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Tudo o que existe é de uma grande exatidao.
Pena é que a maior parte do que existe

com essa exatidao

nos é tecnicamente invisivel.

O bom é que a verdade chega a n6s

como um sentido secreto das coisas.

Nos terminamos adivinhando, confusos,

a perfeicdo.”

Clarice Lispector
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RESUMO

SEVERO, Cecilia Bittencourt. Criptococose em pacientes submetidos a transplante de
orgados solidos. 2010. Tese (Doutorado) — Programa de P0Os-Graduacdo em Ciéncias

Pneumoldgicas. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.

No periodo de 1981-2010, foram estudados, retrospectivamente, 54 casos de
criptococose em pacientes com transplante de 6rgdo solido, identificados no Laboratério de
Micologia da Santa Casa Complexo Hospitalar, Porto Alegre, RS. A criptococose ocorreu em
31 transplantados de rim, 13 de figado, 7 de pulméo, 2 de pancreas e rim, e 1 de coracdo. A
idade média foi de 47,91 + 13,98 (12-76 anos). Um total de 38 pacientes do sexo masculino
(70,4%). As manifestacdes clinicas mais frequentes (54 pacientes) foram febre, cefaléia,
vomito, tosse e estado mental alterado. Os achados radiograficos mais comuns no térax, em
27 pacientes, foram nddulo, consolidacdo, cavitacdo e derrame pleural, sendo 10 com
comprometimento pulmonar comprovado. Trinta e quatro apresentavam acometimento do
sistema nervoso central, 7 tinham envolvimento cutaneo, e 4 em outros locais. O liquor,
sangue e urina, respectivamente, contribuiram para o diagndstico microbiol6gico com maior
frequéncia. A maioria das infec¢des, nesta série de pacientes com criptococose, foi causada
por Cryptococcus neoformans (92,7%). Pela primeira vez na literatura, documentamos C.
gattii em pacientes com transplante de pulmdo. Finalmente, quanto ao regime
imunossupressor primario utilizado, houve maior mortalidade entre os pacientes que usaram o

regime terapéutico baseado em ciclosporina e menor nagueles que usaram tacrolimus.

Palavras-chave: criptococose; transplante de Orgdo solido; Cryptococcus gattii;

Cryptococcus neoformans; ciclosporina; tacrolimus.
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ABSTRACT

SEVERO, Cecilia Bittencourt. Cryptococcosis in solid organ transplant recipients. 2010.
Tese (Doutorado) — Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Pneumoldgicas. Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil.

In the period of 1981 to 2010, 54 cases of cryptococcosis in patients with solid organ
transplantation indetified at Mycology Laboratory in Santa Casa Hospital Complex, Porto
Alegre, RS, were retrospectively studied. Cryptococcois occured in 31 kidney, 13 liver, 7
lung, 2 kidney-pancreas, and 1 heart transplant. The mean age was 47.3 years old (range, 12-
76; SD 13.98). A total of 38 patients were male (70.4%). The most frequent clinical
manifestation (54 patients) was fever, headache, vomiting, cough and altered mental status.
The most common chest radiographic fidings, in 27 patients, were nodules, masses,
consolidation, cavitation, and pleural effusion, 10 with proved pulmonary involvement. Thirty
four patients had central nervous system involvement, 7 with cutaneous involvement, and 4 at
other sites. The cerebospinal fluid, blood, and urine had the highest yield for the
microbiologic diagnosis, respectivelly. Nearly all infections in this series of patients with
cryptococcosis involved Cryptococcus neoformans (92.7%). By the first time in the literature,
we documented C. gattii in lung transplant patients. Finally, considering the type of primary
immunosupressive agent used, there was a higher mortality rate on patients with cyclosporine
based therapy, and lowest in those with tacrolimus.

Keywords: Cryptococcosis; solid organ transplant; Cryptococcus gattii; Cryptococcus

neoformans; cyclosporine; tacrolimus.
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1 INTRODUCAO

1.1 CRIPTOCOCOSE

A criptococose € uma micose sistémica causada pelo fungo basidiomiceto do género
Cryptococcus. Busse, patologista, em 1884 e Buschke, cirurgido, em 1885 relataram
separadamente o primeiro caso de criptococose em lesdo 6ssea da tibia em mulher de 31 anos.
Inicialmente os agentes da criptococose foram caracterizados em duas variedades fungicas: C.
neoformans (Sanfelice) Vuillemin var. neoformans, 1901 e C. neoformans (Sanfelice)
Vuillemin var. gattii Vanbreusenghem et Takashio in DeVroey et Gatti, 1989 (KWON-

CHUNG & BENNETT, 1992).

Apesar da ampla distribuicdo do Cryptococcus no ambiente em que vivemos, a
criptococose é doenca de ocorréncia esporadica, demonstrando grande desproporcao entre o
nimero de pessoas expostas e as que adoecem. (CASADEVALL & PERFECT, 1998).
Evidéncias moleculares correlacionam os isolados ambientais e os clinicos (DELGADO et al.,
2005; SORELL et al, 1996), indicando a fonte de infec;do ambiental

(CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006).

Antes da pandemia do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a criptococose era
micose oportunistica incomum, que ocorria em pacientes com outras causas de
imunodepressdo, geralmente associada a diabete melito, doenca de Hodgkin, lupus
eritematoso sistémico, uso de corticdides ou outro tratamento imunossupressivo (KWON-
CHUNG et al., 1992; MITCHEL & PERFECT, 1995). Entretanto, durante as Gltimas duas

décadas da pandemia pelo HIV, a incidéncia da criptococose aumentou drasticamente. A



sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids) esteve associada com mais de 80% de casos

de criptococose em todo o mundo (HAJJED et al., 1999).

Na era pré-terapia antiretroviral de alta poténcia (HAART), a criptococose tornou-se a
maior infeccdo oportunistica e a maior causa de morte em pacientes infectados pelo HIV com
linfocitos T CD4 < 100 cells/ul. Apo6s o inicio da HAART, a criptococose diminuiu
significativamente, mas a incidéncia da doenca em pacientes ndo infectados pelo HIV néo
mudou durante esse periodo (DROMER et al., 2004; MIRZA et al., 2003). Embora 0 aumento
do uso da HAART esteja associado a diminuic¢do da incidéncia de casos de criptococose em
paises desenvolvidos (FRIEDMAN et al., 2005), a incidéncia e a mortalidade da doenca ainda
é extremamente alta em paises com epidemia de HIV incontrolada e acesso limitado aos
medicamentos e aos cuidados de saude (CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). No
Brasil, a criptococose continua a ser uma doenca fatal relacionada a Aids (SOARES et al.,
2005). Em paises desenvolvidos, o numero de pacientes com criptococose ndo diminui,
porque 0s grupos de risco continuam aumentando, em parte devido ao desenvolvimento na
medicina de transplantes e a criacdo de novas terapias imunossupressoras (HAGE et al.,

2003).

1.1.1 Agentes etioldgicos

Embora mais de 30 espécies estejam incluidas no género Cryptococcus, as leveduras
patogénicas, 0s agentes de criptococose, basicamente consistem em apenas duas espécies: C.
neoformans e C. gattii, como proposto por Kwon-chung et al. (2002). Anteriormente a
classificacdo do agente etiologico compreendia trés variedades do C. neoformans: var.

neoformans, var. grubii e var gattii (FRANZOT, SALKIN & CASADEVALL, 1999).



Recentemente, C. gattii emergiu como espécie (KWON-CHUNG et al., 2002). O
Cryptococcus é classificado em 5 sorotipos capsulares e 8 genotipos moleculares. As reacoes
de aglutinacdo dos antigenos dos polissacarideos capsulares separam os sorotipos de A a D.
As cepas com sorotipos A e D e o hibrido AD pertencem ao C. neoformans, enquanto as
cepas com sorotipos B e C tém sido classificadas como C. gattii. Cepas do sorotipo A foram
nomeadas C. neoformans var. grubii e cepas do sorotipo D caracterizam o C. neoformans var.
neoformans (FRANZOT et al., 1999). Essa classificacdo baseou-se nas diferencas das
estruturas capsulares, de DNA fingerprinting, e na comparacdo completa do sequenciamento
gendmico entre esses 2 sorotipos (variedades) (FRANZOT et al., 1999). Além disso, através
de novas informacdes moleculares e estudos evolucionarios, cada uma das duas espécies
compreendem ainda quatro tipos moleculares: C. neoformans (VNI a VNIV) e C. gattii (VGI

a VGIV) (MEYER et al., 2003).

O ciclo de vida do Cryptococcus € composto por estdgio sexual e assexual.
Cryptococcus neoformans (variedade grubii e neoformans) e Cryptococcus gattii sdo as
variedades anamorficas (assexuadas), e correspondem as duas variedades teleomorficas
(sexuadas): Filobasidiella neoformans e F. bacillispora, respectivamente (KWON-CHUNG,

BENNETT, RHODES, 1982).

Todas as espécies do género Cryptococcus sdo ndo-fermentadoras de acucares,
produzem urease e assimilam o inositol. Juntamente com essas caracteristicas bioquimicas, o
Cryptococcus apresenta-se nos tecidos do hospedeiro, usualmente, como levedura
encapsulada (forma assexual), fato que o torna Unico entre os fungos patogénicos. E
observado com ou sem brotamento, mas pode ser visto multibrotante, pobremente

encapsulado, sem capsula ou como pseudo-hifa (SEVERO et al., 1981; CAPONE et al., 1986;



SEVERO, 1993; WILLIAMSON et al., 1995). A diferenciacéo das espécies do Cryptococcus
com outras leveduras é determinada basicamente pelo crescimento a 37°C, produgdo de
colénia marron no Agar niger e a presenca de cépsula (CASADEVALL & PERFECT, 1998),
enquanto que o meio canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) diferencia as duas
espécies C. neoformans e C. gattii com uma acuracia de 100% em 5 dias (KWON-CHUNG et
al., 1982). A maioria das cepas desse microrganismo cresce bem apds 48 a 72 horas entre
30°C a 37°C, sendo a colbnia de coloracdo branca a creme, de aspecto liso ou mucoide

(KWON-CHUNG et al., 1982; CASADEVALL & PERFECT, 1998).

1.1.2 Epidemiologia e patogenia

No ambiente, C. neoformans é cosmopolita, encontrado associado a excretas de
pombos e em ocos de arvores. Inicialmente, C. gattii foi encontrado em regibes tropicais e
subtropicais, associado primariamente com eucaliptos, que foram considerados seu nicho
ambiental. Entretanto, a emergéncia sem precedentes de muitos isolados de C. gattii na ilha de
Vancouver mostra que a distribuicdo e ecologia do C. gattii estd mudando com a sua
habilidade de associar-se com uma ampla variedade de arvores, como abetos e carvalhos,
incluindo zona de clima temperado (CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006; GALANIS

et al., 2009).

A porta de entrada € pulmonar, muito provavelmente por inalacdo de basidiosporos
(propagulos sexuais). Uma vez que estes tém as dimensdes necessarias para a deposicdo
alveolar pulmonar (COHEN, PERFECT, DURACK, 1982), sdo patogénicos (ZIMMER,

HEMPEL, GOODMAN, 1984), e, na temperatura de 37°C, transformam-se em leveduras



capsuladas. O hospedeiro desenvolve um complexo linfonodal pulmonar priméario. Na maioria
dos casos, a inalacdo do Cryptococcus produz uma infeccdo pulmonar assintomatica
autolimitada. As leveduras permanecem dormentes dentro deste complexo, morrem, ou sdo
reativadas e causam uma infeccdo secundaria, com um posterior evento imunossupressivo.
Esta infeccdo primaria pode também desenvolver no hospedeiro sintomas pulmonares, se ele
estiver imunossuprimido ou receber um grande indculo da levedura. A disseminacdo a outros
Orgdos pode potencialmente ocorrer como resultado de uma infeccdo primaria ou secundaria

(CASADEVALL & PERFECT, 1998).

No estagio de disseminacdo da localiza¢do pulmonar, o cérebro torna-se o 6rgao com
maior propensdo a ser o sitio alvo da doenca clinica. Por isso, a maioria dos dados é de
manifestacdes da doenca no pulméo ou no sistema nervoso central (SNC) (COHEN, 1982).
Esse tropismo pelo SNC é atribuido a concentracdo 6tima de nutrientes existentes no liquor e
assimilaveis pelo fungo (tiamina, &cido glutdmico, glutamina, dopamina, carboidratos,
minerais), bem como a falta de atividade do complemento no liquor e a fraca ou ausente
atividade de resposta inflamatoria do tecido cerebral (LITTMAN & SCHNEIRERSON,

1959).

Entre os casos de criptococose humana, C. neoformans var. grubii (sorotipo A) é o
isolado mais comum em espécimes clinicos por todo o mundo (BENNETT, KWON-CHUNG,
HOWARD, 1977). Esse sorotipo totaliza mais de 95% dos casos de criptococose, e tal
predominio provavelmente estd relacionado ao nicho ecologico urbano do C. neoformans
(fezes de pombos), coincidindo com a populacdo HIV positiva, também predominantemente
urbana. Cryptococcus neoformans var. neoformans (sorotipo D) comumente causa doenga em

alguns paises europeus e nos Estados Unidos. Essa variedade do fungo é menos prevalente e



estd relacionada a zonas frias. Até recentemente, C. gattii (sorotipo B e C) era encontrado
causando criptococose em &reas tropicais e subtropicais, como Australia, sudoeste da Asia,
Africa Central e as areas tropicais e subtropicais das Américas (JENNEY et al., 2004). No
Brasil, estudos revelam que o sorotipo A é 0 mais prevalente, seguido dos sorotipos B, D e

AD (NISHIKAWA et al., 2003).

Atualmente, como o desenvolvimento da medicina do transplante e a proliferacdo de
medicacdes imunossupressoras, o individuo ndo infectado por HIV esta se tornando um grupo
em evidéncia no estudo da criptococose, correspondendo entre 25 a 65% dos casos dessa
doenca (ROZEMBAUM & CONCALVES, 1994; PAPPAS et al., 2001; FRIEDMAN et al.,

2005; LUI et al., 2006).

A criptococose ocorre principalmente em homens adultos entre a terceira e a sexta década
de vida, sendo raro em criangas (DROMER et al., 1996; HAJJEH et al., 1999; CHEN et al.,
2000; SEVERO et al., 2009). Entretanto, estudos nacionais descrevem uma alta frequéncia
dessa infeccdo em criancas do norte e nordeste brasileiro (CORREA et al., 1999; DARZE et

al., 2000; SEVERO et al., 2009).

1.1.3 Manifestacdes clinicas

O SNC e o trato respiratorio sdo os 6rgdos que mais comumente apresentam
manifestacdes clinicas na criptococose. Outros 6rgdos acometidos incluem pele, proéstata,
olhos, o0ssos, trato urinario e sangue (SEVERO, OLIVEIRA, LONDERO, 1999;
PASQUALOTTO et al., 2004). Na realidade, essa levedura pode causar doenca em qualquer

orgdo do corpo humano, e a disseminacdo pode ocorrer para multiplos 6rgdos de pacientes



que estdo gravemente imunossuprimidos (GARAU & DEL PALACIO, 2002; PERFECT &

CASADEVALL, 2002).

Anteriormente, considerava-se que infecgdes por C. neoformans e C. gattii causavam
manifestacdes clinicas similares. Entretanto, vém aumentando evidéncias que confirmam que
diferentes manifestacGes clinicas podem ocorrer nessas duas espécies fungicas (CHEN et al.,
2000; SPEED & DUNT, 1995). Na maioria das vezes o C. neoformans esta associado a
pacientes imunocomprometidos, enquanto C. gattii estd associado a individuos
imunocompetentes que tém massas inflamatorias significativas e comumente produzem
sequela neuroldgica que requer cirurgia e terapia antifingica prolongada (SPEED & DUNT,
1995). Entretanto, criptococose por C. gattii ocorre ocasionalmente em pacientes
imunodeprimidos, incluindo Aids, como micose oportunistica (SEVERO et al., 1999;

SORREL, 2001).

A apresentagdo da criptococose tem algumas diferencas entre pacientes infectados
com HIV e os ndo infectados (PERFECT & CASADEVALL, 2002). Na Aids, a criptococose
produz mais envolvimento do SNC e extrapulmonar, alta taxa de positividade nos exames
microscopicos com tinta da china, hemocultura positiva, e poucas células inflamatérias no
liquor. Esses resultados clinicos sugerem que pacientes infectados com HIV apresentam alta
taxa de organismos e pouca reacdo inflamatoria no sitio da infeccdo (CHAYAKULKEEREE

& PERFECT, 2006).

Em relagdo ao acometimento pulmonar, nos pacientes imunocompetentes, em 1/3 dos
casos a doenca é assintomatica (NADROUS et al., 2003), sendo descoberta a micose como

achado radiologico de rotina. As manifestacOes clinicas sdo variadas e diversas, pacientes



com criptococose pulmonar aguda podem manifestar sintomas como febre, tosse produtiva,
dor toréacica e perda de peso (NADROUS et al., 2003). Nos pacientes com Aids, 0

comprometimento pulmonar parece menos frequente (HAJJEH et al., 1999).

As manifestacdes radioldgicas sdo inespecificas e variadas. Nédulos solitarios bem
definidos ou multiplos nédulos pulmonares sdo os achados mais frequentes, seguido por
infiltrados pulmonares. Além disso, cavidades ou nodulos e consolida¢Bes parenquimatosas
sd0 mais comuns em pacientes imunocomprometidos (PERFECT & CASADEVALL, 2002;
CHANG et al., 2006). Outros achados menos freqlientes incluem derrame pleural,
linfoadenopatia hilar e opacidade reticulonodular difusa, lesdes endobrénquicas resultando em
obstrucdo das vias aéreas com atelectasia pulmonar (CHAYAKULKEEREE & PERFECT,
2006), e achados que mimetizam metastases pulmonares (SU et al., 2004). Pacientes
imunocomprometidos com criptococose apresentam mais frequentemente manifestacdes do
SNC do que pulmonares. Mais de 90% dos pacientes que tinham Aids com criptococose
pulmonar ja apresentavam diagndéstico de criptococose no SNC (CHAYAKULKEEREE &
PERFECT, 2006). Em contraste, envolvimento do SNC em pacientes soronegativos para HIV

com criptococose pulmonar € menos frequente (CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006).

Cryptococcus neoformans e C. gattii ttm marcado neurotropismo e podem causar
meningite aguda, subaguda ou cronica, ou meningoencefalite grave. Os sinais e sintomas
estdo geralmente presentes por diversas semanas, e incluem: cefaléia, febre, neuropatia
craniana, alteracdo da consciéncia, letargia, perda de memoria, sinais de irritagdo meningea e
coma (PERFECT & CASADEVALL, 2002). AlteracBes nos exames de imagem do SNC
podem ocorrer em até 50% dos casos, e sdo basicamente hidrocefalia, realce meningeo ou

nodulo unico ou multiplos (ZIMMER et al., 1984). Em imunocompetentes, onde a ocorréncia



de C. gattii é mais frequente, o0 comprometimento do SNC pode se apresentar como uma
meningite mais prolongada e com resposta inflamatoria mais intensa, com criptococomas e
hidrocefalia no exame de imagem, quando comparado a infec¢do pelo C. neoformans (SPEED

& DUNT, 1995; SU et al., 2004).

O comprometimento cutaneo ocorre em 5 a 10% dos casos, podendo ser manifestado
por lesbGes acneiformes, herpetiformes, purpuras, papulas umbilicadas, granulomas, fistulas,
nodulos, lesdes tumorais e celulites; muitas vezes as lesbes podem mimetizar molusco
contagioso (MURAKAWA, KERSCHMAN, BERGER, 1996; PERFECT & CASADEVALL,
2002). Esse acometimento ocorre por disseminacdo hematogénica, tendo sido descritos
poucos casos em que foi atribuido inoculacdo direta (NG, PATH, LOO, 1993; SINGH et al.,
1994; GUPTA et al., 2004). Para alguns autores, o acometimento cutaneo é sinal de mau

prognostico (GLOSTER, SWERLICK, SOLOMON, 1994).

O envolvimento da préstata sugere que esta possa atuar como um reservatorio de
Cryptococcus apds a disseminacdo, em futuras recorréncias da doenga. A infecgdo geralmente
ndo causa sintomas de prostatite, mas leveduras podem ocasionalmente ser isoladas do tecido
prostatico e até mesmo do hemocultivo apds cirurgia uroldgica. A infeccdo pode persistir,
mesmo apds o uso efetivo de fluconazol. Finalmente, também podem ser acometidos na
criptococose as adrenais, 0s olhos, figado, sistema fagocitico-mononuclear, trato digestivo,

masculo, coracdo, tiredide, testiculos e mama (PERFECT & CASADEVALL, 2002).
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1.1.4. Diagnostico laboratorial

O exame microscopico direto para pesquisa de leveduras encapsuladas usando a tinta
da china no liquido cefalorraquidiano (LCR) € um teste comumente usado, rapido, barato e
com baixa tecnologia. Essa técnica pode ser realizada imediatamente apds a puncdo lombar,
visualizando as leveduras encapsuladas com didmetro meédio de 5 a 20um. A microscopia
apresenta 30 a 50% de sensibilidade em casos de meningite criptococica em pacientes sem
Aids, e até 80% de sensibilidade em pacientes com meningite criptocdcica relacionada a Aids
(CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006). Colorac6es histoldgicas de tecidos pulmonares,
pele, medula 6ssea, cérebro e outros érgdos podem ser usadas para identificar Cryptococcus
com sua capsula (DAVIES, 1988). Em amostras de outros fluidos corpdreos e aspirados
obtidos de diversos sitios, como linfonodos, adrenal ou humor vitreo, também podem ser
usados estudos citologicos. A deteccdo do antigeno do polissacarideo capsular do
Cryptococcus no soro e no liquor tem sido bastante utilizada, e € um dos principais testes
sorologicos na micologia. A técnica usa particulas de latex revestidas com anticorpos
policlonais para a capsula criptococdcica (CRAG). A sensibilidade e especificidade destes
testes de aglutinacdo para antigeno criptocécico encontram-se entre 93 a 100% e 93 a 98%,
respectivamente (KAUFFMAN et al., 1981). Cryptococcus neoformans e C gattii crescem
facilmente em amostras biolégicas semeadas em meios de cultivo de rotina, e as colbnias

podem ser observadas ap6s 48 a 72 horas de incubacdo a 30-35°C em condigdes aerobicas.
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1.1.5 Tratamento

O tratamento da criptococose foi padronizado pelo NIAID (National Institute of
Allergy and Infectious Diseases, Mycoses Study Groups, Infections Diseases Society of
America) (PERFECT et al., 2010), utilizando-se anfotericina B, 5-fluorocitosina (atualmente
ndo disponivel no Brasil) e fluconazol, de forma isolada ou em associacdo; e no Brasil,
recentemente foi feito um consenso sobre a criptococose, que abrange 0s regimes terapéuticos
em diferentes situaces (MORETTI et al., 2008). Como perspectiva de tratamento ja existe
pequenas séries de caso como o uso de voriconazol, com resposta moderada (PERFECT et al.,
2003). Para o tratamento de pacientes transplantados em uso de drogas imunossupressoras, as
interacdes medicamentosas e os efeitos colaterais devem ser especialmente considerados,
principalmente o aumento do nivel sérico do tacrolimus em associacdo com o fluconazol, e a
nefrotoxicidade intrinseca da anfotericina B. Alguns autores recomendam, sempre que
possivel, tentar reduzir as doses dos imunossupressores e manter fluconazol por tempo

prolongado, em média 6-12 meses apds a reducdo dos sintomas.

Para o planejamento terapéutico é importante saber a extensdo da doenca,
especialmente a presenca ou ndo do acometimento do SNC. Quanto ao diagnostico de
criptococose pulmonar, é fundamental garantir que a doenca ndo é disseminada, devido a
necessidade de um tratamento mais efetivo para a neurocriptococose. A escolha do
antifingico depende do sitio de infeccdo e imunidade do paciente. S&0 medicamentos de
escolha a anfotericina B (0,5-1,0 mg/kg/dia) e seus derivados lipidicos, o fluconazol (400
mg/dia) e a 5-fluocitosina (100 mg/kg/dia) em combinacdo com anfotericina B, devido ao
frequente surgimento de resisténcia em monoterapia (SUBRAMANIAN & MATHALI, 2005;

PERFECT et al., 2010).
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Em casos de criptococose pulmonar isolada, de gravidade leve a moderada, o
tratamento pode ser realizado com fluconazol ou itraconazol (200-400mg/dia), por 6 a 12
meses. Se houver disseminacdo ao SNC, o itraconazol ndo deve ser utilizado, por nao
apresentar boa penetracdo no liqguor (SUBRAMANIAN & MATHAI, 2005; MORETTI et al.,

2008).

Anfotericina B deoxicolato tem sido administrada, com sucesso terapéutico, em casos
de meningite criptocdcica, por apresentar rapida eliminacdo do Crypotcoccus, entretanto essa
droga pode ocasionar nefrotoxicidade importante. O uso de anfotericina B lipossomal tem a

vantagem de reduzir essa toxicidade (SUBRAMANIAN & MATHALI, 2005).

O tratamento difere segundo a espécie de Cryptococcus. C. gattii requer maior dose
de anfotericina B e tratamento mais prolongado, frequentemente necessitando cirurgia. Da
mesma forma, as sequelas sdo mais frequentes e a mortalidade é maior (MORETTI et al.,

2008).

O uso apropriado dos agentes antifungicos diminui a mortalidade significativamente,

mas requer terapia continuada e polongada para previnir recidivas (PERFECT et al., 2010).

1.2 CRIPTOCOCOSE EM TRANSPLANTADOS DE ORGAQOS SOLIDOS

O transplante de 6rgédos solidos (TOS) representa hoje a melhor terapia substitutiva

para pacientes com doenca cronica terminal. Apesar de o rim ser 0 6rgdo mais transplantado

no pais, seguido dos enxertos de cornea, os transplantes de outros 6rgéos sélidos (pancreas,
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figado, coracdo e pulmao) tém crescido gradativamente nos ultimos anos, como uma opg¢ao

terapéutica em muitas doencas humanas (PATEL & PAYA, 1997).

A (ltima década foi marcada por um avancgo significativo no resultado dos
transplantes, com um aumento substancial na sobrevida do enxerto e do paciente a curto e
longo prazo. Uma série de fatores contribuiu para esse resultado: aprimoramento na técnica
cirurgica, progresso nas técnicas de exames imunoldgicos para selecdo do doador,
conhecimento mais profundo do mecanismo de rejeicdo, descoberta de potentes agentes
antimicrobianos utilizados no tratamento das infeccGes, e aparecimento de novas e poderosas
drogas imunossupressoras. O advento de uma profilaxia antibacteriana e antiviral efetiva e
estratégias terapéuticas levaram a emergéncia das micoses oportunisticas como principal
causa de infeccdo relacionada a mortalidade em pacientes com TOS (PAYA, 1993; PATEL &

PAYA, 1997).

Infeccdo fungica invasiva foi relatada em 5% a 59% dos pacientes transplantados
(HUSAIN, WAGENER, SINGH, 2001). O progresso na pratica de transplantes, e o amplo
emprego de profilaxia antifngica levaram a um declinio na incidéncia global das mais
comuns infeccBes fungicas invasivas, em especial devido a Candida e Aspergillus (SINGH et
al., 2008b). Entretanto, a criptococose permanece em grande evidéncia nesses pacientes. Os
fatores de risco e a patogenicidade da infec¢do por Cryptococcus em TOS ainda estdo pouco
estudados. A infeccdo criptocOcica nesses pacientes ocorre predominantemente no periodo
tardio pos-transplante (mais de 6 meses) e a profilaxia com fluconazol geralmente ndo é
utilizada por periodo tdo longo, de modo a ser efetiva quando a infeccdo criptococica

usualmente ocorre. Estudos mais recentes sugerem que o grupo de TOS é responsavel por 18
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a 65% da criptococose em pacientes HIV negativos (PAPPAS et al., 2001; DROMER et al.,

2007).

A criptococose representa 8% das infeccBes fungicas invasivas em receptores de TOS
no Transplant-Associated Infection Surveillance Network (TRANSNET) (PAPPAS et al.,
2010). No Brasil, segundo a Associacdo Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO, 2009),
existe uma larga experiéncia em TOS. Somente no periodo de janeiro a dezembro de 20009,
foram realizados 4.259 transplantes renais, 1.322 hepaticos, 200 cardiacos, 158 pancreéticos e
59 pulmonares (ABTO, 2009). Esses sdo os maiores resultados ja obtidos no pais e os dados
permitem antever que nos proximos anos alcangcaremos numeros ainda maiores, devido a uma
grande demanda acumulada de pacientes que necessitam transplante, credenciamento de
novos centros habilitados para realizacdo de TOS, aprimoramento de técnicas cirurgicas,
aperfeicoamento de técnicas imunoldgicas e maior seletividade na escolha do doador. Por
outro lado, as complicacdes infecciosas, especialmente micoldgicas, ndo tem recebido a
devida atencdo; pouco sdo os trabalhos que abordam essa complicagdo no transplante,
praticamente resumido a relatos de casos ou série de casos. Na criptococose, encontramos
somente uma dezena de publicacdes abordando o tema, o que justifica o presente trabalho,

especialmente por ser o primeiro a separar a micose em seus dois agentes etioldgicos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os casos com criptococose em pacientes submetidos a TOS na Santa Casa

Complexo Hospitalar de Porto Alegre, relacionando as caracteristicas clinicas,

epidemioldgicas e diagnosticas da micose com os diferentes tipos de transplantes realizados.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar alteragdes quanto a manifestacGes clinicas e/ou taxas de mortalidade da

criptococose, relacionadas ao uso de tacrolimus ou ciclosporina;

2.2.2 Comparar a incidéncia da criptococose causada por C. neoformans e C. gattii, entre

pacientes transplantados de 6rgaos sélidos (TOS);

2.2.3 Genotipar os cultivos de Cryptococcus isolados de pacientes submetidos a TOS
catalogados e mantidos na micoteca do laboratério de Micologia da Santa Casa Complexo

Hospitalar;

2.2.4 Revisar a literatura brasileira relacionada a criptopcocose entre transplantados de 6rgédos

solidos.



3 PACIENTES E METODOS

3.1 Delineamento e periodo do estudo

Estudo observacional, retrospectivo, para a caracterizacdo da criptococose em
pacientes submetidos a transplante de 6rgéo sélido. A populagédo do estudo compreende todos
0s casos de pacientes transplantados com criptococose diagnosticados no Laboratorio de
Micologia da Santa Casa Complexo Hospitalar, no periodo de 1981 a marco de 2010. A
casuistica foi constituida por 54 casos de criptococose, extraidos de uma populacdo de 950

casos de criptococose, de dezembro de 1981 a marco de 2010.

3.2 Local do estudo

A Santa Casa de Porto Alegre é um complexo hospitalar de atendimento terciario
composto por sete hospitais, que ao todo somam mais de 1.100 leitos, 133 dos quais sdo de
terapia intensiva. Ocorrem na Instituicio 52.000 internacdes e 708.000 consultas
ambulatoriais por ano. E uma Instituicdo com mais de 200 anos de existéncia, servindo como
hospital-escola a Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre. Cerca de 60%
dos leitos do hospital sio destinados a pacientes do Sistema Unico de Saude, e 40% a
pacientes particulares ou conveniados. Nesse complexo hospitalar sdo realizados cerca de 420

transplantes por ano.
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3.3 Selecéo da casuistica

Definiu-se como caso incidente, todos os individuos transplantados de 6rgdos sélidos
que apresentaram pelo menos um dos seguintes critérios diagndsticos de criptococose durante
qualquer periodo pos-transplante (ASCIOGLU et al., 2002):

- cultivo positivo do fungo em qualquer fluido ou tecido humano;

- amostra de LCR ou soro com presenca de antigeno criptococico com titulacdo
superior a 1:8, associado a sinais ou sintomas compativeis;

- amostra de tecido apresentando elementos fingicos compativeis com Cryptococcus

apos coloracao especifica.

Os casos de criptococose foram selecionados a partir da avaliacdo da seguinte fonte:
levantamento do banco de dados contendo a casuistica de criptococose diagnosticados no

Laboratério de Micologia da Santa Casa Complexo Hospitalar.

3.4. Definicbes

Cryptococcus foi definido pelo critério proposto pelo European Organization for
Research and Treatment in Cancer and the Mycosis Study Group: cultivos positivos para
Cryptococcus em espécime clinico, incluindo hemocultivos; exame histopatoldgico ou
citopatologico dos espécimes mostrando levedura capsulada; ou antigeno criptococico no soro
ou liguor em paciente com apresentacdo clinica compativel (ASCIOGLU et al., 2002).
Variaveis avaliadas incluiram regime de imunossupressaio no momento do diagndstico,

episadio de rejeicdo, co-infecgdo, sitios de infeccéo, terapia antifungica utilizada, evolugéo.
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O comprometimento do SNC por C. neoformans ou C. gattii foi definido pela
presenca de exame direto, cultivo positivo e ou CRAG > 1:8 no LCR. O comprometimento
pulmonar foi dividido em comprovado e provavel. O comprometimento comprovado foi
definido pela presenca de critério micoldgico e clinico. O critério micologico corresponde a
exame direto, histopatologia ou cultivo positivo compativel com C. neoformans ou C.gattii. O
critério clinico corresponde a sinais, sintomas ou alteracGes de exame laboratorial ou
radiologico, ndo explicados por outra etiologia. O comprometimento provavel foi definido
pela presenca do critério clinico desse 6rgdo associado a um critério comprovado de outro
orgdo. A fungemia foi definida quando isolado Cryptococcus em pelo menos uma

hemocultura, independente do método utilizado.

A doenca foi classificada em pulmonar, quando se obteve exclusivamente o
comprometimento comprovado do pulm&o. A doenca disseminada foi definida por leséo
cuténea, fungemia, isolamento na urina, envolvimento de dois ou mais 6rgdos nao contiguos
e/ou antigeno criptocécico com titulo acima de 1:128 no soro juntamente com urina positiva

(SINGH et al., 2008a).

Como em estudos prévios de micoses oportunisticas, incluindo criptococose, a taxa de
mortalidade foi avaliada como precoce quando ocorrida em menos de 90 dias apos o

diagndstico de criptococose (SINGH et al. 2007).
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3.5. Aspectos Eticos

O presente estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Santa Casa Complexo Hospitalar de Porto Alegre, projeto n°. 1460/06, e foi dispensada a
assinatura dos pacientes no termo de consentimento, com o compromisso de manutencao do

anonimato dos sujeitos da pesquisa.

3.6 Diagnostico laboratorial da criptococose

3.6.1 Exame direto

Realizado mediante a visualizacdo do Cryptococcus em preparado a fresco a partir de
uma variedade de espécimes, incluindo o escarro, bidpsia, crostas, lavado brénquico ou
broncoalveolar e drenagem de fistulas e linfonodos. No caso de amostra de liquor, utilizou-se
a nigrosina, que permite visualizar a presenca da capsula (KWON-CHUNG & BENNET,

1992; CASADEVALL & PERFECT, 1998).

3.6.2 Técnicas histopatolégicas

As técnicas ndo especificas incluem Papanicolau, Hematoxilina-Eosina e Giemsa. Em
alguns casos, foram utilizadas coloragdes especificas para diagnéstico do Cryptococcus, como
a coloracdo pela prata, na qual os fungos coram-se intensamente pela solucdo de prata-
metanamina, assumindo a tonalidade acastanhada e contrastando com as demais estruturas
celulares (que adquirem a coloracdo verde). Como um componente unico no Cryptococcus, 0

material do polissacarideo capsular pode ser corado e visualizado usando a técnica de
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mucicarmin de Mayer. Em raros casos, a criptococose pode ser causada por Cryptococcus
pobremente encapsulado ou sem capsula; a levedura é, entdo, identificada pela técnica de
Fontana-Masson, ou até mesmo pela prata, técnicas que identificam a melanina da parede
celular da levedura (KWON-CHUNG & BENNET, 1992; CASADEVALL & PERFECT,

1998).

3.6.3 Cultivo

O isolamento fangico no material clinico foi feito por semeadura em meios de cultivos
usados rotineiramente em micologia, em temperatura adequada. A coldnia isolada foi
analisada em sua micromorfologia, caracterizando o género Cryptococcus. Além disso,
utilizou-se o Agar niger, que auxilia na diferenciacdo do fungo com outras leveduras

(KWON-CHUNG & BENNET, 1992; CASADEVALL & PERFECT, 1998).

3.6.4 Identificacao

Obtendo-se o0 isolamento do Cryptococcus, confirmou-se o género através do Agar
uréia (prova bioquimica que diferencia Cryptococcus de outras leveduras de morfologia
semelhante). E, posteriormente, passou-se para a fase da identificacdo das espécies, realizada
através de outra prova bioquimica capaz de diferenciar C. neoformans de C. gattii,
denominada Canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) (KWON-CHUNG & BENNET,

1992).
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3.6.5 Detecc¢ao do antigeno criptocdcico

O teste comercial quantitativo para a deteccdo do CRAG foi o Cryptococcus latex
Agglutination Systems® — Immuno-Mycologics, Inc. empregado nas amostras de soro, liquor e
urina. Os testes foram realizados de acordo com a orientacao do fabricante, incluindo o prévio
tratamento enzimatico com pronase. Para a obtencdo dos resultados quantitativos, foram

realizadas dilui¢cGes sequenciais das amostras.

3.6.6 Genotipagem molecular

As cepas viaveis armazenadas na micoteca do Laboratdério de Micologia,
correspondendo aos casos incluidos no estudo, foram identificadas em nivel de gendtipo
molecular, no Centro de Biotecnologia da UFRGS (CBIOT), através da técnica de reagdo em
cadeia da polimerase associada a restricdo do fragmento do Gene URA5 (PCR-RFLP).
Primeiramente, foi feita a extracdo do acido desoxirribonucleico (DNA) dos isolados de
Cryptococcus (técnica utilizando Fenol-cloroférmio e esferas de vidro). Posteriormente, o
DNA extraido foi submetido a técnica de PCR, para amplificacdo do gene URAS5, utilizando
par de primers especificos para tal (URAS - 5’ ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG 3' e
SJ01 - 5TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC 3'). Finalmente, o fragmento de DNA
amplificado foi digerido com as enzimas de restrigdo Sau96l e Hhal e o resultado foi
observado em gel de agarose 3% em eletroforese. De acordo com o perfil de bandas (nimero
de pares de bases) formado, é tracado o tipo molecular da espécie isolada (VNI-VNIV e VGI-

VGIV) (MEYER et al., 2003).
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3.7 Revisdo da literatura brasileira da criptococose no TOS

A revisdo de literatura foi baseada em artigos cientificos selecionados por meio das
bases médicas MEDLINE e da Biblioteca Virtual em Saude - Bireme (base de dados: Lilacs,
SciELO, COCHRANE) cruzando as palavras: Cryptococcosis, Cryptococcus gattii,

Cryptococcus neoformans, transplant, transplantation, criptococose, transplante.

3.8 Analise estatistica

A andlise dos dados e os calculos estatisticos dos 54 pacientes foram realizados
através do software Statistical Package for the Social Science — SPSS versdao 17 para
Windows (SPSS Corp., Chicago, IL). Para as varidveis quantitativas foi utilizada frequéncia
relativa e medidas de posicdo e dispersdo. A andlise inferencial das variaveis qualitativas
baseou-se na determinacdo de associacdo utilizando o teste qui-quadrado de Pearson (x?), com

um valor de p<0,05 para definir significancia.



4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao geral dos pacientes transplantados

Na Santa Casa Complexo Hospitalar de Porto Alegre, de janeiro 1981 a margo de
2010 ocorreram 3.849 TOS, sendo, 2.521 transplantes renais, 829 hepaticos, 350 pulmonares
e 94 renais e pancreaticos, 49 cardiacos e 6 pancreatico. Um total de 54 casos de criptococose
em pacientes submetidos a TOS foi identificado na Santa Casa Complexo Hospitalar ao longo
de 28 anos. Considerando-se como denominador 3.849 TOS nos ultimos 28 anos, a taxa de
incidéncia da criptococose foi de 14 casos/1.000 TOS. A FIGURA 1, ilustra as taxas de
incidéncia anual da criptococose por 1.000 TOS na Santa Casa Complexo Hospitalar, nos
ultimos 10 anos, visto que nos arquivos do hospital apenas nesse periodo (1999-2009) havia
sido discriminado individualmente o numero de TOS por ano. A incidéncia média da
criptococose (por 1000 pacientes) nesse periodo, para cada 6rgdo individualmente, incluindo
36 TOS, foi de 12 (20/1607) no transplante renal, 12 (9/745) hepatico, 18 (5/271) pulmonar,
23 (2/85) renal e pancreatico; neste periodo ndo houve nenhum caso de criptococose em

transplantado de coracéo.

A maioria dos casos ocorreu em pacientes do género masculino (70,4%), a idade
média foi de 47,91 £+ 13,98 (12-76 anos). A criptococose ocorreu em 31 transplantados de rim,

13 de figado, 7 de pulméo, 2 de pancreas e rim, e 1 de coracdo (TABELA 1).
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FIGURA 1 - Incidéncia anual da criptococose por 1.000 TOS, Santa Casa Complexo Hospitalar,

1999-2009.
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Quanto a outras condi¢bes associadas, 27,8% (15/54) dos pacientes apresentaram
Diabete melito; 13% (7/54) dos pacientes tiveram neoplasia, compreendendo Sarcoma de
Kaposi com envolvimento visceral e cancer basocelular na orelha esquerda, linfoma, adenoma
de supra-renal, neoplasia benigna do colon direito, cancer de estdmago, carcinoma
epidermoide em membro inferior esquerdo e adenocarcinoma bem diferenciado de pulméo
(tumor solido); 37% (20/54) dos pacientes apresentaram hipertensao arterial sistémica; 5,5%

(3/54) infarto agudo do miocardio; 1,9% (1/54) hidrocefalia.
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TABELA 1 — Caracteristicas gerais dos 54 pacientes com criptococose submetidos a transplante

de 6rgdos solidos, da Santa Casa Complexo Hospitalar.

Caracteristicas (n°. pacientes avaliados) Valores, %
(n encontrado / n avaliado)

Média da idade, +SD, (variacdo anos) (54) 47,32 £ 13,98 (12-76)
Género masculino (54) 70,4 (38/54)
Tipo de transplante

Renal 57,4 (31/54)

Hepdtico 24,1 (13/54)

Renal e pancreatico 3,7 (2/54)

Pulmonar unilateral 11,1 (6/54)

Pulmonar bi-lateral 1,9 (1/54)

Cardiaco 1,9 (1/54)
Orgdo acometido

Sistema nervoso central 63 (34/54)

Pulmonar 18,5 (10/54)

Pele 13 (7/54)

Outros® 7,4 (4/54)
Evolugao

Alta 59,3 (32/54)

Obito 40,7 (22/54)

Legenda: SD, desvio padrao

%1, Rim; 3, liquido peritoneal

Todos os pacientes estudados haviam sido submetidos a transplante pela primeira vez.
Avaliou-se o regime basal de imunossupressdo, que se manteve estavel antes da infeccdo. Do
total de 54 casos, 87% dos pacientes fizeram uso de um inibidor de calcineurina, sendo
tacrolimus em 25 (46,3%) pacientes, ciclosporina A em 23 (42,6%) e sirolimus em 3 (5,6%).
Prednisona foi utilizada em 36 pacientes (66,7%). O uso do regime baseado em azatioprina
foi detectado em 14 (25,9%) pacientes, enquanto que o imunossupressor baseado em acido
micofenolico, compreendendo o micofenolatosddico e micofenolato mofetil, foi detectado em
13 (24,1%) individuos. As associacBes entre 0s imunossupressores e o Orgdo acometido
podem ser visualizadas na TABELA 2. No regime baseado em tacrolimus, 48% (12/25) dos

pacientes apresentaram acometimento do SNC, 24% envolvimento cutaneo (6/25), 20%
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fungemia (5/25) e 16% (4/25) comprometimento pulmonar. J& no regime baseado na
ciclosporina A, 65,2% (15/23) apresentaram acometimento do SNC, 21,7% (5/23)

acometimento pulmonar e 13% (3/23) cutéaneo ou fungemia.

4.2 Caracterizacao do diagnostico da criptococose

4.2.1 Caracteristicas gerais

A criptococose ocorreu com maior frequéncia ap6s um ano do transplante. Dentre 0s
54 individuos, somente dois eram ambulatoriais e ndo necessitaram de internacdo, sendo a
mediana de duracdo da internacdo dos 52 pacientes de 36 dias, variando de 3 a 352 dias. O

tempo decorrido do transplante ao diagnostico da criptococose esta descrito na TABELA 3.

4.2.2 Critérios diagnosticos

Considerando os critérios laboratoriais para o diagnostico da criptococose, direto e/ou
cultivo, o exame do LCR detectou a infecgdo em 26 casos (48%); seguido pelo hemocultivo
em 12 casos (22,2%); lavado brénquico em 7 (13%); bidpsia pulmonar em 6 casos (11%);
urina em 6 (11%); bidspia de pele em 7 (13%); liquido de ascite em trés (5,5%); secrecdo de

lesdfo cutdnea em dois (3,7%) e escarro em dois casos  (3,7%).



Tabela 2 - Regime de imunossupressdo utilizado nos pacientes com criptococose submetidos a TOS, relacionado ao 6rgdo acometido.

Regime de imunossupressdo Pulmao SNC Pele Sangue Outros”  Obitos Total  Obito<90d
Baseado em Tacrolimus (n=25) 4 12 6 5 6 9 5
Tacrolimus + prednisona 1 2 - 1 1 2 2
Tacrolimus + prednisona + acido Micofendlico 1 3 1 2 1

Tacrolimus + acido micofendlico - 2 - - - 2 1
Tacrolimus + sirolimus - 2 - - 1 2

Tacrolimus + predinisona+ &cido micofendlico + - 1 - - 1 1 1
daclizumab

Somente Tacrolimus 2 2 1 1 3 2 1
Baseado em Ciclosporina A (n=23) 5 15 3 3 5 11 7
Ciclosporina A + prednisona + azatioprina + acido - 1 1

micofendlico

Ciclosporina A + prednisona + acido micofendlico - 1 1 1 1 1 1
Ciclosporina A + predinisona 4 7 - 2 2 4 3
Ciclosporina A + prednisona+ azatioprina 1 3 1 - - 2

Ciclosporina A + azatioprina - 1 1 - 1 2 2
Ciclosporina A + acido micofendlico - 1 - 1 - 1 1
Somente Ciclosporina A - 1 - - 1 1

Outros

Azatioprina + prednisona 4 4 1 - 2 2 2
Somente Prednisona - - - - 1

Tacrolimus + Ciclosporina A - 1 1 - 1

* Urina positiva (exame direto e cultivo), Bidpsia renal positiva (exame direto e cultivo) e Latex na urina e soro positivos

27
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TABELA 3 — Tempo para o diagndéstico da criptococose ap0s o transplante nos 54 pacientes

submetidos a transplante de érgéos sélidos, na Santa Casa Complexo Hospitalar.

Periodo apo6s o transplante Valores, % (n)
Precoce
0-30 dias 5,5 (3)
31-90 dias 9,2 (5)
91-180 dias 16,6 (9)
181 dias—1 ano 14,8 (8)
Tardia
> 1ano 53,7 (29)

4.2.3 Isolamento do Cryptococcus spp. em cultivo

O isolamento do Cryptococcus foi observado em 64 amostras clinicas, correspondendo
a 41 pacientes. A origem das amostras positivas pode ser observada na TABELA 4. Em 38
pacientes foi isolado C. neoformans (92,7%, 38/41) e nos trés restantes C. gattii, este ultimo

responsavel pela doenca em dois pacientes transplantados pulmonares e um renal.

4.2.4 Antigeno criptocdcico especifico

O antigeno especifico criptocécico no LCR apresentou uma positividade de 100%
guando comparada com a positividade de exame direto e/ou cultivo. Além disso, em 36 casos
em que foi realizado o teste do CRAG, seis apresentaram apenas 0 antigeno como deteccdo da
infeccdo no SNC, visto que a microscopia e/ou o cultivo foram negativos. Nos 9 individuos
que apresentaram dosagens sequenciais, observou-se uma diminui¢do, ap6s o inicio do

tratamento, na titulacdo do antigeno liquorico (FIGURA 2).
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TABELA 4 — Exames micologicos nos 54 pacientes com criptococose submetidos a

transplante de érgéos sélidos, na Santa Casa Comlexo Hospitalar.

Procedimento No. Pacientes Diagnostico
diagnostico Positivo Negativo
Liquor 38 26 12
Direto 38 13 25
Cultivo 38 24 16
Sangue 26 12 14
Cultivo 26 12 14
Urina 24 18
Direto 24 20
Cultivo 24 18
Lavado brénquico 13
Direto 13
Cultivo 13
Biopsia de pele
Direto
Cultivo
Histopatologia
Escarro
Direto
Cultivo
Bidpsia Pulmonar
Direto
Cultivo

Histopatologia
Puncé&o pulmonar
Direto
Cultivo
Pus em leséo cutanea
Direto
Cultivo
Bidpsia renal
Direto
Cultivo
Histopatologia

OFRPPFPPFPWOWNWEFEPNWEFENPEPEERERNNMNNOOIOONNWNO P~AO
OO OO ORFRPRONPFPOORFRPRWELUICIUION NN O © Ul
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O antigeno criptocécico no sangue apresentou uma positividade de 100% nos casos de
fungemia (12/12). Dos 21 casos de neurocriptococose que apresentavam antigeno
criptococico no soro, o exame foi positivo em 90% (19/21). Dos casos de criptococose
pulmonar que apresentavam antigeno sérico, todos foram positivos (4/4); 0 mesmo ocorreu
nos casos de criptococose cutanea (7/7). Assim como a titulacdo no antigeno liquorico, a

titulacdo sérica apresentou uma diminuigéo apos o inicio do tratamento (FIGURA 3).



FIGURA 2 — Efeito da terapia antifungica sobre a titulacdo do antigeno criptocécico no

liquor em 9 pacientes com criptococose, submetidos a transplante de 6rgéos sélidos.
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FIGURA 3 — Efeito da terapia anti-fangica sobre a titulacdo do antigeno criptococico no

sangue em 10 pacientes com criptococose, submetidos a transplante de érgéos solidos.
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4.2.5 Genotipagem molecular

Dos 41 casos em que foi isolado o Cryptococcus, 10 apresentavam a cepa disponivel
na micoteca, as quais foram genotipadas. Dos 9 C.neoformans, todos eram gendtipos VNI e o

unico C. gattii disponivel foi genotipado como VGII (FIGURA 4).

FIGURA 4 - Eletroforese em gel de agarose 3%, mostrando genotipagem molecular das

cepas de C.neoformans e C.gattii resultante de PCR-RFLP.

Legenda: 1, marcador de 100pb; 2, VNI; 3, VNII; 4, VNIII; 5, VNIV, 6, VG,
7, VGII; 8, VGIII; 9, VGIV; 10, Paciente VGII.
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4.3 Comparacao entre doenca precoce e tardia

A TABELA 5 compara diferentes varidveis quanto a instalacdo da doenca precoce

(que ocorreu nos primeiros 12 meses pds-transplante) e tardia (acima de um ano).

4.4. Manifestacédo e comprometimento clinico da criptococose

Na presente casuistica, 0s sinais e sintomas na admissdo foram diversos, sendo que o
mais frequente foi febre, em 29 casos (50,8%). A TABELA 6 apresenta a frequéncia dos

sinais e sintomas e exames de imagem.

O comprometimento do SNC foi o mais frequente, em 63% (34/54) dos pacientes,
seguido pelo acometimento pulmonar comprovado em 18,5% (10/54), e comprometimento

cutaneo em 13% (7/54).

A infec¢éo foi caracterizada como disseminada em 88,8% (48/54) dos pacientes, sendo
8 casos exclusivamente de neurocriptococose, 4 casos de associagdo entre neurocriptococose
e criptococose pulmonar, e 4 associa¢Ges de neurocriptococose e comprometimento cutaneo.
Fungemia ocorreu em 12 pacientes (22,2%), sendo que 8 casos apresentavam também
comprometimento do SNC, e um associado a lesdo cutdnea. Os outros dois casos de lesdo
cutdnea estavam associados a latex positivo no soro e na urina. A doenca exclusivamente

pulmonar foi observada em seis pacientes (11%).



TABELA 5 — Variaveis associadas a apresentacdo precoce (menos de um ano) ou tardia (mais de um ano)
da criptococose nos 54 pacientes submetidos a transplante de 6rgaos solidos

Variaveis (no. pacientes Doenca precoce Doenca tardia, Valor de p
avaliados) n=26 n=28
Média da idade, £SD, anos 50,12+16,25 46,03+11,65
Género maculino 65,4% 75,0 % 0,439
Co-infecgdo 53,8% 42,9 % 0,419
Infeccdo por 7,7% 14,3% 0,441

citomegalovirus
Regime imunossupressor

Ciclosporina A 50,0% 35,7% 0,289
Tacrolimus 38,5% 53,6% 0,266
Azatioprina 26,9% 25,0% 0,872
Acido micofendlico 23,1% 25,0 % 0,869
Sirolimus 3,8% 7,1% 0,597

Orgéo acometido
Pulméo 7.7% 28,6% 0,048
Sistema nervoso central 69,2% 57,1% 0,297
Pele 11,5% 14,3% 0,764
Outros® 11,5% 0 0,064

Manifestacao
Pulmonar 0 21,4% 0,012
Disseminada 100% 78.5%

Mediana de duracéo de 39 (9-251)° 32 (3-352)°

internacdo (variacao)

Mortalidade em 90 dias 26,9% 14,3% 0,249

? Rim+ liquido peritoneal, 1 caso; liquido peritoneal, 2 casos; ® Dias
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4.5 Co-infecgbes

As co-infeccdes (48,1%) foram: citomegalovirus em 11,1% (6/54); Candida sp. em
13% (7/54) — sendo oral (5/7), abdominal (1/7) e urinaria (1/7); HCV em 7,4% (4/54);
Pseudomonas aeruginosa 7,4% (4/54) — sendo sangue (2/4) e pulméo (2/4); Staphylococcus
sp. 7,4% (4/54); Klebsiella pneumoniae 3,7% (2/54); HBV 1,9% (1/54); varicela zoster 1,9%
(1/54); Histoplasma capsulatum (medula éssea) 1,9% (1/54); feo-hifomicose 1,9% (1/54);

Mycobacterium sp. (ferida operatdria) 1,9% (1/54).

4.6 Tratamento

Nos 54 pacientes, com relacdo a terapia inicial, 36 (66,7%) receberam anfotericina B,
sendo combinada com fluconazol em 28 pacientes, e em 9 foi ainda associada a 5-flucitosina.
Treze (24,7%) pacientes fizeram uso exclusivo de somente fluconazol. A mediana de duragao

da terapia com anfotericina foi de 10 dias (variagdo de 1- 68 dias).

O tratamento de consolidacdo, feito com fluconazol, que seguiu o tratamento inicial,
foi prescrito para 41 pacientes (79%). Dos 13 pacientes que ndo receberam terapia de
consolidacdo, 8 (61,5%) foram a ébito, sendo 3 com evolucdo precoce (mortalidade em 90

dias); um destes havia recebido como terapia inicial apenas fluconazol.

O itraconazol foi utilizado em 5 (9,3%) pacientes, em dois como terapia unica, casos
de doenca exclusivamente pulmonar, e em trés como terapia de consolidacéo, portadores de

doenca disseminada.
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TABELA 6 — Achados clinicos e radioldgicos da criptococose nos pacientes com
criptococose submetidos a transplante de 6rgédos sélidos.

Caracteristicas (n°. pacientes avaliados) %

Sinais e sintomas (n=54)
Febre 50,8
Cefaléia 31,5
Vomito 18,5
Tosse 13
Status mental alterado® 11
Diarréia 9,2
Assintomatico 3,7

Achados radioldgicos de térax (n=27)
Normal 11
Nédulos 29,6
Infiltrado pulmonar 22,2
Consolidagao 22,2
Cavitagao 11
Derrame pleural 11

dConvulses em 4, confusdo mental em 2.

4.7 Mortalidade

A mortalidade global observada foi de 40,7% (22/54). A mortalidade em 90 dias foi de
25,9% (14/54). Dos individuos que evoluiram a 6bito, 91% (20/22) tinha doenga disseminada

e apenas 9% (2/22) doenca exclusivamente pulmonar.

Quanto o regime de imunossupressao utilizado, dos pacientes que foram a ébito (22)
40,9% (9/22) usavam esquema baseado em tacrolimus, 50 % (11/22) baseado em ciclosporina
A e 9,1% (2/22) usavam apenas prednisona associada a azatioprina (TABELA 2). Dos
pacientes que foram a Gbito com uso de tacrolimus 55,5% (5/9) evoluiram precocemente (<

90 dias), e 63,6% (7/11) com uso de ciclosporina.

Quanto ao 6rgdo transplantado, dos pacientes com transplante renal 38,7% (12/31)

foram a 6bito, sendo 81,8% (9/11) mortalidade precoce; dos transplantados de figado 38,5%
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foram a obito (5/13), sendo 40% (2/5) precocemente; dos transplantados de pulméo 57,1%
(4/7) evoluiram a 6bito, 75% (3/4) precocemente; dos dois casos de transplantados de rim e

pancreas um foi a 6bito (>90 dias); e o transplantado de coracao teve alta melhorado.

As curvas de sobrevida, para doenca tardia e precoce estdo representadas na FIGURA
5. Observa-se que os pacientes com doenca precoce foram a Obito em um menor tempo
(mediana de tempo de sobrevida 79,53), quando comparado aos pacientes com criptococose

no periodo tardio (mediana de tempo de sobrevida de 101,53).

FIGURA 5 — Curva de sobrevida de Kaplan-Meier dos 54 pacientes com criptococose

sumetidos a transplante de 6rgaos solidos (Doenca tardia e precoce), na Santa Casa Complexo

Hospitalar.
1 0 Doenca Tardia ou
Precoce
Tarda
Precoce
0867
-
2 06
>
[
3
w
e
S 044
O
0.24
0.0
T T 1 | i | T
0 100 200 %0 400

EV Tempo de Internagio



5 ARTIGOS COMPLETOS

5.1 Publicados

“Cryptococcosis in children”

Artigo publicado revista Paediatric Respiratory Reviews em dezembro 2009.

(Severo CB, Xavier MO, Gazzoni AF, Severo LC. Paediatr Respir Rev. 2009 Dec;10(4):166-

71. Epub 2009 Jul 25).



39

Paediatric Respiratory Reviews 10 (2009) 166-171

Contents lists available at ScienceDirect

Paediatric Respiratory Reviews

—

nEgssiatric

Mini-Symposium: Fungi and The Paediatric Lung

Cryptococcosis in children

Cecilia Bittencourt Severo !**

Luiz Carlos Severo 3

! Laboratdrio de Micologia da Santa Casa Complexo Hospitalar de Porto Alegre, Brazil
2 programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Pneumoldgicas, UFRGS, Brazil

, Melissa Orzechowski Xavier?, Alexandra Flavia Gazzoni?,

3 Departmento de Medicina Interna, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil; pesquisador 1B do CNPq, Brazil

ARTICLE INFO SUMMARY

Keywords:

Cryptococcus neoformans
Cryptococcus gattii
Children

Meningitis
Immunocompromised host

Cryptococcosis is a systemic-opportunistic mycosis caused by two species of the encapsulated yeast-like
organism, Cryptococcus neoformans and C. gattii, which cause infection in immunocompromised
individuals and in immunologically normal hosts, respectively. Most susceptible to infection are patients
with T-cell deficiencies. The spectrum of disease ranges from asymptomatic pulmonary lesions to
disseminated infection with meningoencephalitis. After the emergence of AIDS, cryptococcal infections

HIV have become much more common. The mycosis occurs less frequently in children than in adults. The

Mortality

purpose of this article is to discuss the aetiology, clinical presentation, predisposing conditions and

outcomes in cases of cryptococcosis in children. Emphasis is placed upon paediatric cases occuring in
Brazil and in particular to highlight the difference between cases diagnosed in Porto Alegre (South -
subtropical climate) and in Belem (North - equatorial climate).

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Pulmonary cryptococcosis is caused by Cryptococcus and is an
uncommonly recognised and often fatal disease in children." The
respiratory tract is the usual portal of entry of the organism, by
inhalation from an environmental source. Following invasion of
the lungs, the organism may become localised in non-immuno-
compromised hosts until an immune defect appears. The infection
can then disseminate haematogenously to any part of the body,
most notably the central nervous system (CNS).># Occasional sites
of infection also include skin, bone, liver, spleen, adrenals, prostate,
kidney, lymph nodes and elsewhere, especially in patients with
profound cellular immune deficiency,!>° although an osteomye-
litis case caused by C. neoformans had already been described in an
immunocompetent child without another site of infection.”

Cryptococcosis usually occurs in individuals with human
immunodeficiency virus (HIV) infection, followed by glucocorti-
costeroid therapy and solid organ transplantation.> When it is
observed during childhood, the differential diagnosis includes
pulmonary metastatic chest disease on chest radiographs.®®

EPIDEMIOLOGY

Cryptococcosis has been considered a sporadic infection and
varies widely with geographic location according to the aetiologic

* Corresponding author. Rua Prof. Annes Dias, 285. Laboratorio de Micologia —
Hospital Santa Rita - Santa Casa Complexo Hospitalar. CEP 90020-090, Porto Alegre
- RS - Brazil. Tel.: +55 51 32148410; fax: +55 51 99351974.

E-mail address: cicasevero@hotmail.com (C.B. Severo).

1526-0542/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.prrv.2009.06.009

agent. The disease is endemic in Australia, Papua New Guinea,
parts of Africa, the Mediterranean region, India, Southeast Asia,
Mexico, Paraguay, southern California and northeastern and
northern Brazilian regions.'®"'® Cryptococcus neoformans (sero-
types A, D and AD based on capsular polysaccharide antigens) has a
worldwide distribution and is associated with accumulations of
avian guano, especially dried pigeon dung.'' This species is
predominantly opportunistic, involving immunosuppressed
hosts.'® In contrast, C. gattii (serotypes B and C), mainly distributed
in trees of tropical and subtropical regions, emerged in 1999 in a
distinct ecologic environment on Vancouver Island, Canada. It is
usually pathogenic, causing respiratory and disseminated infec-
tions, predominantly in immunocompetent individuals.'""'41>
Both species are aetiological agents of cryptococcosis in children
in Brazil.'®13:16

CLINICAL FINDINGS

Human cryptococcosis can show a variety of clinical presenta-
tions, mainly related to the integrity of the immune system of the
host. Due to the unspecificity of signs and symptoms, clinical
diagnosis without laboratory tests is difficult. For instance,
cryptococcosis ranges from the asymptomatic nodule in the lung
to a widely disseminated disease.*!”

Cryptococcus is an important fungal pathogen that is recognised
for its ability to cause subacute CNS disease.'® However, infection
is acquired as a result of inhalation of infectious particles from the
environment. Lungs are the second most commonly involved site
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of disease, after the CNS. Cryptococcus neoformans is the
commonest cause of fungal meningitis.'® In contrast, in crypto-
coccosis due to C. gattii, large mass lesions in lung and/or brain
(cryptococcomas) are characteristic and morbidity from this
neurological disease is high.'®

The most common symptoms seen in meningeal infection are
headache, fever, nausea, vomiting, dizziness, irritability and
somnolence.'® However, meningitis may be virtually asympto-
matic apart from a mild headache.'® Disseminated cryptococcosis
is a rare and often fatal disease in children.! The majority of cases
usually occur in individuals with defective cell-mediated immu-
nity, most commonly due to HIV infection.?® In the lung,
involvement of cryptococcosis may present as pneumonia,
pulmonary nodules and masses or miliary lesions. The respiratory
imaging abnormalities can be from asymptomatic individuals or
those with chronic symptomatology.?

DIAGNOSTIC METHODS

The radiographic features of cryptococcosis are related to the
underlying immune status of the patient. Isolated pulmonary or
CNS nodules are often found in immunocompetent individuals and
are easily mistaken for neoplasia. Thus, the differential diagnosis of
these diseases must be considered in all cases.®®

In order to confirm the diagnosis of cryptococcosis, microscopic
observation, culture using a selective isolation medium and the
detection of the capsular antigen are tests usually undertaken. In
clinical specimens, yeast cells of Cryptococcus are mostly globose in
shape surrounded by a polysaccharide capsule. Cryptococcus grows
well on the majority of mycological media at 25°C and 37 °C,
presenting as white, shiny, moist and often mucoid colonies.
Microscopically, the colonies are composed of spherical to oval,
encapsulated yeast cells, budding by a narrow base and range from
2 to 20 wm in diameter but usually measure 4-10 pm in diameter.
Cycloheximide should not be used because it inhibits the growth of
the fungus. Its identification includes the production of a brown
colony on niger seed (an aqueous extract of Guizotia abyssinica
seeds that contains diphenolic compounds) agar. This pigment is a
melanin-like compound produced by the fungus with phenolox-
idase activity. For serologic diagnosis, latex agglutination for
cryptococcal polysaccharide antigens in body fluids has been a
specific and sensitive alternative and offers a significant improve-
ment for rapid diagnosis. Lysis centrifugation (Isolator®) is the
best technique for culture with highest sensitivity and shortest
incubation period. An agar medium containing canavanine-
glycine-bromthymol blue is a simple and efficient test for
differentiating C. neoformans from C. gattii.??

On histopathologic analysis, it is evident that the host reaction
to Cryptococcus is variable and this relates to the immunological
status of the patient. Early lesions are characterised by their
gelatinous texture, but older lesions become granulomatous. In
cryptococcal granulomatous pneumonia, the yeast cells may be
difficult to see with haematoxylin and eosin (Fig. 1). The more
effective stain is the Gomori methenamine silver stain (commonly
used in the histological study of mycotic diseases) (Fig. 2).
However, the best and most specific stains are Mayer's mucicar-
mine (a distinctive diagnostic marker that stains the capsular
material rose red) (Fig. 3) and Fontana-Masson (stains melanin in
the cell wall) staining techniques (Fig. 4).%*

MANAGEMENT

Treatment recommendations for cryptococcosis in children are
based on the extrapolation of experience in adults, given the fact
that paediatric cases are rare. Although spontaneous resolution of
pulmonary cryptococcal infection is the usual course in immuno-

Figure 1. Pulmonary cryptococcosis. Strucutures are surrounded by optically clear
spherical zones in the pulmonary interstitium, associated with minimal
inflammation (Hematoxylin-Eosin, x100).

1.
Figure 2. Cryptococci with clear zone around fungal cell represent the wide,
unstained capsules (Gomori's methenamine silver, x100).

Figure 3. Single cryptococci distend the interstitium and are surrounded by
brilliant, intensely carminophilic capsules that have a spinous or crenated
appearance caused by uneven shrinkage during tissue processing (Mayer's
mucicarmine, x100).
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Figure 4. Cryptococcal cell wall contain silver-reducing substances, they react
positively with a Fontana-Masson for melanin (x100).
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Table 1
Brazilian children cryptococccosis cases reviewed from the literature
No. Ref. State Sex/Age [years] Clinical features Underlying lliness Treatment Outcome
1 10 PA M/1 Fever, cough, jaundice, irritability, blurred vision Pneumonia AmB Cured
2 13 PA F/8 Fever, headache, neck pain, vomit, cough, weight CRF, sepse, pneumonia, arthralgia AmB Death
loss, hydrocephalus, irritability /2 months
3 13 PA M/12 Fever, headache, neck pain, vomit, blurred vision /21 days Hypokatemia, anemia AmB + 5Fc Improved, 4 months
4 13 PA F/6 Fever, headache, neck pain, vomit, hydrocephalus, Rheumatic fever AmB + 5Fc Improved, 2 months
confusion /2 months
5 13 PA F/11 Fever, headache, neck pain, vomit, nausea, hydrocephalus, Arthralgia Anfo B + 5Fc Improved, 5 months
blurred vision/1 month
6 13 PA M/8 Fever, headache, neck pain, vomit, malnutrition/5 months Intestinal parasitosis, blindness AmB + 5Fc + Flu Improved, 5 months
7 13 PA M/8 Fever, headache, neck pain, vomit/7 days Ptiriasis versicolor AmB + 5Fc Improved, 6 months
8 13 PA F/13 Fever, headache, neck pain, vomit, caquexia, weight loss, Hydrocephalus, blindness, hypokatemia AmB + Flu Improved, 5 months
coma/1 months
9 13 PA M/12 Fever, headache, chest pain /1 month Intestinal parasitosis, deafness, AmB + 5Fc + Flu Improved, 4 months
blindness, pnumonia
10 13 PA M/10 Fever, headache, neck pain, eye pain /20 days Thyroid enlargment, hepatomegaly AmB + 5Fc Improved, 6 months
11 13 PA M/11 Fever, headache, neck pain, vomit, nausea /20 days Intestinal parasitosis, scabies Anfo B + Flu Improved, 6 months
12 13 PA M/12 Fever, headache, vomit, hydrocephalus, nasal bleeding/20 days Scabies, hypokatemia AmB + 5Fc + Flu Improved, 7 months
13 13 PA F/8 Fever, headache, convulsions /2 months Pneumonia, blindness, ventriculo AmB + Flu Improved, 7 months
peritoneal derivation
14 13 PA F/6 Fever, headache, vomit, convulsions/45 days Pneumonia, malaria, malnutrition AmB + Flu Death, 2 months
15 13 PA F/3 Fever, headache, vomit/1 month Pneumonia, CRF, blindness AmB + Flu Death, 3 months
16 13 PA M/5 Fever, headache, neck pain/3 days Pneumonia, sepsis AmB + Flu Death, 1 months
17 13 PA M/11 Fever, headache, neck pain, vomit/14 days Pulmonar mass, encephalitis, sepsis, AmB + 5Fc + Flu Improved, 7 months
hypokatemia
18 13 PA M/11 Fever, headache, neck pain, vomit, lethargy, coma/4 days Respiratory failure, sepsis AmB Death, 8 days
19 13 PA F/8 Fever, headache, neck pain, vomit, sleepiness, lethargy, Pneumonia AmB + 5Fc Death, 30 days
confusion, petechise/21 days
20 13 PA F/12 Fever, headache, neck pain, sleepiness/12 days None AmB + 5Fc Improved, 3 months
21 17 RS M/2 NA None AmB + 5Fc Cured
22 27 RS F[2 Fever, vomit, nuchal rigidity Meningoencephalitis tubercular e AmB Cured
bronchopneumonia
23 27 RS F/3 Fever, productive cough, anorexia, sleepness, seizures, coma Malnutrition, bronchopneumonia AmB Death, 5 days
bacterial, stomatitis
24 27 RS M/9 Headache, neck pain, fever, vomit/5 days None AmB + 5Fc Death, 3 months
25 28 RJ M/8 Headache, vomit, weight loss, fever AIDS AmB Death, 1 month
26 28 RJ FI5 Fever, headache, vomit/7 days AIDS, sickle cell anemia AmB Death, 3 days
27 28 RJ M/7 G i mic i and 1} AIDS AmB Death, 3 months
weight loss, headaches, vomit
28 28 RJ F7 Diarreia, weight loss, headache, vomit AIDS AmB Cured
29 28 R] F/5 Fever, headache AIDS AmB + Flu Cured
30 29 R] M/3 Fever, headache, vomit, inapetence, apathy, sleepiness, None None Death, 12 days
hydrocephalus
31 29 RJ M/10 lesions in face and thorax, cough, diarreia, fever, AIDS, hemophilia AmB + 5Fc Death, 5 months
headache, nausea, photophobia, hydrocephalus
32 30 RS F[7 NA AIDS NA NA

PA: Para; RS: Rio Grande do Sul; RJ: Rio de Janeiro; F: female; M: male; NA: data not avaiable; CRF: chronic renal failure; AIDS: acquired i iency sy » AmB:

icin B; Flu: fluconazole; 5-Fc: 5-Fluorocitosine.

121-991 (6002) 01 sma1aay Kioipaidsay JLIDIPavd /°|p 12 042438 gD



42

C.B. Severo et al./Paediatric Respiratory Reviews 10 (2009) 166-171 169

competent individuals, subsequent dissemination can occur.
Amphotericin B and fluconazole are the most common antifungal
agents used in the treatment of cryptococcosis. In light of the
potential risk of amphotericin B toxicity, therapy with fluconazol in
immunocompentent children is recommended.?*~2° For all imu-
nocompromised patients, a work-up for extrapulmonary disease is
indicated, including a lumbar puncture to exclude CNS infection. In
these cases, the type and duration of therapy should be guided by
the immune status of the host and the extent of disease.?®

BRAZILIAN EXPERIENCE WTH PAEDIATRIC CASES OF
CRYPTOCOCCOSIS

This experience is based upon an analysis of 32 cryptococcosis
cases reported in children (Table 1) supplemented by 21 new cases
from southern Brazil (Porto Alegre (n=10)) and northern Brazil
(Para (n=11)) that were diagnosed by the Mycology Laboratory of
Santa Casa Complexo Hospitalar - Porto Alegre, RS, Brazil (Table 2).

In the literature (n=32), 17 patients were boys and 15 were
girls aged 1-13 years (average 7.6 years).'*'317:27-30 [ the new
cases (n=21) 11 patients were boys and 10 were girls aged 0-16
years (average 7.8 years). Only 3% of the cases in the reported
literature and 9.5% of the new patients were younger than 2 years,
which is consistent with the report of Goldman et al (2001)?" that
showed serologic evidence of disease acquisition occurring after
the second year of life. In another international study, the
cryptococcosis infection also occurred more frequently in middle
childhood (6-12 years), rarely appearing during the first 2 years.>?
This could be explained by the increase of the mobility and
independence of children resulting in increased environmental
exposure.>!

The most common presenting symptoms and signs from the
Brazilian cases (Table 1) were headache, fever, vomiting, neck pain

and stiffness (93.7% - 30/32 cases), similar to those described in
literature.>'®'® Hydrocephalus was observed in one child from
Para, and in six cases from the literature.'>?° In fact, CNS is the
most commonly involved site in cryptococcosis infection due to
the tissue tropism of the agent, which can find an ideal habitat that
provides for its nutritional requirements from the cerebrospinal
fluid (CSF) and tissue of the basal ganglia.'®>* Thus, meningitis is
the predominant clinical presentation with fever, vomiting and
headache as the most common symptoms.'®3* Pulmonary
cryptococcosis without dissemination is an unusual presentation
of cryptococcal infection in immunossupressed children.>#3>
Herein, none of the patients suffered from the respiratory disease
without involvement of other systems; all of the cases had CNS
involvement.

Inrelation to the aetiological agent and diagnostic method used,
in 2002, Correa et al.'® reported nine cases diagnosed in
cerebrospinal fluid (CSF) as C. gattii; in those, eight were also
diagnosed with positive antigen. In 1987, Fontana et al.?” isolated
C. neoformans in the CSF in all patients (n=3) as well as in a
tracheal aspirate in one case. In 1997, Py et al.?® reported that from
all five cases, none was diagnosed by culture, three only by direct
examination of the CSF, only one by antigen detection and one by
both tests. In 1994, Rozembaum et al.?° isolated C. neoformans in
the two cases reported: one in the CSF and the other in blood as
well. In 2004, Pasqualotto et al.° reported one case in a child,
diagnosed as C. neoformans (Table 3).

In contrast, in the new cases studied, 90.5% were positive on
direct examination of the CSF, C. neoformans was identified in
47.6% of the children and C. gattii in 33.3%. Interestingly, from the
11 cases from northern Brazil, 10 were due to C. gattii in contrast to
cases in the south, where nine of the 10 cases were attributed to
C. neoformans (Table 4). In most countries where cryptococcosis
due to C. gattii is endemic, the disease rarely occurs in children.

Table 2
Brazilian children cryptococccosis cases diagnosed in Mycology Laboratory of Santa Casa Hospital, Porto Alegre, RS, Brazil
No. State Sex/Age [years] Clinical features Underlying Illness Treatment Outcome
1 RS M/12 Headache, vomit, neck pain, ataxia/3 months None AmB + 5Fc Death, 1 month
2 RS M/9 Headache, vomit, neck pain, weight loss/3 months AIDS, hemophilia A, AmB + 5Fc Death, 7 month
chickenpox
3 RS F/1 Fever, sleepness, irritability, vomit, nuchal rigidity None NA NA
4 RS F/3m sudden fontanelle distortion and suture diastasis Congenital cardiopathy, AmB Death, 1 month
prematurity, pulmonary
dysplasia
5 RS Fl7 Cough, convulsions, blindness, nuchal rigidity AIDS, broncopneumonia AmB + 5Fc Death, 1 month
6 RS F/12 Headache, vomit, weight loss AIDS AmB Death
7 RS F[2 Fever, headache, dizziness, right face paresia, cervical Cerebral tumor Flu Death, 4 months
linphadenomegaly (anaplasic ependymoma)
8 RS M/10 Headache, vomit, convulsions/1 month AIDS AmB Death
9 RS F/7 Headache, vomit Rhabidomyosarcoma AmB NA
embryonal (botryoid)
10 RS M/7 Fever, headaches, vomit, nuchal rigidity, weight loss, AIDS AmB + Flu NA
intracranial hypertension/1 month
11 RS M/13 Fever, headache, vomit, chest pain Lung transplantation NA NA
12 PA M/16 Fever, convulsion, headache, nuchal rigidity, diploidy, None AmB + Flu NA
confusion
13 PA F/6 Fever, headache, vomit, weight loss, nuchal rigidity, None AmB Death
convulsion/40 days
14 PA M/7 Fever, weight loss, anorexia, vomit, nuchal rigidity, ataxia AIDS AmB NA
15 PA F/5 Headache, convulsion, nuchal rigidity, vomit/1 month None AmB Death
16 PA F/6 Fever, headache, irritability/2 years Typhoid fever AmB Improved
17 PA F/10 Fever, headache, vomit None AmB + Flu Improved
18 PA M/8 Fever, headache, vomit, hydrocephalus Pulmonary tuberculosis AmB Improved
19 PA M/12 Fever, headache, vomit None Anfo B Improved
20 PA M/8 Fever, headache, vomit, photophobia, convulsions, dry None AmB + Flu Improved
cough/3 months
21 PA M/8 Fever, headache, abdominal pain, vomit, nuchal rigidity None AmB + Flu Improved
22 PA M/12 Fever, headache, vomit, chest pain None AmB + Flu Improved

PA: Para; RS: Rio Grande do Sul; F: female; M: male; NA: data not avaiable; AIDS: acquired immunodeficiency syndrome; AmB: amphotericin B; Flu: fluconazole; 5-Fc: 5-

Fluorocitosine.
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Etiology and diagnostic methods of Brazilian children cryptococcosis cases reviewed from the literature

No. Ref. State Sex/Age [years] Diagnostic tests

CSF -D Culture CSF Ag detection
1 10 PA M/1 Csp. CSF - Cryptococcus sp. None
2 13 PA F/8 Csp. CSF- Cryptococcus sp. None
3 13 PA M/12 Csp. CSF- Cryptococcus sp. None
4 13 PA F/6 Csp. CSF- Cryptococcus sp. None
5 13 PA F/11 Csp. CSF- Cryptococcus sp. None
6 13 PA M/8 Csp. CSF- Cryptococcus sp. None
7 13 PA M/8 Csp. CSF- Cryptococcus sp. e
8 13 PA F/13 Csp. CSF- Cryptococcus sp. &
9 13 PA M/12 Csp. CSF- Cryptococcus sp. None
10 13 PA M/10 Csp. CSF- Cryptococcus sp. None
11 13 PA M/11 Csp. CSF- Cryptococcus sp. +
12 13 PA M/12 Csp. CSF - C. gattii +
13 13 PA F/8 Csp. CSF - C. gattii +
14 13 PA F/6 Csp. CSF - C. gattii +
15 13 PA F/3 Csp. CSF - C. gattii +
16 13 PA M/5 Csp. CSF - C. gattii None
17 13 PA M/11 Csp. CSF - C. gattii +
18 13 PA M/11 Csp. CSF - C. gattii +
k9, 13 PA F/8 Csp. CSF - C. gattii +
20 13 PA F/12 Csp. CSF - C. gattii +
21 17 RS M/2 Csp. CSF - C. neoformans None
22 27 RS F[2 Csp. CSF - C. neoformans None
23 27 RS F/3 C sp. CSF, tracheal fluid - C. neoformans None
24 27 RS M/9 Csp. CSF - C. neoformans None
25 28 RJ M/8 Csp. None None
26 28 R] F/5 Csp. None None
27 28 RJ M/7 Negative None +
28 28 RJ F|7 Csp. None None
29 28 RJ F/5 Csp. None +
30 29 RJ M/3 Csp. CSF and blood - C. neoformans None
31 29 RJ M/10 Csp. CSF - C. neoformans None
32 30 RS F|7 Csp. CSF - C. neoformans var. grubii None
PA: Pard; RS: Rio Grande do Sul; RJ: Rio de Janeiro; F: female; M: male; CSF: cerebrospinal fluid; D: Direct examination; C: Cryptococcus; Ag: antigen.
Nevertheless, in the northeastern and northern Brazilian regions, of these were three who were infected by C. gattii'>!7*” and one by

especially in the State of Pard, where cryptococcosis by C. gattii is
also endemic, the disease in children is relatively frequent as
described here."®

AIDS was reported in seven cases (22%) in the literature.?8-°
Only four patients did not have an underlying condition,'®!7729

Table 4

C. neoformans.?® In the present cases, AIDS was diagnosed in six
children (28%), while 10 (48%) did not have any underlying
associated condition (eight from Para and mostly in children who
were infected by C. gattii). The association of cryptococcosis and
AIDS in Brazil was relatively low in comparison with the

Etiology and diagnostic methods of Brazilian children cryptococcosis cases diagnosed in Mycology Laboratory of Santa Casa Hospital, Porto Alegre, RS, Brazil

No. State Sex/Age |years] Diagnostic tests
Direct examination Culture Ag detection
1 RS M/12 CSF- C. sp. CSF - C. neoformans (A) None
2 RS M/9 CSF- C. sp. CSF - C. neoformans (A) None
3 RS F/1 CSF- C. sp. CSF - C. neoformans (A) None
4 RS F/3m CSF- C. sp. CSF - C. neoformans CSF and blood +
5 RS F|7 None 1SO - urine - C. neoformans Blood and CSF +
6 RS F/12 CSF and urine - Csp. CSF and urine - C. neoformans Blood and CSF +
7 RS F2 None CSF - C. neoformans CSF +
8 RS M/10 CSF- C. sp. CSF and Blood - C. neoformans CSF +
9 RS Fl7 Lung biopsie- C. sp. None Blood +
10 RS M/7 CSF- C. sp. CSF - C. neoformans Blood, CSF and urine +
11 RS M/13 Lung biopsie- C. sp. Lung biopsie - C. neoformans None
12 PA M/16 CSF- C. sp. CSF - C. gattii GSEE
13 PA F/6 CSF- C. sp. CSF - Cryptococcus sp. CSF +
14 PA M/7 CSF- C. sp. CSF - C. gattii None
15 PA F/5 CSF- C. sp. CSF - C. gattii CSF +
16 PA F/6 CSF- C. sp. CSF - C. gattii None
17 PA F/10 CSF- C. sp. CSF - Cryptococcus sp. CSF +
18 PA M/8 CSF- C. sp. CSF - C. gattii CSF +
19 PA M/12 CSF- C. sp. CSF - C. gattii CSF +
20 PA M/8 CSF- C. sp. CSF - C. gattii CSF +
21 PA M/8 CSF- C. sp. CSF - C. neoformans CSF +
22 PA M/12 CSF- C. sp. CSF - Cryptococcus sp. CSF +

RS: Rio Grande do Sul; PA: Para; F: female; M: male; CSF: cerebrospinal fluid; C: Cryptococcus; Ag: antigen.
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worldwide literature, which shows that 7-10% of patients with
AIDS are affected by cryptococcosis, and AlDS-associated crypto-
coccosis accounts for 50% of all cryptococcal infections reported.>?
This limited co-infection of AIDS and cryptococcosis in the present
series can be explained by the fact that C. gattii, which was
frequently isolated from healthy children without underlying
disease from Para (an endemic area), is a common agent that
infects immunocompetent hosts.??

Although the treatment used was amphotericin B as mono-
therapy medication (10/21-present cases, 9/32 - literature) or
associated with fluconazole and/or 5-flucytosine (9/21 - present
cases, 21/32 - literature), the case fatality rate (12/32 (37.5%) -
literature vs. 9/21 (42.8%) present series) was high. The poor
prognosis is attributed to the severity of the infection with the
involvement of the CNS, resulting in therapeutic failure. This
conclusion is supported by Abadi et al.>> which showed a higher
mortality rate in children who had evidence of disseminated
cryptococcosis. In fact, the success of treatment with amphotericin
B and flucytosine was described in AIDS children with an early
diagnosis and therapy of cryptococcal meningitis.®2%:33-36
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Capitulo 3 - Criptococose pulmonar

Cecilia Bittencourt Severo, Alexandra Flavia Gazzoni, Luiz Carlos Severo

Abstract

Cryptococcosis is a systemic mycosis caused by two species of the encapsulated basidiomycetes, Cryptococcus
neoformans and C. gattii, which, respectively, cause infection in immunocompromised individuals and in
immunologically normal hosts. Patients with T-cell deficiencies are more susceptible to this infection. The spectrum
of the disease ranges from asymptomatic pulmonary lesions to disseminated infection with meningoencephalitis.
The medical relevance of cryptococcosis increased dramatically as a consequence of the AIDS epidemic and organ
transplants.

Keywords: Cryptococcus neoformans; Pneumonia; Acquired immunodeficiency syndrome; Amphotericin B;
Fluconazole.

Resumo

Criptococose ¢ uma micose sistémica causada por duas espécies do basidiomiceto encapsulado, Cpyptococcus
neoformans e C. gattii, que, respectivamente, causam infec¢do em individuos imunocomprometidos e em hospe-
deiros imunocompetentes, respectivamente. Pacientes com deficiéncia em células T sdo mais suscetiveis. A infeccdo
se inicia por lesdes pulmonares assintomaticas e a doenga disseminada frequentemente cursa com meningoence-
falite. A importancia médica da criptococose aumentou significativamente em consequéncia da epidemia da AIDS
e dos transplantes de érgdos.

Descritores: Cryptococcus neoformans; Pneumonia; Sindrome da imunodeficiéncia adquirida; Anfotericina B;
Fluconazol.

Introduction

Cryptococcosis is an infection caused by
the naturally encapsulated basidiomycete of
the genus Cryptococcus, which has recently
become the most relevant opportunistic fungal
pathogen.”” The infection caused by the species
C. neoformanshasbecome the most critically rele-
vant opportunistic infection as a consequence of
the AIDS epidemic. In addition, C. gattiirecently
caused an isolated cryptococcosis outhreak
among apparently immunocompetent humans
and animals on Vancouver Island, Canada.”’

Cryptococcus spp. are currently divided into
five capsular serotypes and eight molecular
genotypes. The serotype classification is based

on the agglutination reactions of capsular
polysaccharide antigens. Serotype A and sero-
type D strains, as well as the AD hybrid, are
classified as C. neoformans, whereas serotype B
and serotype C strains have been classified as
C. gattii. Serotype A strains have been designated
C. neoformans var. grubii, whereas serotype D
strains have been designated C. neoformans var.
neoformans.”) This classification was based on
the differences in capsular structure and DNA
between the strains, as well as on a complete
comparison of the genomic sequencing of these
two serotypes (strains).”) In addition, based on
new molecular data and on evolutionary studies,
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each one of the two species comprises four
molecular types: VNI to VNIV (C. neoformans);
and VGI to VGIV (C gatti)."”

The life cycle of Cryptococcus spp. comprises
two stages, i.e., sexual and asexual. Cryptococcus
neoformans (variants grubii and neoformans)
and Crnyptococcus gattii are considered to be
anamorphic (asexual) strains. The corresponding
teleomorphic (sexual) strains are Filobasidiella
neoformans and F. bacillispora, respectively.”)

The virulence of the genus Crypflococcus
is associated with the production of oxidases
and proteases, as well as with the antiphago-
cytic properties of the capsular polysaccharide.
Atypical (non-capsulated) forms present lower
pathogenicity. An environment in which there
are high concentrations of carbon dioxide favors
the bioformation of the capsule.®

Cryptococcus spp. present in host tissue
as encapsulated yeast (asexual form), which
makes them unique among pathogenic fungi.
Cryptococcus spp. are observed with or without
budding; they are also observed as multi-budding,
poorly-encapsulated or capsule-deficient fungal
elements or as pseudohyphae.®?

In the environment, C. neoformans is found
in association with pigeon excreta and in tree
hollows worldwide. For years, C gattii was
found only in tropical and subtropical regions.
C. gattiiwas primarily associated with eucalypti,
which were considered to be its environmental
niche. However, the unprecedented emergence
of many C gattii isolates on Vancouver Island
shows that the distribution and ecology of
C. gattiiis changing with its ability to associate
itself with a wide variety of trees, such as firs
and oaks."1?

The most theoretically plausible explanation
for the infection is the diameter (1.2-1.8 pm)
of the fungal propagules (basidiospores), which
can accumulate in the alveoli and, at a tempera-
ture of 37°C, change into capsulated yeasts.!""'?
The host develops a primary pulmonary lymph
node complex. In most cases, the inhalation of
Cryptococcus spp. causes a self-limiting, asymp-
tomatic pulmonary infection, and the yeasts
might remain latent within this complex, die or,
in the event of subsequent immunosuppression,
be reactivated and cause disease. This primary
infection can also cause pulmonary symptoms
in the host in cases of immunosuppression or of
massive inoculation of the yeast. The dissemi-

1137

nation from the lungs to other organs can
potentially occur as a result of a primary or
secondary infection.

In the stage of dissemination from the lungs,
the brain is the organ most likely to be the target
of that dissemination and to present clinically
relevant disease. Therefore, most data refer to
manifestations of the disease in the lungs or in
the central nervous system (CNS)."* This tropism
for the CNS is attributed to the optimal cere-
brospinal fluid (CSF) concentration of nutrients
(thiamine, glutamic acid, glutamine, dopamine,
carbohydrates and minerals) that can be assimi-
lated by the fungus, to the inactivity of the
complement system in the CSF and to the weak-
ness or absence of inflammatory activity in brain
tissue."!

Before the HIV epidemic, cryptococcosis was
an uncommon systemic infection that affected
patients with immunosuppression generally
associated with the following: use of corticos-
teroids; diabetes mellitus; Hodgkin’s disease;
systemic lupus erythematosus; or other types
of immunosuppressive therapy.'>'® However,
the incidence of cryptococcosis has increased
dramatically in the last two decades. More than
80% of the cases of cryptococcosis worldwide
have been associated with HIV infection.!'”

In the pre-combined antiretroviral (cARV)
therapy era, cryptococcosis became the major
opportunistic infection and the major cause of
death among HIV-infected patients with CD4 <
100 cells/pl. After the potent cARV therapy
became available, the incidence of cryptococ-
cosis decreased significantly; however, the
incidence of cryptococcosis in patients who are
not infected by HIV has not changed during
this period."®'¥ Although the increase in cARV
therapy use is associated with the decrease in
the incidence of cryptococcosis in developed
countries, the incidence of and mortality from
cryptococcosis remain extremely high in coun-
tries in which the HIV epidemic is uncontrolled
and in which access to drugs and health care
is limited."?Y In developed countries, cryptococ-
cosis has not disappeared because the high-risk
groups continue to increase, which is due to the
advances in transplantation medicine and to the
creation of new immunosuppressive therapies.®?"
In Brazil, cryptococcosis is a public health issue
in patients with AIDS.?22%)
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Figure 2 - Anterior (a) and lateral (b) chest X-rays
showing a spherical mass of 5 c¢m in diameter.
Reproduced with permission.®”

Isolated pulmonary cryptococcosis (without
brain metastasis) or pulmonary cryptococcosis
accompanied by brain mass (with brain metas-
tasis) caused by C. gattii can mimic lung cancer
clinically and radiologically (Figures 2 and 3).¢”
Cases of upper lobe consolidation with atypical
presentation of Pancoast syndrome have been
described.®®

Pulmonary manifestations are more common
than CNS manifestations in immunocompro-
mised patients with cryptococcosis.®” In fact,
the authors of one study found that more than
90% of HIV/AIDS patients with pulmonary cryp-
tococcosis have previously been diagnosed with
CNS cryptococcosis.!” In contrast, CNS involve-
ment in HIV-negative patients with pulmonary
cryptococcosis is less common.

Figure 3 - Axial CT scan of the brain showing
cryptococcoma in the right temporal lobe and
multiple nodules throughout the brain parenchyma.
Reproduced with permission.t”
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Laboratory diagnosis

Direct examination

Direct microscopic examination of the CSF
using India ink staining to screen for encapsu-
lated yeasts is a low-cost, widely used test that
does not require advanced technology. This
technique can be employed immediately after a
lumbar puncture to visualize encapsulated yeasts
of 5-20 pm in diameter on average. Microscopy
has a sensitivity of 30-50% in cases of crypto-
coccal meningitis in patients without AIDS and
a sensitivity of up to 80% in patients with AIDS-
related cryptococcal meningitis."

Histopathological examination

The histopathological identification of
cryptococcosis is achieved through basic histo-
chemical techniques, namely H&E staining and
the Grocott-Gomori methenamine-silver stain
(GMS) technique, as well as through special
histochemical techniques, namely Mayer’s muci-
carmine (MM) staining and the Fontana-Masson
(FM) staining (Table 1).¢“040

According to the classification proposed by
Schwartz, cryptococcosis is divided into two
histological categories, i.e., reactive and mini-
mally reactive, based on the tissue reactions of the
host and revealed by H&E staining.“? The reac-
tive pattern is characterized by a granulomatous
inflammatory response composed of histiocytes,
multinucleated giant cells and lymphocytic
infiltration.”"-* The yeasts are primarily intra-
cellular (phagocytosis).*'*? Regions of necrosis
are occasionally associated with neutrophilic
infiltrates.>#>9  Fibrotic nodules—cryptococ-
comas, considered to be a variant of the reactive
pattern—are also found. Fibrotic nodules are
formed by surrounding fibrotic tissue and
present central areas of necrosis that contain
yeasts and a variable number of inflammatory
cells (Figure 4).4>47 According to data from the
literature, the variant form is related to infection
caused by C gattii*®

The  minimally reactive  pattern is
characterized by minimal or no inflammatory
response.*>#) Numerous spherical microorgan-
isms or oval microorganisms (or a combination
of the two) of 2-20 pm in diameter, surrounded
by a light halo and arranged extracellularly, are
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Table 1 - Purposes and limitations of the histopathological techniques in the diagnosis of cryptococcosis

caused by capsule-deficient Cryptococcus spp.

Technique Purpose

Limitation(s)

H&E Tissue reaction
GMS Staining fungal cell walls

Does not show fungal structures
Is a complex procedure

Is expensive

MM Staining capsular envelope
FM Staining the melanin in fungal cell
walls

Is unable to diagnose capsule-deficient Cryptococcus spp.
Is a complex procedure

Is expensive

GMS: Grocott-Gomori methenamine-silver stain; MM: Mayer’s mucicarmine staining; and FM: the Fontana-Masson stai-

ning. ‘Reproduced with permission.“"

seen."*424) In some cases, complete destruction
of tissue architecture is observed (Figure 5).4°
According to some authors, the minimally reac-
tive inflammatory pattern can be suggestive of
poor prognosis.“#*)

The GMS technique is widely used to screen
for fungal elements in tissue sections and in
smears.“") The GMS technique reveals morpho-
logical characteristics, such as cell wall and
budding, and light perinuclear halos surrounding
the microorganisms. Active lesions contain
numerous budding fungal structures. Single or
multiple buds with narrow bases are common
(Figure 5).49 Uncommon forms, which include
pseudohyphae, germ tube-like structures and
chains of budding yeasts, are easily identified by
the GMS technique. 4049
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According to various studies, MM staining
(Figure 5) is a specific method for visual-
izing the mucopolysaccharide capsules of
Cryptococcus spp.®3°442 Through the magenta
staining of the capsule, it is possible to distin-
guish between yeast and other fungi, similar in
size and shape."%

The FM staining (Figure 5) reveals the melanin
present on the fungal cell wall.®**) The use of
the FM staining is limited to cases in which MM
staining results do not suffice to confirm the
presence of Cryptococcus spp. Therefore, the
FM staining is an alternative for diagnosing
cases of infections caused by capsule-defi-
cient organisms morphologically suggestive of
Cryptococcus spp.*"

Figure 4 - Cryptococcoma. Nodule in the pulmonary cortex causing pleural bulging (a). Histological section
presenting yeasts with carminophilic capsule inside the cryptococcoma (b). (technique: Mayer’s mucicarmine

staining; magnification, x10).
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Figure 5 - Structures arranged extracellularly. Absence of inflammatory response. Note complete destruction
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of tissue architecture—minimally reactive histological pattern. (a) Round or ovoid fungal elements presenting
budding on narrow base. H&E; magnification, x40. (b) Microorganisms exhibiting evident mucicarminophilic
capsular structure stained magenta. Grocott-Gomori; magnification, x40. (c) Capsule-deficient Cryptococcus
spp. Reactivity of the cryptococcal cell wall containing pigments of melanin. Mayer’s mucicarmine; magnification,

x40. (d). Fontana-Masson; magnification, x40.

The budding index and
carminophilic index

The biological activity of Cryptococcus spp.
is characterized through a reliable scale devel-
oped to determine the budding index (BI) and
the carminophilic index (Cl) of the yeast.*>®
The Bl is calculated through the percentage of
microorganisms that exhibit one or more buds,
and it is indicative of in vivo replication.“? The
Cl is calculated by determining the percentage
of microorganisms with capsule (stained by the
histochemical technique of MM staining) and is
indicative of capsular synthesis.“’ According to
one group of authors, the Bl and ClI are both
higher in the minimally reactive histological
pattern than in the reactive pattern.“? Therefore,
there is an inverse correlation between high
capsular production and a less intense inflam-
matory response. According to Schwartz, the
scale is potentially useful for interpreting the

inflammatory response of the host, for prog-
nosis and for biological activity, demonstrating
that the granulomatous response is associated
with the control of infection.

Differential diagnosis

The histopathological identification of fungal
agents is an excellent diagnostic method because
the structures are easily detected through histo-
chemical techniques.'¥

The  micromorphological  characteristics
of Cryptococcus spp. with intact capsule are
distinct, and the diagnosis is unique, since the
microorganisms are usually associated with a
minimal inflammatory response.'**) In capsule-
deficient fungi, the histological characteristics
are rather unspecific, being also found in other
pathologies of infectious origin.""

The use of special staining techniques is
justified by the fact that Cryptococcus spp., due

J Bras Pneumol. 2009;35(11):1136-1144
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to their variable micromorphology, mimic other
yeast-like fungi.®" The identification of the
capsule through MM staining is the first step to
distinguish the yeast from other fungi of similar
size and shape.“*#"*) The greatest difficulty lies
in identifying capsule-deficient microorgan-
isms because, due to their smaller size, they
are mistaken for the following: Histoplasma
capsulatum; immature spherules of Coccidioides
immitis; small forms of Blastomyces dermatitidis
and  Paracoccidioides  brasiliensis, Candida
glabrata; and Sporothrix schenckii”*'-*¥ In
these cases, the special histochemical staining of
FM is used, allowing the differential diagnosis
between unusual micromorphological forms of
Cryptococcus spp. and the fungal structures that
mimic this type of yeast.®"!

Culture

C. neoformans and C. gattii grow easily from
biological samples smeared onto standard culture
media such as Sabouraud dextrose agar, and
colonies can be observed after 48-72 h of incu-
bation at 30-35°C under aerobic conditions.

The Cryptococcus spp. isolates can be distin-
guished from Candida spp. through a medium
enriched with seeds of Guizotia abyssinica (Niger
seed agar), which contains phenolic substrates
and detects the phenoloxidase activity in
Cryptococcus spp. by forming melanin, therefore
staining the colonies brown.

The species can be determined based on the
characteristics of the colors on the L-canavanine-
glycine-bromothymol blue medium.®”

Serology

Tests to detect the capsular polysaccha-
ride antigen of Cryptococcus spp. in the serum
and CSF have been widely used and are some
of the principal serological tests performed in
mycology. The tests use latex particles covered
with polyclonal antibodies to the cryptococcal
capsule. The sensitivity and specificity of latex
agglutination tests for cryptococcal antigen
range from 93 to 100% and from 93 to 98%,
respectively.®®

Treatment

Regarding the diagnosis of pulmonary cryp-
tococcosis, it is essential to guarantee that the
disease has not disseminated, especially to the

J Bras Pneumol. 2009;35(11):1136-1144

CNS, due to the need for a more aggressive
treatment strategy if neurocryptococcosis has
developed. Thechoiceofantifungalagentdepends
on the site of infection and on the immunity of
the patient. The principal antifungal agents are
amphotericin B (0.5-1.0 mgekg'eday') and its
lipid derivatives, i.e., fluconazole (400 mg/day)
and 5-flucytosine (100 mgekg'eday' in combi-
nation with amphotericin B because resistance
to monotherapy is common).”” Unfortunately,
5-flucytosine is not available in Brazil.

In cases of mild or moderate isolated
pulmonary cryptococcosis, treatment with
fluconazole or itraconazole (200-400 mg/day)
can be administered for 6-12 months. In case of
dissemination to the CNS, itraconazole should
not be used because it does not penetrate the
CSF efficiently.®

Amphotericin B deoxycholate has been
successfully used to treat patients with cryp-
tococcal meningitis because it promotes rapid
Cryptococcus spp. clearance. However, this drug
can cause severe nephrotoxicity. The use of
liposomal amphotericin B has the advantage of
reducing this toxicity.”)

Treatment varies according to the species of
Cryptococcus. C. gattiirequires a higher dose of
amphotericin B, longer treatment duration and,
more often than not, surgery. Likewise, sequelae
are more common, and mortality is higher.

The correct use of antifungal agents signifi-
cantly decreases mortality; however, long-term
continuous therapy is required in order to
prevent recurrence.””)

Prevention

Prevention of infection

There is no evidence that exposure to pigeon
feces is associated with an increased risk of devel-
oping cryptococcosis. However, it is advisable to
avoid sites contaminated with bird feces.

Prevention of disease

The latex test for the presence of crypto-
coccal antigen in the serum of asymptomatic
individuals should not be routinely performed,
due to a low probability of diagnosis.®”

Prospective clinical studies have shown that
the use of fluconazole and itraconazole can
reduce the frequency of the disease among
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patients with AIDS. However, antifungal prophy-
laxis should not be routinely performed for the
following reasons: the mycosis is uncommon;
antifungal prophylaxis has little impact on
survival; drug interactions can occur; antifungal
resistance can develop; and treatment costs are
high. However, prophylaxis should be considered
for patients with CD4+ T lymphocyte < 50 cells/pl.
In these cases, fluconazole (100-200 mg/day) is
the drug of choice.”

The use of secondary prophylaxis in previously
treated, cured patients prevents the recurrence
of the infection.“*? Secondary prophylaxis should
be maintained until CD4+ T lymphocyte levels
remain higher than 200 cells/pl for more than
6 months.®”
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Summary. We conducted a retrospective study of 58 cases of cryptococcosis (1986-2008)
with urine test positive for Cryptococcus sp, in Mycology Laboratory, Santa Casa-Hospital
Complex, Porto Alegre, RS. The diagnosis of cryptococcuria was based on microscopic
examination and culture of urinary sediment. Cryptococcus was isolated from other clinical
specimens such as blood, cerebrospinal fluid, ascitic and pleural fluids, respiratory secretions,
biopsies of skin, nasal and bone marrow. C. neoformans was present in 55 cases and C. gattii
in 3 cases. Males predominated (79.3%); age ranged from 12 to 86 years. AIDS were
presented in 60.3%, 31.1% did not have AIDS, and 5.2% were aparentelly immunocompetent
patients. The most frequent signs and symptoms were headache (53.4%) and fever (51.7%).
The most widely used medication was the amphotericin B (43 patients). The mortality rate
was 45%. We conclude that the mycological examination of the urine can be an alternative
simple, non-invasive and useful in diagnosis of disseminated cryptococcosis, especially when
used techniques for demonstration of the capsule (nigrosine) and/or production of melanin in

special culture media (Staib agar).
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Zusammenfassung. Wir haben 58 Patienten mit cryptococcocisis, diagnostiziert zwischen
den jahren 1986 und 2006, retrospektiv untersucht. Alle  Diagnosen waren bei
Urinutersuchungen gesichert, wobei cryptococcocus sowohl im Sediment wie bei Kultur zu
finden waren. Weiterhin waren Cryptococcocus in Haut und Knochenmark biopsien wie auch
Secreten vom Atmentrakt, Aszytes und Pleura ind Spinal efusionen in diesen Patienten
zufinden. In 55 Félle kammen C. neoformans vor und in den drei anderen handelte es sich um
C. Gattii. Das alter der Patienten schwankte zwsichen 12 und 86 jahre und 79,3% Patienten
waren Ménner. 60,3 % dieser Patienten waren von AIDS betroffen, 31,1% hatten anderen
Ursachen fur Imunschwachen und 5.2% hatten keine Immunverénderungen. Die haufigsten
Synptome waren Kopfschmarzen (54,4%) und Fieber (51,7%). Die meisten Patienten (43/58)
wurden mit Amphotericin B behandelt. Die Mortalitatsrate war 45%. Unsere Ergebnisse
zeigen das eine Sorgfaltige Urinuntersuchung, erganzt mit Kultur, eine einfache und nicht
invasive diagnostische Methode bei Patienten mit disseminierter Kryptokokkose sein kann,
insbesondere durch die Darschtellung der Kapsel (nigrosine) sowie produktion von Melanin

in kulturmedien (Staib Agar).
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Introduction

The cryptococcosis is a ubiquitous opportunistic mycosis, which rarely cause
widespread infection in healthy subjects. The vast majority of patients with cryptococcosis are
immunocompromised, especially by acquired immunodeficiency virus (AIDS), prolonged
treatment with corticosteroids and transplant [1]. The disease is caused by two species of
Cryptococcus, C. neoformans and C. gattii. The first has worldwide distribution and is related
to pigeons droppings, being more frequent in patients with AIDS; in contrast C. gattii manly
distributed in trees as Eucalyptus camaldulensi [1,2] of tropical and subtropical regions. In the
past decade, the C. gattii has evolved and adapted to the temperate climate of North America
[3]. It is usually pathogenic, causing respiratory and disseminated infections, predominantly
in immunocompetent individuals [4]. The Cryptococcus produces sub acute or chronic
infection, primarily involve lungs, disseminating to other organs of the body; fungal infection
of the genitourinary system is a relatively uncommon presentation [5]. It is the third leading
cause of opportunistic diseases in the central nervous system (CNS) [5,6]. Usually,
cryptococcosis diagnosis is done by mycological examination of cerebrospinal fluid (CSF),
tissue biopsy, sputum, or other body fluids. Urine is not part of routine diagnostic in search of

Cryptococcus.

The aim of this study is described the clinical characteristics of patients with positive

urine culture for Cryptococcus or cryptococcuria.
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Patients and methods

The 58 cases with cryptococcuria were retrospectively reviewed to clinical history,
whose medical records dated from February 1986 to December 2008, in Mycology
Laboratory of Santa Casa Hospital Complex, Porto Alegre, Brazil. The details of patients
(age, gender, underlying conditions, clinical features, radiological findings, relevant
laboratory findings, treatment and outcome) were noted from hospital records. Chi-square test
was used as a statistic alternative to correlate those findings.

The direct mycological examination was conducted in urinary sediment, as well as in
CSF, with the addition of a drop of nigrosine dye, highlighting the capsule that surrounds the
Cryptococcus cells.

For the culture was used Sabouraud dextrose agar with chloramphenicol and Staib
agar. Urine samples were transfered to a Staib media plate, and incubated at 25°C for up to 10
days. Cryptococcus colonies will appear dark brown, round and smooth on this media,
showing the presence of melanin in Cryptococcus, due to the action of a phenol-oxidase on
the phenolic groups present in niger seed (Guizotia abyssinica) [7]. Staib agar was
supplemented with antibiotics for urine because of bacterial contamination [7].

Cryptococcus was speciated on canavanine-glycine-bromothymol blue agar (CGB),
growth of C. gattii on CGB agar produces a blue color indicating the assimilation of glycine
while C. neoformans fails to cause a color change.

The histopathologic study of Cryptococcus was done using special histochemical
techiniques: fungal cell wall stained in block by Gomori methenamine silver (GMS); yeasts
showing carminophilic capsule by Mayer's mucicarmine (MM); and silver — reducing

substances in the fungal cell wall by Fontana Masson (FM) [2].
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The capsular antigen of C. neofarmans was detected by latex agglutination technique
(CRAG) with pronase pre-treatment (IMMY, Crypto-Latex Antigen Detection System,

Immunomycologics Inc., OK, US). CRAG was performed in urine, blood and CSF [8].
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Results

The diagnosis of cryptococcuria was based on a positive culture of urine in 41 cases
and by both, microscopic examination and culture, in 16 cases (Fig. 1a,b). In addition, one
case with advanced HIV/AIDS infection, toxoplasmosis, cryptosposidiosis, cisticercosis and
cryptococosis of the CNS presented microscopic examination of the urinary sediment with
encapsulated budding yeast forms consistent with Cryptococcus (Fig. 2); culture was not
done. Cryptococcus was isolated from other clinical specimens such as blood (12/58), CSF
(41/58), ascitis (2/58) and pleural fluids (1/58), respiratory secretions (9/58), biopsies of skin
(2/58), nasal (1/58) and bone marrow (1/58). C. neoformans was present in 55 cases and C.
gattii in 3 cases. There were co-infections in 11 cases with tuberculosis; 5, citomegalovirus
infection; 5 herpes simplex; 4 toxoplasmosis; 4, candidiasis; 3, histoplasmosis; 2,
pneumocystosis; 1, cryptosporiodiosis; 1, cysticercosis; 1, phaehyphomycosis and, 1
staphylococcal infection.

The majority of cases were male (79,3%), age ranged from 12 to 86 years (average
42.3 years). AIDS were diagnosed in thirty-five (60.3%), eighteen (31.1%) were non-HIV-
infected patients, and five patients (8.6%) were apparently immunocompetent. Six patients
were transplanted: 4, lung; 1, kidney; and 1, liver (Table 1). The most frequent signs and
symptoms were headache (53.4%) and fever (51.7%).

Regarding the development of the clinical picture of all patients we observe that 26
(45%) patients died, 15 (25.8%) progressed to cure, 4 (6.9%) showed clinical improvement,
and in 4 (6.9%) there was worsening of symptoms. Induction therapy was achieved with
amphotericin B in 13 patients (22.4%), combined with 5-fluorocytosine in 10 cases (17.2%)
and with fluconazole in 24 cases (41.4%). Maintenance therapy was done with fluconazole

200 mg/d (Table 1).
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lustrative cases

Clinically, the cases were classified into two groups: Group I, patients with AIDS;
Group 11, HIV-negative patients. A summarized clinical history of two patients of Group Il
will be presented: A — cryptococcosis in an immunocompetent patient; B - cryptococcosis in

organ transplant recipient.

Group I1. A. Immunocompetent case

A 82-year-old man with no history of immunossupression was admitted to the hospital
with a 7-day history of dyspnea, productive cough with grayish sputum and auscultation
showed crackles in the lower third of the right lung. Chest X-ray showed opacity in the
posterior basal lower lobe of right lung, with partially defined, with homolateral pleural
effusion. The diagnostic investigation was followed with a chest computadorized tomogrophy
(CT) revealed chronic abscess. The 4™ day of hospitalization, began clindamycin 600mg IV 8
/ 8 hours, no improvement of symptoms. Sputum examination smear stained by Gram and
Ziehl-Neelsen; and bacterial cultures were all negative. In the 8" day of hospitalization was
held bronchoscopy with transbronchial biopsy and alveolar lavage that leads to a diagnostic of
pulmonary cryptococcosis. The day after the procedure showed an increase in sputum and
episodes of hemoptysis. In the 11" day of hospitalization a CT scan of upper abdomen and
pelvis was performed, which showed a tumescent excavated lesion and a small pleural
effusion on the lower lobe of right lung. The mycological avaliation of urine showed
microscopic examination of urinary sediment negative and positive culture for Cryptococcus;
CGB revealed Cryptococcus neoformans-species complex. CRAG in blood and urine were
positive, titter 1:1024 and 1:512, respectively. Thus, began fluconazole 200mg/d. CSF
examination was normal, no organisms were visible on microscopy, the CRAG assay and

bacterial/fungal cultures were negative. He was discharged in good clinical condition on the
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16th day of hospitalization, with guidance to follow treatment with fluconazole for 6 months,
after that there was no evidence of active infection and urine culture and CRAG in urine and
blood were negative.

Histopathological features —Transbronchial biopsy: Circumscribed granulomas
were seen in patients without any history of immunologic dysfunction. The lesions were
recognized as a compactly aggregate of macrophages with epithelioid features and
multinucleated giant cells, including both Langhans and foreign body type, with numerous
intracytoplasmatic organisms (Fig. 3a). These were seen as black organisms on a light green
background by GMS staining — the fungal cell not showed surrounding zones. The MM
staining for capsular polysaccharide material was weakly reactive. When stained by FM
staining, these organisms contained melanin pigment in fungal cell wall (Fig. 3b), confirmed
the capsule-deficient Cryptococcus infection.

Comments: Immunocompetents patients with cryptococcosis more commonly
presents with meningitis and tend toward lower rates of fungemia [9]. This case was used as
illustrative to show that cryptococcuria and cryptococcemia can occur in immunocompetents
patients, and also emphasize the importance of urine culture in this diagnosis.

Group I1. B: Imunossupressed case - Transplant recipient

Our patient, a 58-year-old man, underwent left single-lung transplantation and
presented mental confusion 6 months later. He was admitted with hyaline sputum and
dyspnea, edema of legs and cellulite in the posterior region of the right thigh, phlebitis in the
right upper limb, conjunctival edema, fissures and fractures of L1 and L2 in T2, using vest for
stabilization. Samples were collected from blood, urine, bronchial lavage, and CSF. CRAG in
serum, CSF, and urine were positive, titter 1:2048, 1:1024, 1:256, respectively. Direct
examination and culture confirmed the diagnosis of cryptococcosis by Cryptococcus gattii,

which affected CNS, kidneys, lungs, skin, and blood. Histopathologic diagnosis was
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confirmed by transbronchial biopsy of the lef lower lobe, which revealed pulmonary
cryptococcosis and skin biopsy from the right thigh, showed cryptococcosis in dermo-
hypodermic junction.

The patient received treatment with amphotericin B and 5-fluorocytosine for 25 days,
and was subsequentely changed to fluconazole 200mg/d. CRAG remained positive with
increasing titers during the next months, and died one year after cryptococcosis diagnostic. An
autopsy was not performed.

Histopathological features —Transbronchial biopsy: Immunosupressed patient was
examined for comparison. Lesions of intra-alveolar fungal proliferations with a minor
histiocytic response were widely distributed in lungs, but the architectures were unaltered.
Cryptococci were seen as extracellular yeasts. There was proliferation in the capillary-
interstitium. Foci of cryptococcal infection were seen as circumscribed nodules, consisting of
proliferating cryptococci and reacting histiocytes. The Cryptococcus typically appeared as
rounded refractile bodies with a surrounding halo. (Fig. 4a). When stained by GMS staining
highlighted the yeast-like form of the fungi, while MM staining allowed the observation of a
thick mucous capsule around the fungi (Fig. 4b). The magenta capsule was stained and the
color confirmed the Cryptococcus infection.

Comments: Skin lesions, cryptococcemia and cryptococcuria by C. gattii is highly
unusual [4, 10-12]. On the other hand, infections due to C. neoformans can be isolated from
blood up to 63% of patients [4]. This rarity occurring in infections by C. gattii can be
explained by a deficiency in proteinase production, in comparison with C. neoformans, that
may limit the ability of C. gattii to disseminated locally and into circulation, usually
producing circumscribed lesions (cryptocococcomas) more commonly than C. neoformans

[13].
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Discussion

Cryptococcosis is of great clinical importance in immunocompromised patients,
especially with AIDS and transplant. The mycosis is systemic and has marked tropism for
CNS, with CSF the primary material for etiological clinical diagnosis. However, the urine has
been a very useful diagnostic, especially if processed with nigrosine dye for microscopy of
urinary sediment (demonstration of the capsule) and grown in medium with niger seed (Staib
agar - preview of melanin) [7]. Thus, we suggest the routine examination of urinary sediment
for immunosuppressed patients with fever, especially transplant and with AIDS [6, 14, 15].

Our study showed that cryptococcuria could occur not only in HIV-infected patients
but also in patients with other immunocompromised conditions, such as transplant, and even
in immunocompetents patients, as already reported in literature [5]. Cryptococcus identified in
urine is suggested as a potential early indicator of disseminated disease [5, 16].
Cryptococcuria in our patients presented as part of disseminated cryptococcosis in a high
percentage (86.2% had positive culture in other site and 79.3% had CRAG positive in CSF
and/or 67.2% in blood). Cryptococcuria in 8 patients occurred as an early event and led to the
diagnosis of disseminated cryptococcosis. Based on the high proportion of disseminated
infection observed in the present study, we suggest that patients who present cryptococcuria
should be evaluated for systemic infection. Lumbar puncture should be performed. Blood
culture and serum CRAG test may be helpful [5, 17, 18]. Besides, proteinuria and presence of
budding yeast on urinary analysis may be clues that cryptococcuria is present, and further
investigation can lead to early diagnosis and treatment [5].

The immunocompetent case here illustrated was caused by a capsule-deficient
Cryptococcus infection, using MM and FM techniques. This fungi characteristic could

difficult the diagnosis, leading to a mistake in diagnosis, confounding Cryptococcus with
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another non-encapsulated yeast. In this situation, urine culture could be an excellent choice to
eliminate this type of error.

The most widely used medication was amphotericin B (43 patients). The use of
anphotericin B associated with fluconazole was significantly (p=0.002) higher in patients with
AIDS; this fact agrees with guidelines for the treatment of cryptococcosis in patients with
AIDS [19].

The mortality rate was 45%, similar survival rates were seen at others centers [5].
Because the mortality rate is high, early detection and treatment are crucial to improve
outcome.

This study, conducting a routine mycology exam of urine has proved very useful for
the diagnosis of cryptococcosis and differential diagnosis, especially because it is easily,
accessible and has less biological risk when compared with blood and CSF. It is
recommended to collect urine for patients with fever diagnosed with AIDS and transplant
patients. Because it is simple, mycological examination of the urine, should also be used on
an outpatient basis, even in immunocompetent patients with suspected cryptococcosis [5, 14,

15].
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Table 1. Epidemiological and clinical characteristics of 58 cases with cryptococcuria

Characteristics AIDS (35) Non-AIDS (23) p-value
Median age, years (range) 32 (12-52) 52 (37-86) <0.001
No. male/no. Female 2817 18/5
Underlying conditions
Diabetes mellitus 0(0) 6 (26) 0.006
Malignancies® 3(8) 2(9) 0.644
Corticosteriod therapy 0(0) 2(9) 0.076
Transplantation 0(0) 5(22) 0.016
Chronic renal failure 3(8) 3(13) 0.887
COPD 1(3) 3(13) 0.318
Liver cirrhosis 1(3) 3(13) 0.318
Chest x-rays
Normal 8 (23) 8 (35) 0.290
Pulmonary infiltrates 11 (31) 6 (26) 0.712
Consolidations 6 (17) 5(22) 0.885
Nodules 4 (11) 4 (17) 0.765
Brain computed tomography
Normal 7 (20) 1(4) 0.207
Cerebral edema 4 (11) 0(0) 0.136
Hydrocephalus 4 (11) 1(4) 0.136
Etiological agent
Cryptocccus neoformans 34 (98) 20 (87) 0.134
C. gattii 0(0) 3(13) 0.028
Concomitant infections” 17 (48) 5(22) 0.039
Other site of positive culture
Cerebrospinal fluid 26 (74) 15 (65) 0.418
Blood 10 (28) 2(9) 0.149
Respiratory sample* 4 (11) 5(22) 0.461
Prostate biopsy 1(3) 0(0) 0.014
Pleural fluid 1(3) 0(0) 0.414
Skin biopy 1(3) 1(4) 0.761
Ascitic fluid 0(0) 2(8) 0.885
Treatment’
AmB 8 (23) 5(22) 0.965
AmB + 5-Flucytosine 1(3) 4 (17) 0.137
Fluconazole 2 (6) 4 (17) 0.305
AmB B + fluconazole 20 (57) 4 (17) 0.002
Not available 4 (11) 6 (26) 0.254
Outcome
Cure 9 (26) 6 (26) 0.949
Clinical improvement 3(8) 1(4) 0.950
Clinical worsening 2 (6) 2(9) 0.949
Death 16 (46) 10 (43) 0.778
Not available 5(14) 4 (17) 0.995

Data are on (%) of patients with characteristic

adiffuse lymphocytic lymphoma (1), lymphadenopathy angiomieloblastic (1), Kaposi's sarcoma (3); ® Tuberculosis (11), cytomegalovirus
infection (5), herpes simplex virus (5), toxoplasmosis (4), candidiasis (4), histoplasmosis (3), pneumocystosis (2), cryptosporidiosis (1),
cysticercosis (1), phaeohyphomycosis (1), staphylococcal infection (1); ¢ Sputum, bronchoalveolar lavage, lung aspiration; ¢ Ten patients did
not receive therapy (AIDS-4, Non-AlDS-6)

Abbreviation: AIDS: acquired immunodeficiency syndrome, AmB: amphotericin B, COPD: Chronic obstructive pulmonary disease
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Fig. 1 - Microscopic examination of urine, with nigrosine dye, highlighting the capsule that

surrounds the cryptococci cells, associated with blastoconidios of Candida (20x) (A). Staib
agar demonstrating dark brown cryptococcal colonies contrasting with white colonies of

Candida. (B).
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Fig. 2 - Direct examination of urine with nigrosine revealing cryptococci and urine crystals

(40x).
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Fig. 3 - Multinucleated giant cell with intracytoplasmatic yeasts (HE, 10x) (A). Cryptococcus

reacts positively with a Fontana-Masson stain for melanin (FM, 10x) (B).
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Fig. 4 - Granulomatous inflammation, marginal macrophages and central necrosis with single

and budding cryptococci surrounded by optically clear spherical zones (halos) (HE, 10x) (A).
Single and budding cryptococci are surrounded by brilliant carminophilic capsule. The

capsules are distinctive diagnostic markers and readily detected with mucin stains (MM, 10x)

(B).



6 DISCUSSAO

Os fungos causam infeccOes sistémicas, frequentemente fatais nos hospedeiros
imunocomprometidos. Receptores de transplante de 6rgéos sélidos e de medula 6ssea estdo
predispostos a infeccdo fungica invasiva especialmente por Candida, Aspergillus e

Cryptococccus (PATEL & PAYA, 1997).

A incidéncia global da criptococose em receptores de TOS € aproximadamente 2,8%
(0,3-5%) (HUSAIN et al., 2001). Quanto ao 6rgdo transplantado, a incidéncia média é de
2,4% no transplante hepético, 2% no pulmonar, 3% no cardiaco, e 2,8% no renal (SINGH et
al., 2003). A presente casuistica mostrou uma incidéncia de criptococose de 14 casos/1.000
TOS (1,4%) na populacdo de TOS da Santa Casa Complexo Hospitalar no periodo pos-
transplante, proporcdo semelhante a alguns estudos ja publicados (THARAYIL et al., 2003;
VILCHEZ et al., 2003), e menor que a incidéncia relatada por Husain et al. (2001) de 2,8%.
Para analise da incidéncia média da criptococose para cada oOrgdo individualmente, foi
utilizado o periodo de 1999-2009, correspondente aos dados discriminados disponiveis, de 36
casos de criptococose em 2.708 pacientes com TOS. A incidéncia da criptococose (por 1000
pacientes) foi de 23 (2/85) no transplantado renal e pancreatico, 18 (5/271) no pulmonar, 12
(9/745) no hepético e 12 (20/1607) no renal. Diferentemente de Vilchez et al. (2002), que
encontrou uma incidéncia significativamente maior da criptococose no transplantado de
coracdo, houve apenas um caso de criptococose em transplante desse 6rgdo, no periodo
anterior a 1999. A maior incidéncia foi encontrada nos pacientes com transplante renal e
pancreatico, seguida dos com transplante pulmonar. Poucos estudos avaliaram a criptococose
em pacientes transplantados de pulméo (OOl et al., 1971; KANJ et al., 1996). Concordando

com o estudo de Vilchez et al. (2002) e Singh (2003), o transplantado renal obteve a menor
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incidéncia de criptococose, porém entre as séries de transplantados com criptococose, 0S

transplantados de rim séo relativamente comuns (VILCHEZ et al., 2002).

Os casos de criptococose no TOS ocorrem principalmente em adultos do género
masculino (HUSAIN et al., 2001). No atual estudo, 70,4% dos casos ocorreram em pacientes
do género masculino e a idade media foi de 47,9. Varios estudos relataram a maior
prevaléncia de criptococose em homens, entretanto ndo existe explicacdo biologica para tal

observacao (CASADEVALL et al., 1998).

Os principais sintomas associados ao comprometimento do SNC nos pacientes
submetidos a TOS foram febre, cefaléia e status mental alterado (convulsdo e confusdo
mental), conforme ja citado (HUSAIN et al., 2001). Portanto, a presenca desses sintomas em
pacientes com TOS deve levantar suspeita de neurocriptococose, sendo essencial a puncéao

lombar para diagnostico precoce da micose.

O Cryptococcus pode causar doenca subaguda ou crdnica, comumente com
manifestacdo pulmonar e/ou do SNC, lesdes cutaneas ou doenga disseminada. Na presente
série, 0 envolvimento mais comum foi do SNC, e a doenca disseminada, incluindo casos de
neurocriptococose isolada, foi evidenciado na maioria dos pacientes (88,8%), conforme

também relatado por Singh et al. (2007).

A pele é sitio comumente envolvido na criptococose e invariavelmente representa
doenca disseminada. As lesdes mimetizam outros problemas dermatoldgicos, tais como
infeccdes virais, bacterianas ou neoplasia, especialmente no paciente imunodeprimido. Nos

pacientes com TOS este acometimento é mais frequente do que nos pacientes
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imunocompetentes, entretanto, diferentemente da criptococose pulmonar e no SNC, a
criptococose cutdnea tem sido relatada apenas em estudo de caso ou série de casos,
comprometendo um pequeno numero de pacientes (SUN et al., 2010). Os relatos da pele
como porta de entrada sdo raros e controversos, devendo obedecer a critérios minimos:
histéria de inoculacdo traumatica com subsequente desenvolvimento de lesdo cutanea;
evidéncia de que a ferida foi contaminada com o fungo; desenvolvimento de linfangite e
linfonodopatia regional; lesdes solitarias ou confinadas a uma area localizada; auséncia de
historia ou evidéncia clinica de micose pulmonar ou sistémica prévia (O’DORISIO, JASPER,
SULLIVAN, 1975; GUPTA et al., 2004). Esses critérios ndo foram preenchidos pelos nossos
casos, que foram classificados como foco de disseminacdo hematogénica, sinal secundario ou
sentinela de doenca disseminada (BAUMGARTEN & VALENTINE, 2004). Em decorréncia,
a pele torna-se um dos principais sitios diagndsticos e de facil abordagem, como verificamos
(SUN et al., 2010). Todos os pacientes submetidos a TOS que apresentam criptococose
cutanea e/ou pulmonar devem ser avaliados para envolvimento no SNC (CASADEVALL &

PERFECT, 1998).

A criptococose no paciente submetido a TOS geralmente ocorre no periodo tardio pos-
transplante (média de 1,6 anos); entretanto, casos foram relatados desde os primeiros dois dias
até 12 anos apos o transplante (VILCHEZ et al., 2002; SINGH et al., 2003; SINGH &
FORREST, 2009). Na presente casuistica, a doenga precoce ocorreu em 26 (48,1%) pacientes,
sendo que 100% destes pacientes apresentavam doenga disseminada. A infecg@o precoce nos
pacientes com TOS sugere exposicdo intensa ao Cryptococcus. Entretanto, doadores de
orgdos também sdo potenciais fontes de patdgenos pds-transplantes (KANJ et al., 1996).
Vilchez et al. (2002) salienta que como a maioria das doengas por Cryptococcus ocorrem no

periodo tardio, seria mais provavel que esses casos fossem causados por infec¢do priméaria do
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que por reativacdo. Contudo, no presente estudo dois casos ocorreram no imediato periodo
pos-transplante, com diagnostico da criptococose no segundo e quinto dia apos o transplante,
respectivamente, indicando que a infec¢do pode ocorrer como resultado da reativacdo do
fungo apds inicio da terapia imunossupressora ou atraves do 6rgéao transplantado. Esse dado
corrobora os relatos de Ooi et al. (1971) que descreveu um paciente que, apds receber o rim
de um doador ndo diagnosticado com criptococose, excretou Cryptococcus na urina; e Kanj et
al. (1996) que relatou um caso de uma paciente que adquiriu criptococose através do pulméo
transplantado. No estudo feito por Saha et al. (2007), 52% dos pacientes adultos
transplantados com criptococose haviam tido maior exposicdo a infeccdo criptocécica,
contribuindo com a hipdtese de que a reativacdo de uma infeccdo latente pode contribuir

significativamente para o desenvolvimento da criptococose em pacientes transplantados.

No atual estudo, mais da metade dos pacientes transplantados de pulmao tiveram
apresentacdo precoce da criptococose (57,2%), concordando com estudo de Husain et al.
(2001). Por outro lado, 58,1% dos pacientes transplantados de rim tiveram apresentacdo tardia

da criptococose, conforme relatados por Singh et al. (2003).

Independentemente do momento da infecgéo, a predilecdo do Cryptococcus pelo SNC
torna mandatéria uma andlise do LCR sempre que num paciente imunodeprimido for
identificado Cryptococcus fora do SNC, mesmo naqueles pacientes assintomaticos

(PERFECT & CASADEVALL, 2002).

O C. neoformans € o principal agente etiologico da criptococose no TOS
(ALEXANDER, 2005; CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006; SINGH & FORREST,

2009). Corroborando este achado, nos 54 pacientes estudados, isolamos C. neoformans em 38
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e C.gattii em 3. Autores sugerem que essa Ultima espécie é pouco frequente nos pacientes
imunossuprimidos, devido a estar presente predominantemente em regifes tropicais, a
exposicdo ambiental limitada ou, ainda, por uma habilidade reduzida do proprio patogeno de
reativar nesse hospedeiro ou de permanecer latente (SORREL, 2001; ALEXANDRE, 2005;

CHAYAKULKEEREE et al., 2006).

A tinta da china costuma ser positiva em 50-80% dos pacientes transplantados de
Orgdos e a pesquisa de antigeno criptocécico no LCR em 100% dos casos de meningite
(HUSAIN et al., 2001; WU et al., 2002). Encontramos uma baixa positividade da tinta da
china (68,4%), sendo ainda, um exame dependente da experiéncia do microbiologista. Quanto
a prova soromicologica do latex (CRAG), observamos que o CRAG no LCR mostrou-se
altamente sensivel, detectando 100% dos casos com acometimento do SNC e ainda, detectou
mais 6 casos em que o cultivo e/ou direto estavam negativos; nos casos comprovados de
fungemia e lesdo cutanea, 0 CRAG no soro teve 100% de positividade e 90% nos casos de
meningite. Da mesma forma, Vichez et al. (2002) encontrou alta correlagdo do CRAG no
soro, nos casos com meningite e doencga disseminada em TOS. Quanto ao uso do CRAG
como uma ferramenta para o acompanhamento e decisdo terapéutica, com excecdo de um
paciente, com doenca disseminada, que permaneceu com titulos altissimos, encontramos uma
diminuicdo na titulacdo apds inicio da terapia antifngica, tanto no LCR como no soro,
semelhantemente a estudo prévio em pacientes com meningite HIV negativos (LU et al.,
2005). E importante ressaltar que existem controvérsias nesse aspecto; estudos com
individuos HIV positivos ndo encontraram relacéo entre a titulacdo serica e o inicio da terapia
antifangica, principalmente quando relacionado com o antigeno sérico (POWDERLY et al.,

1994; BROWER et al., 2005).
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A sorotipagem foi amplamente utilizada para estudos epidemioldgicos de C.gattii e
C.neoformans, mas a falta de kits de sorotipagem comerciais disponiveis e a procura por uma
técnica mais fidedigna levou ao aumento no uso de ferramentas moleculares, que conduzira a
novas informacbes frente a relacdo parasita-hospedeiro. Identificamos 9 cepas de C.
neoformans com o gendtipo VNI, o mais encontrado no RS (TRILLES et al., 2008),
adicionalmente documentamos, pela primeira vez no nosso meio (RS), o VGII, 0 mesmo
gendtipo responsavel pelo surto de C. gattii na ilha de Vancouver, Canadd (GALANIS et al.,
2009). No Brasil, o gendtipo molecular VGII apresenta 16 vezes maior chance de ocorrer no
norte do pais (&rea endémica), e 10 vezes maior chance de acometer pacientes
imunocompetentes (TRILLES et al., 2008; SANTOS et al., 2008); fato que torna unico o
achado deste gendtipo, na presente série, causando criptococose tardia em paciente
transplantado de pulméo que nunca saiu da regido de Porto Alegre. Dessa forma, sugere-se
que o tipo VGII esta se espalhando para além da regido norte, adaptando-se a novas areas e
causando doenca na regido sul (TRILLES et al., 2008). Situacdo semelhante ocorreu no surto
na llha de Vancouver, em que foi encontrado tal gen6tipo em zonas temperadas (FYFE et al.,

2008; GALANIS et al., 2009).

E importante ter presente a possibilidade de transmissdo zoondtica de C. neoformans,
ja documentada por Nosanchuck et al. (2000), em que uma cacatua (Cockatoo) de estimacéo
transmitiu criptococose a sua dona, transplantada renal. Os isolados fingicos do paciente e da
ave tinham perfis bioquimicos idénticos e demostraram os mesmos padrdes de restricdo, DNA
fingerprint e cariotipo. Além desse estudo comprovado, existem relatos de infec¢bes por
exposicdo ambiental em pacientes submetidos a TOS, como o descrito por Kapoor et al.
(1999), que relata meningite criptococica em trés pacientes expostos a excretas de pombos e

galinhas. No Brasil, foi comprovada a contaminacdo de excretas de aves de cativeiro por
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elevadas concentraces de C.neoformans var. neoformans sorotipo A (FILIU et al., 2002),

sugerindo uma possivel transmissao zoonotica.

Inibidores da calcineurina (tacrolimus, ciclosporina e sirolimus) é a terapia suporte
para a imunossupressdao dos receptores de TOS na nova era. Alguns estudos mostram
influéncias significativas desses imunossupressores sobre diferentes aspectos da criptococose,
indicando que tais drogas possam modular a apresentacao clinica da criptococose nesse grupo
de pacientes. No estudo de Husain et al. (2001) observou-se uma maior prevaléncia de
criptococose nos pacientes submetidos a TOS em uso de tacrolimus (4,5%), em relacdo a
azatioprina (3,4%) ou ciclosporina (2,4%). Além disso, 0 grupo que utilizou tacrolimus
apresentou uma menor prevaléncia do comprometimento cerebral e maior da pele e
osteoarticular. Essa diferenca pode estar relacionada ao fato do tacrolimus inibir o
crescimento do Cryptococcus a temperatura de 37°C (temperatura do SNC) e ndo a 24°C
(temperatura compativel com a da pele e osteoarticular) (ODOM et al., 1997).
Adicionalmente, estudos mostraram que os inibidores da calcineurina apresentam potente
acdo antifungica in vitro contra o Cryptococcus (BLANKENSHIP et al., 2005), e efeito
sinérgico junto aos antifungicos (KONTOYIANNIS et al., 2008). Portanto, o fato dos
pacientes com uso de tacrolimus apresentarem menor incidéncia de leséo cerebral, no estudo
de HUSAIN et al. (2001), poderia ser explicado pelo tacrolimus penetrar mais efetivamente
no SNC, quando comparado com a ciclosporina, possivelmente agindo com potencial acéo
antifungica naquele sitio (SINGH et al., 2007). No presente estudo, ndo foi observada
associacdo significativa entre o uso de tacrolimus e/ou ciclosporina e a manifestacdo da

criptococose.
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A mortalidade na criptococose é dependente do grau de comprometimento. No
presente estudo, observou-se mortalidade global de 40,7%, dado semelhante a estudos
similares (HUSAIN et al., 2001, SINGH et al., 2007), sendo maior na doenca disseminada.
Entretanto, a mortalidade precoce (<90 dias) de 25,9%, foi superior a encontrada na literatura
(SINGH et al., 2007). Quanto as taxas de mortalidade para os pacientes submetidos a TOS, de
acordo com o 6rgdo transplantado, foi de 38,7% para transplante renal e 38,5% para
transplantados de figado, dados que concordam com o estudo de Husain et al. (2001).
Entretanto, a mortalidade em transplantados de pulméo (57,1%), no presente estudo, foi

superior ao estudo de Husain et al. (2001).

Em estudos prévios, foi observado que o uso de inibidores da calcineurina,
especialmente com tacrolimus, também estd associado ao baixo risco de mortalidade (< 90
dias) na populacdo de pacientes transplantados de 6rgdos sélidos (SINGH et al., 2007;
KONTOYIANNIS et al., 2008). Quando analisamos a mortalidade precoce (< 90 dias), houve
uma queda de 25,9% (mortalidade <90 dias nos 54 pacientes) para 20% nos pacientes em uso
de tacrolimus, como relatado por Singh et al. (2007), e um aumento para 30,4% nos pacientes

em uso de ciclosporina.

O tratamento da infeccdo invasiva em pacientes submetidos a TOS continua sendo um
grande desafio, principalmente devido as reacfes adversas advindas da interagdo
medicamentosa, e & nefrotoxicidade da anfotericina B. Devido a alta mortalidade dessa
infeccdo nos pacientes submetidos a TOS, a terapéutica com antiflngicos sistémicos deve ser

precocemente iniciada (MORETTI et al., 2008).
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No Brasil (TABELA 7), dentre as 13 publicacdes (12 artigos e uma dissertacdo de
mestrado), que rednem um total de 1896 transplantados, foram encontrados 162 casos de
criptococose (8,5%). Com excecdo de um caso - referente a um transplante de pulmao - todos
eram de pacientes submetidos a transplante renal. A taxa de mortalidade encontrada variou de
41% a 62,5%. As terapias imunossupressoras utilizadas no periodo pos-transplante incluiam a
azatioprina, ciclosporina, tacrolimus e a prednisona, sendo a prednisona a mais administrada
nos pacientes. Para o tratamento da criptococose, a anfotericina B, associada ou ndo a 5-
fluorocitosina, foi o antifungico mais utilizado. Ja no tratamento de manutencéo ou profilatico
da infeccdo, a droga usada foi o fluconazol. A criptococose em TOS no Brasil se restringiu a
relatos e pequenas séries de casos, sendo que em apenas trés casos foi identificada a espécie,
dois na presente série. Como demonstraram Pappalardo & Melhem (2003), em revisao recente
da criptococose no Brasil, em que ndo houve referéncia da micose no transplantado, fica claro

o descuido sobre o tema em nosso meio.

Para concluir, os dados desse estudo mostram que a criptococose se mantém como
uma complicacdo crucial nos pacientes submetidos a TOS. Esses dados consolidam algumas
caracteristicas importantes da criptococose nesse grupo especificos de pacientes: a
apresentacdo tardia da doenca no periodo pds-transplante; predominio de C. neoformans;
relevancia do método sorolégico como teste de vigilancia para a triagem precoce dos casos;
apresentacdo frequente de formas disseminadas; influéncia dos inibidores de calcineurina na
evolucdo dos pacientes e alta taxa de mortalidade. Adicionalmente, a separacdo das espécies
no TOS, torna-se essencial, uma vez que a criptococose por C. gattii e C. neoformans sdo
doencas diferentes. Conforme relatado, ainda serdo necessarios outros estudos para finalmente
definir a real diferenga entre tacrolimus e ciclosporina, e suas atividades in vivo, frente a

criptococose.



85

Tabela 7— Revisdo da literatura brasileira dos casos de criptococose em transplantados de 6rgaos sélidos

Referéncia: Casos® Tx Localizagéo (n) Etiologia CRAG Observacéo

autor, ano C. C.n C.g

FERRAZ, 1976 1 R Disseminada 1 - - - Relato de caso, achado de autdpsia

NOBREGA, 1979 7 R SNC 17 - - - Avaliacgéo terapéutica de 18 casos de criptococose

NOBREGA, 1988 17 R SNC 18 - - - Anfotericina B em 35 pacientes com neurocriptococose

FIORILLO, 1990 8 R SNC 8 - - - Meningite por Cryptococcus em 17 casos

CANO, 1990 24 R SNC 24 - - LCR + Deteccdo de antigeno em 160 amostras de liquor

LIVRAMENTO, 1992 22 R SNC 22 - - LCR + Anélise do LCR de 135 pacientes com criptococose

SAMPAIOQ, 1992 20 R ND 20 - - - Estudo do efeito protetor da ciclosporina em 1168
transplantados renais

OLIVEIRA NETO, 1993 3 R SNC 3 - - LCR+  Revisdo da literatura brasileira (1941-1992) totalizando
308 casos de criptococose

DELFINO, 1994 10 R Disseminada e SNC 10 - - - Avaliar casos de micose profunda em 502 transplantados
renais

REIS, 1995 8 R ND 8 - - - Estudo de 102 autdpsias de transplantados renais

PASQUALOTTO, 2004 1 P Disseminada 1 0 1 LCR + Avaliar 28 casos de criptococcemia

PASQUALOTTO, 2005 1 R Disseminada 1 0 1 Soro + Relato de caso de celulite por Cryptococcus neoformans

SILVA, 2007 40 R Disseminada e SNC 22 22 1 Avaliar criptococose em transplantados renais

Legenda: Tx, transplante; R, renal; P, pulmonar; ND, néo disponivel; C., Cryptococcus; C.n, C. neoformans; C.g, C. gattii.
?Presente série ; ° Casos de criptococose no TOS
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Medidas Preventivas

A alta mortalidade associada a criptococose nos pacientes com TOS deve encorajar 0
desenvolvimento de uma regra clinica preditora, ajudando a identificar pacientes de alto risco
e a guiar preventiva e efetivamente o0 monitoramento desses (AKAMATSU et al., 2005):

- Recomenda-se a pacientes transplantados de 6rgdos evitarem contato com passaros
de estimac&o ou exercer precaucdes especificas ao manipula-los;

- Sugere-se que o0 CRAG deva ser usado como rotina em pacientes pré-transplante,

procurando possivel infeccdo quiescente, bem como no doador.



7 CONCLUSOES

- Nos altimos 28 anos foram diagnosticados 54 casos de criptococose em pacientes com TOS.
A micose predominou em homens adultos transplantados renais, ressaltando as manifestacoes

neuroldgicas no periodo tardio pos-transplante (mais de 12 meses);

- O uso de inibidores da calcineurina (tacrolimus e/ou ciclosporina), como regime de
imunossupressao, nao influenciou na manifestacdo clinica da micose. Entretanto, pacientes
com uso de tacrolimus tiveram uma menor taxa de mortalidade (< 90 dias), enquanto os que

usaram ciclosporina tiveram uma aumento nessa taxa;

- A criptococose no TOS é predominantemente causada por C. neoformans; C. gattii foi
excepcionalmente o agente etioldgico, tendo sido encontrado pela primeira vez em

transplantados pulmonares;

- O perfil molecular das cepas disponiveis nos pacientes com TOS foram C. neoformans VNI,

e C.gattii VGII, sendo o ultimo, achado inédito em nosso meio;

- No Brasil, o relato da criptococose no TOS ficou limitada ao transplante renal, praticamente
sem caracterizagdo etiologica quanto a espécie fungica; as publicacdes ficaram restritas a

relatos de casos e rarissimas série de casos.



8 PERSPECTIVAS

Estdo em andamento em nossa linha de pesquisa sobre criptococose: estudos da
casuistica acumulada (950 casos), diferenciando C. neoformans de C. gattii; publicacdo da
maior série de criptococose por C. gattii do Brasil, dando énfase para os casos inéditos na
literatura em transplantados pulmonares; publicacdo de uma série de casos de criptococose
pleural, compreendendo uma revisdo comparativa com derrame pleural por outras etiologias
fangicas; continuacdo da andlise genotipica molecular dos agentes da criptococose
diagnosticados na Santa Casa e teste de viruléncia para os C. gattii VGII. Comecaremos por

publicar a esséncia dos resultados obtidos nessa tese de doutorado.
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10 APENDICES

Apéndice A - Ficha para colheita de dados dos pacientes transplantados de 6rgéo solidos

incluidos no estudo

Dados de identificacdo

Nome: ................

Condicdes predisponentes

HIV

Diabete melito

Neutropénico

Neoplasia

............................................. Registro......................
.......................... Idade:............. Sexo: ()M ()F
.............................................. N cCasoi.ovvviiiiiieinns

() Sim () Néo () Nao informado

() Sim () N&o (') Nao informado

Drogas imunossupressoras () Sim () N&o () N&o informado

() Sim () Néo () Nao informado
()SIM()N&oQual:.......coiiiii
()Sim()N&oQual:........................ Tempo:...........o.....

Transplante
Nenhuma:

Outros:

Manifestacdes clinicas

Neuroldgicas
Pulmonares

Sistémicas

() Sim () N&do() Nao informado  Quais:..........cevvvivrinninnanenn.n.
() Sim () Né&o( ) Néo informado

() Sim () N&o () N&o informado



Cuténeas

Osseas

Assintomatico

() Sim () N&o () Nao informado
() Sim () N&o () Nao informado

() Sim () Néo () Nao informado

Localizacéo das lesoes

SNC
Rim
Pulméo
Pele
Figado

Outros

() Sim () Néao( ) Néo informado
() Sim () Néao () Nao informado
() Sim () Néo () Nao informado
() Sim () Nao () Nao informado
() Sim () Néo (') N&o informado

() Sim () Néo () Nao informado

Avaliacao dos casos de criptococose:

Espécime clinico:

Escarro: () Sim () Néo

Exame direto: () Positivo () Negativo

Cultivo:

Urina: () Sim () Nao

() Positivo () Negativo

Exame direto: () Positivo () Negativo

Cultivo:

() Positivo () Negativo

Lavado brénquico: () Sim () Néo

Exame direto: () Positivo () Negativo

Cultivo:

() Positivo () Negativo
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Sangue: () Sim () Néo

Cultivo: () Positivo

Liquor : () Sim () Néo
Exame direto: () Positivo

Cultivo: () Positivo

Bidpsia: () Sim () Néo QUAL ..

Exame direto: () Positivo

Cultivo: () Positivo

Outro: : () Sim () Néo QUAL .. s

Exame direto: () Positivo

Cultivo: () Positivo
Diagnostico soroldgico: Soro
Liquor
Urina

Diagnostico histopatolégico: () Sim

Achados radiol6gicos: () Sim

() Negativo

() Negativo

() Negativo

() Negativo

() Negativo

() Negativo

() Negativo

() Sim () Néo
() Sim() Néo

() Sim () Nao

() Néo

() Néo

107



108

Terapia antifangica:

Fluconazol () Sim () Ndo () Néo informado  Ha quanto tempo:.....

Anfotericina B () Sim () Ndo () Nédo informado  Ha quanto tempo:.....

Itraconazol () Sim () N&o () Nao informado  Ha quanto tempo:.....

Cirurgia () Sim () N&o () N&o informado

L L 10
Evolucéo

() Alta hospitalar ~ Data:................... Duragao internagao:...............ccevevvnnnnn..

() Obito Data:...................

() Complicacbes
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