o mais aplicado, utiliza-se o principio da eletrostatica
para corrente eiétrica homogénea usando-se 24 eletrodos, dispostos de forma
hexagonal em uma cuba de eletroforese. A voltagem originada em moédulo
fornecedor tem a distribuigao feita através desses eletrodos. O gradiente de
voltagem incide de forma constante no gel em angulo e com intervalos
previamente determinados (CHU, VOLLRATH & DAVIS , 1986).

POLACHECK & LEBENS em 1989 fizeram as primeiras publicagdes sobre
a separagdo de cromossomos dos quatre sorotipos j4 mencionados de C.
neoformans, com base numa modificagdo da técnica OFAGE em isolados, tanto
de fontes naturais quanto clinicas. Essa Cariotipagem Eletroforética (CE) de C.
necformans mostrou trés diferentes perfis. Os isolados de C. neoformans var:
gaiti (sorotipos B e C) apresentaram perfis similares de CE, com nove
cromossomos maiores que 580 Kb. Isolados do sorotipo A (variedade
neoformans) exibe padrées similares entre si, apresentando oito cromossomos
maiores que 700 Kb. Porém, os isolados do sorotipo D (variedade neoformans)

mostraram diferentes perfis & CE.
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Empregando o sistema CHEF de eletroforese, PERFECT, MAGEE &
MAGEE em 1989, demonstraram que o tamanho dos cromossomos de C.
neoformans é similar ao tamanho dos cromossomos do Saccharomyces cerevisae
e de Candida albicans. Houve variagdo de cerca de 10 a 12 bandas entre as
cepas examinadas. Cada amostra apresentou um padréo Gnico e reprodutivel de
bandas. Nesse trabalho, o numero de cromossomos foi maior do agueie relatado
por POLACHECK & LEBENS (1989) desta feita empregando a técnica OFAGE,
sem referéncia & fonte de isolamento das amostras de Crypfococcus.

Amostras do meio ambiente de C. neoformans var. gatti, retiradas de
Eucalyptus camaldulensis da Australia e S&o Francisco (EUA) foram sorotipadas,
submetidas a testes de \viruléncia em camundongos, cariotipadas
eletroforéticamente através de CHEF e também realizados testes de hibridizacso
com sondas de DNA especificas. Ao lado dessas, amostras clinicas de sorototipo
B isoladas de varios locais foram comparadas com essas cepas provenientes de
Eucalyptus através da CE. As cepas isoladas de Eucalyptus, caracterizadas como
do sorotipo B, isoladas na Australia e S&o Francisco mostraram semelhanga &
CE, enquanto as cepas isoladas de Crypfococcus neoformans var. gatti obtidas
de materiais clinicos mostraram-se heterogéneas. Esse fato parece apontar para
a hipétese de que haja uma reorgalnizagéo cromossdmica durante a infecgdo
humana, ja que esse polimorfismo nédo foi observado em cepas mantidas em
cuitura por cerca de quinze anos. No que diz respeito a viruléncia,
surpreendentemente, verificou-se que cepas de C. neoformans var. gatti

originadas de Eucalyptus eram t&o virulentas para camundongos, quanto as da
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variante neoformans. Ao contrario, houve uma maior viruléncia das cepas
isoladas do ambiente em Eucalyptus da variedade gatti, do que as obtidas em
isolamentos clinicos. Essa maior viruléncia pode estar relacionada com a
atividade mais intensa da enzima fenol-oxidase (KWON-CHUNG ET. AL., 1992).
C neoformans var. neoformans isolados de Eucalypfus e do ambiente
apresentaram-se com padrao uniforme a CE, ndo importando a sua origem
geografica, 0 que enseja também a hipétese da reorganizagdo em humanos do
genoma.

Estudando a epidemiologia das infecgdes provocadas por C. neoformans,
PERFECT ET. AL. (1993) analisaram o perfil da variedade neoformans através da
CE. As amostras isoladas foram obtidas de pacientes, tanto HIV positivos, quanto
HIV negativos. Amostras isoladas do ambiente, obtidas do solo ou excretas de
passaros dos estados americanos da Carolina do Norte e Ohio também foram
analisadas. A CE foi realizada através do sistema CHEF. Cerca de 90% das
amostras de materiais clinicos e do ambiente demonstraram ter um padrao (nico
por PFGE. N&o houve associagcdo do padrdo da eletroforese com o local de
infeccéo, area geogrifica do isolamento ou a presenga de infecgéio pelo HIV.
Perfis de CE de cepas analisadas individualmente mantiveram-se estaveis na
infecg&o “in vivo” e apés passagens “in vitro”.

Utilizando uma combinagdo de andlise por RFPL e CE com CHEF,
SPITZER ET. AL. (1993) determinaram a possibilidade de recorréncias de
meningites criptocécicas serem causadas por persisténcia da cepa inicial ou

aquisicdo de novas. Através do RFPL o mesmo padrio foi observado para
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isolamentos iniciais e posteriores em todos os pacientes quando foram
hibridizadas sequéncias URA5 e sondas CNER-1 por “Southern-blot”. A
cariotipagem eletroforética (CE) evidenciou que isolamentos em série de um
mesmo paciente tinham padrées de imunoeletroforese idénticos ou intimamente
relacionados. Cepas que se mostraram distintas geneticamente, demonstraram
que recaidas clinicas nao eram devidas a infecgdo com uma Unica cepa.
Comparando-se técnicas de tipagem molecular como a CE e andlise por RFLP foi
possivel demonstrar a sua importancia em estudos epidemiolégicos. Observou-se
que o método de RFLP foi menos sensivel que a CE para discriminar isolados
clinicos de Crypfococcus.

WICKES , MOORE & KWON-CHUNG em 1994 compararam muitiplos
isolamentos de duas variedades de C. neoformans, levando-se em conta o
caridtipo eletroforético, através do sistema CHEF. As duas variedades foram
separadas com clareza, de acordo com o tamanho dos ¢romossomos menores. Os
da variedade gallii variaram de 400 a 700Kb e os da variedade neoformans em
aproximadamente 700Kb. Os isclamentos da variedade gatfi e da variedade
neoformans apresentaram média de 12 e 13 cromossomos. O tamanho do genoma
do Cryptococcus foi de 23 Mb. Comparando a posicéo dos genes, os da variante
neoformans eram mais organizados que os da variante gattii.

Treze isolados clinicos de C. neoformans de oito pacientes com AIDS na
Italia foram obtidos através da CE pelo sistema CHEF. Em trés pacientes foram
analisados varios isolados do mesmo individuos e, em cinco, um s6 um isolado.

Todas as cepas foram testadas com respeito & susceptibilidade “in vitro” a
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antifungicos pela técnica de microdiluigio em caldo. A CE separou de 9 a 12
bandas correspondentes a cromossomos demonstrando ampla variabilidade
genética. Os maiores tinham 1900Kb e os menores 750 Kb. De um dos individuos
em que foram isoladas culturas em seqiiéncia, a segunda amostra colhida tinha um
periil eletroforético diferente do perfil da primeira e terceira amostras, que foram
idénticas. A explicagio para esse achado poderia ser uma infeccéo mista no inicio
(BARCHIESI ET.AL., 1995).

Estudando isolamentos clinicos e ambientais de C. neoformans da cidade de
Nova York, FRIES ET. AL. em 1996, utilizando o sistema CHEF, observaram
extensa variagdo entre os caribtipos eletroforéticos das cepas isoladas de
diferentes pacientes. Isolamentos seqlienciais de C. neoformans de pacientes com
infecc@o crénica e recorrente tinham cariétipos muito semelhantes. Uma sugestio
de reorganizac&o “in vivo” surgiu com a observacdo de pequenas diferencas nos
caridtipos eletroforéticos detectados entre isolamentos seqiienciais de 50% de
pacientes estudados. Trés isolamentos ciinicos e trés ambientais foram estudados
antes e depois da passagem em camundongos para um dos isolados clinicos e um
dos ambientais. A concluséc dos autores foi de que havia extensa variagdo entre
amostras de pequena regiao geografica, alta freqiiéncia de diferengas de caridtipo
eletroforético entre isolamentos seqlenciais de pacientes individualmente e
ocorréncias de mudancas no caridtipo eletroforético durante a infecgao
experimental em camundongos. Para pacientes com isolamentos seriados com
caridtipos diferentes, as diferencas foram geralmente encontradas entre

isolamentos recuperados em infecgbes iniciais, enquanto os isolamentos mais
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tardios mostravam carittipos homogéneos. Apesar da pequena populagdo
estudada, observou-se que alguns padrdes predominam em estégios tardios, por
provavel selecio durante a infecgdo humana. Isto demonstra que modificages dos
cromossomos podem ocofrer durante infecgdo, ao passo que caridtipos
eletroforéticos de C. neoformans tém sido estaveis nas passagens “in vitro”. O
mecanismo das variagbes do cariotiipo € desconhecido, podendo ocorrer
independentemente do uso de antifiingicos. Considerando-se isolamentos
geneticamente relacionados de pacientes com meningite recorrente, mudancas nos
cromossomos podem estar associadas a achados como a variacdo da estrutura
polissacaridica, bem como & alteragéo no contetido de esterol, além de mudancas
na susceptibilidade & antifingicos durante passagem de cepas ambientais em
camundongos. Em relagéo & patogenia essas implicacoes séao desconhecidas.

Cinglienta e um isolados clinicos e ambientais das cidades brasileiras de
Belo Horizonie e Rio de Janeiro foram estudados segundo padrbes de assimilagdo
de carbono, a cariotipagem eletroforética pelo sistema CHEF, o polimorfismo do
tamanho dos fragmentos gerados por enzimas de restricio de endonucleases
(RFLPs) com elemento 1 repetitivo de C. neoformans (CNRE-1) e seqiiencias
URA-5 (FRANZOT ET. AL., 1997). Os resultados foram comparados com estudos
semelhantes realizados com isolamentos feitos em Nova York, pelos mesmos
métodos moleculares. O nimero de cromossomos em ambos os estudos variou de
10 a 13. Alguns isolados brasileiros mostraram aito grau de similaridade com os de
Nova York, provaveimente pela dispers&o global das cepas patogénicas.

1.4.2. Técnicas baseadas na reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

22



MULLIS em 1983 idealizou um método de acordo com o qual, a partir de
uma Gnica seqliéncia, poderia permitir producdo de grande quantidade de DNA.
Uma grande revolugdo em biologia molecular, compardvel & determinada pelas
enzimas de restricdo. Essa técnica foi denominada de Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR, Polymerase Chain Reacfion). Baseia-se na atividade da enzima
DNA polimerase, enzima esta envolvida nos processos de replicacac e corregéo de
DNA. A reag@o de PCR possui uma amostra de DNA fonte, uma DNA polimerase
termoestavel, oligonucieotideos iniciadores, sendo gue em geral séo utilizados dois
oligonucleotideos livres e um tampao de reagdo, usualmente tendo como
componente o Cloreto de Magnésio (MgCI2). Esta solugéo é submetida a diversos
ciclos com trés etapas: desnaturagdo , na qual a dupla hélice de DNA é desfeita por
acao da temperatura, anelamenlo, situago na qual os iniciadores se ligam a
porgdoes complementares no DNA e extensdo, quando os nucleotideos sdo
incorporados aos iniciadores, formando uma seqiéncia complementar ao DNA
fonte. Ao téermino de alguns ciclos, obtém-se ampiificacdao exponencial de regido
delimitada pelos iniciadores.

O PCR é utilizado em varias aplicagtes, tais como: diagnédstico de doencas
infecciosas, genéticas, clonagem de genes, estudos de paternidade e a medicina
forense. Varios métodos foram propostos e a maior parte deles estuda o
polimorfismo dos produtos de amplificagdo {(amplicons) em corrida de eletroforese .
Os oligonucleotideos iniciadores podem ser direcionados para regides repetitivas
do genoma ou arbitrdrios. Os “amplicons” também podem ser clivados com

enzimas de restric&o, através do processo chamado PCR-RFLP.
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Ha vantagens em se utilizar o PCR em tipagem molecular, por requerer
apenas pequena quantidade de DNA da amostra, pois mesmo através do DNA

fragmentado podemos obter padrées confiaveis.

1.4.2.1 Métodos baseados em amplificagdo de seqiidncias arbitrarias do
genoma: AP-PCR, RAPD, DAF.
Propostos independentemente por diversos grupos de pesquisadores o AP-
PCR & denominado: “Arbitranily-Primed” PCR (PCR com Iniciadores Arbitrarios),
“Ramdom Amplification of Polymorphic” DNA (Amplificacdo Randdmica do DNA
Polimérfico-RAPD) e DNA “Ampilification  Fingerprinting” (“Tipagem” por
amplificacdo do DNA). Ha diferencas na metodologia para a realizagdo destas
técnicas, porém elas t&m em comum algumas caracteristicas, como: utiliza-se
iniciadores oligonucleotideos arbitrarios de pequena extensido (8 a 10 pares de
bases) e realizam ciclos com baixa temperatura de anelamento, o que permite a
ligacdo destes iniciadores a regides de homologia parcial. Com isso determina-se
a amplificacgdo de seqiiéncias inespecificas, em nimero suficiente que permita
gerar um padréo discriminatério. Por utilizar-se desta inespecificidade, ha a
possibilidade de uma aplicabilidade quase que irrestrita. Tanto bactérias,
microrganismos eucariontes e organismos pluricelulares podem ser tipados por
este método. O RAPD & o termo mais comumente utilizado, inclusive para falar de
outras técnicas um pouco modificadas.
O RAPD tem grande poder discriminatorio e sua relativa facilidade técnica

e rapida disponibilidade dos resultados tornou popular este método. Pode ser
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aplicado em investigacbes epidemiologicas, estudos de genética popuiacional,
taxonomia e evolugéo.

Sendo modelo de tipagem molecular por PCR, o RAPD também tem
desvantagens: baseia-se em amplificagdo inespecifica e depende das condices
fisicas utilizadas na reagdo. A sua reprodutibilidade pode ser prejudicada ou sofrer
interferéncias pela aparelhagem usada, das especificagdes dos ciclos (desde
temperaturas até os intervalos entre os ciclos), das condigbes dos reagentes e
inclusive da procedéncia da polimerase termoestavel .

De acordo com o tamanho dos “primers”, 0 RAPD pode ser classificado em:
AP-PCR , com “primers” de 18-24 bases; RAPD com “primers” mais curtos, tipicos
com 10 bases e o DAF de 5-8 bases ( WILLIANS ET. AL.,1990 ; POWER , 1996).

O RAPD foi empregado para produzir DNA “fingerprint” de isolamentos de
C.neoformans por CRAMPIN ET. Al. (1993) e os resultados demonstraram que
cada isolamento mostrava um padréo ou “fingerprint” diferente, sem relacio com o
sorotipo.

Sondas de hibridizagéo para “fingerprints” de DNA classicos foram utilizadas
como iniciadores para ampliar fragmentos do DNA gendmico de C. neoformans e
especies refacionadas. Amplificacdo com o “primer” GTG5, GACA4 ou a sequéncia
core M13 resultou num perfil eletroforético altamente reprodutivel, mostrando
variagbes nas espécies, variedades e niveis individuais de cepas. Estes iniciadores
utilizados para amplificacdo determinavam mais vantagens que as classicas técnicas
de DNA “fingerprinting” e com aspecto de ser mais especifica que o RAPD (MEYER

ET. AL.,1993, 1995).
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Estudo comparativo de HYNES ET. AL (1995) verificou a capacidade do
RAPD e do “fingerprinting” de DNA digerido com Eco Rl e sondas de nucleotideos
para tipagem de cinco pares de isolamentos de C.neoformans var. neoformans
recuperados de cinco pacientes infectados pelo HIV . O objetivo desse estudo foi
tentar distinguir se a recorréncia da criptococose poderia ser considerada como
recaida ou nova infecgdo. Ambas as técnicas conseguiram fazer a discriminagdo de
forma semelhante.

Usando RAPD para andlise de C.neoformans var. neoformans com
combinagdes de “primers” de 12 a 22 mer (CHEN ET. AL., 1996) identificaram cinco
perfis principais (1, 11, lll, IV e V), independente da origem do material clinico ou area
de isolamento. O tipo | apresentou cinco subtipos, denominados de la a le , sendo
que o subtipo la predominou entre pacientes imunossuprimidos.

A utilizagdo do AP-PCR com os iniciadores GTG5, GATA4 e GACA4 foi feita
por WEN ET. AL. em 19897 para a discriminacg&o de isolados de C. neoformans e sua
estabilidade, a diferenciacdo com outras leveduras ¢ a comparagdo de padrées
genotipicos com o sorotipo. O iniciador GACA4 foi 0 que melhor distinguiu o C.
neoformans de outras espécies de leveduras, bem como o0s sorotipos entre si.
Notou-se um padréo especifico para o sorotipc A e outro para o sorotipo D. Cepas
do sorotipo AD mostraram § perfis genotipicos diferentes. Esses padrées
mostraram-se constantes.

SILVA ET. AL. (1997) utilizando-se do RAPD, com o método répido descrito
por para extracdo de DNA, analisou 17 isolados clinicos de C.neoformans de Sio

Paulo, Brasil, encontrando polimorfismo genético entre as cepas estudadas. O
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RAPD demonsirou, nesse caso, ser prético, rapido e sensivel para tipagem
molecular de C. neoformans.

Estudando cepas de C. neoformans da variedade neoformans (BOTTONE
ET.AL., 1987) e da variedade gattii , através do AP-PCR com o iniciador M13,
(BOTTONE ET.AL., 1987) compararam cepas da variedade gatfii do Brasil ¢ da
Australia, tentando verificar se ocos de arvores poderiam ser fonte de infeccdo
humana. Houve semelhangas entre as amostras brasileiras e grandes diferengas
entre isolados brasileiros e australianos e cepas padrdo ATCC e CDC. Sugeriram
também, que ocos de arvores podem representar fontes de infecgdo humana para

ambas as vartiedades de C. neoformans (TRILLES ET. AL., 1998).
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. Objetivos

. ldentificar produtos de amplificacaco que sejam caracteristicos dos sorotipos Ae B
de Cryptococcus neoformans.

. Determinar os atributos da técnica de reconhecimento utilizando-se a amplificagio
de regides caracteristicas dos sorotipos A e B.

. Classificar os sorotipos de cepas de Cryptococcus neoformans isolados de alguns
pacientes do Hospital das Clinicas da UNICAMP.

. Determinar a sensibilidade aos antifliingicos das cepas isoladas de C.neoformans
procedentes de pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da UNICAMP.

: Lo 1O oaedF .
{ DRELIDOTECA SENTHuR. }'
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3

3. Material e Métodos

3.1 Microrganismos:

I. Foram utilizadas 33 cepas de Cryptococcus neoformans, obtidas de 24
pacientes internados no Hospital das Clinicas no periodo de 1996 a 1998 e que
tiveram diversas formas clinicas de criptococose. Os pacientes dos quais foram
isolados esses microrganismos tinham Aids, na sua maioria. Essas cepas foram
denominadas de CAMP e numeradas sequencialmente.

ll. Cepas isoladas em Campinas e outros focais e, ainda, espécimens cujos
sorotipos ja eram conhecidos e padronizados, foram utilizados como de referéncia..

A tabela 1 relaciona as cepas utilizadas, o seu sorotipo, bem como o local do

isolamento.
Nome da cepa Procedéncia Sorotipo
CAMP 4 Campinas A
THAI 5 Tailéndia B
CAMP 3 Campinas B
IFM 5856 NIH C
IFM 5873 Recife C
IFM B3501 Japéao D
IFM 3502 Japdo D
IFM 2536 Recife AD

Tabela 1. Relac&o das cepas utilizadas, segundo a procedéncia e o
sorotipo

3.2 Determinacgdo dos sorotipos por técnica de aglutinagio
A sorotipagem foi realizada no “Research Center for Pathogenic Fungi and

Microbial Toxicosis (Chiba, Japan)”, utilizando-se o teste de aglutinagdo em Iamina
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(Crypto Check, latron, Japan). Resumidamente, a partir de cultivos de C. neoformans

feitos em meio de Sabouraud Dextrose Agar por 24 a 48 horas, sio retiradas células
que, a seguir, sao suspensas em agua destilada estéril, cuja turbidez é ajustada para o
nivel 10 da escala de Mc Fariand. Uma gota de antisoro de cada tipo é colocada sobre
lamina e, a seguir, trinta microlitros da suspenséo de C. neoformans é aplicada sobre ela
e o preparado homogeneizado em movimentos circulares por um a dois minutos. O teste
& considerado positivo quando ha agiutinagao visivel.
3.3 Extracdo de DNA cromossdémico
O DNA cromossdmico de todas as amostras de Cryptococcus neoformans
foi extraido pelos métodos modificados de ZHU ET. AL. (1993) e POONWANN ET.
AL. (1997).
As amostras foram cultivadas em meio inclinado de agar BHI a 37°C por
uma semana. Trés ou quatro algadas de células de leveduras retiradas de culturas
desses tubos de agar inclinado foram suspensas em 500 ul de solugao tampao TE
(Tris -~ Hel 100mM, EDTA 1mM, pH 8.0) colocados em um tubo de microcentrifuga
(1,5 ml) e o tubo aquecido a 80°C por 30 minutos com a finalidade de inativar as
células.
Apés breve agitacdo, essa suspensdo foi centrifugada a 12000rpm a
temperatura ambiente e, apds ¢ descarte do sobrenadante por inversdo, ao
sedimento foi adicionado a 0,5 ml de tampéao de extracdo (Tris — Hel 100 mM, pH —

9.0, EDTA 40 mM, 0,1 ml de SDS a 10% e 0,3 ml de cloreto de benzila).

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTF



Depois de agitacio vigorosa, as células foram incubadas a 60°C por 30
minutos e entdo rompidas utilizando-se contas de vidro (Beadbeater, Wakenyaku
Co., Japan) por 20 segundos.

Apos nova centrifugagdo a 12000rpm a 4° C por 5 minutos, o sobrenadante
foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga e adicionada uma solugéo 3M
de acetato de sédio (1/10 do volume inicial) e mantida a 0° C por 10 minutos.

O DNA foi entéo precipitado com 0,5 mi de isopropanol e mantido a ~70° C
por 3 horas. A seguir, foi novamente centrifugado e o sedimento lavado com etanol
a 70% e ressuspenso em 100 pl de solugdo tampéo TE.

A concentragéo de DNA foi determinada utilizando-se um espectofotdmetro

de luz Ultra-violeta (Bio- mini UV monitor-ATTO-Japan).

3.4 RAPD (amplificagéo randdmica utilizando iniciadores aleatérios) para

analise por PCR

Foram utilizados os seguintes iniciadores, segundo GOODWIN & ANNIS(1991).

Iniciador Seqgiiéncia
R -1 (ou ATCG) 5- ATGGATCGGC -3’
R-2{oligo—-1) 5- ATTGCGTCCA -3
R-3(oligo-2) 5'-TCACGATGCA-¥

Tabela 2. Iniciadores utilizados na
amplificacdo aleatéria de C.neoformans

Esses primers forma utilizados com base em experimentos anteriores.
As reagCes de amplificacdo foram realizadas em um volume de 30 pl,

contendo: 2,5 ul do iniciador (20 pM), 2,5 ul de DNA gendmico (1ug/ml) e uma
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pérola de produto comerciaiizado contendo os reagentes para reagéo de PCR (
Ready- to-Go PCRZ bead , Pharmacia Biotech, USA).

A PCR foi realizada aquecendo-se as amostras a 94° C por 4 minutos.
Seguiram-se 35 ciclos de desnaturacdo a 94° C por 2 minutos, anelamento a 32°C
por 2 minutos , extensédo a 72° C por mais 2 minutos e extensao final a 72° C por
10 minutos em um termociclador (Perkin Elmers 2400, USA). Os produtos do PCR
foram resolvidos em corrida eletroforética em gel de agarose 1,5% , a 80 volts por
minuto. A seguir o gel foi corado com solugdo de brometo de etidio(0,5 ug/ml) e
fotografado utilizando-se transiluminador com luz ultravioleta.

A reagdo de RAPD utilizando-se os primers R-1, R-2 e R-3 foi realizada
primeiramente em cepas de C.neoformans de referéncia a saber: sorotipo A — cepa
CDC 551, sorotipo B — cepa NIH 112; sorotipo C — cepa NIH 18; sorotipo D — cepa
IFM 5857 e sorotipo AD — LY 23.

A mesma reagdo de RAPD com os primers R-1, R-2 e R-3 foi aplicada em
isolados clinicos de C. neoforrans sorotipo A obtidas de pacientes do HC —

UNICAMP.

3.6 Extragio e sequenciamento do DNA das bandas obtidas e
consideradas tipicas.

Foram escolhidas para sequenciamento as bandas que se apresentaram
com padrao de peso molecular Gnico nas cepas padrio dos soroifpos A e B.
Para a cepa padréo de C. neoformans sorotipo A(CDC 551) foi sequenciada

a banda com peso molecular de 695 bp (Figura 9) e para a cepa padrao do



sorotipo B(NIH 112), utilizou-se a banda de peso molecular 448 bp (Figura
11).

As bandas consideradas tipicas foram extraidas por separag@o com lamina
do gel de eletroforese e purificadas utilizando-se fenol-cloroférmic e precipitadas
com etanol.

Os produtos amplificados por reagdo em cadeia de polimerase (RAPD-
PCR) foram submetidos a extragdo com fenol cloroférmio e precipitado com
etanol e a seguir clonados com o vetor (P GEM 3Zf) e transformadas em células
bacterianas (JM109- Promega Co. Maddison, Wis, USA). O DNA plasmidial
sequenciado foi purificado utilizando-se um “kit” comercial de purificagio de
plasmidios (GFX Micro Plasmid Prep Kit, Pharmacia Biotech, USA).

Esses fragmentos purificados foram sequenciados utilizando-se um
sequenciador automatizado ABI prism 377A, e o “kit’ de sequenciamento “Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems Division,

Perkin Elmer, USA) de acordo com o protocolo do fabricante.

3.6 Determinagdio de sorotipos por reacio em cadeia de polimerase
(PCR) usando novo conjunto de iniciadores
Uma vez conhecidas as seqiéncias de nucleotideos dos fragmentos de
amplificagdo considerados especificos dos sorotipos A e B, foram desenvolvidos
novos iniciadores para esta etapa. Esses iniciadores foram obtidos através de
sintese em escala comercial.
As reagbes de amplificacdo foram feitas em termociclador (Perkin Elmers

2400, USA) com o aquecimento das amostras a 84°C por 10 minutos para a
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denaturac&o inicial e a essa se seguiram 25 ciclos de 94° C por 1 minuto , 55°C
por 1 minuto, 72° C por 2 minutos uma extensao final por 10 minutos a 72° C.

Os produtos da reagdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% em solugéo tampdo TBE a 80V por 90 minutos e a seguir
corados com Brometo de Etidio (0,5 pg/ml) e fotografado através de luz ultra

violeta(UV).

3.7. Determinagio da sensibilidade & drogas.

Os isolados de Crypfococcus neoformans foram testados frente as
seguintes drogas, todas utilizaveis na terapéutica das infecgdes provocadas por
esse microrganismo: Anfotericina B (AMB; Bristol-Meyer Squibb) na sua forma
bruta, um preparado comercial de Anfotericina B (FUNG; Fungison, MSD),
Fluconazol (FCZ, Pfizer Pharmaceutical, Aichi, Japan), ltraconazol (ICZ, Janssen
Pharmaceutical, Beerse, Belgiun), e a 5-Fluorocitosina (5-FC, Nippon Roche,
KK, Tokyo, Japan).

Para a pesquisa de sensibilidade as drogas antifingicas foi feita a
dterminagéo de Concentragéo Inibitéria Minima(CIM), o MIC 50(MIC-50%) e o
MIC 90(MIC — 80%), de acordo com o protocolo do NCCLS(M-27A, 1997)

As drogas utilizadas, bem como seu modo de preparagdo e solucdes
estoque, sdo apresentadas a seguir:

1. Anfotericina B (Bristol-Meyer Squibb) Solugio estoque em Dimetit Sulféxido
(DMSO) na concentracéo de 5mg/ml. Foram preparadas aliquotas de 0,8 mi em
tubos de poliestireno estéreis e armazenadas em congelador a —=70°C. A solugdo

foi utilizada até trés meses apds sua preparagdo. Solugao de trabalho - a partir
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da solugédo estoque foi feita uma diluigdo a 1:5 em DMSO e, a seguir, diluida
novamente a 1:6,25 em H;O para obter concentragdo final de 160 pg/ml. Da
solugéo de trabalho foram preparadas nove diluigdes a 1:5 nos meios RPMI e
YNB e, posteriormente, distribuidas aliquotas de 100ul nas placas de
microdiiuicdo até o uso.

2. 5-Fluorocitosina e Fluconazol (Nippon Roche, KK, Tokyo, Japan; Pfizer
Inc.) — Solugéo estoque a 5Smg/ml em agua deionizada estéril. A solugdo de
fluconazol foi armazenada em tubo com rosca, conservada a temperatura
ambiente ao abrigo da luz e podendo ser utilizada até seis meses apos o
preparo. A solugdo de 5-Fluorocitosina foi dividida em aliquotas de 1,3ml,
acondicionadas em tubo de poliestireno estéreis, conservadas em congelador a
—70 °C e podendo ser utilizadas até seis meses apés o preparo. Solugdo de
trabalho — A partir da solugéo estoque foi feita uma diluicdo a 1:7,8 em agua
destilada e deionizada estéri! para a obtengao de uma concentracdo final de
640ug/ml, que foi adicionada ao primeiro pogo da placa de microdiluicdo. As
diluicbes seguintes foram feitas com a transferéncia de 50l para ¢ pogo vizinho
€ assim sucessivamente, até a concentragéo de 1,25ug/ml.

3. ltraconazol (Jansen Pharmaceuticals) Solugéo estoque na concentragéo de
omg/l em polietileno glicol 400 (PEG 400, Union Carbide), para a solubilizacéo a
preparacéo foi aquecida a 60-70 °C. Mantida em tubo com rosca e ao abrigo da
luz, essa solugao pode ser utilizada até seis meses ap6s o preparo. Solucac de
trabalho — foi feita uma diluicdo a 1:5 da solugdo estoque e, a seguir, novas

diluicGes a 1:25 em agua destilada e deionizada estéril, para a obtencdo de
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preparo anterior. As placas de microdiluicdo foram conservadas em congelador
a -20 9C até o seu uso.

Esses testes foram realizados segundo a padronizagao do National
Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS M-27A, 1997) para o teste
de fungos realizados em caldos de cultura. Foram determinadas as
congentracdes inibitérias minimas (MIC), a concentracgdo inibitéria minima para
50% (MIC50) e 90% (MICS0) das cepas. O indculo inicial correspondeu a 10°
Unidades Formadoras de Coldnias (CFU)Yml| e as drogas objeto de teste,
incorporadas aos meios nas diferentes concentragbes exigidas.

Os meios utilizados foram: O YNB (Difco, USA), témponado com MOPS
(Sigma, USA), em pH=7,0 o RPMI-1640 (American Biorganics, Inc.) com L-
glutamina sem bicarbonato de sédio também tamponado com MOPS, em
pH=7,0, adicionado de dextrose a 2% e o SDB (Sabouraud Dextrose Broth).

O YNB foi preparado, dissolvendo-se 6,79 de pé em 100ml de agua
destilada e deionizada estéril, a seguir a solugéo foi esterilizada por filtragdo
(fitro Costar). Esse meio foi utilizado por aumentar o crescimento de C.
neoformans e, portanto, melhorar o significado ciinico da Concentragdo Inibitoria
Minima dos antifangicos testados (GHANNOUM M. ET. AL, {1992).

O RPMI foi re-hidradado em &gua destilada e deionizada numa
concentracao final de 46,59/l e esterilizado em filtro biolégico (Nalgene). Uma
vez preparados, foram conservados em refrigerador a 4 °C .

O SDB foi preparado.em agua destilada e deionizada numa concentragéo

final de 65¢/ e a seguir esterilizado por autoclavagem.
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Foram utilizadas placas de microdiluigdo de fundo chato (Nunc) de 96
pogos e a observagio da turbidez foi feita com o uso de um espelho concavo
inclinado. O meio contendo a droga em teste foi dispensado no primeiro pogo
(100ul) e, a seguir, diluigdes sucessivas foram feitas retirando-se 50pl de cada
pogo e adicionando-se ao seguinte. Foram também adicionados um controle
positivo e um controle negativo em cada linha. Todos os testes foram feitos em
duplicata.

Uma vez semeadas, as culturas foram incubadas a 35°C e a primeira
leitura feita apds 24 horas da inoculag@o para observac@o da turvagéo do meio
com o auxilio do espelho de leitura. Duas outras leituras com 48h e 72h foram
feitas. Em alguns casos, dado o crescimento lento das amostras, houve uma
nova leitura com 12 dias de incubaggo.

A leitura obedeceu o critério elaborado por PFALLER ET. AL.(1995). Esse
método, em resumo, atribui escores a turvagéo existente nos pogos da placa em
que foi feita a inoculagdo, a saber: 0= claro, + = levemente enevoado, ++ =
proeminente reducéo da turbidez, +++ = leve reducao da turbidez, ++++ = sem
reducéo da turbidez quando comparado ao controle sem droga. A concentragéo
foi considerada eficaz quando a turbidez observada era pelo menos de ++.

Os indculos foram obtidos a partir de colénias de C. necformans de pelo
menos 1mm de didmetro, cultivadas em meio de Sabouraud dextrose agar por
48 horas. As células foram suspensas em &gua destilada e deionizada e
ajustadas para uma transmitancia de 90%, medida em espectofotéfnetro de juz

visivel com comprimento de onda de 530 nm. Um controle do indculo foi feito
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pelo método de diluigdes sucessivas em meio de Sabouraud dextrose agar, para

verificagéo da quantidade e qualidade das células.
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4. Resultados

4.1 Sorotipagem pelo método de aglutinagio de isolados de C.

neoformans

As cepas de C. neoformans isoladas de pacientes do HC/UNICAMP
puderam ser classificadas de acordo com o seu sorotipo em A e B. Houve, das
33 cepas testadas, 31 casos do sorotipo A e 2 casos do sorotipo B. Nao foram

encontrados sorotipos C, D ou AD(Tabela 3).

Todas as cepas isoladas de pacientes HIV positivos revelaram-se do
sorotipo A e dentre as nove cepas de pacientes sem infecgdo pelo HIV, sete

foram do sorotipo A e duas cepas do sorotipo B(Tabela 3).
4.2 Analise gendmica por RAPD de amostras de C.neoformans

Os padrdes de RAPD, utilizando-se os iniciadores R1, R2 e R3, das cepas
periencentes ao sorotipo A revelaram-se todos idénticos. Na Figura 6
apresentamos os perfis gendmicos de sete cepas representativas do fotal de
cepas analisadas, obtidos com o inciador R-1. Esse padrao de “fingerprint” foi
bastante semethante aos obtidos de outras cepas testadas do sorotipo A de

referéncia, havendo apenas pequeno nimero de bandas discrepantes.

A analise pelo RAPD das cepas do sorotipo B revelou diferentes padrées,

relacionados a cada um dos iniciadores testados.

Selecionamos o iniciador R-2 para comparar padrées de amplificagdo que
fossem caracteristicos dos sorotipos A, B, C, D e AD dado que & eletroforese, os

produtos de amplificacéo forneceram bandas mais nitidas e bem mais separadas
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do que as obtidas com os demais iniciadores (R-1 e R-3). Essas amplificagtes

podem ser vistas na Figura 7.

As seqléncias escolhidas para serem amplificadas estdo assinaladas nessa figura
e correspondem a fragmentos de 695 pb e 448 pb. O critério para a escolha dessas
bandas foi a sua existéncia exclusiva no sorotipo assinalado. Nao pudemos caracterizar

bandas exclusivas dos sorotipos C, D e AD.
4.3 Determinagéfo das sequéncias das bandas de 695 e 448 pb.

As bandas de 695 pb e 448 pb foram entdo exiraidas. Apds a purificacao
esses fragmentos foram entdo seqlenciados. Essas seqiiéncias podem ser vistas

na Figura 8.

4.4 Desenho e utlizagido dos novos iniciadores para a detecgdo do
sorotipo A

Dois pares de iniciadores foram desenhados para a detecgio do sorotipo A,
considerando que a banda caracteristica desse grupo era a de 695-bp. O primeiro
par, designado C-Na-70-S e C-Na-70-A (sublinhado na Figura 8, Tabela 4), que
amplifica uma regiao com com 695-pb e outro par (também sublinhado na Figura
8, Tabela 4) designado C-Na-29-S e C-Na-29-A que amplifica uma regido interna

da mesma seqiéncia de 579-pb.

Na Figura 9 pode ser vista a amplificagio obtida com o primeiro par de
iniciadores a partir do DNA exiraido de uma cepa de referéncia de C. neoformans
sorotipo A (CDC 551), além de outras trés cepas classificadas previamente,

também, como do sorotipo A. O mesmo par de iniciadores foi testado frente a



cepas do sorotipo B (NIH 112), C (NIH 18), D (IFM 5857) e AD (LY 23), n&o se
obtendo amplificagédo. De outras 31 cepas do sorotipo A 0 mesmo fragmento pode
ser amplificado. Essas cepas estio representadas pelas altimas trés canaletas da

figura com a abreviatura CA (Campinas).

Utilizando-se o segundo par de iniciadores, que amplifica uma seqiéncia
interna da banda de 695-pb, obtivemos, a partir de cepas do sorotipo A, banda de
579-bp, inclusive das 31 cepas do HC/UNICAMP. Nao houve, como nas
amplificacdes com os iniciadores anteriores, amplificacio dessa banda a partir

das cepas de outros sorotipos além do A.

A combinagdo dos iniciadores C-Na-29-S e C-Na-70-A amplificou uma
sequéncia de 666-bp, juntamente com outras bandas satélites, quando foram
testados frente a uma cepa de referéncia do sorotipo A. As mesmas bandas
puderam ser observadas quando testamos as demais 31 cepas do sorotipo A,
conforme pode ser observado, na Figura 10, onde sdo apresentadas algumas

amplificagées representativas das demais,

Quando testado frente a uma cepa do sorotipo B, o mesmo par de

iniciadores amplificou uma seqiiéncia de 290-bp (Figura 10).



Sorotlpo, Iniciadores {sequéncias de bases) Origem do
DNA
Scretipo A
C-Na-70-S (5"-ATTGCGTCCACCAAAGGAGETC-3') C.neoformans
sorotipo A
C-Na-70-A (6-ATTGCOTCCATGTTACGTGGC-3" (696 bp)
Sorotipo A
CNa-28-8 (§'-CTCTTGACGTTEGCTCTTTC-3) C.neoformans
orotipo A
CNa-28-A (§'CTACTGATGAAAACTCGCTG-3) *(695 bp)
Serotipo B
CND49-S (6-ATTGCGTCCAAGGTGTTGTTG-3) C.necformans
CNb-48-8 (8-ATTGCGTCCATCCAACCOTTATC-') Sea o)

Tabela 4. Iniciadores da reacgio de PCR preparados com base na
seqiiéncia do DNA das bandas ospecificas dos sorotipos Ae B

4.5 Desonho e utilizagdo dos novos inicladores para a detecgdo do

sorotipo B

O par de iniciadores CNb-48-S e CNb-49-A (Tabela 4) amplificou o0 DNA de

amostras clinicas isoladas em Campinas, Brasil (cepas CAMP-3 e CAMP-24),

identificadas com CB na foto, ambas do sorotipo B, bem como o das cepas de

referéncia (NIH 112), também do sorotipc B (Figura 11). Esse mesmo par de

iniciadores ndo amplificou a mencionada seqiéncia quando se usou DNA de

cepas dos sorotipos A, D ou AD.



4.6 Poesquisa do sensibilidade aos antifGngicos para as cepas de C.

neoformans.

Analisando-se os valores da CIM para as 31 cepas de C. neoformans em
relagédo & CIM maxima e a CIM Minima, para indculos de 10° céluias no meio de
RPMI, ohservaram-se os seguintes valores de variagdo: AMB: 0,5 - 2 pg/ml;
Fungison®: 0,03 ~ 2 pg/ml; FCZ: 0,5 — 32 pg/ml; ICZ: 0,06 — 2 pg/ml e 5FC: 1 -
16 pg/ml. As mesmas 31 cepas quando estudadas utilizando o meio de SDB com
indculo de 10° células os resuitados obtidos para MIC maximo e MIC minimo
foram os seguintes: AMB: 0,06 — 4 ng/ml; Fungison®: 0,03 — 1 pg/ml; FCZ: 0,5 -
64 ng/ml; 1CZ: 0,015 ~ 0,25 ug/ml e 5FC: 0,03 — 32 ug/mi. De modo geral pode-se
dizer que as 31 cepas apresentaram um bom perfil de sensibilidade aos

antifangicos testados.

Com base nestes resultados podem-se observar variagdes nos resultados
quando se utiliza o0 meio de SDB para os valores de CIM méxima e minima com
cepas de C. neoformans . No caso do FCZ houve detec¢do de cepas dose-
dependente quando se utilizou meio de RPMI e de cepa resistente pelo meio de
SDB. Ja para o ICZ os resultados foram discrepantres , pois pelo meio de RPMI
foi detectada cepa resistente enquanto que todas as cepas foram sensiveis
quando testadas pelo meio de SDB. Para 5FC também foram observados
resultados discrepantes quando se utilizou o SDB e de sensibilidade intermediaria

pelo meio de RPMI
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Nas Tabelas de § a 8 sio apresentados os resultados dos testes de
sensibilidade as drogas mencionadas. Houve diferenca em relagdo a
Concentracéo Inibitéria Minima quando comparados os resultados dos ensaios
feitos com os diferentes meios utilizados. De modo geral, pode-se dizer que
essas cepas apresentaram um bom perfil de sensibilidade aos antifingicos
testados, nao havendo diferengas significativas quando comparadas as cepas
provenientes de pacientes infectados e nao infectados pelo HIV. Assinale-se que
o numero de amostras do grupo ndo infectado nao é numeroso, de modo que
estudos posteriores deverdo ser feitos para confirmag@o desses resultados.
Quandeo comparados os resultados obtidos com o meio RPMI1640 com o SDE
verificamos que ha diferencas significativas nas CIM no mesmo grupo de farmaco
e cepas, mostrando que quando se emprega o SDB pode-se obter valores de CIM

discordantes com o meio padrao, que é o RPMI1640.

No caso do Fluconazol, houve a detecgdo de cepas dose—dependentes
quando se utilizou o meio RPMI-1640 ¢ de cepa resistente quando o meio
utilizado foi 0 SDB. Ja para o Itraconazol os resultados foram discrepantes pois,
com o uso do meio RPMI-1640 foi detectada uma cepa resistente, enquanto que
todas as cepas foram sensiveis quando o meic utilizado foi o SDB. Para a 5-
Fluorocitosina também foram observados resultados discrepantes, j4 que uma
cepa mostrou-se resistente quando se utilizou o meio de SDB e com o RPMI

mostrou-se de sensibilidade intermediaria.

4.6.1. Resultados das andlises do cepas de C. neoformans

procedentes de paciontes com infecgdo pelo HIV.
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A Tabela 5 mostra as CIM maximas e CIM minimas e também CIM50 e
CIMO0 para as cepas isoladas de pacientes com infecgdo pelo HIV utilizando o
meio de RPMI-1640 e a Tabela 7 apresenta os mesmos pardmetros utilizando-
se 0 meio de SDB. Considerando —se 0 meio RPMI-1640 observou-se cepa com
CIM de 16ug/ml para o Fluconazol, ou seja, podendo ser considerada como de
sensibilidade dose dependente (SDD). O mesmo resultado foi observado quando
se utilizou o meic SDB. Para a 5-Fluorocitozina foi observado cepa com
sensibilidade intermediaria (16 pg/ml) no meio RPMI-18640, com um valor

correspondente no meio SDB de 32 ug/mi, considerada como resistente.

Avaliando-se o meio de RPMI-1640 (meio padrdo do método NCCLS), de
modo geral as 24 cepas foram sensiveis 3 AMB , porém foram encontradas cepas

com sensibilidade dose dependente (SDD) ao fluconazol, resistente (R) ac

ltraconazol e sensibilidade intermediaria a 5-Fluorocitosina.

4.6.2 Resultados de anilises de cepas de C. neoformans

procedentes de pacientes sem infeccao pelo HIV

Os dados referentes ac perfil de sensibilidade aos antifingicos das cepas
de C.neoformans isolados de pacientes sem infecgdo pelo HIV estdo dispostos
nas Tabelas 6 o 8 , referentes ao uso dos meios de RPMI-1640 ¢ SDB,

respectivamente.

Apesar de terem sido estudadas apenas 9 cepas de C. neoformans foi
possivet observar cepa com sensibilidade dose dependente(SDD) ao fiuconazol

(32 ug / mL) quando se aplicou 0 meio de RPMI-1640 . No meic de SDB esse
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mesmo isolado apresentou CIM de 64 nug / mi. , considerada como resistente ac

FCZ.

Também foram detectadas CIM de 2 pg/mL e 0,25 pg/mL para o ICZ nos
meio de RPMI-1640 e SDB, respectivamente e cepa com CIM de 8 ug/ml para 5-

FC no meioc de RPMI-1640.

Estudando-se comparativamente as CIM das cepas isoladas a partir de
pacientes com e sem infecgdo pelo HIV, observou-se para o FCZ a presencga de
cepas com CIM maxima de32 ug/ml, entre os isolados de pacientes sem infecgao
pelo HIV, engquanto que entre as cepas de pacientes com infecgéo pelo HIV a CIM
maxima foi de 16 ug/ml. Foram detectadas cepas com CIM de 2 ug/mi em ambos
0s grupos de cepas e a presenca de sensibilidade inftermediaria ao 5-FC de 16 e
8 pg/ml nas cepas isoladas de paciente com e sem infecdo pelo HiV,

respectivamente.

A CIM maxima para AMB foi de 1 pg/mi nas cepas de pacientes sem

infecgdo pelo HIV e de 2 pg/ml nas cepas dos pacientes com infecgéo pelo HIV.

4.6.3 Resultados da analise da susceptibilidade a 5-FC utlizando-se ¢

meio YNB.
O teste de sensibilidade aos antifingicos utilizado-se 0 meio de YNB+G

(Yeast Nitrogen Broth + Glucose) foi realizado para as cepas isoladas de

pacienies com e sem infecgéo pelo HIV apenas para a 5-FC (Tabela 9).
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Os resultados da CIM maxima e CIM minima no meio de YNB-G para os
isolados de paciente com infec¢ao pelo HIV foram , respectivamente 1 e 0,015 pg/
ml e nas cepas de pacientes HIV negati_vos 0,25 e 0,06 ug/ml. Esses dados sao
discrepantes dos observados no meio de RPMI-1640, onde as CIM maximas e
CIM minimas foram muito mais elevadas que em ambos os grupos de isolados de

pacientes com ou sem infeccao pelo HIV (Tabela 9).
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Nome da cepa Procedéncia Sorotipo
CAMP 4 Campinas - BR A
THAIL § Taildndia B
CAMP 3 Campinas - BR B
IFM 5856 NIH - EUA C
IFM 5873 Recife - BR C
IFM B3501 Japédo D
IFM 3502 Japao D
IFM 2536 Recife - BR AD

Tabela 1. Relacdo das cepas utilizadas, segundo a procedéncia e

o sorotipo
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Iniciador Sequéncia

R~1(ouATCG) &-ATGGATCGGC -3’
R-2{oligo=1) §’- ATTGCGTCCA - &’
R-3{oligo-2) &-TCACGATGCA-3'

Tabela 2. Iniciadores utilizados na
amplificagao
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Paciente Paciente

HHV reagente HIV n&o reagente
Sorotipo A 24 7
Sorotipo B - 2
Total 24 9

Tabela 3. Resultados de sorotipagem de 33 cepas de C. neoformans obtidos
de pacientes com o sem infecgdo pelo HIV, pelo método de aglutinagio
empregando-se o “Kit’ comercial “Cryptocheck” ( latron Co. Japan).
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Sorotipo , par de primer para PCR Origem do DNA
(sequéncia de base) (Tamanho da banda por RAPD)

Sorotipo A

CNa-70-S(5’-ATTGCGTCCACCAAGGAGCTC-3*) C.neoformans sorotipo A (695 pb)
CNa-70-A(5’-ATTGCGTCCATGTTACGTGGC-3")  C.neaformans sorotipo B (448 pb)

Sorotipo A

CNa-29-S(5°-CTCTTGACGTTGGCTCTTTC-3")  C.neoformans sorotipo A (695 pb)
CNa-29-A(5’-CTACTGATGAAAACTCGCTG-3")

Sorotipo B

CNb-49-8(5°-ATTGCGTCCAAGGTGTTGTTG-3")  C.negformans sorotipo B (448 pb)
CNb-49-A(5’-ATTGCGTCCATCCAACCGTTATC-3") C.neoformans sorctipo B (448 pb)

Tabela 4 . “Primers” para PCR preparados com base na informagéo de
sequéncia de DNA para modelos de bandas de “fingerprinting” por RAPD
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Droga testada ( pg/ml)
AMB FUNG FCZ ICZ SFC
N° de amostras 22 22 23 23 23
MIC mix 2 2 16 2 16
MIC min 0,25 0,03 0,5 0,06 1
MIC so 1 0,5 4 0,13 4
MIC o 2 1 16 0,5 16

AMB - Anfoterieina B , FUNG - Fungison®, FCZ = Flucpnazol , ICZ — Rraconazol , 8-FC - % Fluoresitosina
MIC méx = valor méximo encontrade para o MIC ; MIC min = valor minimo encontrado para MIGC ;

MIC 50 = MIC de 50% das capas testadas ; MIC 90 = MIC da 30% das cepas testadas

TABELA 5. Distribuigiio das concentragdes inibitérias minimas(CIM) de
varios antimicrobianos tostados contra cepas de C.neoforrmans coletados de
pacientes HIV positivos.O meic empregado foi o RPMI-1640, incubagéo a 35°
C, inéculo inicial do 10° UFC / ml, Periodo de Incubacao(Pl}) e 2 a 5 dias.
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Droga testada (sg/ml )

AMB FUNG FCZ ICZ SFC
N’ de amostras 8 9 9 Y 8
MIC mix | 2 32 2 8
MIC min 0,5 0,25 1 0,25 2
MIC 50 0,5 0,5 8 0,5 4
MIC 90 1 1 8 0,5 8

AMB - Anfoterisina B , FUNG - Fungison®, FCZ = Flucpnazol , ICZ — itraconazel . B-FC - % Fiuarocitosina
MIC miix = valer maxime sncontrado para ¢ MIC ; MIC min = valor minimo encontrade pars o MIC
MIC 50 = MIC de 50% das cepas testadas | MIC 9C = MIC de 90% das copas testadas

TABELA 6 . Distribuigcdao das concentragdes inibitérias minimas
(MIC) de véarios antifiingicos contra cepas de C. neoformans coletados
de pacientes nao infectados pelo HIV. O meio empregado foi o
RPMI1640 ; incubagio a 35° C ; inéculo inicial de 10° UFC / ml; Periodo
de incubag¢ao(Pl) de 2 a 6 dias
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Droga testada (pg/ml )
AMB FUNG FCZ ICZ SFC
N° de amostras 24 23 24 24 6
MIC méx 4 I 32 0,25 32
MIC min 0,25 0,25 0,5 0,015 0,06
MIC 50% 1 0,5 8 0,13 1
MIC %0% 2 1 16 0,25 32

AMB - Anfotericina B , FUNG - Fungison®, FCZ - Flucpnazol , ICZ — Kraconazol , &FC - % fluorocitosina . MIC max

= yaior méxxime sncontrado para o MIC ; MIC min = valor minimo encontrado para o MIC;
MIC &8 = MIC de 50% das espas testadas ; MICS0 = MIC de $0% das aspas testadas

Tabela 7 — Distribuigéo das concentragdes inibitérias minimas

(MIC) de varios antifangicos contra cepas de C.neoformanscoletadas
de pacientes infectados pelo HIV. O meic empregado foi o SDB;
incubagio a 35°C ; o inéculo inicial de 10° CFU/ml; periodo (Pl)

de incubag¢do ( 2 a 5 dias ).

UNICAMP

BIBLIOTECA CENTRAL
SECAOQ CIRCULANTF
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Droga testada (pg/mi)
AMB FUNG FCZ ICZ 5FC
N° de amostras 9 9 9 9 8
MIC max 1 1 64 025 4
MIC min 0,06 0,03 0,5 0,015 0,03
MIC 50 0,5 0,5 16 0,13 0,06
MIC %0 0.5 1 32 0,25 0,25

MIC mix = valor méximo sncontrado para @ MIC ; MIC min = valer minlmo encontrado para o MIC
MIC 50 = MIC de 50% das amostras testadas ; MIC 90 = MIC de 50% das amostras testadas

Tabela 8. Distribui¢do das concentragdes inibitérias minimas (MIC) de varios
antifiingicos contra cepas de C.neoformans coletados de pacientes nao
infectados pelo HIV. O meio empregado foi o SDB ; incubagiio a35°C ;
inéculo inicial de 10° CFU/mI; periodo de incubagéo (Pl) de 2 a 9 dias.
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Infectados pelo HIV Nio infectado pelo HIV
YNB RPMI-1640 YNB RPMI-1649
N* de amostras 22 23 6 8
MIC max 1 16 0,25 8
MIC mip 0,015 1 0,06 2
MIC 50 0,13 4 0,13 4
MIC 90 0,5 16 0,13 ]

MIC méx = valor miximo encontrado para o MIC ; MIC min = valor minimo encontrade para o MIC
MIC 50 = MEC de 50% das cepas testadas ; MIC 90 = MIC de 90% das cepas testadas

Tabela 8 . Distribuigdo das concentragdes inibitérias minimas (MIC) de 6-
Fluorocitosina contra cepas de C. neoformans em pacientes infectados ¢
nio infectados pelo HIV;  inéculo de 10° CFU/mi ; os meios empregados
foram YNB e RPMI-1640 ; incubagéio a 35°C ; periodo de incubacdode2ab
dias
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Figura 1. Cryptococcus neoformans demonstrando um aspecto
coalescente
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Figura 2. Cryptococcus neoformans , com demonstracao
de capsulas grandes e capsulas pequenas



Figura 3. Cryptococcus neoformans, demonstrando
tamanho das capsulas, grandes e pequenas
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C. neoformans serotype A capsule

Figura 4. Cryptococcus neoformans sorotipo
A - capsula
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C. neoformans serotype A capsule

Figura 5. Cryptococcus neoformans -
sorotipo A - variabilidade do tamanho

das capsulas



(03]
~

M 12346567

800-bp

Figura 6 . Modelos de fingerprint por RAPD de sete cepas de
C.neoformans sorotipo A isolado do Brasil e obtido com o “primer” R-1.
Coluna M , marcador de DNA usado como peso molecular padrao ;
colunas 1 a 7, isolados clinicos sorotipo A do Brasil
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448-bp

Figura 7. Modelos de “fingerprint” por RAPD das cepas de
referéncia de C. neoformans sorotipos A, B, C, D e AD ,
respectivamente. As cepas de referéncia foram CDC 551 (sorotipo
A), NIH 112 (sorotipo B), NIH 18 ( sorotipo C), IFM 5857 ( sorotipo D)
e LY 23 (sorotipo AD). As setas indicam as bandas de DNA que
foram obtidas por analise de RAPD e que foram extraidas e
sequenciadas no presente experimento
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Figura 8. Sequéncia de banda de DNA de 695 pb determinada recentemente de cepa
de C.neoformans sorotipo A obtida por analise de RAPD e sequéncias
(sublinhadas) do novo par de “primers” para PCR que foram preparados. Sequéncia
de banda de DNA de 448-pb determinada recentemente de cepa de C. neoformans
sorotipo B obtida por analise de RAPD e as sequéncias (sublinhadas) do novo par
de “primers” para PCR que foram preparados.
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Figura 9. Identificagdo por PCR de cepas de C. neoformans sorotipo A
com par de “primer” para PCR CNa-70-S e CNa-70-A .Coluna M ,
marcador ; colunas A a AD, cepas referéncia de sorotipos A, B, C, D e
AD, respectivamente. Colunas CA , isolados clinicos sorotipo A (CAMP-
1, CAMP-2 e CAMP-4 da esquerda para a direita, respectivamente) do
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Figura 10. identificagdo por PCR de amostras de C. neoformans sorotipo B com
o par de “primer” especifico para sorotipo A CNa-29-S e CN-a-70-A. Cepas de
sorotipo A e B foram identificadas pela presenca de bandas amplificadas de 666
pb ( juntamente com uma de 460 pb) e 290 pb , respectivamente. Coluna M ,
marcador : colunas A e B, cepas referéncia de sorotipos A (CDC 551) e B(NIH
112) , respectivamente; colunas CA, isolados clinicos sorotipo A (CAMP-1,
CAMP-2 e CAMP-4 da esquerda para a direita, respectivamente) do Brasil
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Figura 11 . Identificacdo por PCR de 2 amostras clinicas de C. neoformans
sorotipo B com o par de “primer” para PCR CNb-49-S e CNb-49-A. Coluna M ,
marcador ; colunas A e B, cepas refréncia de sorotipos A (CDC 551) e B (NIH
112), respectivamente; colunas CB , isolados clinicos sorotipo B (CAMP-3 e
CAMP-24, a esquerda e a direita , respectivamente) do Brasil.
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Discussédo

A pandemia da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida {(AIDS) iniciada ao
final dos anos 70 conferiu também importdncia @ uma série de doencas
infecciosas consideradas oportunistas, entre elas a criptococose, originadas no
intenso prejuizo ao sistema imunologico que essa sindrome provoca. Diversos séo
0s microrganismos que podem causar doengas oportunistas nesses casos, entre
eles, virus, bactérias, fungos, protozoarios e helmintos

Nos pacientes com AIDS a infec¢do pelo Crypfococcus neoformans pode
ser devastadora e ocasionar o 6bito (VAN DER HORST ET. AL., 1897). Para se
ter uma idéia da importancia dessa associagdo, o numero de individuos
convivendo com o HIV/AIDS até abril de 2000 encontra-se em torno dos quarenta
milhdes (Organizagcéio Mundial da Saide, OMS). Desses, mais de 5 milhdes ja
desenvolveram a doenga plenamente manifesta com possibilidade de terem sido
acometidos por germes oportunistas. De acordo com DUPONT ET. AL.(1992), a
frequéncia da criptococose nos Estados Unidos da América nos individuos com
AIDS varia de 6 a 10%, ocupando a segunda posicdo dentre as infeccdes
provocadas por fungos. Na Europa essa incidéncia vai de 3 a 6% e nos paises
africanos de 10 até 30%.

Pesquisadores norte americanos afirmam que com a introdugéo da terapia
antiretroviral combinada desde 1996 (HAART - “Highly actfive antiretroviral
therapy”), que corresponde a uma combinagdo de inibidores da transcriptase

reversa, nucleosideos analogos e nao analogos e inibidores da protease, a
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incidéncia da criptococose estaria diminuindo nos pacientes com AIDS tratados,
Qutros autores ndo concordam com essa afirmativa (SUGAR, 1998).

No Brasil, os casos notificados de AIDS chegam a 179 541 e desses cerca
da metade ja& faleceu (Boletim Epidemiolégico Ano Xll-n° 04 - 1999). A
criptococose foi relatada em 4,4% dos pacientes, sendo mais frequente nos
individuos de mais que 13 anos de idade. Em algumas regides do nosso pais, 0s
isolamentos de Cryptococcus neoformans em pacientes com AIDS em casos
suspeitos de criptococose variaram de 53% a 90%, sendo em S&o Paulo de 70% a
890%, de 53% no Rio de Janeiro e de 64% no Parana (MELO ET. AL.,1993;
SANT'ANNA ET. AL.,1997; ROZENBAUM & RIOS GONCALVES, 189%4;
FERNANDEZ-BORDGNON ET. AL., 1996).

Neste trabalho, realizado com vinte e quatro pacientes, foram recuperadas
33 amostras de C. neoformans, sendo que vinte e quatro delas, obtidas de vinte e
dois pacientes, pertenciam a individuos infectados pelo HIV. Os outros dois
pacientes que participaram do estudo também possuiam doenga que levou a
IMUNOSSUPressaon.

Os isolamentos da variedade neoformans do Cryplococcus neoformans
predominam sobre a variedade gaffi conforme mostram alguns estudos
epidemiolégicos. Entretanto, ocorre o inverso nas regides tropicais e subtropicais,
quando o isolamento € feito no meio ambiente (KWON-CHUNG & BENNETT,
1984).

No Brasil, tem sido documentada em varios trabalhos uma presenga
predominante da variante neoformans, tanto em pacientes com ou sem AIDS

(LACAZ & RODRIGUES, 1986; PAULA ET. AL. ,1988; MELO ET. AL., 1993;
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ROZENBAUM & RIOS GONCALVES, 1994; FERNANDEZ-BORDIGNON ET. AL,
1996; SANT'ANNA ET AL., 1997; MOREIRA ET AL., 1988; CHANG ET AL., 1998;
AOKI ET AL., 1998). Segundo MORALEZ ET. AL., (1999), as frequéncias
observadas dos varios sorotipos de amostras provenientes do Brasil, Venezuela e
Chile foram de 80% para o sorotipo A, 12% para o sorotipe B, 3% para o sorotipo
C e 4% para o sorotipo AD. Esses resuitados sdo semelhantes aos de outra
publicacéo, na qual estdo incluidas amostras clinicas de varias areas geograficas
da Europa, Asia, Africa, América do Norte e América do Sul, cujo resultado mostra
o encontro de 72,8% amostras do sorotipo A, 10,9% do sorotipo B, 3,6% do
sorotipo C, 6,3% do sorotipo D e 4,3% do sorotipo AD, tendo havido, ainda, 1,9%
de cepas cujo sorotipo n&o pode ser determinado (KWON-CHUNG & BENNETT,
1984). Observe-se que apenas para o sorotipo D houve uma certa diferenga
entre 0s estudos mencionados.

Foram encontradas, no presente trabalho, 31 cepas de C. neoformans var.
neoformans das trinta e trés estudadas. Tem sido relatado que o sorotipo A de
Cryptococcus neoformans distribui-se por todo o mundo, sendo o maior causador
de todas as formas clinicas de criptococose. Ja o sorotipo B, por outro lado, tem
uma distribuicdo global mais restrita, sendo encontrado nos paises das regides
tropical e subtropical. Uma vez que o Brasil é localizado numa regido tropical, a
existéncia de criptococose devido ao sorotipo B é menos provavel.

KWON-CHUNG ET. AL.(1990) relataram que o Cryptococcus neoformans
var. neoformans constitui-se em torno de 98 a 100% dos isolados de pacientes
com AIDS no Brasil € no sul da Califérnia e que 40 a 45% dos isolados de

pacientes sem AIDS foram do sorotipo B . O achado correspondente a este



77

trabalho, indicando que das trinta e trés cepas testadas, trinta e uma foram de C.
neoformans do sorotipo A reforga a idéia apresentada em trabalhos anteriores ja
que a maioria dos pacientes envolvidos neste estudo tinham AIDS.

Técnicas empregadas em laboratério 'que utilizam a biologia molecular
como instrumento de estudo, como a andlise do DNA gendmico através dos
diversos tamanhos dos fragmentos gerados pela digestdo com enzimas de
restricdo e, também, a amplificaggo aleatéria utilizando-se iniciadores (“primers”)
inespecificos (RAPD) tém se revelado instrumentos poderosos para possibilitar a
analise direta desses genomas e por conseguinte apoiar estudos epidemiolégicos
relacionados a diversos agentes causadores de doenca (BRANDT M.E. ET.
AL.,1996 ; LO PASSO C., ET. AL. 1997 ; SANDHU G. S, ET. AL, 1995;
YAMAMOTO, Y. ET. AL. , 1995).

A amplificacéo feita no presente trabalho, utilizando iniciadores aleatérios,
mostrou que os padrdes de “fingerprinting” de trinta @ um isolados clinicos de
Cryptococcus neoformans sorotipo A foram muito similares quando utilizado o
iniciador R-1, sugerindo que a maioria das cepas isoladas de Crypfococcus
neoformans desse sorotipo tinham uma certa homogeneidade sob o aspecto
genético. A amplificagéo obtida com o iniciador R-2 produziu “amplicons” com
suficiente grau de distingdo, sendo bem individualizados & eletroforese em gel de
agarose.

Os motivos dessa monotonia observada nos isolados testados de C.
neoformans sorotipo A, através de analise por RAPD n&o sdo claros. Talvez isso
possa ser explicado pelo fato de que todas as amostras foram coletadas de

pacientes que provém da regido de Campinas e atendidos no Hospital das
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Clinicas da UNICAMP. Qutros estudos ufilizando um nGmero maior de cepas,
também obtidas no Brasil estdo em progresso na nossa instituigao.

RHUMA ET. AL. (1996) relataram que técnicas de analise por RAPD tém
sido capazes de distinguir enire sorotipos A, D e AD do Cryptococcus neoformans.
Os mesmos autores também relataram que a identificacéo dos sorotipos B e C de
Cryptococcus neoformans var. gattii pelo método de RAPD pode ser possivel.
VARMA ET. AL. ( 1995) anaiisou 156 amostras, de acordo com os padroes de
“fingerprinting” por RAPD e concliuiram que o Cryplococcus neoformans var.
neoformans e o Cryptococcus neoformans var. gaftii podem ser classificados em
diversos grupos de acordo com esses diversos padroes. O nosso estudo também
demonstrou que essa distingdo entre os sorotipos A e B é possivel de ser feita.

Apesar de diversas investigacdes terem mostrado que analises por modelos
de RAPD s&o vantajosas para a identificagdo dos sorotipos de C. neoformans,
poucos estudos para o desenvolvimento de iniciadores sorotipo especificos de C.
neoformans a serem utilizados em reacdes de amplificagéo tém sido feitos. Nos
experimentos descritos, foram desenhados e testados iniciadores especificos para
os sorotipos A e B do C. neoformans isolados no Brasil.

Com base nas informagdes fornecidas pela andlise por RAPD, foram
desenhados e sintetizados trés pares de iniciadores a serem utilizados na reacéo
de amplificacdo (PCR), dois deles relacionados ao sorotipo A, denominados
arbitrariamente CNa-70-S / CNa-70-A e CNa-29-A / CNa-29-S e um relacionado
ao sorotipo B, denominado arbritrariamente CNb-49-S / CNb-49-A, que pudessem
caracterizar em cultura esses sorotipos. Esses iniciadores forneceram um produto

de amplificagao que foi capaz de identificar em todas as trinta e trés amostras de
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C. neoformans testadas o seu sorotipo A ou B. Resultado idéntico foi obtido
empregando-se amostras de referéncia. Esses resultados sdo originais, ou seja,
esse € o primeiro relato de identificacdo dos sorotipos A e B de Crypfococus
neoformans em cultura, baseado em amplificagdes especificas.

Esse resultado se reveste de importancia ja que os diagnésticos feitos por
reagbes de amplificacdo sdo rapidos, desde que padronizados e, nesse caso
podem identificar com rapidez a maioria das cepas isoladas em pacientes com
AIDS, que no nosso meio sao do sorotipo A ou B na maioria dos casos. Além
disso, a utilizagdo dos iniciadores CNa-29-S e CNa-70-A, pela diversidade de
bandas que produz em ambos os sorotipos testados pode revelar-se uma
importante arma para a deteccéo de C. neoformans sorotipos A e B em materiais
bioldgicos dependendo de estudos futuros.

A discriminagao dos dois sorotipos mencionados empregando-se técnicas
convencionais nac tem sido usuais em laboratérios clinicos brasileiros, que
trabalham com amostras coletadas de pacientes com AIDS.

Empregando os iniciadores destinados a identificagdo do sorotipo A
obtivemos uma amplificagdo inespecifica quando o testamos frente ac DNA de
cepa dos sorotipos B e C (obteve-se uma banda de aproximadamente 290pb).
Esse resultado ainda nao foi explicado, porem pode se dever a algum grau de
homologia em sequéncias presentes nesses sorotipos.

As amostras do sorotipo C, apesar de produzirem padroes discriminantes
ao RAPD, néo puderam ser distintas por reagbes de amplificacéo utilizando-se

iniciadores desenhados de modo idéntico aos sorotipos A e B, tendo sido o
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produto dessa reacdo inespecifica quando testados juntamente com amostras do
sorotipo B.

RHUMA ET. AL.(1996) também testaram diferentes iniciadores para a
identificacdo do sorotipo C, tendo sucesso em apenas um de sete iniciadores
empregados. Relata também que a distingéo entre os diversos sorotipos pode ser
feita com base no padrdo obtido ao RAPD. Esses resultados, em conjunto,
apontam para a hipdtese de que os sorotipos B e C podem ser bastante
relacionados sob o ponto de vista genético.

Durante os nossos estudos, observamos que o par de iniciadores CNa-70-S
/ CNa-70-A amplificou também um produto de aproximadamente de 500 pares de
bases a partir do DNA de Cryptococcus albidus (resultados ndo apresentados).
Esse resultado indica que no caso das infecgies por essa espécie, que
ocasionalmente aparece em alguns espécimens clinicos, esse iniciador poderia
também ser Util na sua identificacao.

MITCHELL ET. AL. (1994) apresentaram um par de iniciadores designados
CN4 e CN5 gue pode identificar todas as variedades de C. neoforrmans, com
excec¢do dos sorotipos D e AD. O uso desses iniciadores combinados com outros
pares de iniciadores ja descritos, podem permitir a identificaciio de todos os
sorotipos de Cryptococcus.

Diversos agentes antifangicos tém sido desenvolvidos, em especial, nas
Uitimas trés décadas (ANDRIOLE,1998). Antes do aparecimento da crescente
epidemia de AIDS no mundo, o tratamento de escotha para a criptococose era a
Anfotericina B associada a 5-Fluorocitosina (DISMUKES ET. AL., 1987; CHUCK &

SANDE,1989). No entanto, esse esquema terapéutico apresentou reages
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adversas que desaconselharam seu uso nos pacientes com doenga criptocécica e
AIDS. Desse modo, fez-se necessario o estudo de outras drogas antifungicas em
seu tratamento.

A gravidade da doenca criptocdcica em pacientes com AIDS tem levado a
constante preocupagcaoc da sensibilidade do C.neoformans aos antifingicos de uso
corrente. A metodologia utilizada atualmente é a microdiluicdo em caido,
seguindo-se a determinagdo do NCCLS (1997). A padronizagéo de testes de
sensibilidade para o C.neoformans ainda permanece em estudo, ndo estando
determinada, até o momento, a padroniza¢ao dos “end points” para os testes de
sensibilidade.

Diversos autores tém estudado as CIMs de isolados clinicos de C.
neoformans empregando a metodologia do NCCLS. BARCHIESI ET. AL. (1994)
descreveram os seguintes resultados de variagées de CIMs para 50 amosiras de
C.neoformans utilizando a técnica de microdiiuigdo: AMB: 0,125-1ug/ml; FCZ: 0,5
a 64 ug/ml; ITZ. 0,3-1ug/ml e 5-FC:1-64 pg/ml. GHANNOUM ET. AL. (1997)
estudaram a sensibilidade ao FCZ de 149 isolados de C.neoformans, porém
utilizando o meio de YNB com leitura em 72 horas, observaram variagdes de 1 a
16 pg/ml. No Brasii, FRANZOT & HAMDAN (1996) avaliaram 36 cepas de
C.neoformans empregando a técnica de macrodiluicdo relataram variagbes de
0,25 a 1ug/ml para AMB; 0,5 a 16 ug/m! para FCZ; < 0,03 a 0,25 pg/ml para ITZ e
0,25 a 8 nug/ml para 5-FC. Mais recentemente, MORALES ET. AL. (1999)
estudando 100 cepas de C.neoformans provenientes do Brasil, Venezuela e Chile,

observaram CIMs para AMB de 0,06 a 1 ug/ml;, FCZ de 1 a 16 pg/ml; ICZ de
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0,015 a 0,25 ug/ml e 5-FC de 0,5 a 64 ng/mi. Todos esses autores observaram
valores maximas de CIMs para AMB de 1 pg/mil.

No presente estudo, com 31 cepas de C.neoformans, foi obtido o CIM
maximo de 2 ug/mL para AMB, valor esse, mais elevado que os citados por outros
autores na literatura. Valores semelhantes aos da AMB foram observados quando
se empregou a formulacido comercial da AMB, qual seja o Fungison. Para o FCZ,
as cepas deste estudo apresentaram variagbes de ClMs de 0,5 a 32 ug/ml onde
também a CIM méxima {oi 0 dobro da encontrada por outros autores, mas ainda
considerada com susceptibilidade dose-dependente ao FCZ. Para o ICZ foram
detectadas cepas resistentes com CIM méxima de 2 pg/ml e para a 5-FC as ClMs
variaram de 1 a 16 pg/ml com presenca de cepas susceptibilidade dose-
dependente. De certa forma, pode-se considerar preccupante as CIMs maximas
encontradas neste estudo para AMB e FCZ, uma vez gque essas drogas s3c
empregadas ampiamente no tratamento de criptococose em pacientes com AIDS.

As 33 cepas deste projeto também foram testadas para sensibilidade aos
antifingicos utilizando-se a mesma metodologia de microduluicdo em caldo do
NCCLS, porém empregando-se ¢ meio de SDB, com o objetivo de observar a
concordancia de resultados em relacg&o ao mejo de RPMI1640. O meio de SBD é
muito mais barato que o meio de RPMI1640, e sua uiilizagao representaria uma
vantagem econdémica em paises de recursos limitados como o nosso. No entanto,
foram observadas discrepéancias nos resultados de CIMs maximas da AMB, FCZ e
5-FC tanto nos 24 isclados de C. neoformans de pacientes com HIV como nos 9

isolados dos pacientes sem HIV e portanto 0 emprego do meio de SDB nos testes
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de sensibilidade aos antifungicos necessita ainda maiores estudos. O meio de
YNB foi empregado somente para o estudo da sensibilidade a 5-FC (Tabela 10)
para as cepas de C.neoformans isoladas de pacientes com ou sem HIV. Os
resultados foram muito discrepantes dos observados com o meio padrio RPMI
1640 e com o meio experimental SDB, embora GRANNOUM ET. AL., (1992) e
WITT ET. AL., (1996) tenham ressaltado o uso do meio de YNB para incrementar
o crescimento de C.neoformans e assim melhorar a relevancia dos CIMs dos
antifingicos.

Quando se analisou a resposta dos testes de sensibilidade aos antifiingicos
enire os isolados de C.neoformans obtidos de pacientes com ou sem infecgsio
pelo HiV, estes se mostraram semelhantes, com variac6es tanto nas CiMs
maxima e minima em ambos os grupos de isolados (Tabelas 6,6,7,8 ¢ 9). Cabe
ressaltar que o pequeno numero de cepas (oito em 31 isolados) pode ter
interferido nas conclusdes de nossos resultados e que um nimero maior de
cepas provenientes de pacientes sem HIV deverdo ser testadas para possibilitar
melhores conclusdes.

Os estudos de sensibilidade ac FCZ apresentados na literatura tem referido
a presencga de cepas de C.neoformans resistentes ou com sensibilidade dose-
dependente, principalmente, relacionado ao uso prévio de profilaxia primaria ou
secundaria utilizando-se este antifiingico (ARMENGOU ET. AL.,1986; BERG ET.
AL., 1897; ORNI-WASSERLAUF ET. AL., 1998).

Nos isolados desta casuistica foram detectados cepas com sensibilidade
dose-dependente ao FCZ em duas cepas. Uma isolada de paciente HIV positivo e

outra de paciente HIV negativo. Quando essas duas cepas foram analisadas pelo
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meio de RPMI1640, ambas foram consideradas como dose-dependente. Porém,
uma das cepas de paciente HIV negativo, quando estudada pelo meio de SDB
apresentou-se como resistente. A presenca de cepas susceptibilidade dose-
dependente ao FCZ torna-se bastante preocupante nos dias atuais, uma vez que
essa droga é muito utilizada no tratamento da criptococose.

Com base nos resultados do presente trabalho pode-se sugerir que as
principais drogas antif(ingicas utilizadas no tratamento da criptococose, AMB, FCZ
e 5-FC podem ser prescritas com seguranga respeitando os esquemas
terapéuticos da literatura (VAN DER HORST ET. AL., 1997; JUST-NUBLLILNG
ET. AL. 1997).
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Conclusdes

1. O Cryptococcus neoformans sorotipo A foi o isolado mais frequente dentre as
trinta e trés cepas estudadas. Trinta e uma delas foram caracterizadas como
sendo Crypfococcus neoformans var. neoformans sorotipo A e duas do
sorotipo B.

2. Os Cryplococcus neoformans var. neoformans do sorotipo A puderam ser
caracterizados através de reagédo de amplificagdo (PCR) utilizando-se um par
de iniciador CN-a-70-S e CNa-70-A, que produziu um fragmento Gnico de 695
pb.

3. Os Cryptococcus neoformans var. neoformans do sorotipo B puderam também
ser caracterizados através de reacao de amplificacdo (PCR) utilizando-se um
par de iniciador CNb-48-S e CNb-49-A, que produziu um fragmento Gnico de
448 pb.

4. A sensibilidade e especificidade desse teste, baseado na amplificagdo dos
fragmentos mencionados, foram elevadas, utilizando-se cepas de referéncia
nessa avaliacao.

5. A maior concentracdo inibitéria minima observada entre as cepas testadas
frente a Anfotericina B foi de 2 ug/mi. Esse valor € maior do que os citados por
outros autores. -

6. As concentragdes inibitorias minimas relativas ao Fluconazol variaram de 0,5 a
32 ug/mi. Esse fato & preocupante, sugerindo que haja cepa que exiba
sensibilidade dose dependente a essa droga.

7. Houve variagdo das Concentracdes Inibitorias Minimas segundo o meio de
cultura empregado nas determinagdes dessas concentragbes
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Summary

1. The cryptococcosis, a cosmopolitan disease, caused by Cryplococcus
neoformans , a fungus, has been known about one century. The
immunossupression that occurs by the consequence with steroids
treatments and other kinds of drugs, degeneratives and infectious
diseases, facilitates the proliferation and the development of these
infectious agents, that permit fo this disease be transformed itself in an
important disease, particularly, on these cases.

2. The appearance of AIDS at the 70’s end has facilitated the proliferation
of cryptococcosis, since one of the effects of this syndrome is the great
immunocompromise of the patients immunological defenses.

3. In this work 33 strains of Crypfococcus neoformans were isolated from
24 patients treated at the Hospital of Clinics from The State University of
Campinas — State of S&o Paulo, Brazil. The isolation of these strains
were obtained from skin, blood and specially from Central Nervous
System Fluid(CNSF).

4. The 33 strains of Cryptococcus neoformans were, innitially, submitted to
an identification by serotyping technique using the comercial kit named
Cryptocheck(iatron, Japan). Twenty four strains, from nineteen AIDS
patients, were characterized like serotype A. Considering the rest of the
sampies, nine were from patients without AIDS, and from these hine,
seven were characterized as serotype A and 2 as serotype B.

5. C. neoformans strains serotype A and B were tested by PCR method
with ramdomized commercial primers denominated R1, R2 and R3 {o the
determination of the genomic profile (RAPD). Using that profile, a
exclusive 695 bp band were selected from the serotype A strains and
other with 448 bp, beeing exclusive too in the serotype B strains. These
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amplicons were sequenced and, after that, there was a developing of two
primer pairs to be tested to the characterization of serotype A and B.

. These two primer pairs were tested in the 33 strains of C. neoformans,
previously determined like serotype A and B by the aglutination test. In
the serotype A case, from all reference strains tested, as well strains
isolated from clinical cases, there was amplification of typical sequence
of this serotype(695 bp band). Similarly, in the serotype B strains, a 448
bp band were amplified. The amplification of these specific sequencies,
using primers studied for both serotypes was specific and sensitive,
compared with the aglutination test.

. For minimal inhibitory concentraion(MIC) study, 33 strains of C.
neoformans were tested with amphotericin B, ltraconazole, Fluconazole,
5- Fluorcytosin and commercial Amphotericin B(Fungison®), according
the “National Comittee for Clinical and Laboratorial Standards”(NCCLS)
proceedings.

. The MIC of the various studied drugs, using RPMI 1640 medium for 33
strains of C. neoformans were: Amphotericin B: 0,25 to 2 pg/mi;
Fungison®: 0,03 to 2 pg/ml; Fiuconazole:0,5 to 32 pug/ml; Itraconazole:
0,06 to 2 pg/ml; 5 — Fluorcytosin: 1 to 16 pg/ml.

. The results of this study showed a new approach to the characterization
‘of C. neoformans serotype A and B based in the Protein Chain
Reaction(PCR) technic, to the knowledge of C. neoformans strains
sensibility collected from patients against antifungal agents and to the
worried presence of strains SDD(Sensibility Dose Dependent) to the
Fluconazol in patients with and without HIV infection.



